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Resumo 

Fabyane de Oliveira Teixeira Garcia. Identificação de microRNAs na saliva 

associados ao benefício a longo prazo da quimiorradioterapia em pacientes com 

carcinoma epidermoide de cavidade oral e orofaringe [Dissertação]. São Paulo: 

Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo, 2016. 

 

INTRODUÇÃO: A maioria dos pacientes com CECP é diagnosticada em estágios 

avançados da doença, apresentando taxas de sobrevida insatisfatórias. Em 

carcinomas localmente avançados e irressecáveis, o tratamento padrão na rotina do 

ICESP é a QRT a base de cisplatina. Entretanto, cerca de dois terços desses pacientes 

apresentam recidiva local, à distância ou óbito em cinco anos. Entender os 

mecanismos de resistência a QRT e descobrir marcadores que possam indicar 

resposta ao tratamento continuam sendo um desafio. Os microRNAs possuem papel 

chave nos mecanismos de resistência a QRT, sendo possível quantificá-los em saliva. 

Neste estudo avaliamos a expressão de microRNAs na saliva de pacientes com CEC 

de cavidade oral e orofaringe e se esses microRNAs estão contidos dentro de 

microvesículas. MÉTODOS: Por meio de revisão da literatura e análises in sílico, 

selecionamos 8 microRNAs para serem avaliados: miR-15a-5p, 21-5p, 23a-3p, 125b-

5p, 142-3p, 200b-3p, 296-5p e 503-5p. A expressão dos microRNAs foi determinada 

por PCR quantitativo na saliva livre de células de 70 pacientes portadores de CEC de 

cavidade oral e orofaringe localmente avançado e irressecável, em diferentes estágios 

da progressão da doença: antes de iniciar tratamento (G1), com falha do tratamento 

(G2) e livre da doença há 2 anos (G3) e em 28 voluntários sadios (G0). 

Microvesículas foram isolados por ultracentrifugação ou exoQuick, analisados por 

Microscopia Eletrônica de Transmissão (MET), Nanosight e para determinação da 

expressão do miR-21-5p. RESULTADOS: Os miRs-296-5p e 503-5p foram 

indetectáveis na maioria das amostras testadas. Quando comparamos os grupos em 

diferentes situações clínicas, encontramos diferença significativa na expressão do 

miR-21-5p (p=0.005), miR-23a-3p (p=0,026), miR-125-5p (p=0,013), miR-142-3p 

(p=0,033) e miR-200b-3p (p=0,031). Observou-se aumento na expressão dos miRs 

21-5p (p=0,001), 23a-3p (p=0,004), 125b-5p (p=0,026) e 142-3p (p=0,005) na saliva 

dos pacientes em G1 em relação ao voluntários sadios (G0). O grupo G3 também 

apresentou maior expressão do mir-21-5p (p=0,018), 125b-5p (p=0,002) e 200b-3p 

(p=0,014) comparado ao G0, assim como o grupo G2 teve maior expressão do mir-

15a-5p (p=0,023) e 23a-3p (p=0,017) comparado ao grupo G0. O grupo G2 

apresentou menor expressão do miR-200b-3p (p= 0,019) e maior expressão do miR-

15a-5p (p=0,057) em relação ao grupo G3. Além disso, os pacientes tabagistas e/ou 

etilistas apresentaram maior expressão relativa do miR-21-5p (p=0,001 e p=0,046, 

respectivamente) e os etilistas também tiveram maior expressão do miR-200b-3p 

(p=0,013). Com relação à resposta inicial do paciente ao tratamento avaliada pelo 

médico bem como, com a resposta a longo prazo (recidiva, status global e 

prognóstico), a expressão dos miR-15a-5p, miR-125b-5p, miR-23a-3p e miR-142-3p 

apresentaram associação com sobrevida livre de progressão e sobrevida global, 

porém não atingiram significância estatística. Microvesículas foram detectadas na 

saliva tanto na MET como na contagem no nanosight. A expressão do miR-21-5p foi 

predominantemente detectada dentro de microveículas em relação ao sobrenadante 

livre de vesículas. CONCLUSÕES: Alguns dos microRNAs analisados foram 

diferencialmente expressos entre os diferentes grupos estudados, a expressão do 

miR-21 foi associada ao tabagismo e etilismo e a do miR-200b com etilismo e a 
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expressão de alguns microRNAs podem estar associadas à resposta ao tratamento e 

ao prognóstico dos pacientes.  

 

Descritores: Neoplasias de cabeça e pescoço, Carcinoma de células escamosas, 

Quimiorradioterapia, MicroRNAs, Saliva, Exossomo. 
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Abstract 

Fabyane de Oliveira Teixeira Garcia. Identification of microRNAs in saliva 

associated with long-term benefit of chemoradiotherapy in patients with squamous 

cell carcinoma of the oral cavity and oropharynx [Dissertation]. São Paulo: 

Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo, 2016. 

 

BACKGROUND: Most patients with HNSCC are diagnosed in advanced stages of 

the disease, with unsatisfactory survival rates. In locally advanced and unresectable 

carcinoma, the standard treatment in ICESP is cisplatin based QRT. However, about 

two-thirds of these patients have local recurrence, distance or death within five years. 

Understanding the QRT resistance mechanisms and discovery of markers that may 

indicate benefit of treatment is a great challenge. MicroRNAs have key role in the 

mechanisms of QRT resistance and are detectable in saliva. In the present study we 

analyzed the expression of microRNAs in the saliva from oral cavity/oropharynx 

squamous cell carcinoma (OSCC) patients and whether these microRNAs are 

contained within exosomes. METHODS: Through a review of studies in the 

literature and by in silico analysis, we choose 8 microRNAs to be evaluated: miR-

15a-5p, 21-5p, 23a-3p, 125b-5p, 142-3p, 200b-3p, 296-5p and 503-5p. The 

expression of microRNAs was determined by quantitative PCR in the cell-free saliva 

from 70 locally advanced and unresectable OSCC patients at different stages of 

disease progression: treatment naive (G1), after treatment failure (G2) and disease 

free for at least 2 years (G3) and 28 healthy volunteers (G0). Exosomes were isolated 

by ultracentrifugation or exoQuick, analyzed by transmission electron microscopy 

(MET), Nanosight quantification and by determination of the miR-21-5p expression. 

RESULTS: The miRs-296-5p and 503-5p were undetectable in almost all saliva 

samples. Significant differences was observed in the expression of miR-21-5p 

(p=0.005), miR-23a-3p (p=0.026), miR-125-5p (p=0.013) miR-142-3p (p=0.033) and 

miR-200b-3p (p=0.031) among the groups analyzed. The expression of miRs 21-5p 

(p=0.001), 23a-3p (p=0.004), 125b-5p (p=0.026) and 142-3p (p=0.005) were high in 

saliva of G1 patients as compared to heath volunteers (G0). The G3 group also 

showed higher expression of mir-21-5p (p=0.018), 125b-5p (p=0.002) and 200b-3p 

(p=0.014) and G2 presented higher expression of miR-15a-5p (p=0.023) and 23a-3p 

(p=0.017) as both compared to the G0. The group G2 presented lower expression of 

the miR-200b-3p (p=0.019) and higher expression of the miR-15a-5p (p=0.057) as 

compared to the G3 group. In addition, saliva from the smokers and/or drinkers 

patients showed high relative expression of the miR-21-5p (p=0.001 e p=0.046; 

respectively) compared to former drinker/smokers and drinkers also showed high 

expression of the miR-200b-3p (p=0.013). In relation to the initial response to 

treatment assessed by the physician, as well the long-term response (relapse, global 

status and prognosis), the expression of the miR-15a-5p, miR-125b-5p, miR-23a-3p e 

miR-142-3p showed association with progression-free survival and overall survival, 

however did not reach statistical significance. Microvesicles were detected in saliva 

by both MET as the count in nanosight. The expression of the miR-21-5p was 

predominantly detected in microvesicles in relation to the supernatant. 

CONCLUSIONS: Some of the microRNAs analyzed were differentially expressed 

between the different groups, the expression of the miR-21 was associated with 

smoking and drinking habits and of the miR-200b with drinking habits and the 

expression of some microRNAs may be associated with the treatment response and 

prognosis of the patients. 
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1. Introdução 

1.1. – Epidemiologia 

 

O câncer de cabeça e pescoço (CCP) é um termo amplo que abrange tumores 

epiteliais que surgem nos seios paranasais, cavidade nasal, cavidade oral, faringe e 

laringe. O carcinoma epidermoide é o tipo de neoplasia mais frequente acometendo 

cerca de 90% desses tumores, enquanto os tipos basocelulares, adenocarcinomas, e de 

pequenas células são menos comuns (WHO, 2010). 

Mundialmente, o carcinoma epidermoide de cabeça e pescoço (CECP) é o sexto 

tipo de câncer mais comum acometendo cerca de 686.000 novos casos por ano, destes 

300.000 casos correspondem a tumores de lábios e cavidade oral, sendo esperado 

145.000 casos de mortes (Ferlay et al, 2015). Existe grande variação na incidência 

geográfica desses tumores, sendo o sudeste da Ásia, regiões do pacífico, parte da 

América Latina e partes da Europa central e Oriental as regiões com as maiores taxas de 

incidência; na Índia é o tipo de câncer mais comum, compreendendo cerca de 40% de 

todas as neoplasias (Warnakulasuriya et al., 2009). 

Segundo estimativas do Instituto Nacional do Câncer, para o biênio 2016-2017 o 

Brasil terá cerca de 420.000 mil casos novos de câncer por ano, excetuando-se os casos 

de câncer de pele não melanoma (cerca de 180 mil casos novos). Sendo 51% (214.350) 

incidente no sexo masculino e 48% (205.960) no sexo feminino. Os tipos mais 

frequentes em homens serão próstata, pulmão, intestino, estômago e cavidade oral; 

enquanto nas mulheres será mama, intestino, colo do útero, pulmão e estômago (Figura 

1).  

Para o biênio 2016-2017 estima-se 11.140 casos novos de tumores de cavidade e 

oral e orofaringe em homens e 4.350 em mulheres. A incidência do câncer da cavidade 

oral varia entre as regiões brasileiras, para os homens figura entre a quarta (Sudeste - 

14,58/100 mil) e a sétima posição (Norte - 3,46/100 mil) e para as mulheres entre a 

nona (Nordeste - 4,11/100 mil) e 15° posição (Sul - 3,32/100 mil), sem considerar os 

tumores de pele não melanomas (INCA; 2016). 
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Figura 1 - Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes estimados para 2016 

por sexo, exceto pele não melanoma (INCA; 2016). 

 

 

1.2.  Câncer de Cabeça e Pescoço 

CCP é altamente associado com estilo de vida e fatores ambientais, dentre os 

fatores de risco para o desenvolvimento desta neoplasia destacam-se o tabagismo e o 

álcool, sendo o tabagismo considerado o principal fator de risco isoladamente, tanto 

para homens quanto para mulheres, com forte efeito dose-resposta. Quanto maior a 

quantidade de cigarros e principalmente o tempo de exposição a esse hábito, maior é o 

risco de desenvolvimento de CECP. Fumo e álcool possuem efeito sinérgico (Lambert 

et al., 2011, Znaor et al., 2003, Lubin et al., 2009).  

A infecção viral é um fator etiológico conhecido para dois sítios específicos em 

tumores de CCP, HPV (Papiloma Vírus Humano) está associado ao câncer de 

orofaringe e EBV (Vírus Epstein-Barr) ao carcinoma de nasofaringe (Principe et al., 

2013). A relação entre infecção por HPV e câncer de orofaringe foi proposta pela 

primeira vez por Syrjänen et al. em 1983 e foi posteriormente reforçada por diversos 

autores (D'Souza et al., 2007; Badulescu et al., 2010; Hocking et al., 2011), sendo o 

subtipo 16 o mais prevalente (Alibek et al., 2013). A infecção por HPV pode explicar o 

aumento na incidência de casos de tumores de orofaringe em pacientes jovens e/ou que 

não tem como hábito o uso de tabaco e álcool (Heck et al., 2010). Os tumores HPV 

positivos têm sido associados com prognóstico mais favorável. Embora frequentemente 

eles tenham histologia pouco diferenciada eles são caracterizados por menor taxa de 

progressão maligna e melhor resposta a quimio e radioterapia quando comparados com 
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tumores com mesmo grau e estadiamento, negativo para infecção por HPV (Zhao et al., 

2009; Shi et al., 2009; Lambert et al., 2011; Argiris et al., 2008).  

Do ponto de vista molecular, tumores HPV positivos são caracterizados por alta 

instabilidade genômica, devido à desregulação no controle do ciclo celular pelas 

oncoproteínas E6 e E7 (Wiest et al., 2002). Enquanto os tumores HPV negativos 

surgem através da cancerização de campo e progressão clonal devido à exposição 

repetitiva ao carcinógeno, os tumores HPV positivos abrigam menores taxas de mutação 

e frequentemente menos alterações no número de cópias, a carcinogênese ocorre pelas 

oncoproteinas E6 e E7 (Bonilla-Velez, 2013; Stransky et al., 2011; Cancer Genome 

Atlas Network , 2015). Os mecanismos biológicos que explicam a diferença de 

sobrevida em tumores HPV positivos são multifatoriais. A ausência da cancerização de 

campo certamente reduz a incidência de recorrência locorregional e segundos primários, 

a persistência de p53 funcional também pode contribuir para a melhor resposta a quimio 

e radioterapia (Licitra et al., 2006; Butz et al., 1996).  

Cerca de dois terços dos pacientes com CECP são diagnosticados em estágios 

avançados da doença, III e IV, comumente envolvendo comprometimento de linfonodos 

regionais, a doença é frequentemente assintomática. Alguns pacientes não procuram 

assistência médica até que dor, sangramento inexplicado, ulceração da lesão 

crescimento de massa no pescoço ou na cavidade oral ocorram, mas frequentemente a 

doença já se encontra em estagio avançado (Nagadia et al., 2013; McCullough, et al., 

2012; Argiris et al., 2008). A sobrevida a longo prazo desses pacientes é em torno de 

30% sendo a mortalidade relacionada principalmente a complicações oriundas da 

recidiva locorregional da doença, de metástases à distância ou do aparecimento de 

segundos tumores primários (Castro, 2010). Slaughter observa que 11,2% dos CCPs 

apresentam um segundo tumor primário (Slaughter et al., 1953). 

 

1.2.1. Aspectos moleculares de CCP 

 

Os tumores HPV negativos se originam pelos fatores de risco convencionais, 

onde a carcinogenese é dependente da aquisição de múltiplas alterações genéticas e 

epigenéticas levando a alterações prémalignas que podem evoluir para neoplasia 

maligna invasiva. O conceito conhecido como cancerização de campo postula que a 

exposição da mucosa aerodigestiva ao tabaco e álcool desenvolve campos 
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geneticamente distintos em que mutações adicionais podem causar a transformação 

celular. CCP é caracterizado por ser um tumor muito heterogêneo, inclusive a nível 

molecular. Estudos recentes caracterizaram essa heterogeneidade usando marcadores de 

microssatélites e hibridização in situ em áreas distintas do tumor e evidenciaram que os 

tumores primários são mais heterogêneos que as metástases (El-Naggar et al., 1997; 

Götte et al., 2004). 

Mutações em oncogenes não são comuns em CECP. Embora estudos in vitro 

evidenciem o papel da sinalização de EGFR (Receptor de Fator de crescimento 

Epidermal - receptor transmenbrana tirosina kinase que ativa a sinalização de Ras e 

PI3K) em CECP, apenas 15% dos pacientes apresentam mutação ou amplificação desse 

gene (Cancer Genome Atlas Network, 2015; Kalyankrishna e Grandis, 2006). 

P53 é um supressor de tumor que está alterado em inúmeros canceres humanos, 

mais de dois terços de CECP apresentam mutações nos exons 5-8 do P53 (Gasco e 

Crook, 2003; Somers et al., 1992) com predomínio de mutações com perda de função. 

Mutações em P53 desregulam o ciclo celular, interrompem a apoptose e o 

monitoramento da integridade genômica, levando a proliferação descontrolada e defeito 

no reparo do DNA. Alterações na função do P53 normalmente estão associadas à 

resistência a radiação e quimioterapia a base de cisplatina (Ohnishi et al., 2001;  

Stransky et al., 2011). Análises realizadas pelo consórcio The Câncer Genome Atlas 

(TCGA) identificaram que 84% dos CECP HPV negativos têm mutações em P53 contra 

3% de mutações em CECP HPV positivos. Outra mutação frequente em CECP HPV 

negativos é no regulador de ciclo celular CDKN2A (58%) (Cancer Genome Atlas 

Network , 2015).  

O acompanhamento dos pacientes com CECP é difícil devido o tamanho 

limitado do tumor recorrente, o crescimento e a progressão da doença muitas vezes é 

oculto e a localização em vários subsítios anatômicos enfatiza a necessidade de 

biomarcadores confiáveis para melhor manejo do paciente. Isso é especialmente crítico 

considerando a importância da detecção do tumor antes do desenvolvimento de 

metástases locorregionais e à distância (Puram e Rocco; 2015). Embora algumas 

publicações recentes sugiram o uso de DNA circulante hypermetilado como 

biomarcador diagnostico (Mydlarz  et al., 2016) assim como status de HPV e 

combinação da quantificação de P53, p16, Bcl-2 e EGFR como biomarcadores de 

prognóstico, não há na prática clínica um biomarcador em fluidos ou tecido que possa 
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ser usado no diagnóstico de CECP (Kumar et al., 2008; Nichols et al., 2010; Puram e 

Rocco; 2015). 

 

1.3. – Manejo dos pacientes e tratamento 

 

O desenvolvimento do CECP, bem como seu tratamento, causa impacto 

significativo na qualidade de vida dos pacientes tanto em termos estéticos quanto 

funcionais, como dor, desfiguramento e alterações na fala e na deglutição (Coatesworth 

et al., 2002). Por esta razão, estratégias terapêuticas são adotadas com objetivo de 

preservar a anatomia e a função do órgão acometido (Sanabria et al., 2010). O manejo 

eficaz da doença, especialmente em sua fase inicial, pode otimizar a probabilidade de 

sobrevivência e prevenir e/ou retardar complicações (Streckfus et al., 2007).  

Os pacientes com carcinoma localmente avançado são tratados por cirurgia, 

quando factível, seguida de radioterapia e/ou quimiorradioterapia. Os procedimentos 

não cirúrgicos são geralmente administrados quando o tumor é considerado irressecável 

ou com objetivo de preservar o órgão e/ou função. Nestes casos o tratamento padrão é a 

quimiorradioterapia (QRT) concomitante a base de cisplatina com intuito curativo, 

alcançando ganho absoluto de 8% na sobrevida global em cinco anos quando 

comparado à radioterapia isolada. Todavia, mesmo em pacientes submetidos a tal 

terapêutica, observa-se que cerca de dois terços dos pacientes apresentam recidiva local, 

à distância ou óbito em cinco anos (Pignon et al., 2009; Forastiere et al., 1999).  

Outra estratégia terapêutica é o uso de quimioterapia de indução (neoadjuvante). 

Essa estratégia de tratamento diminui o risco de desenvolvimento de metástases e 

auxilia no controle locorregional da doença (Lorch et al., 2011; Posner et al., 2008; 

Domenge et al., 2000). Além disso, a quimioterapia também pode ser utilizada na rotina 

como tratamento padrão em pacientes portadores de doença metastática ou com recidiva 

locorregional, sem indicação de cirurgia ou reirradiação. Nestes casos a quimioterapia 

tem um papel paliativo e a sobrevida mediana é limitada, menor que um ano (Fury et 

al., 2011). 

Apesar dos consideráveis avanços nas ferramentas diagnósticas e tratamento nas 

últimas três décadas, a mortalidade dos pacientes com CECP continua sendo alta, e as 

modalidades de tratamento são associadas a muitos efeitos adversos e redução de 

qualidade de vida (Corry et al., 2010). 
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O principal objetivo da quimioterapia concomitante é aumentar a atividade 

citotóxica da radioterapia (Brizel et al., 2006). Tanto a radioterapia quanto a 

quimioterapia podem ocasionar danos ao DNA, sendo possível que haja um sinergismo 

entre eles. A radiação ionizante induz danos na base do DNA, sítios alcalinos sensíveis 

e quebra de uma ou das duas fitas de DNA. Esses danos são passíveis de reparo, mas 

caso o reparo não ocorra eles são considerados letais para as células (Bennett et al., 

1993; Ward, 1998).  

A cisplatina é comumente utilizada na QRT concomitante. Ela se liga ao DNA 

formando adutos, com a formação de ligações inter e intracadeias que induzem 

alterações estruturais no DNA. As bases purinas (G ou A) do sulco maior do DNA são 

os sítios preferenciais de ligação das platinas, por serem mais acessíveis e nucleofílicos 

(Jung et al., 2007; Fuertes et al., 2003). O principal aduto cisplatina-DNA resulta da 

ligação a duas bases intrafita. Há ainda adutos menos comuns onde a platina se liga a 

duas bases interfitas ou da ligação a uma fita de DNA e uma proteína, Figura 2 (Jung et 

al., 2007; Fuertes et al., 2003; Cepeda et al., 2007;  Gonzalez et al., 2001; revisado por 

Neves et al., 2011).  

 

 

Figura 2- Principais adutos formados através da interação da cisplatina com DNA: (a) 

ligação interfitas, (b) ligação 1-2 intrafita; (c) ligação cruzada 1-3 intrafita; (d) interação com 

DNA e proteína (Gonzalez et al., 2001). 

 

 

A formação dos adutos com a cisplatina provoca distorções significativas na 

dupla hélice do DNA, causando desenovelamento e torção da sua estrutura (Coste et al., 
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1999), que por sua vez são responsáveis pela inibição da transcrição e replicação, com 

indução de apoptose e necrose (Jung et al., 2007; Fuertes et al., 2003; Jamieson, et 

al.,1999; Köberle et al., 2010). Uma vez formados, os adutos cisplatina-DNA podem ser 

reparados, principalmente através do mecanismo de excisão de nucleotídeos. A 

cisplatina pode dificultar ou inibir o reparo ao dano ocasionado pela radiação ionizante, 

aumentando a incidência de parada do ciclo celular e morte por apoptose (Begg, 1990; 

Yang et al., 1995; Wilson et al., 2006; Moreland et al., 1999). 

Apesar da alta eficácia da cisplatina, efeitos colaterais, como nefrotoxicidade e 

neurotoxicidade, além da resistência adquirida à droga após determinado tempo de 

administração, representam uma limitação a sua utilização. A resposta primária a esse 

agente normalmente é alta, mas muitos pacientes recidivam com doença resistente a 

platina. Os mecanismos de resistência à cisplatina propostos incluem: diminuição do 

acúmulo de droga na célula e aumento do efluxo, desativação do fármaco por proteínas 

e peptídeos, aumento da biotransformação e detoxificação no fígado, aumento no reparo 

do DNA e mecanismos antiapoptóticos (Gottesman et al., 2002).  Para superar esses 

mecanismos de resistência, a cisplatina é comumente usada em combinação com outras 

drogas como o paclitaxel, por exemplo, um agente antimitótico que se liga 

preferencialmente aos microtubulos inibindo a reorganização da rede de microtubulos 

(Parness et al., 1981; Jung et al., 2007; Fuertes et al., 2003; Kelland et al., 2007; Wang 

et al., 2007).  

Um dos grandes desafios da pesquisa é buscar entender melhor os mecanismos 

de resistência a QRT, tendo em vista a perspectiva de desenvolvimento de agentes 

terapêuticos dirigidos a alvos moleculares. Neste cenário, também é interessante a 

descoberta de marcadores moleculares associados à recidiva subclínica após 

quimiorradiação, o que permitiria otimizar as opções de tratamento. Acredita-se que os 

tumores desenvolvam resistência às quimioterapias através de múltiplas vias de resposta 

celular que alteram a expressão gênica e proteica. Nos últimos anos, estudos têm 

evidenciado marcadores associados à resistência a agentes quimioterápicos. Alguns 

estudos evidenciam a importância de alterações nas vias de reparo do DNA, NER 

(Nucleotide excision repair) e MMR (mismatch repair) no mecanismo de resistência 

aos agentes de platina (Aebi et al., 1996, Brown et al., 1997; Fink et al., 1998; revisado 

por Galluzzi et al., 2012). Tanto a expressão do mRNA (RNA mensageiro) quanto da 

proteína de ERCC1 têm sido negativamente correlacionadas com a sobrevida e/ou 
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resposta a quimioterapia baseada em platina em diversos carcinomas como gástrico 

(Metzger et al., 1998), cabeça e pescoço (Handra-Luca et al., 2007), esôfago (Kim et al., 

2008), colorretal (Shirota et al., 2001) e pulmão (Olaussen et al., 2006); entretanto a 

relação entre a expressão de ERCC1 com a resistência tumoral ao tratamento não é 

absoluta, evidenciando que há outros mecanismos moleculares envolvidos nesse 

processo (Handra-Luca et al., 2007; De Castro et al., 2011).  

Embora os papéis das cascatas de sinalização gênicas e das proteínas como 

fatores regulatórios na quimiorresistência estão se tornando bem estabelecidos, é 

evidente que há contribuição dos microRNAs neste processo. Além disso, os perfis de 

expressão de microRNAs, tecido- e doença-específica, são frequentemente mais 

informativos e discriminatórios do que perfis de mRNA (Calin et al., 2002) e são 

capazes de discriminar mais precisamente a origem de tumores pouco diferenciados ou 

cujo primário é desconhecido (Lu et al., 2005; revisto por Reid et al., 2011), o que o 

torna uma ferramenta para diagnostico inicial de CECP (Kozaki et al.,2008; Wong et 

al., 2008). 

Alguns estudos têm demonstrado que os microRNAs tem um papel chave na 

resistência a tratamentos quimioterápicos e radioterápicos. Por exemplo, o microRNA-

221/222 confere resistência ao tamoxifeno em linhagens celulares de câncer de mama 

(Miller et al., 2008); os mesmos microRNAs (221/222) regulam a radiossensibilidade e 

crescimento celular em linhagem celular de carcinoma gástrico, possivelmente através 

da modulação da expressão do PTEN (Chun-Zhi et al., 2010); o microRNA-34a modula 

a quimiossensibilidade a doxorrubicina e vincristina em células de Sarcoma de Ewing 

(Nakatani et al., 2012) e a resistência a docetaxel em células de câncer de mama (Kastl 

et al., 2012), o miR-200 modula a resistência à cisplatina através da regulação do MBI1 

em carcinoma de língua (Sun et al., 2012) e ao paclitaxel em carcinoma de ovário 

através da regulação da β-tubulina III (Leskelä et al., 2010); os microRNAs-30/130/335 

modulam a resistência à cisplatina e ao paclitaxel em carcinoma de ovário (Zou et AL, 

2012; Sorrentino et al.,2008); o miR-9 e let-7g aumentam a sensibilidade a radiação 

ionizante em linhagens de células de câncer de pulmão H1299, por meio da regulação 

da expressão do NFκB1 (Arora et al., 2011), entre outros. Contudo, o papel 

desempenhado pelos microRNAs na quimiorresistência em CECP ainda permanece 

pouco elucidado (Yu ZW et al, 2010; Puram e Rocco; 2015).  

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yu%20ZW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20219416
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1.4. – MicroRNAs 

 

Os microRNAs foram descritos pela primeira vez em 1993 através de dois 

artigos publicados na mesma edição da revista Cell por dois grupos de pesquisadores 

liderados por Lee e Wightman (Lee et al., 1993, Wightman et al.,1993). Eles 

demonstraram pela primeira vez um processo de regulação pós-transcricional mediado 

por um pequeno RNA antissenso através da hibridização com a região 3’ UTR do gene-

alvo. Eles descobriram em Caernorhabditis elegans um pequeno RNA de 

aproximadamente 22 nucleotídeos não codificante de proteína, mas que reprimia a 

tradução do lin-14 regulando a transformação do primeiro para o segundo estágio larval 

no desenvolvimento de nematódeos.  

Em 2000, outro pequeno RNA de aproximadamente 22 nucleotideos, let-7, foi 

descoberto por também regular o desenvolvimento de nematodeos (Reinhart et al., 

2000) semelhante ao lin-14. Esse fenômeno chamou a atenção e em outubro de 2001, 

Lagos-Quintana e colaboradores isolaram e identificaram microRNAs em D. 

melanogaster e células humanas HeLa. Nessa mesma edição da revista Science, 

Rosalind Lee e Victor Ambros (2001) descreveram novos microRNAs em C. elegans, 

alguns deles com homólogos no camundongo, drosófila e no homem. A partir dessas 

publicações ficava claro que os microRNAs eram evolutivamente conservados, presente 

em várias espécies e potencialmente capazes de regular diversos processos biológicos. 

Esses pequenos RNAs foram coletivamente denominados microRNAs e suas 

informações foram incluídas no miRBase (http://microRNA.sanger.ac.uk/).  

Os microRNAs são moléculas de RNA simples fita de 19 a 25 nucleotídeos, não 

codificadores de proteínas, que atuam como potentes reguladores pós-transcricionais, 

embora exista relatos atípicos de que os miRs podem ter ação pré-transcricional, agindo 

como fatores de transcrição nuclear (Bartel et al. 2009).  

 

1.4.1 – Biogênese e Classificação 

O processo de biogênese do microRNA inicia-se no núcleo, passa por 

modificações pós-transcricionais e termina no citoplasma (Figura 3). A via de 

maturação canônica tem inicio com a transcrição do gene pela RNA polimerase II ou III 

em um pri-miRNA, um longo transcrito primário com estrutura em forma de grampo 

contendo cauda poliadeniladas e cap 5’ (Lee et al., 2004). Este ainda no núcleo é 

http://microrna.sanger.ac.uk/
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processado pelo complexo enzimático Drosha (RNA polimerase III e seu co-fator 

DGCR8) que reconhecem e clivam o pri-miRNA em pré-miRNA, com cerca de 60-100 

nucleotídeos também em forma de grampo (Han et al., 2004). O pré-miRNA é 

exportado do núcleo para o citoplasma pelo complexo exportina-5/Ran-GTP (Kim et 

al.,2004), onde é clivado pela DICER (RNase III) gerando um transcrito de fita dupla de 

aproximadamente 22 nucleotídeos, denominado duplex de microRNA (Hutvágner et al., 

2001, Ketting et al., 2001). Este duplex se associa ao complexo RISC (RNA-induced 

silence complex) cuja principal proteína é a argonauta (Khvorova et al., 2003). Uma fita 

do duplex permanece no complexo RISC como miRNA maduro (fita guia) e completa a 

biogênese enquanto a outra fita é degradada (fita passageira). O complexo de RISC 

direciona o microRNA maduro ao mRNA alvo, determinando o silenciamento do 

mRNA pela inibição da sua tradução quando a complementariedade de bases é 

incompleta, ou pela degradação do mRNA, quando a complementariedade de bases é 

total (Bartel, 2009; revisado por Di Leva et al., 2014).  

 

 



11 

 

 

Figura 3 - Biogênese dos microRNAs (via canônica) (Barca-Mayo et al.,2012). 

 

 

Os microRNAs podem ser classificados em intergênico ou intragênico de acordo 

com sua localização genômica (Olena e Patton, 2010). 

 microRNAs intergenicos: localizam-se entre duas unidades 

transcricionais, sua expressão é regulada por seus próprios promotores e possuem 

características semelhantes às unidades transcricionais de genes codificantes de 

proteínas (Olena e Patton, 2010). 

 Os intragênicos localizam-se nas unidades transcricionais e se 

subdivedem em: a) Intrônicos: localizados na região de um íntron de uma unidade 

transcricional, geralmente utilizam-se dos mesmos promotores de sua unidade 

transcricional hospedeira. Uma particularidade desses microRNAs é que a sequencia 

precursora (pré-microRNA) apresenta o tamanho exato do íntron, após a transcrição e 
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processamento de seu RNA hospedeiro, os íntrons removidos irão formar o pré-

microRNA. Portanto as etapas iniciais da biogênese não são necessária para esses 

microRNAs, tornando-os independentes de clivagem pela Drosha (Okamura, 2007). 

Nessa via não canônica, o miRNA gerado recebe o nome de miRtron. Geralmente sua 

expressão é similar a do seu gene hospedeiro (Bell et al., 2010). b) Exônicos: possuem 

frequência baixa ou nula entre as espécies, em homo sapiens correspondem a apenas 5% 

do total de microRNAs. Geralmente são encontrados no final de um éxon, estendendo-

se para o inicio do íntron adjacente de um gene não codificador e compartilham os 

promotores de seu gene hospedeiro (Maselli et al., 2008). 

Os microRNAs são frequentemente agrupados (clustering) próximos uns dos 

outros no genoma, podendo ter origem no mesmo transcrito primário (pri-miRNA) 

(Griffiths-Jones et al., 2008). Os clusters são descritos como um conjunto de 

microRNAs hospedados em regiões genômicas próximas umas das outras, com a 

distância máxima de aproximadamente 10.000 nucleotideos entre cada microRNA 

membro do cluster (Griffiths-Jones et al., 2008). Geralmente, genes de miRNAs que 

possuem sequência homologas e produzem transcritos maduros contendo região seed 

idêntica ou muito semelhante são agrupados em famílias (Ambros et al., 2003). 

 

1.4.2. Nomenclatura 

A nomenclatura dos microRNAs é baseada em números de identificação 

sequencial. O prefixo composto por três letras refere-se à espécie, por exemplo, o 

prefixo “hsa” refere-se à espécie humana (Homo sapiens). Os loci gênicos que 

codificam microRNAs e os pré-microRNAs são denominados usando o prefixo “mir#”, 

enquanto os microRNAs maduros possuem prefixo “miR-#”. Ambos seguidos de hífen 

e um número de identificação (Lagos-Quintana et al., 2001; Griffiths-Jones et al., 2008). 

Sendo que os loci gênicos devem ser escritos em itálico para diferenciar do pré-

microRNA (Ambros et al., 2003).  

Alguns genes de microRNAs apresentam cópias parálogas no genoma, quando 

estes originam sequencias maduras idênticas, acrescenta-se mais um hífem e mais um 

número “miR-#-1, miR-#-2”. Em humano, por exemplo, os genes de hsa-mir-7-1 e hsa-

mir-7-2 encontram-se localizados nos cromossomos 9 e 15, respectivamente e ambos 

expressam o microRNA maduro com sequência de nucleotídeos idêntica (miRBase). 

Além disso, os microRNAs com sequências maduras homológas, ou seja, não idênticas 
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mas muito similares, usa-se  o mesmo número e adiciona-se uma letra minúscula “miR-

#a, miR-#b” (Lagos-Quimtana et al., 2001).   

Outra convenção adotada é o uso do sufixo para identificar de qual extremidade 

do pré-microRNA que se origina a(s) fita(s) de microRNA maduro após a clivagem pela 

Dicer. Assim usa-se “-3p e 5p” para indicar a origem na porção 3’ e 5’, 

respectivamente, do braço precursor (Griffiths-Jones et al., 2008). 

 

1.4.3. Mecanismos de regulação por microRNAs 

Após a montagem do complexo miRISC, a fita guia do microRNAs irá 

direcioná-lo até o alvo promovendo a regulação da expressão gênica. A interação 

miRNA-mRNA é mediada pela sequencia seed (do inglês semente), uma região 

constituída pelos nucleotídeos da posição 2-8 da extremidade 5’ do microRNA e que 

inicia a hibridização do micorna com o mRNA alvo (Zamore e Haley, 2005). Apesar do 

grau de complementariedade ser um parâmetro importante, ele não é o único 

determinante da forma como o complexo miRISC atua, hibridização parcialmente 

complementar também pode levar a clivagem do mRNA-alvo (Ameres e Zamore, 

2013). 

 

 

 

Figura 4 - Esquema da interação entre miR e o mRNA-alvo. Em azul são os nucleotídeos do 

miR, em vermelho os nucleotídeos responsáveis pelo reconhecimento do mRNA-alvo, 

chamados de região seed (adaptado de Peterson, 2014) 

 

 

O mecanismo de inibição da tradução pode ocorrer devido aos seguintes 

processos: 
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 Competição pelo 5’ CAP (alguns microRNAs interferem no reconhecimento do 

5’CAP, impedindo a montagem do complexo de pré-iniciação da tradução e 

consequentemente inibe a tradução (Pestova et al., 2001).   

 Inibição da montagem dos ribossomos – A AGO2 é capaz de se associar a eIF6 

(eucaryotic translation initiation factor 6) impedindo a montagem dos ribossomos e 

consequentemente a tradução (Chendrimada et al., 2007).  

 Deadenilação – alguns microRNAs promovem a deadenilação do mRNA-alvo, o 

que impede a circularização do mRNA (interação do 5’CAP com a cauda Poli-A) e 

consequentemente sua tradução (Wakiyama et al., 2007). 

 Desmontagem prematura dos ribossomos - (Petersen et al., 2006), redução da 

velocidade de elongação ou proteólise durante a fase de elongação (Maroney et al., 

2006; Nottrott et al., 2006) 

 

A desestabilização do transcrito-alvo e sua consequente clivagem podem ocorrer 

por dois mecanismos: 

 Clivagem do RNA alvo – quando os microRNAs são totalmente 

complementares ao mRNA-alvo, ativando a atividade slicer de AGOs que clivam um 

sítio do mRNA-alvo que corresponde aos nucleotídeos 10 e 11 do RNA guia, esse 

mecanismo ocorre principalmente em plantas (Llave et al.,2002; Palatinik et al., 2003). 

Os produtos derivados dessa clivagem são rapidamente degradados. 

 Deadenilação seguida por retirada do 5’CAP - em alguns casos, a proteína AGO 

se associa a outras proteínas  que promovem a remoção da cauda poli-A e remoção do 

5’CAP. Esse evento desestabiliza o mRNA que se torna alvo de exonucleases que o 

degradam (Behm-Ansmant et al., 2006). 

Ademais, os microRNAs podem ainda intensificar a promoção da transcrição. É 

o caso do let-7i, capaz de interagir com o motivo TATA-box facilitando a montagem do 

complexo de pré-iniciação da transcrição sobre o promotor do IL-2, resultando numa 

elevação da produção do transcrito do mesmo (Zhang et al., 2014). 

 

1.4.4. MicroRNAs e Câncer 

Os microRNAs desempenham um importante papel regulatório em processos 

biológicos e patológicos. Cerca de 30% dos mRNAs humanos são regulados por 

microRNAs (Bartel et al., 2004). Um mRNA pode ser alvo de múltiplos microRNAs, 
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enquanto um microRNA pode regular numerosos transcritos de mRNA (Nagadia et al., 

2013). Eles estão envolvidos em vários processos biologicos como diferenciação, 

crescimento, proliferação e apoptose. Processos estes comumente desregulados no 

câncer, indicando seu envolvimento na carcinogênese. O primeiro estudo que 

demonstrou a relação de microRNAs e câncer foi em leucemia linfocítica crônica onde 

verificaram que miR-15 e miR-16 estavam ausentes ou com baixa expressão na maioria 

dos casos comparados (68%) ao controle, sugerindo que estavam relacionados a 

patogênese da leucemia linfocítica crônica (Calin et al., 2002).  

No câncer, os microRNAs trabalham como moléculas reguladoras, atuando 

como oncogenes ou supressores tumorais (Shenouda  et al., 2009). A superexpressão de 

oncomirs em tumores contribuem para oncogênese por inibir genes supressores 

tumorais e/ou genes que controlam a diferenciação celular ou apoptose, como o P53 que 

é inibido pelo miR-372/373. Outros oncomirs conhecidos são miR-21, miR-155 e miR-

17-92 (Nagadia et al., 2013; Zheng et al., 2011; Cervigne et al.,2009). Por outro lado, os 

microRNAs também podem ser classificados como supressores de tumor, quando sua 

ação se opõe a oncogênese, por exemplo miR-34a, let-7, miR-143 (Zheng et al., 2011; 

Kozaki et al.,2008).  Os microRNAs são tecido específicos, alguns podem ser 

oncogênicos em um tipo celular ou tecido e supressor de tumor em outro, dependendo 

do contexto do tecido e os genes alvos (Zheng et al., 2011). Embora os microRNAs 

tenham sido bem estudado no contexto da carcinogêne, dentro do contexto de CCP eles 

ainda estão pouco elucidados (Puram e Rocco; 2015).   

Mesmo com todo avanço na área de imagens para diagnóstico e monitoramento 

das doenças neoplásicas, a análise do tecido tumoral por meio de técnicas invasivas 

ainda é muito utilizada. Isso ocorre porque o numero de biomarcadores confiáveis em 

fluidos biológicos ainda é baixo para que seja aplicado na clínica. Nesse sentido, os 

microRNAs são extremamente promissores, pois estão presentes de forma estável em 

diversos fluidos corporais como saliva, plasma, soro, urina e outros (Madhavan et al., 

2013; Weber et al., 2010). Os microRNAs circulantes estão contidos principalmente 

dentro de microvesículas, chamadas exossomos, que os protegem de serem degradados 

por ribonucleases presentes no meio extracelular (Mitchell et al., 2008), tornando-os 

resistentes a condições desfavoráveis como temperaturas e pHs extremos ou ciclos de 

congelamento/descongelamento (Chen et al., 2008; Wu et al., 2011).  
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1.5. – Microvesículas 

Identificado inicialmente como um mecanismo pelo qual as células poderiam 

dispor de proteínas danificadas ou desnecessárias (Fader et al., 2006), as microvesículas 

derivadas de células agora são vistas como importantes mediadores da comunicação 

intercelular. Recentemente, o interesse em estudar vesículas extracelulares tem 

aumentado significantemente. Diferentes categorias de vesículas têm sido descritas, 

incluindo exossomos, microvesículas, corpos apoptóticos, entre outras (Wurdinger et 

al., 2012). As distintas características, propriedades e papel funcional de cada subtipo 

ainda necessitam de mais investigações. Os dois principais subtipos são os exossomos e 

as microvesículas, distintas na morfologia, características biofísicas (como forma, 

tamanho e densidade) e biogênese (György et al., 2011) (Figura 5), mas também 

apresentam características em comum como presença de proteínas do citoesqueleto e 

fosfatidilserina externalizadas (Cocucci et al., 2009). 

Os exossomos são pequenas vesículas formadas por uma bicamada lipídica de 

aproximadamente 40-100nm de tamanho (Lee et al., 2012; Mathivanan et al., 2012). 

Um subconjunto de proteínas características contidas nos exossomos, como Alix 

(Baietti et al., 2012) e Tsg101 (Nabhan et al., 2012) estão associadas com a via 

endossomal/lisossômica. Sua origem é endocítica, são liberados pela fusão de corpos 

multivesiculares à membrana plasmática (Simpson et al, 2009, Thery et al, 2002). 

Inicialmente a membrana celular é internalizada para produzir endossomos. 

Subsequentemente muitas pequenas vesículas são formadas dentro dos endossomos por 

partes invaginantes da membrana endossomal. Esses endossomos são chamados de 

corpos multivesiculares, alguns são destinados aos lisossomos para degradação 

enquanto outras se fundem á membrana plasmática e liberam as vesículas internas no 

espaço extracelular, dentre elas estão os exossomos (Gruenberg et al., 2006). Uma vez 

liberados no espaço extracelular, eles podem ser internalizados pelas células receptoras 

por mecanismos como endocitose, fagocitose, micropinocitose ou fusão direta entre as 

membranas lipídicas (Morelli et al., 2004, Feng et al., 2010; Parolini et al., 2009; 

Fitzner et al., 2011). Os mecanismos de seleção do conteúdo carreado pelos exossomos 

ainda é pouco compreendido.  

As microvesículas (MVs) também são referidas como ectossomas ou 

micropartículas, elas são maiores que os exossomos variando de 100 a 1000nm de 

diâmetro. A biogênese das Mvs envolve o brotamento da membrana plasmática para o 
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espaço extracelular (Théry et al., 2009), e este processo capta o conteúdo celular 

citosólico no lúmen formado. A formação das MVs é regulada pela ativação de 

receptores de superfície celular com subsequente aumento de cálcio intracelular (Kahner 

et al., 2008). As MVs são mais heterogêneas, sua composição molecular depende do 

tipo celular e do estado de ativação da célula produtora (Cocucci et al., 2009, Pilzer et 

al., 2005).  

Apesar das diferenças entre exossomos e MVs, a distinção entre elas permanece 

sutil, não há evidência de uma separação estrita de seus papeis funcionais e nem 

propriedades estabelecidas ou marcadores moleculares que distinguam claramente essas 

duas classes de vesículas (Principe et al., 2013). Diante disso a maioria dos estudos não 

distinguem rigorasamente as duas classes de vesículas, muitas vezes considerando MVs 

como uma população mista que inclui ambos os tipos de vesículas, tendo em vista que 

tanto os exossomos quanto as Mvs têm demonstrado serem promissoras na descoberta 

de biomarcadores do câncer (D'Souza-Schorey et al., 2012).  

 

 

 

Figura 5 - Biogênese dos exossomos e Microvesículas – Na formação dos exossomos, a 

membrana plasmática é internalizada para produzir endossomos, pequenas vesículas são 

formadas dentro dos endossomos formando corpos multivesiculares que se fundem à membrana 

plasmática liberando os exossomos no meio extracelular. Já as Mvs são formadas pelo 

brotamento da membrana plasmática para o espaço extracelular. (Raposo et al., 2013). 
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A comunicação célula-célula pode ser contato-dependente, onde envolve contato 

físico, como junções GAP e conecções sinápticas ou pode ser contato-independente, em 

que não necessita de contato físico como a sinalização endócrina ou mecanismo similar 

que envolve a transferência de moléculas. Neste contexto as microvesículas participam 

dessa comunicação contato-independente (Sadowski et al., 2009; Platta et al., 2011). 

Elas são secretadas por diversos tipos celulares como células epiteliais, linfócitos B e T 

(McLellan, 2009), mastócitos, células dendríticas (Admyreet al., 2008) e neurônios 

(Lachenal et al., 2011).  

Os componentes protéicos dos exossomos incluem heat shock proteínas (Hsp70, 

Hsp90), componentes do citoesqueleto como actina e tubulina, tetraspaminas (CD9, 

CD81 e CD63) e outas proteínas (Thery et al., 2002). Exossomos carream em seu 

interior todos os constituintes moleculares conhecidos de uma célula: proteínas, 

lipídeos, microRNAs, mRNAs e DNA (Ratajczak et al., 2006; Valadi et al., 2007;  

Kahlert at al., 2014).  Estudos recentes tem destacado a importância do conteúdo 

molecular que os exossomos carream, a presença de ácidos nucléicos em exossomos 

derivados de células neoplásicas é uma fonte de biomarcadores para diversos tipos de 

câncer, como glioblastoma, bexiga, fígado, colorretal, pulmão, próstata e outros (Skog 

et al., 2008; Munagala et al., 2016; Tovar et al., 2016; Mohankumar et al.,2016;  

Nilsson et al., 2009; Long et al., 2015). Esses exossomos podem conter DNA dupla-fita 

(Kahler et al., 2014; Thakur et al., 2014) e mutações específicas do tumor que podem 

ser detectadas nos exossomos circulantes dos pacientes com câncer (Munagala et al., 

2016; Lázaro et al., 2014; Skog et al., 2008). Em estudos recentes tem sido 

extensivamente reportado a presença de microRNAs nos exossomos, como fonte para 

diagnóstico e monitoramento da progressão neoplásica (Taylor et al., 2010; Corcoran et 

al., 2011; Munagala et al., 2016; Zhang et al., 2015). Os perfis de expressão gênica 

encontrado nos exossomos nem sempre correspondem a composição das células de 

origem, sugerindo que existe uma seleção dos mRNAs e microRNAs que serão 

carreados pelos exossomos. A transferência de microRNAs via exossomos permite 

rápida alteração na expressão gênica da célula receptora (Mittelbrunn et al., 2011;  

Ramachandran et al., 2012). 

Pela transferência de biomoléculas (lipídios, proteínas, DNA, microRNAs e 

mRNAs) para células de sítios locais e distantes, os exossomos podem alterar vias de 

sinalização, perfis moleculares e regulação gênica da célula receptora, podendo assim 
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moldar o microambiente durante o desenvolvimento e progressão tumoral (Peinado et 

al., 2011; Roberson et al., 2010; Mathivanan et al., 2010; Valadi et al., 2007; Subra et 

al., 2010; Stoorvogel et al., 2002; Ge et al., 2012). No microambiente tumoral os 

exossomos estão envolvidos na promoção do crescimento do câncer primário, 

angiogênese, ativação de fibroblastos estromais, arquitetura da matriz extracelular 

tumoral, supressão da resposta imune do hospedeiro e geração de nicho pré-metastático 

(revisado por Ge et al., 2012). 

As microvesículas e exossomos são encontradas em muitos fluidos corporais 

como plasma (Grant et al., 2011), urina (Pisitkun et al., 2004), fluido cerebroespinhal 

(Street et al., 2012), saliva (Gonzalez-Begne et al., 2009; Ogawa et al., 2008), fluido 

sinovial (Skriner et al., 2006) entre outros. Há evidências que a liberação de exossomos 

nos fluidos corporais esta aumentada em vários tipos de tumores, como ovário, 

glioblastoma, melanomas, pancreático entre outros (Graves et al., 2004; Skog et al., 

2008; Peinado et al., 2012; Arscott et al., 2011). A sua relativa estabilidade em fluidos 

corporais lhes confere um grande interesse como fonte de biomarcadores para a 

detecção e monitoramento do câncer (D’Souza-Schorey et al., 2012).  

 

 

1.6. - Saliva 

A saliva é um fluido oral produzido pelas glândulas salivares, composta de mais 

de 99% de água e menos de 1% de proteínas, eletrólitos, e outros componentes de baixo 

peso molecular (Soini et al., 2010). Secreções salivares são misturas complexas de 

proteínas, lipídeos, carboidratos e íons, originados de três pares de glândulas salivares 

maiores, parótida, submandibular e sublingual; e mais de 600 glândulas salivares 

menores localizadas em toda cavidade oral (Lamy et al., 2012). As parótidas produzem 

secreções serosas enquanto as glândulas submandibular e lingual produzem secreções 

mistas que serão serosas e mucinosas. A combinação dessas secreções é chamada saliva 

total e incluem proteínas (α-amilase, mucinas, histatinas, cistatinas, etc), micro-

organismos, debris celulares, fluidos gengivais e componentes séricos (Chiappin et al., 

2007).  

A saliva pode ser coletada por meios não invasivos, eliminando assim o 

desconforto e dor que podem ser associados com a coleta de alguns materiais biológicos 

(Liu J. et al, 2012). Ela pode ser coletada sem estímulo onde o paciente cospe em um 
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frasco graduado ou pode ser coletada com o auxílio de um estimulante como o ácido 

cítrico ou indução do reflexo mastigatório (Chiappin et al., 2007). A coleta sem 

estímulo gera um volume até três vezes menor que a coleta estimulada, mas tem a 

vantagem de refletir com maior acurácia o estado de equilíbrio com a condição clínica 

sistêmica e ser menos influenciada pela função da glândula salivar. O uso de agentes 

estimulantes pode alterar a composição da saliva (pH) e aumentar a produção de água 

diluindo assim os componentes de interesse (Yan et al., 2009). Além disso, é uma fonte 

de material biológico em pacientes não operáveis, sendo uma opção atraente como 

ferramenta clínica nos casos de carcinoma epidermoide de cavidade oral e orofaringe. 

Como ela fica em contato direto com a lesão pré-maligna ou maligna, pode conter 

proteínas e outras substâncias expressas localmente e que podem ser utilizadas como 

biomarcadores de doença, pois podem ser estreitamente relacionados às condições de 

saúde do indivíduo (Liu et al, 2012).  

Em suma, os pacientes portadores de carcinoma epidermoide (CE) de cavidade 

oral e orofaringe localmente avançado e irressecável, tratados com QRT concomitante a 

cisplatina apresentam taxas de sobrevida insatisfatórias, sendo a resistência a QRT um 

obstáculo à eficácia do tratamento. Como os microRNAs possuem papel diferencial na 

resistência aos tratamentos quimioterápicos e estão presentes com grande estabilidade 

na saliva, pretendemos através deste estudo identificar microRNAs presentes na saliva 

de pacientes com CEC de cavidade oral e orofaringe associados ao benefício do 

tratamento com QRT. 
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2. OBJETIVOS: 

Objetivo geral: 

Identificar microRNAs relacionados a resposta a longo prazo ao tratamento 

quimiorradioterapico a base de cisplatina em pacientes com carcinoma epidermoide de 

cavidade oral e orofaringe localmente avançados, irressecáveis.  

Objetivos específicos: 

1- Padronizar o processamento da saliva. 

2- Fazer uma revisão sistemática para identificar microRNAs e mRNAs 

relacionados ao tratamento com cisplatina e/ou radioterapia. Identificar os principais 

microRNAs associados ao benefício ao tratamento através de análises in silico.  

3- Determinar a expressão dos microRNAs escolhidos na saliva de indivíduos 

saudáveis e de pacientes portadores de carcinoma epidermoide de cavidade oral e 

orofaringe localmente avançados e irressecáveis, em diferentes situações clínicas:  

Grupo 0: Indivíduos saudáveis. 

Grupo 1: Pacientes portadores de doença localmente avançada e irressecável 

sem tratamento prévio,  

Grupo 2: Pacientes que apresentam falha de tratamento (recidiva ou progressão 

da doença) pós QRT definitiva;  

Grupo 3: Pacientes livres de doença há pelo menos dois anos pós QRT 

definitiva. 

 

4- Correlacionar a expressão dos microRNAs com os dados de falha do 

tratamento, sobrevida e parâmetros clínicos.  

5- Verificar se os microRNAs circulantes associados ao benefício a QRT estão 

contidos dentro de microvesículas ou circulando livres na saliva. 
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3. MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1.Casuística 

Realizamos um estudo exploratório transversal visando identificar microRNAs 

presentes na saliva de pacientes com CEC de cavidade oral e orofaringe associados a 

resposta a longo prazo do tratamento com QRT a base de cisplatina.  

Incluimos ao todo 28 voluntários sadios e 70 pacientes com o referido carcinoma 

localmente avançado e irressecável, assim definidos pela equipe de cirurgia de cabeça 

de pescoço e encaminhados ao serviço de oncologia clínica, ambos os serviços do 

ICESP, para tratamento padronizado com QRT a base de cisplatina. Tanto a avaliação 

cirúrgica quanto a clínica são independentes desta pesquisa.  

Os pacientes incluídos compreendem três situações clínicas diferentes que 

representam a progressão da doença e possíveis respostas ao tratamento: 

Grupo 1 (G1) - pacientes portadores de doença localmente avançada e irressecável sem 

tratamento prévio com indicação de QRT com intuito curativo 

Grupo 2 (G2) - pacientes com falha de tratamento (recidiva ou progressão da doença) 

pós QRT definitiva   

Grupo 3 (G3) - pacientes sem evidência de doença há pelo menos 2 anos pós QRT 

definitiva. 

Grupo Controle (G0) - voluntários sadios sem diagnóstico prévio de neoplasias. 

 

O desenho transversal permite a coleta de material em tempo hábil, em 

comparação ao estudo longitudinal. Todos os pacientes foram acompanhados na rotina 

ambulatorial o que permitiu fazermos correlação dos valores de expressão dos 

microRNAs com os dados clínicos de resposta ao tratamento do “Grupo 1”.  

Os pacientes foram tratados no Instituto do Câncer do Estado de São Paulo 

(ICESP), Grupo de Oncologia Torácica e Tumores de Cabeça e Pescoço do serviço de 

oncologia clínica. Todos os pacientes e voluntários sadios foram informados sobre os 

objetivos do presente estudo e quando concordaram em participar assinaram o Termo de 

Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE). Esse projeto foi aprovado pelo Comitê de 

Ética em Pesquisa da Faculdade de Medicina com o número 390/12. 

As amostras foram identificadas por números arábicos para manter o anonimato 

dos pacientes. No entanto, não haverá dissociação irreversível dos dados. O material 
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será armazenado por cinco anos e se houver interesse em mantê-lo por um período 

maior, será solicitada aprovação do Comitê de Ética e Pesquisa (CEP).  

Enfatizamos que o presente estudo não implica em mudança das rotinas de 

indicação das várias modalidades de tratamento (cirurgia, radioterapia, quimioterapia e 

quimiorradioterapia) e nem do protocolo de tratamento dos pacientes do ICESP. 

 

3.2.Coleta e processamento das amostras 

Antes de iniciar a coleta os pacientes fizeram um bochecho com água deionizada 

por cerca de 30segundos para realizar a higienização da cavidade oral. Em seguida 

foram orientados a sentar confortavelmente para iniciar a coleta não estimulada da 

saliva, ou seja, à medida que a saliva acumulava no assoalho da boca eles cuspiam em 

um tubo graduado (Falcon de 50mL) até a obtenção de aproximadamente 3mL de 

saliva. Após a coleta as amostras foram transportadas em gelo para o laboratório, onde 

foram processadas dentro de no máximo 1 hora para preservar a qualidade do material. 

 A amostra foi processada com intuito de obtermos três frações: saliva livre de 

células (SLC), concentrado de microvesículas (Mvs) e sobrenadante livre de 

microvesículas (SLMvs ).  

 

 

 

Figura 6 - Fluxograma com a descrição do processamento da saliva para obter: saliva livre 

de células (SLC) e saliva livre de debris para posterior ultracentrifugação (S2). 
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 Saliva Livre de Células (SLC) 

 Primeiramente a saliva foi diluída com PBS 1X na proporção 1:1 com intuito de 

reduzir a viscosidade do material e permitir seu manuseio. Em seguida a amostra foi 

submetida a uma centrifugação de 1500g por 10min a 4°C para remoção de células. O 

pellet de células foi descartado e o sobrenadante foi então transferido para um 

microtubo novo e novamente submetido à centrifugação de 3.000g por 5minutos a 4°C 

para remoção de restos celulares. Posteriormente foram retiradas duas alíquotas de 

250µL deste sobrenadante, que corresponde a saliva livre de células (SLC), e 

transferidas para um tubo novo que foi armazenado a -80ºC para posterior extração de 

RNA. 

 O pellet foi descartado e o restante do sobrenadante foi submetido à uma 

centrifugação a 10.000g por 30min a 4°C, o pellet foi descartado e o sobrenadante 

transferido para um tubo novo (“S2”) para posterior ultracentrifugação. Em ambos os 

tubos, SLC e S2, foi adicionado 80U de RNAse out (40U/µL) para cada 1mL de saliva 

diluída. Em seguida as amostras foram armazenadas a -80°C até o momento dos 

experimentos. 

 

3.3.Separação de Microvesículas 

As microvesículas foram isoladas por dois métodos diferentes: 

ultracentrifugação e ExoQuick (System Biosciences). 
 

Ultracentrifugação 

Para isolar microvesículas por ultracentrifugação, tanto as amostras de saliva 

quanto o PBS utilizado foram filtrados com o auxílio de um filtro de seringa de 0,2µm. 

Inicialmente 1mL da porção “S2” da saliva foi filtrado em filtro 0,2 µm e 

transferido para um tubo específico de ultracentrifugação, em seguida cerca de 9mL de 

PBS 1x foi filtrado no mesmo filtro da respectiva amostra afim de completar o volume 

do tubo de ultracentrifugação. Em seguida as amostras foram submetidas a uma 

ultracentrifugação de 100.000g por 90minutos a 4°C no rotor SW-41Ti (Beckman 

Coulter e Beckman Optimaym XL-100K, Ultracentrifuge, USA). O sobrenadante livre 

de Mvs resultante da ultracentrifugação foi armazenado em um tubo novo (“SLMvs”) 

para posterior extração de RNA total e o pellet resultante da ultracentrifugação (“Mvs”), 

enriquecido em Mvs, foi ressuspendido em 100µL de PBS 1X filtrado para posterior 
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extração de RNA total e caracterização das microvesículas, ambas as porções foram 

armazenados a   -80°C até o momento dos experimentos. 

 

Exoquick 

 O ExoQuick (System Byosistems) é um reagente de precipitação de exossomos 

que permite isolar exossomos de fluidos biológicos sem necessidade de usar 

ultracentrífuga, padronizado para soro e fluido ascitico. Para isolar exossomos de saliva 

seguimos um protocolo modificado para saliva (Zlotogorski-Hurvitz  et al., 2014). 

 Transferi para um tubo novo 200µL de saliva e 100µL de exoquick. A mistura 

foi homogeneizada por inversão seguida de incubação por 17hs a 4ºC. Posteriormente a 

amostra foi submetida a uma centrifugação de 1500g por 15min a 4ºC. O sobrenadante 

foi transferido para um tubo novo e o tubo com o pellet de exossomos foi submetido a 

uma nova centrifugação a 1500g por 5min a 4°C para remover qualquer traço do 

sobrenadante. O pellet foi ressuspendido em 20µL de água nucleae free e tanto o pellet 

quanto o sobrenadante foram armazenados a -80°C para posterior extração de RNA. 

 

3.4.Extração de RNA total 

 

-Saliva Livre de Células (SLC) 

As extrações do RNA total foram realizadas com um kit específico para extração 

de RNA total de fluidos biológicos, o miRCURY
TM

RNA isolation Kit-Biofluids, Exiqon.     

Em um tubo RNAse free foram adicionados 200µl da porção “SLC” da saliva e 

10µl de proteinase K (20mg/mL). Essa mistura foi incubada a 37ºC por 10min. Em 

seguida foram adicionados 60µl de Lysis solution BF,1μL de RNA Spike-in template e 

1,25μL de MS2(0,8μg/μL - Roche). Essa mistura foi agitada com auxílio do vórtex por 

5seg e incubado por 3min à temperatura ambiente (TA). A esse lisado foram 

adicionados 20µl de protein precipitation solution BF, a mistura foi agitada por 5seg e 

incubada por 1min à TA, seguida por uma centrifugação de 11.000g por 3min. O 

sobrenadante foi transferido para um tubo novo onde foram adicionados 270µl de 

isopropanol, a mistura foi agitada por 5seg.  

Após a montagem da mini spin column BF em um tubo de coleta, a amostra foi 

transferida para coluna seguida de uma incubação de 2min à TA e centrifugação a 
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11.000g por 30seg. O filtrado foi descartado e a coluna foi remontada no mesmo tubo. 

O RNA fica retido na resina da coluna.  

Foram adicionados 700µl de wash solution 2BF na coluna e submetido a uma 

centrifugação a 11.000g por 30seg. O filtrado foi descartado, a coluna remontada e 

então adicionados 250µl de wash solution 2BF na coluna, seguido por uma 

centrifugação de 11.000g por 2min. Posteriormente foram adicionados 50μL de rDNAse 

diretamente na membrana de resina e foi incubado por 15min à TA. Após esse tempo, 

foram adicionados 100µl de wash solution 1BF na coluna e em seguida submetido a 

uma centrifugação de 11.000g por 30seg. O filtrado foi descartado e a coluna remontada 

para repetir os passos de lavagem anterior com 700µl e 250µl de Wash solution 2BF. 

Posteriormente a coluna foi transferida para um tubo novo e foram adicionados 

25µl de água RNase free diretamente na resina da coluna. A amostra foi incubada por 

1min à TA e submetida a uma centrifugação a 11.000g por 1min, adicionamos mais 

25µl de água RNase free na coluna que continuou montada no mesmo tubo, seguido 

novamente da incubação por 1min a TA e centrifugação a 11.000g por 1min. As 

amostras de RNA total foram estocadas a -70°C. 

 

- Pellet de Microvesículas (Mvs) 

Para extração de RNA total das Mvs partimos de 20µL do pellet ressuspendido 

tanto para os exossomos obtidos pelo exoquick quanto pelos obtidos por 

ultracentrifugação (exossomo de 1mL de saliva foi ressuspendido em 100µL de PBS - 

20µL do pellet ressuspendido corresponde a 200µL de saliva total). Aos 20µL 

adicionamos 180 µL de água RNAse free para completar o volume recomendado pelo kit 

e prosseguimos conforme o protocolo do fabricante, descrito anteriormente para 

extração de RNA em saliva livre de células.  

 

-Sobrenadante Livre de Microvesículas (SLMvs) 

Para extração de RNA da porção “SLMvs” obtida pela ultracentrifugação, foi 

preciso reduzir o volume do sobrenadante (aproximadamente 9mL) com o auxílio do 

equipamento SpeedVac. O volume foi reduzido para 1mL e deste foram retirados 200µL 

para extração de RNA total. Todo o sobrenadante (SLMv) obtido do processamento com 

o Exoquick também foi utilizado para extração de RNA conforme o protocolo do 

fabricante, descrito anteriormente para extração de RNA em saliva livre de células.  
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3.5.Revisão da literatura e escolha dos microRNAs de interesse 

Para seleção dos microRNAs realizamos uma revisão da literatura de trabalhos 

publicados no banco de dados Pubmed. Nesta etapa, buscamos estudos que associavam 

mRNAs e/ou microRNAs à resposta ao tratamento com cisplatina e/ou radioterapia. 

Foram realizadas diversas buscas no Pubmed com termos específicos, mas com certa 

abrangência para garantir que não perdêssemos artigo de relevância. 

Os termos utilizados foram: 

- (pharyngeal neoplasm[MeSH Terms] OR mouth neoplasm[MeSH Terms] AND tumor 

markers[MeSH Terms] AND (prognosis[MeSH Terms] OR response)  

- microRNA AND (pharyngeal neoplasm OR mouth neoplasm) 

-microRNA AND (cisplatin OR radiotherapy OR chemoradiotherapy) 

- microRNA AND neck carcinoma 

 

A última atualização das buscas foi realizada no dia 18/02/2014 e foram 

utilizados filtros para espécie humana e publicações nos últimos cinco anos. 

Foram incluídos para posterior análise os artigos que correlacionavam expressão 

de microRNA, RNA ou proteína a tratamento com cisplatina e/ou radioterapia em 

pacientes com câncer ou linhagens celulares transformadas. Também foram incluídos 

trabalhos que avaliaram marcadores prognósticos em pacientes com CCP tratados com 

quimio e/ou radioterapia. 

Foram excluídos trabalhos escritos em outros idiomas que não o inglês (alemão, 

chinês, japonês, húngaro, polonês) e trabalhos que avaliaram tratamento em tumores 

muito diferentes de CCP como glioma, leucemia, osteossarcoma e tumores em bexiga, 

testículo, pâncreas, fígado, carcinomas glandulares, carcinoma de nasofaringe que 

estivessem associados à EBV (Vírus Epstein-Barr) e trabalhos que analisaram linhagens 

germinativas. Também foram excluídos os trabalhos em CCP que não avaliaram 

tratamento ou que avaliaram marcador prognóstico em casuística composta por 

pacientes tratados exclusivamente com cirurgia. 

Os trabalhos foram detalhados em tabela onde foram transcritas as seguintes 

informações: tipo de carcinoma, tratamento (quimio e/ou radioterapia), moléculas 

estudadas (microRNA, mRNA ou proteína), nível de expressão da molécula (up ou 

down-regulada), moléculas validadas e a associação encontrada com o tratamento a 

base de cisplatina e/ou radioterapia e sobrevida livre de doença ou sobrevida global. Os 
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estudos que realizaram perfis de expressão gênica tiveram anotados na tabela todas as 

moléculas diferencialmente expressas e não apenas as validadas, visto que a escolha das 

moléculas para validação muitas vezes é direcionada pela literatura. 

Em posse dessa lista prévia de moléculas realizamos algumas análises in sílico 

através do software IPA (Ingenuity Pathway Analysis - Qiagen - 

http://www.ingenuity.com/products) para identificar  microRNAs para serem avaliados 

neste estudo.  

 

3.6. RT-qPCR (Transcrição Reversa-Reação em Cadeia da Polimerase 

quantitativa) 

A determinação da expressão dos miRNAs foi feita pelo kit miRCURY LNA™ 

universal RT microRNA PCR. A partir do RNA total realizamos a transcrição reversa de 

todos os microRNAs na mesma reação. Uma cauda poli-A é adicionada aos microRNAs 

maduros e a fita de cDNA é sintetizada utilizando um iniciador poli-T. Os moldes de 

cDNA são então amplificados usando iniciadores aprimorados com LNA
TM

, específicos 

para o microRNA de interesse. A detecção da reação é realizada através do SYBR 

Green, uma molécula fluorescente que ao intercalar-se à dupla fita de DNA, emite 

fluorescência possibilitando a quantificação do total de moléculas de DNA produzidas a 

cada ciclo da reação (Figura 7).  

 

 

Figura 7 - Desenho esquemático do sistema miRCURY LNA. 
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Fizemos duas reações de RT para cada amostra e as misturamos ao final, 

conforme recomendado pelo fabricante do kit a fim de minimizar possíveis variações da 

reação de RT. Todas as etapas desse procedimento foram realizadas no gelo. Cada 

reação tem volume final de 10µL. Em um tubo foi preparada uma mistura RT contendo 

para cada amostra: 2µL de reaction buffer (5x), 1µL de enzyme mix (10x), 1µL de água 

nuclease free. A mistura foi homogeneizada seguida por uma rápida centrifugação à 

velocidade máxima de uma minicentrifuga. Para cada reação foram adicionados 4µL 

dessa mistura e 6µL de amostra. A reação foi transferida para um termociclador. As 

condições da reação compreendem uma etapa a 42°C por 60 min, 95°C por 5min para 

inativação da enzima transcriptase reversa e 4°C até o momento em que os tubos forem 

retirados do termociclador. As amostras de cDNA foram armazenadas a -20°C até a 

realização da qPCR.  

Na etapa de qPCR foram realizados ensaios individuais para os microRNAs de 

interesse: UniSp6 (Spike-in control), miR-16-5p, U6snRNA miR-15a-5p miR-21-5p, 

miR-23a-3p, miR-125b-5p, miR-142-3p, miR-200b-3p, miR-296-5p e miR-503-5p.  

 As amostras de cDNA foram diluídas 40x e as reações foram realizadas em 

triplicatas. Em um tubo foi preparado um mix contendo para cada amostra; 5µL de SYBr 

Green máster mix (2x), 0,8µL do PCR primer mix para o miR-142-3p e 1µL de PCR 

primer mix para os demais micros, 0,04µL de ROX (25µM). Essa mistura foi 

homogeneizada e posteriormente foi aplicado 6µL em cada poço da placa para PCR 

seguido da adição de 4µL do cDNA diluído 40x. A placa foi submetida a uma rápida 

centrifugação à velocidade máxima e colocada no aparelho Real Time PCR 7900 

(Applied Biosystems). O programa da reação inclui um ciclo de 95°C por 10min seguido 

por 40 ciclos de desnaturação a 95°C por 10seg e hibridização a 60°C por 1min. 

Ao final foi realizada a curva de desnaturação (melting) para checar a 

especificidade da reação. Nessa curva analisa-se a fluorescência da amostra em relação 

ao aumento contínuo da temperatura, o que possibilita analisar a temperatura de 

desnaturação de cada fragmento amplificado. Todas as reações mostraram um pico 

único de fluorescência indicando que as reações foram específicas. 

 

3.7.Cálculo de Expressão Gênica 

O Cicle Treshould (Ct) é definido como o número de ciclos em que a 

fluorescência gerada na reação de PCR consegue ultrapassar o treshould (um ponto de 
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corte definido anteriormente). Para o cálculo de expressão gênica consideramos os 

valores de Cts até 36, acima disso foi considerado indetectável.  

A expressão diferencial dos microRNAs de interesse foi determinada pelo 

método de quantificação relativa em relação ao microRNA normalizador (miR-16-5p).  

Para o cálculo, foi utilizado o modelo matemático 2
-ΔΔCt 

proposto por Livak and 

Schmittgen, 2001, sendo:  

ΔΔCt = ΔCtamostra alvo (CtmiR alvo - CtmiR normalizador) - ΔCtamostra referência(CtmiR alvo - CtmiR 

normalizador). 

Nas comparações da expressão do microRNA em saliva livre de células, 

microvesículas e sobrenadante livre de microvesículas, utilizamos os valores de CT 

subtraídos do valor 40 (limiar de detecção). 

 

3.8.Caracterização das microvesículas 

3.8.1. Identificação de microvesículas por microscopia eletrônica de 

Transmissão (MET) 

A microscopia eletrônica (MET) foi realizada no Laboratório de Biologia 

Celular (LIM-59) da Faculdade de Medicina da Universidade de São Paulo - FMUSP. 

A partir do pellet de Mvs ressuspendido em 100µL PBS 1X, separamos 12,5µL 

para fazer um pool de amostras para caracterização de microvesículas por ME. Fizemos 

um pool com 4 amostras de pacientes do grupo 1, grupo 3 e grupo controle, não fizemos 

pool do grupo 2 (pacientes com recidiva ou progressão da doença) pois este grupo sofre 

com intensa xerostomia e por isso temos quantidade de amostra muito limitante dos 

pacientes desse grupo. 

Os pools foram transferidos para tubos novos de ultracentrifugação e em seguida 

as amostras foram submetidas à nova ultracentrifugação a 100.000g por 90min a 4ºC. 

Descartamos o sobrenadante e o pellet foi ressuspendido com auxílio de vórtex. 

Adicionamos 1mL de glutaraldeído 2% ao pellet seguido de incubação por 1 hora a TA 

para fixação das Mvs. Em seguida o volume do tubo foi novamente completado com 

PBS 1X e submetido à ultracentrifugação (100.000g, 90min, 4ºC). O sobrenadante foi 

descartado e o pellet sofreu etapas de desidratações crescentes com etanol 70% e 90%. 

Em cada etapa, houve incubação de 5min com etanol seguida de ultracentrifugação 

(100.000g, 90min, 4ºC). Em seguida descartamos o sobrenadante e 1mL de resina 

araldite foi depositada no fundo do tubo, ao pellet, e foi levado para estufa a 60°C até a 
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resina endurecer. Após a formação do bloco, fizemos cortes com espessura de 80mm. 

Esses cortes foram incubados com ósmio a TA e no escuro. Após a fixação com ósmio, 

realizamos a visualização dos cortes no microscópio eletrônico de transmissão.  

 

3.8.2. Quantificação das microvesículas por NanoSight 

 

 A quantificação de Mvs por tamanho foi realizada através do equipamento 

NANOSIGHT LM14 no Centro Internacional de Pesquisa do A.C. Camargo Câncer 

Center.   

 O Malvern NanoSight LM14 utiliza a tecnologia Nanoparticle Tracking 

Analysis (NTA) para quantificar a distribuição de partículas por tamanho absoluto de 

10nm - 1000nm em solução. Essa tecnologia utiliza propriedades de espelhamento de 

luz e movimento Browniano para obter a distribuição de tamanho e a concentração das 

partículas em suspensão líquida. As partículas no fluido são iluminadas por um feixe de 

raio laser que, por conseguinte dispersam a luz que é captada por um microscópio 

óptico convencional com ampliação de 20x sobre o qual está montada uma câmera 

(Figura 8). NTA visualiza a luz dispersa pelas partículas individuais no campo de visão 

do microscópio, a luz dispersa mostra-se como pequenos pontos brilhantes que se 

deslocam por causa do movimento Browniano, os movimentos das partículas 

individuais são acompanhados através de três vídeos adquiridos ao longo de um minuto, 

e a velocidade média de cada partícula é calculada com o software de análise de 

imagem. Uma vez que a velocidade do movimento Browniano depende da temperatura, 

viscosidade, e o diâmetro (hidrodinâmico) das partículas, é possível obter o tamanho 

absoluto das partículas após a calibração do sistema com beads de tamanho e 

concentrações conhecidos (Harrison et al., 2009).  O NTA image analyses software 

captura o tamanho de muitas partículas simultaneamente e os resultados são 

apresentados como a distribuição da concentração das partículas por tamanho (Figura 

8). 
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Figura 8 - Sistema Nanosight (Nanosight Range) 

 

 As amostras de Mvs (alíquotas de 10µL) foram diluídas com PBS 1x filtrado 

(filtro de 200µm) a 2500x ou 5000x, de acordo com a concentração das amostras. Antes 

de iniciar as leituras, a câmara de amostras foi limpa com água Milliq e todo o fluido foi 

removido com o auxílio de uma seringa que gera uma corrente de ar dentro da câmara.   

 Com o auxílio de uma seringa, 1mL do PBS utilizado para diluir as amostras 

(Branco) ou 1mL de amostra diluída foi injetado bem devagar dentro da câmara de 

amostras e em seguida foi realizada a quantificação das partículas. Após a leitura, a 

amostra foi extraída da câmara com o uso de uma seringa e após a leitura de cada 

amostras, a câmara foi lavada com água Milliq e todo resíduo de água era removido 

com o auxílio de uma seringa. 

 Os valores de quantificação foram obtidos fazendo a média da quantificação 

absoluta (partículas/mL) de 3 leituras da mesma amostra e subtração da leitura do PBS 

(branco).  

 

3.8.3. Determinação do antígeno CD63 

 

A detecção dos exossomos foi feita pelo Exosome ELISA Complete Kit - CD63 

detection (System Bioscience). O pellet de exossomo foi ressuspendido em 200µl de 

Exosome binding buffer, em seguida foi agitado por 15seg com auxílio de vórtex, 

incubado por 10min a TA e em seguida colocado em gelo. Após esse processamento, as 

proteínas exossomais estão prontas para imobilização na placa. Foi feita uma curva de 
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diluição seriada com o ExoELISA protein standard. Em seguida, foram adicionados 

50µl do preparado de protein standard das amostras nos poços apropriados da placa, 

que foi incubada a 37°C em overnight. Posteriormente, a placa foi invertida e lavada 

três vezes com 100μl do Wash buffer por 5min. Foram adicionados 50µl do anticorpo 

CD63 diluído em cada poço da placa seguindo de incubação a TA por 1 hora com 

agitação.  

Após este tempo, a placa foi lavada três vezes e foram adicionados 50µl do 

anticorpo secundário em cada poço, com incubação a TA por 1 hora com agitação. A 

placa foi novamente lavada três vezes e adicionados 50µl do substrato Super-sensitive 

TMB ELISA, seguido por incubação a TA durante 15-45min com agitação. 

Posteriormente, adicionamos 50µl de stop buffer em cada poço para parar a reação e o 

resultado foi quantificado em espectrofotômetro de placas com leitura de 450nm de 

absorbância. 

A Figura 9 mostra um fluxograma da metodologia adotada nesse estudo. 
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Figura 9 - Fluxograma da metodologia do trabalho. SLC-Saliva Livre de Células, Mvs-Pellet enriquecido 

de microvesiculas, SLMvs-Sobrenadante Livre de Microvesículas, ME-Microscopia Eletrônica, qRT-PCR- 

Transcrição Reversa-Reação em Cadeia da Polimerase quantitativa 

 

 

3.9.Análises dos resultados e considerações estatísticas 

Estimamos a inclusão de 40 voluntários sadios e 120 pacientes no período de 

dois anos, aproximadamente 40 de cada grupo clínico, citado anteriormente. Em vista 
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da natureza exploratória do estudo e da ausência de dados prévios na literatura, não 

realizamos um cálculo formal de tamanho da amostra. 

A sobrevida livre de progressão foi definida como tempo do término do 

tratamento até a ocorrência da recidiva/progressão da doença ou até a última data de 

seguimento para os pacientes que não recidivaram e nos casos de pacientes que não 

responderam ao tratamento esse tempo foi igual a zero. A sobrevida global foi definida 

como o tempo do término do tratamento até o óbito ou última data de seguimento dos 

pacientes. A curva ROC foi utilizada para determinação do ponto de corte para 

categorização dos pacientes de acordo com a expressão dos marcadores. As curvas de 

sobrevida foram construídas pelo método de Kaplan-Meier e a significância estatística 

determinada pelo teste Log-Rank. Os grupos de pacientes e o grupo de voluntários 

sadios foram avaliados separadamente e comparados entre si, já que refletem a 

progressão da doença. 

Os testes estatísticos foram realizados utilizando-se o pacote estatístico 

SPSS
®
 20. Para comparação de dados quantitativos, existem dois tipos de testes que 

podem ser utilizados: os testes paramétricos e os testes não paramétricos. A escolha 

baseia-se principalmente na distribuição dos dados. Assim, inicialmente, foi utilizado o 

teste conhecido como Shapiro-Wilk para verificar se os valores de expressão dos 

microRNAs apresentaram distribuição de acordo com os padrões de normalidade. Como 

as variáveis não obedeceram a normalidade dos dados a relação entre os valores de 

expressão dos microRNAs e outros fatores preditivos foram avaliados por testes não 

paramétricos em todas as análises. 

Foram considerados como estatisticamente significativas as diferenças que 

apresentaram p<0,05, bicaudal. Para comparar se houve diferença significante dos 

valores de expressão dos microRNAs entre os grupos, foi utilizado teste de Kruskal-

Wallis seguido da comparação dois a dois por meio do teste de Mann-Whitney.  

 

 

  



36 

 

4- RESULTADOS 

 

4.1 - Dados Clínicos dos Pacientes 

Para a inclusão dos pacientes, monitoramos as agendas de consultas de todos os 

médicos assistentes que atendem pacientes com CCP no ICESP. Ao identificar um 

paciente que correspondia aos critérios de inclusão do estudo, no dia da consulta 

pedíamos ao médico que nos encaminhasse o paciente logo após o término da consulta. 

Alguns pacientes também foram abordados nos ambulatórios da odontologia e no setor 

da quimioterapia. Desta maneira conseguimos fazer a inclusão dos pacientes e coleta da 

amostra em momentos que os pacientes já teriam que vir ao hospital. Para compor o 

grupo controle convidamos funcionários de diferentes setores do ICESP e 

acompanhantes de pacientes da instituição.  

Recrutamos ao todo 28 voluntários sadios e 70 pacientes, onde 37 pacientes 

pertencem ao grupo 1, 9 pacientes pertencem ao grupo 2 e 24 ao grupo 3. Além dos 

pacientes incluídos, identificamos outros 32 pacientes elegíveis ao estudo, mas que não 

conseguimos inclui-los por algum dos seguintes motivos: Imposibilidade da coleta 

devido a intensa xerostomia, efeito colateral da radioterapia (10 pacientes), intenso 

sangramento tumoral (3 pacientes), por estarem muito debilitados, optamos por não 

incluir para não causar incômodo ainda maior ao paciente (10 pacientes), recusa em  

participar do estudo (5 pacientes) e impossibilidade de falar com o paciente (4). Além 

disso, dois pacientes foram excluídos no estudo por falha de screening (outro sítio 

tumoral). 

A mediana de idade dos pacientes ao diagnóstico foi 56,1 anos, 82,8 % dos 

pacientes são do sexo masculino sendo que 48,57% eram fumantes ativos ou haviam 

parado de fumar há menos de 1 ano no momento da coleta da amostra e 60% dos 

pacientes incluído no estudo ainda estavam vivos no dia 30 de maio de 2016. 

As informações clínicas dos pacientes seguem especificadas por grupos na 

Tabela 1 e as informações demográficas do grupo controle seguem na Tabela 2. 
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Tabela 1 - Dados clínicos dos pacientes separado por grupo. 

*Paciente faz seguimento no ICESP, mas fez tratamento QRT em outro hospital, por isso não 

temos informação do TNM. Histórico Familiar de Câncer – qualquer parente de primeiro grau 

com diagnóstico de carcinoma de qualquer tipo. Tabagista ativo: tabagista ou ex-tabagista há 

menos de 1 ano da data da coleta, ex-tabagista: cessou fumo há  mais de 1 ano da data da coleta. 

 

 

Entre os pacientes do grupo 3, temos 1 paciente que nunca fumou e é ex-etilista 

social e foi diagnosticado com CEC de orofaringe em tonsila aos 42 anos. Foi 

confirmado pelo método de captura híbrida, a positividade para HPV. Esse método 

detecta 13 tipos de HPV de alto risco, porém não identifica o tipo específico de HPV. 

Classificação 
Grupo 1 

N (%) 
Grupo 2 

N (%) 
Grupo 3 

N (%) 

Gênero    

Masculino 31 (83,8%) 8 (88,9%) 19 (79,2%) 

Feminino 6 (16,2%) 1 (11,1 %) 5 (20,8%) 

Idade do diagnóstico 57,7 anos (40 – 71) 56,5 anos (50 – 66) 53,8 anos (42 - 67) 

Histórico Familiar     

Sim 17 (46%) 2 (22,2%) 12 (50%) 

Não 20 (54%) 7 (77,8%) 12 (50%) 

Tabagismo    

Ativo 23 (62,2%) 3 (33,4%) 8 (33,3%) 

Ex-tabagista 13 (35,1%) 6 (66,6%) 12 (50%) 

Nunca 1 (2,7%) 0 3 (12,5%) 

Etilismo    

Ativo 14 (37,8%) 2 (22,2%) 5 (20,8%) 

Ex- etilista 22 (59,5%) 7 (77,8%) 17 (70,8%) 

Nunca 1 (2,7%) 0 1 (4,1%) 

Sem informação 0 0 1 (4,1%) 

Sítio do tumor    

Orofaringe 35 (94,6%) 9 (100%) 21 (87,5%) 

Cavidade Oral 2 (5,4%) 0 3 (12,5%) 

Estadiamento Clínico    

1 0 0 0 

2 2 (5,4%) 0 3 (12,5%) 

3 4 (10,9%) 0 4 (16,6%) 

4 28 (75,7%) 9 (100%) 16 (66,7%) 

Sem informação   *1 (4,2%) 

Status     

Vivo 21 (56,7%) 0 (0%) 21 (87,5%) 

Morto 16 (43,3) 9 (100%) 3 (12,5%) 

Falha de Tratamento    

Sim 14 (37,8%) N/A 3 (12,5%) 

Não 15 (40,6%) N/A 21 (87,5%) 

Sem info 8 (21,6)   
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Esse método não está incluído no presente estudo, ele foi realizado pelo hospital, não 

tendo sido realizado nos demais pacientes. 

 

Tabela 2 - Dados demográficos do grupo controle, voluntários sadios. 

Classificação N (%) 

Gênero  

Masculino 17 (60,7%) 

Feminino 11 (39,3%) 

Mediana da Idade na coleta 51,45 anos (33,3 – 78,45) 

Histórico Familiar de Câncer  

Sim 15 (53,6) 

Não 12 (42,8%) 

Sem info 1 (3,6%) 

Tabagismo  

Ativo 4 (14,3%) 

Ex-tabagista 15 (53,6%) 

Nunca 9 (32,1%) 

Etilismo  

Etilista Social  14 (50,0%) 

Ex- etilista social 10 (35,7%) 

Nunca 3(10,7%) 

Sem info 1 ( 3,6%) 

 

 

4.2 - Padronização do processamento da saliva 

 Primeiramente foi preciso padronizar o processamento das amostras de saliva. 

Inicialmente as amostras eram processadas sem nenhuma diluição prévia, porém 

tínhamos muita dificuldade em separar o sobrenadante dos debris e restos celulares 

devido à alta viscosidade do material, principalmente nas amostras dos pacientes que 

sofriam com a xerostomia (boca seca). Testamos então a diluição da amostra com DTT 

(Ditiotreitol que é utilizado em amostras de escarro), que diminuiu a viscosidade do 

material e permitiu uma boa separação do sobrenadante e debris. Porém, posteriormente 

quando fizemos os testes para a determinação dos microRNAs, os mesmos foram 

indetectáveis nas amostras diluídas com DTT, indicando uma possível interferência 

desse reagente com a extração ou quantificação de microRNAs pelos kits que utilizamos 

nesse projeto. Foram excluídas 8 amostras que haviam sido preparadas com DTT. 

Descartado o uso do DTT, testamos diluir as amostras na proporção 1:1 com PBS 1X. A 
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diluição com PBS permitiu separar bem o sobrenadante dos debris e não comprometeu 

a quantificação dos microRNAs em nossos testes e devido aos bons resultados atingidos 

prosseguimos com a diluição com PBS 1X para todas as amostras. 

 

 

4.3 –Revisão Da literatura e escolha dos microRNAs 

 

A revisão da literatura com os termos citados anteriormente na metodologia 

resultou em 1073 artigos, desses foram removidas as 105 revisões e os 94 artigos 

repetidos entre as listas resultando em 874 artigos para serem avaliados.  

Fizemos uma análise inicial, quando 723 artigos haviam sido analisados e 48 

selecionados e detalhados em planilha, considerando apenas as moléculas oriundas dos 

trabalhos de câncer de cabeça e pescoço, esôfago e pulmão fizemos uma análise 

utilizando o software IPA (Ingenuity Pathway Analysis). Nesta análise nos chamou a 

atenção o miR-296-5p que apareceu como um regulador upstream de 6 genes, AKT1, 

TP53, BCL2, CCND1, COL1A1, PCNA, com os quais tem uma regulação indireta 

(Figura 10). Esses genes estão envolvidos em processos importantes com apoptose, 

proliferação celular, diferenciação, progressão do ciclo celular, migração, transformação 

e são encontrados desregulados em vários tipos de tumor. O miR-296 não foi descrito 

em nenhum dos trabalhos que foram detalhados e foi escolhido por ter sido o único 

microRNA que apareceu como regulador nessa análise inicial.  
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Figura 10 - Esquema gerado pelo IPA onde o miR-296-5p apresenta relação indireta com 

AKT1, TP53, BCL2, CCND1, COL1A1, PCNA. 

 

 

Nessa análise inicial, também escolhemos outro três microRNAs, miR-21-5p, 

miR-200b-3p, miR-15a-5p, porque observamos que eles eram descritos em diversos 

trabalhos sendo associados ao tratamento com cisplatina e/ou radioterapia, além de 

terem aparecido em algumas vias moleculares resultante da análise com o IPA. Alguns 

desses trabalhos estão descritos na Tabela 3. 
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Tabela 3- Alguns artigos incluídos que relacionam a expressão dos microRNAs, miR-200, miR-21 e miR-15 a quimio ou radiorresistência. 

Referência Tipo de tumor MicroRNA Expressão Tratamento Associação com expressão 

Hamano et al., 2011 Linhagem celular de carcinoma epidermoide de esôfago hsa-miR-200c Up Cisplatina Quimiorresistência 

Yu et al., 2010 Linhagem celular de carcinoma epidermoide de língua hsa-miR-21 Down Cisplatina Quimiorresistência 

Sun et al., 2012 Linhagem celular de carcinoma epidermoide de língua 

hsa-miR-200b 

Down Cisplatina Quimiorresistência hsa-miR-15b 

hsa-miR-21 

Wang et al., 2012 Linhagem celular de carcinoma epidermoide de orofaringe hsa-miR-21 Up Cisplatina Quimiorresistência 

Fu et al.,2012 Linhagem celular de carcinoma de ovário 
hsa-miR-15 

Up Cisplatina Quimiorresistência 
hsa-miR-21 

Pogribny et al., 2010 Linhagem celular de câncer de mama 

hsa-miR-200c 

Down Cisplatina Quimiorresistência hsa-miR-200b 

hsa-miR-15a 

Imanaka et al., 2011 Linhagem primária de carcinoma de esôfago hsa-miR-21 Up Cisplatina Quimiorresistência 

Yu et al., 2014 Linhagem celular de carcinoma de ovário 

hsa-miR-200c Up 

Cisplatina Quimiorresistência hsa-miR-15a Down 

hsa-miR-21 Down 

Lin et al., 2013 Linhagem celular de câncer de mama hsa-miR-200c Down Radioterapia Radiorresistência 

Wang et al., 2013 Linhagem celular de câncer de pulmão hsa-miR-21 Up Radioterapia Radiorresistência 

Chen et al.,2010 Linhagem celular de câncer gástrico hsa-miR-200c Down cisplatina Quimiorresistência 

Liu et al., 2013 Linhagem celular de câncer de pulmão  hsa-miR-21 Up 
Cisplatina e 

radioterapia 
Quimio e Radiorresistência 

Yang et al., 2013 Linhagem celular de adenocarcinoma gástrico hsa-miR-21 Up Cisplatina Quimiorresistência 

Up (Upregulation), down (downregulation). Importante ressaltar que esses trabalhos também avaliaram outros microRNAs que não estão detalhados aqui.
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Após o término da análise dos 874 artigos, 85 foram selecionados seguindo os 

critérios de inclusão descritos na metodologia e tiveram os dados de expressão gênica 

detalhados em planilha. Como resultado da análise desses artigos obtivemos uma lista 

com 257 microRNAs e 76 mRNAs.  

Em posse dessa lista fizemos uma busca in sílico dos alvos desses microRNAs e 

também dos microRNAs que regulavam os mRNAs resultante de nossa revisão. Após 

remover as duplicidades entre as listas obtivemos 3103 moléculas. Fizemos uma análise 

com o software IPA e em detrimento do número muito grande de moléculas obtivemos 

vias gênicas muito genéricas e por isso optamos por usar na análise no IPA apenas as 

moléculas obtidas diretamente da nossa revisão sistemática, sem as buscas in silico. 

A análise no IPA gerou dezenas de vias moleculares. Em posse dessas vias, 

estudamos cada uma delas para identificar os microRNAs envolvidos nos mecanismos 

de resposta ao tratamento QRT e assim selecionar outros 4 microRNAs para serem 

avaliados neste trabalho. Além disso, pudemos confirmar alguns mecanimos 

moleculares que os microRNAs selecionados anteriormente estão envolvidos na 

resposta ao tratamento QRT. 

 O mir-200b apareceu nas vias gênicas como um inibidor do ZEB1 (Figura 11). 

Ele tem sido descrito com menor expressão na resistência a cisplatina em diversos 

tumores. Em câncer gástrico ele está associado à regulação da transição epitélio-

mesenquima pela inibição da expressão do ZEB2 (Kurashige et al., 2012).  
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Figura 11 – Esquema gerado pelo software IPA onde o miR-200b aparece como um 

inibidor do ZEB1. 

 

 

O miR-21 e miR-23a estão aumentados na quimiorresitência, ambos regulam a 

expressão do PTEN (Figura 12). O miR-21 é superexpresso em vários carcinomas, 

inclusive em CCP onde também tem sido correlacionado com pior sobrevida, a análise 

da sua expressão tem sido sugerida como marcador diagnostico para CCP (Avissar et 

al., 2009; Selcuklu et al., 2009). A expressão aumentada em câncer de língua foi 

associada com baixos níveis de TPM1 e PTEN atuando como um fator antiapoptótico 

(Li et al., 2009).  
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Figura 12 - Esquema gerado pelo software IPA, miR-21 e miR23a regulam PTEN. 

 

 

O mir-125b inibe o lin28 que por sua vez inibe o let-7a-5p que inibe Ras 

regulando assim a apoptose (Figura 13). Membros da família let-7 estão reduzidos em 

HNSCC (Childs et al., 2009), eles regulam a atividade do RAS e diversos outro genes 

relacionados ao ciclo celular (Johnson et al., 2005; Johnson et al., 2007). O miR-125b 

esta superexpresso em plasma de pacientes com carcinoma de cavidade oral comparado 

a controles. Em linhagens celulares de carcinoma de cavidade oral ele foi associado com 

redução da taxa de proliferação, aumento da radiossensibildade e correlacionado com 

estadiamento tumoral e sobrevida (Shiiba et al., 2013).  
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Figura 13 – Adaptação do esquema gerado pelo software IPA- miR-125b inibe lin-28 que 

inibe let-7a. 

 

 

O mir-142-3p inibe GFI1, um repressor transcricional importante para o 

desenvolvimento do sistema imune (Figura 14).  A perda de GFI1 leva a aumento da 

secreção de IL-2 que se liga ao receptor IL-2R e aumenta a expansão de Treg e CD103 

e CD73, levando ao crescimento tumoral. O miR-142-3p foi primeiramente identificado 

no desenvolvimento do sistema linfoide (Neilson et al., 2007), foi subsequentemente 

considerado um oncomir em leucemias (Lv et al., 2011). Assim como outros membros 

da mesma família é encontrado superexpresso no carcinoma oral (Cervigne et al., 2009; 

Manikandan et al., 2016).  

 

 
 

lin28 

miR125b 
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Figura 14 - Esquema adaptado do IPA - miR-142-3p regula GFI1 

 

 

A expressão do miR-503-5p modula a expressão de WEE1 (Figura 15), uma 

proteína quinase inibidora de mitose, inibe a EMT em osteossarcoma (Guo et al., 2010) 

e regula a resistência do tumor de pulmão de pequenas células à cisplatina (Qiu et al., 

2013).   
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Figura 15 - Esquema adaptado do IPA - miR-503-5p e a regulação de WEE1. 

 

 

4.4 – Expressão dos microRNAs 

 Neste trabalho analisamos a expressão relativa de 8 microRNAs, miR-15a-5p, 

miR-21-5p, miR-23a-3p, miR-125b-5p, miR-142-3p, miR-200b-3p, miR-296-5p e miR-

503-5p além dos normalizadores miR-16-5p e U6 snRNA e o Spike-in 6 (Sp6) usado 

como controle do processamento de amostras. Determinamos a expressão gênica na 

saliva livre de células de 62 pacientes com carcinoma de cavidade oral e orofaringe (31 

do grupo 1, 8 do grupo 2 e 23 do grupo 3)  além de 28 amostras de voluntários sadios.  

Após realizarmos as extrações de RNA total das amostras de saliva livre de 

células dos pacientes e fazer as reações de síntese de cDNA, demos inicio aos ensaios 

de expressão gênica. Nós temos dois controles muito importantes nos ensaios de 

expressão, o UniSp6 e os normalizadores, miR-16-5p e U6snRNA. Antes de fazermos 

os ensaios dos microRNAs de interesse esses dois controles foram analisados.  

O UniSp6 é RNA spike-in template, que é adicionado no início da extração do 

RNA total, e posteriormente quantificado na qRT-PCR. Ele serve como um controle 

positivo da reação. Como adicionamos a mesma quantidade de SP6 para todas as 

amostras, esperamos após a qRT-PCR encontrar valores de Cts (Cycles threshould) 

próximos para todas as amostras. Estabelecemos uma faixa de valores de Ct aceitável 
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para o Sp6, entre o 25 e 27, e as amostras que apresentaram a média de Ct fora dessa 

faixa foram excluídas e nova extração de RNA e síntese de cDNA foi realizada. Quatro 

amostras avaliadas foram excluídas das nossas análises de expressão gênica por 

apresentarem valores de Cts muito altos para o UniSp6 e para os demais microRNAs 

mesmo após uma nova extração de RNA e síntese de cDNA, indicando que 

possivelmente havia algum inibidor nessas amostras. Além disso, uma quinta amostra 

foi excluída, pois foi identificado que o paciente apresentava um segundo tumor 

primário em esôfago, provavelmente ele já possuía esse tumor no momento da coleta da 

amostra o que seria um fator de confusão. Sendo assim foram consideradas nas análises 

de expressão gênica 30 amostras no grupo G1, 8 no grupo G2, 21 no grupo G3 e 26 

amostras no grupo G0. 

O miR-16-5p e o U6snRNA foram quantificados para serem usados na 

normalização dos valores de expressão. Para ser considerado um bom normalizador, a 

sua expressão não deve variar muito entre as amostras quando comparada entre os 

grupos de estudo e deve ser expresso em todas as amostras. O miR-16 não apresentou 

diferença de expressão significativa entre os grupos (p=0,146 –  Kruskall-Wallis), 

enquanto o U6 apresentou diferença entre os grupos (p=0,00 –  Kruskall-Wallis), por 

esse motivo nossos dados foram normalizados pelo miR-16. 

A expressão do miR-296-5p (n=33) e miR-503-5p foi abaixo dos níveis de 

detecção em quase todas as amostras de saliva testadas. Fizemos a tentativa de usar o 

cDNA diluído apenas quatro vezes para quantificar o miR-503-5p, enquanto que para os 

outros micros diluímos 40 vezes, mas ele continuou indetectável nas amostras testadas e 

por isso eles foram excluídos de futuras análises. 

Os dados de expressão relativa dos microRNAs estão descritos na Tabela 4 e 

representados nas Figura 16 e 17. 

Na comparação da expressão dos microRNAs entre os grupos estudados 

(pacientes e voluntários) observamos que apenas o miR15a-5p não apresentou diferença 

significativa entre os 4 grupos (p=0,173 - teste de Kruskal-Wallis). Os demais 

microRNAs foram diferencialmente expressos entre os grupos, miR-21-5p (p=0.005), 

miR-23a-3p (p=0,026), miR-125-5p (p=0,013), miR-142-3p (p=0,033) e miR-200b-3p 

(p=0,031 – teste de Kruskal-Wallis) (Tabela 4). 
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Tabela 4 – Análise descritiva da expressão dos microRNAs analisados nas amostras de 

saliva de pacientes com OSCC inoperáveis e de volunatários sádios.   

 Controle Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 p 

miR-15a-5p      

Média (DP) 3,38 (5,37) 3,51 (4,19) 7,03 (5,51) 3,54 (5,08) 0,173 

Mediana 

(Min – Máx) 

2,06 

(0,0-26,87) 

1,47 

(0,0–16,6) 

6,02 

(0,47-14,95) 

1,45 

(0,03-17,33) 

miR-21-5p 
     

Média (DP) 0,79 (1,22) 1,41 (1,24) 0,66 (0,50) 2,55 (4,29) 0,005 

Mediana 

(Min – Máx) 

0,34 

(0,04-5,54) 

0,92 

(0,19-5,02) 

0,52  

(0,0-1,67) 

1,15 

(0,16-18,29) 

miR-23a-3p      

Média (DP) 0,69 (0,91) 1,28 (1,02) 0,98 (0,51) 0,92 (1,08) 0,026 

Mediana 

(Min – Máx) 

0,50 

(0,02-4,89) 

1,14 

(0,0-4,97) 

0,92  

(0,48-2,15) 

0,46 

(0,05-4,26) 

miR-125b-5p      

Média (DP) 2,38 (5,22) 9,74 (26,38) 1,40 (0,90) 5,35 (8,99) 0,013 

Mediana 

(Min – Máx) 

0,73 

(0,0-24,64) 

2,10 

(0,20-136,5) 

1,43  

(0,21-2,85) 

2,22 

(0,19-41,07) 

miR-142-3p      

Média (DP) 4,68 (6,53) 10,68 (13,27) 9,86 (10,51) 28,35 (74,67) 0,033 

Mediana 

(Min – Máx) 

1,70 

(0,0-26,68) 

8,91 

(0,0-64,04) 

6,37 

(1,0-32,09) 

4,23 

(0,05-320,2) 

miR-200b-3p      

Média (DP) 3,98 (10,07) 4,58 (7,74) 1,89 (3,14) 5,85 (5,20) 0,031 

Mediana 

(Min – Máx) 

0,95 

(0,0-48,89) 

1,80 

(0,06-34,30) 

0,79 

(0,11-9,51) 

4,03 

(0,21-15,61) 
Controle – voluntários sadios, Grupo 1-Pacientes antes de iniciarem o tratamento, Grupo 2-Pacientes com recidiva 

pós QRT, Grupo 3- paciente sem evidência de doença pós QRT. DP-Desvio padrão, p- valor estatístico determinado 

pelo teste de Kruskal-Wallis 

 

 

 



50 

 

  

Figura 16 - Representação da expressão do miR-15a-5p (A), miR-21-5p (B), miR-23a-3p 

(C) e miR-125b-5p (D) em cada um dos grupos estudados. G0 – Voluntários sadios, G1 - 

Pacientes antes de iniciarem o tratamento, G2 - Pacientes com recidiva pós QRT e G3 - paciente 

sem evidência de doença pós QRT.      Diferença estatisticamente significativa entre os grupos. 

n-26      n=30       n=8       n=21 

n-26      n=30       n=8       n=21 n-26      n=30       n=8       n=21 

n-25      n=30       n=8       n=20 

* 
* 

* * 

* 
* 

* 
* 

* 
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Figura 17 - Representação da expressão do miR-142-3p (E) e miR-200b-3p (F) em cada um 

dos grupos estudados. G0 – Voluntários sadios, G1 - Pacientes antes de iniciarem o tratamento, 

G2 - Pacientes com recidiva pós QRT e G3 - paciente sem evidência de doença pós QRT.           

......Diferença estatisticamente significativa entre os grupos. 

 

 

Posteriormente, analisamos as diferenças de expressão comparando os grupos 

dois a dois. O grupo de pacientes sem tratamento prévio (G1) quando comparado ao 

grupo de voluntários sadios (G0) apresentou maior expressão para os microRNAs miR-

21-5p (p=0,001), miR-23a-3p (p=0,004), miR-125b-5p (p=0,026) e miR-142-3p 

(p=0,005 - teste de Mann-Whitney).  

Além disso, o grupo G3 apresentou maior expressão do mir-21-5p (p=0,018), o 

miR-125b-5p (p=0,002) e o miR-200b-3p (p=0,014) quando comparado ao grupo G0. O 

grupo de pacientes com recidiva da doença (G2) apresentou maior expressão do mir-

15a-5p e miR-23a-3p quando comparado aos voluntários sadios (G0) (p=0,023 e 0,017; 

respectivamente). Por fim, quando comparamos os valores de expressão entre os grupos 

G2 e G3, tivemos maior expressão do miR-200b-3p (p= 0,019) e menor do miR-15a-5p 

n-25      n=30       n=8       n=21 n-26      n=30       n=8       n=21 

* 
* 

* 

* 
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(p=0,057 - teste de Mann-Whitney) no grupo 3. Não encontramos diferença significativa 

nas demais comparações (Tabela 5). 

 

 

Tabela 5 – Comparação da expressão relativa dos microRNAs nos diferentes grupos de 

amostras. 

 G0xG1 G0xG2 G0xG3 G1xG2 G1xG3 G2xG3 

miR-15a-5p 0,588 0,023 0,864 0,079 0,848 0,057 

miR-21-5p 0,001 0,291 0,018 0,100 0,833 0,242 

miR-23a-3p 0,004 0,017 0,864 0,591 0,141 0,223 

miR-125b-5p 0,026 0,257 0,002 0,210 0,593 0,075 

miR-142-3p 0,005 0,064 0,076 0,886 0,444 0,526 

miR-200b-3p 0,189 0,490 0,014 0,197 0,112 0,019 

G0 – Voluntários sadios, G1 - Pacientes antes de iniciarem o tratamento, G2 - Pacientes com 

recidiva pós QRT e G3 - paciente sem evidência de doença pós QRT. p- valor estatístico 

determinado pelo teste de Mann-Whitney 

 

 

Os pacientes do grupo G1 tiveram amostras coletadas antes do tratamento e por 

meio do prontuário eletrônico acompanhamos o seguimento clínico desses pacientes, o 

que nos permite fazer algumas análises clínicas. 

Não encontramos diferença significativa da expressão dos microRNAs em 

relação ao estadiamento tumoral (miR-15a-5p (p=0,50), 21-5p (p=0,85), 23a-3p 

(p=0,29), 125b-5p (p=0,94), 142-3p (p=0,38) e 200b-3p (p=0,83) nem em relação ao 

grau histológico (15a-5p (p=0,92), 21-5p (p=0,49), 23a-3p (p=0,88), 125b-5p (p=0,84), 

142-3p (p=0,13) e 200b-3p (p=0,66)). 

No grupo G1, o miR-21-5p teve maior expressão nos pacientes tabagistas 

(p=0,001) e etilistas (p=0,046) quando comparados aos pacientes ex-tabagistas e ex-

etilistas (cessado o uso há pelo menos 1 ano antes da coleta das amostras). Além disso, 

o miR-200b-3p (p=0,013) também apresentou maior expressão no grupo de pacientes 

etilistas. Não encontramos diferença em relação aos demais microRNAs e tabagismo; 

miR-15a-5p (p=0,46), miR-23a-3p (p=0,61), miR-125b-5p (p=0,09), miR-142-3p 
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(p=0,92) e miR-200b-3p (p=0,09) nem em relação ao etilismo; miR-15a-5p (p=0,35), 

miR-23a-3p (p=0,89), miR-125b-5p (p=0,077), miR-142-3p (p=0,75 - teste de Mann-

Whitney) (Figura 18). Para essas análises não consideramos os pacientes que nunca 

fumaram ou nunca beberam, pois temos apenas 1 indivíduo nessa categoria. 

 

 

 

Figura 18 - Representação da expressão do miR-21-5p em relação ao tabagismo (A) e 

etilismo (B) e do miR-200b-3p em relação ao etilismo (C). 

 

 

Avaliamos também se a expressão desses microRNAs está associada a resposta 

desses pacientes ao tratamento QRT e não encontramos nenhuma diferença significativa 

em relação à resposta inicial feita pelo médico, 8-12 semanas após o término do 

tratamento, bem como com a resposta a longo prazo (falha de tratamento e status 

global) (Tabela 6). 
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Tabela 6 - Associação da expressão dos microRNAs com avaliação de resposta ao 

tratamento nos pacientes do grupo 1 

 
Resposta Inicial* 

Falha de 

Tratamento* 
Status Global 

 Não 

respondedor

/parcial 

Completa 
Sem 

recidiva 

Recidiva/ 

progressão 
Vivo Morto 

miR-15a-5p       

Mediana (n) 0,95(9) 1,36(15) 1,29(14) 1,05(10) 1,37 (17) 1,77(13) 

p=0,93 p=0,81 p=0,49 

miR-21-5p       

Mediana (n) 0.83(9) 0,91(15) 0,93(14) 0,82(10) 0,93(17) 0,83(13) 

p=0,79 p=0,90 p=0,63 

miR-23a-3p       

Mediana (n) 1,29(9) 1,01(15) 0.91(14) 1,48(10) 1,01(17) 1,34(13) 

p=0,97 p=0,68 p=0,78 

miR-125b-5p      
 

Mediana (n) 1,15(9)  2,60(15) 2,82(14) 1,59(10) 2,18(17) 2,04(13) 

p=0,97 p=0,95 p=0,95 

miR-142-3p       

Mediana (n) 3,54(9) 10,35(15) 9,19(14) 6,67(10) 6,09(17) 10,17(13) 

p=0,45 p=0,68 p=0,54 

miR-200b-3p       

Mediana (n) 2,97(9)  1,82(15) 2,14(14) 2,46(10) 1,83(17) 1,78(13) 

p=0,65 p=0,95 p=0,85 

Resposta Inicial – baseada na avaliação do médico observador. p= valor estatístico determinado pelos 

testes Mann-whitney. Falha de tratamento=recidiva ou progressão da doença pós QRT. *5 pacientes 

faleceram ou perderam segmento durante o tratamento e 1 ainda não possui avaliação de resposta. 

 

 

Com relação à sobrevida livre de progressão, os micros miR-15a-5p, miR-125b-

5p, e miR-142-3p apresentaram associação com sobrevida livre de progressão, porém 

não atingiram significância estatística. Os pacientes com menor expressão desses 

microRNAs apresentaram uma tendência de menor tempo para progressão da doença 

(sobrevida mediana de 14,65 meses) que os pacientes com expressão aumentada para 

esses micros (sobrevida mediana não atingida) (Figura 19 e Tabela 7). Da mesma 

maneira, na sobrevida global as diferenças de expressão para nenhum dos microRNAs 

analisados também não atingiram significância estatística, porém é possível notar que os 

pacientes que apresentam baixa expressão do miR-125b-5p e alta expressão do miR-
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23a-3p apresentam uma tendência de pior sobrevida (19,28 e 20,27 meses; 

respectivamente contra sobrevida mediana não atingida (Figura 20 e Tabela 7).   

 

Figura 19 - Curvas de Kaplan-Meier para a sobrevida livre de progressão dos pacientes do 

grupo G1. 
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Figura 20 - Curvas de Kaplan-Meier para sobrevida global dos pacientes do grupo G1. 

 

 

Tabela 7 - Análise de sobrevida para os pacientes do grupo G1. 

 
N 

Sobrevida livre 

progressão 

(meses) 

p N 
Sobrevida 

global (meses) 
p 

miR-15a-5p 

negativo 

positivo 

 

12 

12 

 

14,65 

NA 

 

0,23 

 

17 

13 

 

20,27 

23,12 

 

0,57 

miR-21-5p 

negativo 

positivo 

 

15 

9 

 

24,83 

22,69 

 

0,69 

 

17 

13 

 

20,27 

23,12 

 

0,49 

miR-23a-3p 

negativo 

positivo 

 

13 

11 

 

25,40 

22,20 

 

0,51 

 

15 

15 

 

NA 

20,27 

 

0,31 

miR-125b-5p 

negativo 

positivo 

 

10 

14 

 

14,65 

NA 

 

0,26 

 

13 

17 

 

19,28 

NA 

 

0,39 

miR-142-3p 

negativo 

positivo 

 

9 

15 

 

14,65 

NA 

 

0,22 

 

11 

19 

 

23,12 

NA 

 

0,89 

miR-200b-3p 

negativo 

positivo 

 

11 

13 

 

23,46 

22,23 

 

0,45 

 

16 

14 

 

23,12 

NA 

 

0,62 

p: significância estatística, teste de Log-rank ; N: número de pacientes; NA: mediana não 
atingida 
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4.5 – Visualização e quantificação de microvesículas 

  

Um dos nossos objetivos específicos foi verificar se os microRNAs presentes na 

saliva estão contidos em microvesículas. Para responder a esse tópico, nós isolamos e 

caracterizamos as Mvs e posteriormente quantificamos o miR-21 no pellet de Mvs e no 

sobrenadante livre de Mvs.  

O isolamento de Mvs foi feito através de múltiplos passos de ultracentrifugação, 

baseado em protocolos existentes na literatura (Thery et al., 2002) e também com o uso 

do ExoQuick (System Biosciences). 

Para demonstrarmos que o protocolo de separação de microvesículas foi 

eficiente, fizemos a MET (microscopia eletrônica de transmissão) do pellet de 

microvesículas obtido na ultracentrifugação. As fotomicrografias obtidas na MET 

mostraram que a saliva dos grupos G0, G1 e G3 contém microvesículas com formato 

arredondado e com tamanho variável até aproximadamente 100nm.  As imagens da 

microscopia podem ser observadas na Figura 21. 

 

 

https://www.systembio.com/downloads/Manual_ExoTC_WEB.pdf
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Figura 21 – Identificação de microvesículas por Microscopia Eletrônica de Transmissão - 

Onde a foto A corresponde ao grupo controle, B ao grupo G1 e C e D ao grupo G3. A barra de 

escala das fotos A, C e D correspondem a 100nm e a barra da foto B correspondem a 200nm 

(0,2µm). 

 

 

 A quantificação das Mvs por tamanho foi realizada através do equipamento 

NANOSIGHT LM14, que quantifica a distribuição de partículas em solução por 

tamanho absoluto de 10-1000nm. Não encontramos diferença significativa no número 

de partículas entre os grupos avaliados, tanto na contagem total (p=0,60 – Krukall-

wallis) quanto na contagem de 10 a 295nm (p=0,51- Krukall-wallis), faixa onde temos 

maior concentração de partículas (Figura 23e Tabela 8).  
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Tabela 8- Análise descritiva da quantificação de partículas em cada um dos grupos 

estudados. 

 Crupo Controle Grupo1 Grupo2 Grupo3 

0-895nm     

Média 4,55.10
11

 3,79.10
11

 5,44.10
11

 3,92.10
11

 

Mediana  3,158.10
11

 4,05.10
11

 5,78.10
11

 4,26.10
11

 

0 – 295nm     

Média 4,45.10
11

 3,63.10
11

 5,16.10
11

 3,68.10
11

 

Mediana 3,157.10
11

 3,99.10
11

 5,75.10
11

 3,99.10
11

 

 

 

Os histogramas abaixo representam a média da distribuição de partículas por 

tamanho em cada grupo. Observamos pela Tabela 8 e Figura 23 que a maioria das 

partículas quantificadas possuem entre 65 a 175nm de tamanho. 

 

 

 

G0 
N=19 

G2 
N=4 

G1 
N=19 

G3 
N=16 

G0 
N=19 

G2 
N=4 

G1 
N=19 

G3 
N=16 

 Figura 22 - Comparação entre os grupos, contagem total de partículas (0-805nm) e 

contagem até 295nm. 
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Figura 23 - Histograma com a distribuição do número de partículas por tamanho em cada 

grupo. 

 

 

4.6 - Determinação do antígeno CD63 

 Determinamos a presença da proteína CD63 em amostras dos 4 grupos de 

estudo, confirmando a presença de exossomos nas nossas amostras (Figura 24 - 

Quantificação da proteína CD63 por ELISA.  Em relação ao número de partículas de 

exossomos presentes nas amostras, os pacientes sem tratamento prévio apresentaram 

menor número de partículas quando comparados ao grupo controle (p=0,01) assim 

como o grupo de pacientes com falha de tratamento também apresentaram menor 

número de partículas (p=0,10) quando comparados ao grupo de pacientes livre de 

doença.  
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Figura 24 - Quantificação da proteína CD63 por ELISA. 

 

4.1 – Expressão de microRNAs contidos nas microvesículas (Mvs) 

Para verificarmos se o miR-21-5p presente na saliva dos paciente e indivíduos 

saudáveis está contido dentro de Mvs ou circulando livre de Mvs na saliva, nós 

quantificamos o miR-21-5p e miR-16-5p no pellet enriquecido de Mvs e sobrenadante 

livre de Mvs e comparamos com os valores obtidos na saliva total.  

Inicialmente a separação de Mvs foi feita por ultracentrifugação, onde foi 

preciso usar um volume de aproximadamente 9mL de PBS para completar o volume do 

tubo de ultracentrifugação. O sobrenadante resultante foi concentrado em speed vac até 

obtermos 1mL de amostra, o que resultou em excesso de sal nessa porção da amostra 

inibindo as reações de PCR, inclusive do controle positivo de reação, UniSp6. Portanto, 

na separação de MVs por ultracentrifugação não obtivemos sucesso na determinação de 

microRNAs na porção de saliva livre de Mvs, sendo possível fazer a comparação da 

concentração do miR-21-5p apenas no concentrado de Mvs e na saliva livre de células 

correspondente (Figura 26). Para tentar contornar esse problema fizemos a separação de 

Mvs com a solução de exoQuick e realizamos a quantificação do miR-21-5p e 

U6snRNA no concentrado de Mvs e no sobrenadante livre de Mvs resultante da 

separação com Exoquick de 11 amostras e comparamos com os valores encontrados na 

saliva livre de células para as respectivas amostras. 

O miR-21-5p foi detectado em todas as amotras de exossomo e de sobrenadante, 

entretanto o U6 foi detectado em 9 amostras de exossomo e em apenas 1 amostra de 

sobrenadante, o que inviabilizou o cálculo do ∆Ct nessa análise. Na Figura 25 estão 
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representados os valores de 40 - Ct do miR-21-5p onde observa-se uma concentração 

maior do miR-21-5p nas amostras de saliva livre de células, depois nas Mvs e em menor 

concentração no sobrenadante livre de Mvs. Na Figura 26 representamos os valores de 

40 – Ct do miR-21-5p na saliva total e nas Mvs separados por ultracentrifugação, onde 

observamos que a concentração do miR-21-5p nas Mvs é próxima a concentração 

encontrada para a saliva livre de células.  

 

 

Figura 25 - Comparação dos valores de Ciclo Treshould (Ct) do miR-21-5p entre saliva 

total, Microvesículas e sobrenadante livre de Mvs separadas por exoquick. 

 

 

Figura 26 - Comparação dos valores de Ciclo Treshould (Ct) do miR-21-5p entre saliva total e Mvs 

separadas por ultracentrifugação. 

 

Microvesículas 

Microvesículas 

Microvesículas 
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5 – DISCUSSÃO 

 

O CEC de cavidade oral e orofaringe é um problema de saúde relevante no 

Brasil e no mundo devido a sua incidência e taxas de sobrevida insatisfatórias. A 

compreensão dos mecanismos envolvidos na resistência ao tratamento bem como a 

descoberta de marcadores que possam indicar benefício à QRT, tendo em vista a 

toxicidade desse tratamento, é um grande desafio. Apesar do vasto número de 

publicações de biomarcadores em CEC de cavidade oral e orofaringe não temos um 

marcador que possa ser usado na prática clínica. Os dados de expressão de genes e 

micrornas são muitas vezes conflitantes, sendo necessários mais estudos nesse contexto 

visto que esses mecanismos ainda precisam ser melhores elucidados no CEC de 

cavidade oral e orofaringe. Além disso, ainda são poucos os trabalhos que avaliaram 

microRNAs em saliva desse grupo de pacientes, principalmente no grupo de pacientes 

inoperáveis tratados com QRT. 

Recrutamos ao todo 28 voluntários sadios e 70 pacientes. Apesar de não termos 

conseguido completar a casuística proposta (120 pacientes) consideramos que o número 

alcançado foi satisfatório tendo em vista que esse estudo tem natureza exploratória e 

levando em consideração o tempo de realização do projeto. É importante ressaltar que 

mesmo monitorando as agendas médicas essa casuística não representa a totalidade de 

pacientes nessas condições clínicas atendidos no ICESP, tivemos perdas na 

identificação e na inclusão de pacientes elegíveis a esse estudo. Pacientes que eram 

encaminhados para tratamento com quimio neoadjuvante logo após a primeira consulta 

na Instituição e pacientes com recidiva da doença que eram encaminhados para o 

segundo tratamento antes de retornarem em consulta, foram frequentemente perdidos, 

pois não tínhamos tempo hábil para identificarmos esse paciente através dos prontuários 

antes que eles iniciassem o tratamento.  

Um dos critérios de exclusão de paciente foi a presença de sagramento tumoral. 

Tendo em vista a presença de microRNAs circulantes no sangue, não sabemos qual 

seria o impacto da contaminação da saliva com esse fluido. Além disso, a hemólise é 

um inibidor de microRNAs o que poderia gerar problemas na qualidade da amostra.  

Outro fator que impossibilitou a inclusão de pacientes foi a intensa xerostomia, 

sensação de boca seca, dos pacientes. A radioterapia na região de cabeça e pescoço tem 

como um dos principais efeitos colaterais a xerostomia. O tecido das glândulas salivares 
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é altamente susceptível a dano por radiação, sendo a glândula parótida a mais sensível 

(Scully et al., 1996; Epstein et al., 1992). O dano é proporcional às doses de radiação, 

sendo que as doses usadas no tratamento de CEC de cavidade oral e orofaringe, 70Gy, 

pode levar ao declínio de até 95% do fluxo salivar durante a primeira semana de 

radiação. O fluxo salivar raramente recupera-se totalmente, geralmente ocorre uma 

hipertrofia compensatória por parte das glândulas não irradiadas após alguns meses ou 

até anos, levando a um alívio da sensação de boca seca (Epstein et al., 1996). Em nossa 

casuística a xerostomia foi um sintoma frequentemente referido pelos pacientes já 

tratados com QRT, tanto os pacientes com recidiva da doença quanto os pacientes do 

grupo livre de doença pós tratamento, sendo que em 10 pacientes não foi possível 

fazermos a coleta devido a completa ausência de saliva. Além desses pacientes que 

tentamos incluir houve vários outros identificados que nós nem abordamos para 

inclusão, pois estava descrito no prontuário que o paciente sofria de intensa xerostomia 

fazendo inclusive uso de saliva artificial para aliviar o sintoma. 

Os pacientes que estavam debilitados e optamos por não incluir foram casos em 

que o paciente chegou em cadeira de rodas fazendo uso de O2 ou que os pacientes 

tinham dor tumoral localizada tão forte que tinham dificuldade inclusive para falar. 

Visando o bem-estar desses pacientes e para não causarmos um desconforto ainda maior 

para os mesmos optamos por não incluí-los.  

A mediana de idade dos pacientes ao diagnóstico e do grupo controle são 

próximas, sendo que tivemos uma porcentagem maior de mulheres no grupo controle. A 

porcentagem de tabagistas foi maior nos grupos de pacientes do que no grupo controle, 

sendo que a carga tabagica de fumantes e ex-fumantes também foi maior entre os 

pacientes (mediana de 40 maços/ano (13-100 maços/ano) qaundo comparado aos 

voluntários sadios (mediana 10 maços/ano (1-80 maços/ano, 1 usuário de caximbo). É 

importante ressaltarmos também a diferença do etilismo entre os pacientes e controles, 

visto que a maioria dos etilistas no grupo controle é etilista social e entre os pacientes há 

história de etilismo severo. 

 

Analisamos a expressão relativa de 8 microRNAs, miR-15a-5p, miR-21-5p, 

miR-23a-3p, miR-125b-5p, miR-142-3p, miR-200b-3p, miR-296-5p e miR-503-5p além 

dos normalizadores miR-16-5p e U6 snRNA e o Spike-in 6 (Sp6). Para análise de 

expressão gênica consideramos 26 amostras do grupo controle (G0), 30 amostras de 
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pacientes antes do tratamento (G1), 8 de pacientes com falha de tratamento (G2) e 21 

amostras de pacientes livres de doença (G3).  

 

Testamos o miR-16-5p e o U6snRNA para serem usados como normalizador e 

optamos por usar o miR-16-5p pois não apresentou diferença significativa entre os 

grupos de estudo, ao contrário do U6snRNA. A normalização para os ensaios de qPCR 

em fluidos é uma das causas dos diferentes resultados encontrados nos trabalhos. Os 

normalizadores mais utilizados na literatura para estudo em tumores de cabeça e pecoço 

são os pequenos RNAs nucleares (snRNAs) como RNU44, RNU48, RNU43, e RNU6B 

e os microRNAs endógenos como Let-7a, miR-16 e miR-191 (Peltier et al., 2008). 

Porém os snRNAs são associados a diversos fatores clínico-patológico e até mesmo a 

sobrevida, o que torna seu uso um viés (Gee et al., 2011). O U6snRNA é parte de uma 

pequena ribonucleoproteína nuclear, um componente do spliceossomo sobre o qual o 

splicing do pre-mRNA ocorre.  

 

Apesar do miR-503-5p estar envolvido nos mecanismos de resistência a 

cisplatina em amostras tumor de pulmão de pequenas células (Qiu et al., 2013) e na 

transição epitélio mesênquima em osteossarcoma (Guo et al., 2010) ele foi indetectável 

na maioria das amostras de saliva de nosso grupo de estudo. O mesmo ocorreu com o 

miR-296-5p que foi associado a resistência a radioterapia e recidiva tumoral em tumor 

de pulmão de pequenas células (Maia et al., 2015) 

A expressão do mir-15a-5p foi maior no grupo com falha de tratamento do que 

em qualquer outro grupo, tendo sido diferencialmente significativo quando comparado 

aos grupos controle e livre de doença. Sun et al, (2012) demostrou em linhagens de 

carcinoma de língua que a alta expressão do miR-15 foi associada a sensibilidade ao 

tratamento com cisplatina e pior sobrevida dos pacientes.  

A expressão do miR-21-5p foi menor nos voluntários sadios do que em qualquer 

grupo de pacientes, sendo que há diferença estatisticamente significativa quando 

comparado aos pacientes sem tratamento prévio e livre de doença. O miR-21 tem sua 

expressão aumentada em vários carcinomas, inclusive em CECP onde também tem sido 

correlacionado com pior sobrevida (Avissar et al., 2009; Selcuklu et al., 2009; Childs et 

al., 2009; Manikadan et al., 2015; Ramdas et al., 2009; Boldrup et al., 2012; Hui et al., 

2012). Esse aumento de expressão também foi encontrado em plasma e saliva de 
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pacientes com CECP e plasma de CEC de esôfago quando comparado a indivíduos 

sadios (Chang et al., 2008; Zahran et al., 2015; Xie et al., 2013). A expressão 

aumentada em câncer de língua foi associada com baixos níveis de TPM1 e PTEN, 

atuando como um fator antiapoptótico (Li et al., 2009). A perda do PTEN esta associada 

com diminuição de E-caderina em CECP, o que está associado com recidiva da doença 

e morte em CEC de orofaringe (Liu et al., 2010; Zhao et al., 2012). Outro alvo que vem 

sido atribuído ao miR-21 em CEC de cavidade oral é o PDCD4 (Morte Celular 

Programada 4) (Ramdas et al., 2009), esse gene foi recentemente identificado como um 

supressor tumoral e a perda da sua função foi encontrada em linhagens celulares de 

diversos tipos tumorais (Gao et al., 2007).  Devido ao grande número de publicações 

que encontraram o miR-21 superexpresso em tumores ele foi o primeiro microRNA a 

ser chamado de oncomir (Sethi et al., 2014) e a análise da sua expressão tem sido 

sugerida como marcador diagnostico para CCP (Li et al., 2009; Ye et al., 2014). A 

identificação da maior expressão do mir-21 nas nossas amostras corrobora a 

importância do miR-21 na carcinogênese do CECP. 

 No grupo de pacientes sem tratamento prévio, o miR-21-5p teve maior 

expressão nos pacientes tabagistas e etilistas quando comparados aos pacientes ex-

tabagistas e ex-etilistas (cessado o uso há pelo menos 1 ano antes da coleta das 

amostras) assim como o miR-200b-3p foi mais expresso nos etilista, reforçando a 

relação dos principais fatores de risco para desenvolvimento de CEC de cavidade e 

orofaringe com alterações moleculares que contribuem para a carcinogênese. Outros 

microRNAs como o miR-155 e miR-145 também foram relacionados ao tabaco em 

pacientes com CEC de cavidade oral (Manikandan et al., 2015; Pal et al., 2013) 

demonstrando a influência do tabagismo com expressões aberrantes de microRNAs 

associados a carcinogênese da cavidade oral e orofaringe. Que seja do nosso 

conhecimento, esse é o primeiro trabalho a correlacionar a expressão do miR-21-5p com 

tabagismo e etilismo. 

O miR-23a-3p teve maior expressão nos grupos sem tratamento prévio e com 

falha de doença em relação ao grupo de voluntários sadios, além disso, sua expressão 

foi maior em pacientes com pior sobrevida global. A expressão do miR-23a tem sido 

relacionada a resistência ao tratamento quimioterápico. Sua expressão está aumentada 

em linhagens de CEC de língua resistentes à cisplatina (Yu et al., 2010; Scapoli at al., 

2010). Além de inibir o PTEN, em carcinoma de língua o miR-23a induz TWIST1 e 
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aumento da atividade JNK, controlando assim a transição epitélio-mesênquima e 

diminuindo a apoptose induzida por cisplatina. Em CCP, a expressão de TWIST é 

positivamente correlacionada com metástases, metástases em linfonodo e estadiamento 

clínico (Ou et al., 2008; Zeisberg e Neilson., 2009).  

O miR-125b tem sido descrito com expressão diminuída em amostras tumorais 

de CECP (Boldrup et al., 2012; Hui et al., 2012), indicando que possui função de 

supressor tumoral (Nakanishi et al., 2014). Em linhagens celulares de carcinoma de 

cavidade oral ele foi associado com redução da taxa de proliferação e aumento da 

radiossensibildade por inibir ICAM2, além ter sido associado ao estadiamento tumoral e 

sobrevida (Shiiba et al., 2016). Ele regula a apoptose por inibir a expressão do lin28 que 

por sua vez inibe o let-7a-5p, que inibe RAS. Membros da família let-7 estão reduzidos 

em HNSCC (Childs et al., 2009), eles regulam a atividade do RAS e diversos outro 

genes relacionados ao ciclo celular (Johnson et al., 2005;  Johnson et al., 2007). Ao 

contrário do que tem sido encontrado em amotras de tumor, no plasma de pacientes com 

CEC de cavidade oral, o miR-125b está aumentado nos pacientes em relação aos 

controles (Gu et al., 2015). Indicando que para esse microRNA a expressão pode ser 

diferente no tecido e nos fluidos biologicos. Cinpolat et al., 2016 avaliou a expressão de 

oito microRNAs em voluntários sadios, lesões benignas e tumores de glândulas 

salivares em tecido, plasma e saliva. Ele não encontrou correspondência na expressão 

dos micros nos 3 materiais biológicos (Cinpolat et al., 2016). 

O miR-142-3p teve menor expressão no grupo controle em relação aos demais 

grupos tendo alcançado diferença significamente estatística apenas em relação aos 

pacientes sem tratamento prévio. Concordante com nossos dados, o miR-142-3p é mais 

expresso em CECP comparado a mucosa normal adjacente (Hui et al., 2012; Cervigne 

et al., 2009; Manikandan et al., 2016) e também no plasma comparado a indíviduos 

saudáveis, onde sua expressão foi associada com pior prognóstico (Summerer et al., 

2015). Porém esa diferença de expressão não foi encontrada por Park et al., 2009.  

Já o miR-200b-3p teve maior expressão no grupo de pacientes livre de doença 

em relação ao grupo controle e ao grupo com falha de tratamento. Apesar de não termos 

encontrado diferença entre os grupos controle e pacientes sem tratamento prévio, o 

miR-200b já foi descrito com menor expressão em CEC de cavidade oral e orofaringe 

comparada a controles (Brito et al., 2016). A baixa expressão do mir-200b em tumores 

de língua foi associada resistência à quimioterapia, metástases e menor sobrevida 
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através da regulação do BMI1 (Sun et al., 2012). Ele tem sido descrito com menor 

expressão na resistência a cisplatina em diversos tumores. Em câncer gástrico ele está 

associado à regulação da transição epitélio-mesenquima e migração da célula tumoral 

pela inibição da expressão do ZEB2 e aumento de E-caderina (Kurashige et al., 2012). 

Além do ZEB2 também possui como alvos o BCL2 e XIAP, inibidores de apoptose 

(Zhu et al., 2012) e o E2F3. O XIAP também está relacionado a propriedades steam 

cell. Em nosso trabalho, o miR-200b-3p (p=0,013) foi associado ao etilismo. 

 

Os microRNAs estudados não foram diferencialmente expressos em relação aos 

parâmetros clínicos e nem em relação a resposta inicial e a longo prazo (falha de 

tratamento e status global) desses pacientes ao tratamento. 

 

Com relação à sobrevida livre de progressão, os micros miR-15a-5p, miR-125b-

5p, e miR-142-3p foram associados sobrevida livre de progressão. Os pacientes com 

menor expressão desses microRNAs apresentaram uma tendência de pior sobrevida que 

os pacientes com expressão aumentada para esses micros. Na sobrevida global também 

não atingiram significância estatística, porém é possível notar que os pacientes com 

menor expressão do miR-125b-5p e alta expressão do miR-23a-3p apresentam uma 

tendência de pior sobrevida. 

 

E importante ressaltar que ainda não temos um tempo de seguimento muito 

grande desses pacientes, sendo que como os pacientes foram sendo incluídos ao longo 

do trabalho esse seguimento é muito variável. O primeiro paciente incluído terminou o 

tratamento em junho de 2013 tendo então 3 anos de seguimento, a maioria do pacientes 

(28) terminaram o tratamento até dezembro de 2014, tendo esses 1 ano e 5 meses de 

seguimento e temos dois pacientes que terminaram o tratamento no início de 2016. O 

menor tempo de seguimento de sobrevida global é 5,9 meses e o maior é de 34,10 

meses. 

Dos 14 pacientes que foram a óbito nesse grupo de estudo, apenas 1 morte não 

foi relacionada ao câncer e 1 paciente faleceu em decorrência de um segundo tumor 

primário na cavidade oral, os demais foram a óbito em decorrência de recidiva ou 

progressão da doença primária. Não foi possível avaliar os parâmetros de resposta de 

sete pacientes desse grupo: 1 paciente ainda não fez avaliação de resposta, 3 pacientes 
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faleceram antes de terminar o tratamento, 1 paciente teve o tratamento alterado para 

radioterapia exclusiva e 2 pacientes abandonaram o tratamento e perderam seguimento. 

 

Confirmamos a presença de microvesículas de formato arredondado e tamanho 

variável (maioria até 175nm) na saliva de pacientes e de voluntários sadios através da 

ME e NANOSIGHT LM14, mas não encontramos diferença significativa no número 

absoluto de partículas entre os diferentes grupos avaliados. Diversos trabalhos têm 

relatado um maior número de partículas de exossomos em amostra tumorais quando 

comparadas a indivíduos saudáveis em diferentes tumores como ovário, melanoma e 

glioblastoma (Graves et al., 2004; Skog et al., 2008; Peinado et al., 2012). Porém nem 

sempre essa diferença é encontrada baseada no número de partículas e sim pelo 

aumento do conteúdo protéico (CD63, CD9 ou CD81) nas amostras. Pelo ensaio de 

ELISA encontramos um maior número de partículas marcadas com CD63 no grupo 

controle quando comparado ao grupo de pacientes sem tratamento prévio. 

   Gallo et al., 2012 comparou a detecção de micrornas do pellet de exossomos 

com o sobrenadante depletado de exossomos em saliva e concluiu que 83-99% dos 

microRNAs testados (miR-22, miR-202, miR-203 e o miR-1273) estão contidos nos 

exossomos. O que representa que cada micro tem de 2 a 128 folds de diferença (2,2 – 

12,5 ciclos) entre exossmo e sobrenadante. Nessa análise, ele obteve a concentração 

relativa apenas subtraíndo a média dos Cts do exossomo pela média dos Cts do 

sobrenadante, considerando que a diferença de 1 unidade de Ct é igual a 2 fold de 

diferença na concentração inicial de RNA. Se analisarmos nossos dados da mesma 

maneira a fim de termos parâmetros de comparação com dados da literatura, 

encontramos que a diferença entre os Cts do exossomo e sobrenadante para o miR-21-

5p foi de 4,25 ciclos, ou seja 8,5 folds de diferença. Apesar de termo dosado 

microRNAs diferentes do trabalho anterior nós também pudemos observar uma maior 

concentração do miR-21 dentro dos exossomos do que circulando livremente na saliva, 

entretanto precisamos ressaltar que quando avaliamos a diferença de Ct para o miR-21 

entre microvesículas e saliva total encontramos que a saliva total tem em média 3,3 

ciclos a menos que nos exossomos, indicando que também temos a presença do miR-

21-5p fora de exossomos. É importante ressaltar que outros mecanismos de circulação 

dos microRNAs, que não intravesiculares têm sido descritos como associados à proteína 
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argonauta 2 ou à lipoproteínas que também protegem o microRNAs da degradação 

(Turchinovich et al., 2013; Chen et al., 2012). 
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6. CONCLUSÕES 

 

 

Dos microRNAs avaliados, 5 foram diferencialmente expressos entre os grupos 

de pacientes, que representam a evolução clínica da doença: miR-21-5p, miR-23a-3p, 

miR-125-5p, miR-142-3p e miR-200b-3p. 

 

A expressão dos microRNAs: miRs 21-5p, 23a-3p, 125b-5p e 142-3p foi maior 

na saliva dos pacientes com CEC de cavidade oral e orofaringe em relação aos 

voluntários sadios, sugerindo que esses microRNAs são potenciais marcadores tumoras 

em CEC de cavidade oral e orofaringe. Entretanto, novos estudos são necessários para 

confirmarmos esses achados visto que a expressão de alguns micros ainda é 

controversa. 

 

Os pacientes tabagistas e/ou etilistas apresentaram maior expressão do miR-21-5p e os 

etilistas também tiveram maior expressão do miR-200b-3p. O tabagismo é o principal 

fator de risco para desenvolvimento do CEC de cavidade oral e orofaringe, esse dado 

reforça a relação dos carcinógenos presentes no cigarro com alterações moleculares que 

podem levar a carcinogênese. 

 

A expressão dos microRNAs: miR-15a-5p, miR-125b-5p, miR-23a-3p e miR-142-3p 

parecem estar associadas com sobrevida livre de progressão e sobrevida global, porém é 

preciso um tempo maior de seguimento desses pacientes para verificarmos se essa 

relação realmente existe. 

 

Microvesículas foram detectadas e caracterizadas na saliva, sendo que a expressão do 

miR-21-5p foi predominantemente detectada nas microvesículas em relação ao 

sobrenadante livre de vesículas. Uma vez que as microvesículas tem um importante 

papel na comunicação intercelular, a secreção do miR-21 dentro das microvesículas 

pode ter um importante papel na preparação de nichos pré-metastaticos, recidiva ou até 

mesmo segundos tumores primários em pacientes com CEC de cavidade oral e 

orofaringe. 
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