
ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE miRNAs, 

RECEPTORES OX40 E CD40L, E DO AGREGADO DE 

PLAQUETAS - LEUCÓCITOS NO CÂNCER GÁSTRICO 

 

 

 

 

 

 

MÁRIO RINO MARTINS 

 

 

 

 

 

Tese apresentada ao Programa de Pós-Graduação 

Interinstitucional em Oncologia da Fundação 

Antônio Prudente em parceria com o Hospital de 

Câncer de Pernambuco, para obtenção do título de 

Doutor em Ciências 

Área de Concentração em Oncologia 

 

Orientador: Dra. Maria Dirlei Begnami 

Co-orientadora: Dra. Leuridan Cavalcante Torres 

 

 

 

 

 

São Paulo 

2019  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

FICHA CATALOGRÁFICA 
Preparada pela Biblioteca da Fundação Antônio Prudente 

 
 
 
         Martins, Mário Rino 

Análise da expressão de microRNAs, receptores OX40 e CD40L, e do 
         agregado de plaquetas-leucócitos no câncer gástrico / Mário Rino Martins. São 
         Paulo, 2019  

117p. 
Tese (Doutorado)-Programa de Pós-Graduação Interinstitucional em 

         Oncologia da Fundação Antônio Prudente em parceria com o Hospital de Câncer 
         de Pernambuco 

Curso de Pós-Graduação em Ciências - Área de concentração: Oncologia. 
Orientador: Maria Dirlei Begnami 

 
 

Descritores: 1. Neoplasias Gástricas/genética/Stomach Neoplasms/genetics, 2.  
         MicroRNAs/MicroRNAs. 3. Receptores OX40/Receptors, OX40. 4. Plaquetas/ 
         Blood Platelets. 5. Ligante de CD40/CD40 Ligand. 6. Leucócitos/Leukocytes. 7.  
         Biología Computacional./Computational Biology 

  



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

“Por vezes, sentimos que aquilo que fazemos não é senão uma gota de água no mar. 

Mas o mar seria menor se lhe faltasse uma gota.” 

Madre Teresa de Calcutá (1944). 

  



DEDICATÓRIA 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Aos meus pais, Mário (in memorian) e Cláudia, que sempre me 

ensinaram a agir com respeito, simplicidade, dignidade, honestidade e 

amor ao próximo. 

 

À minha esposa Rackel, pelo apoio incondicional em todos os 

momentos, principalmente nos de incerteza, muito comuns para quem 

tenta trilhar novos caminhos. 

 

Às minhas filhas Beatriz e Gabriela, que deram um sentido especial à 

minha existência e me têm proporcionado grandes momentos de alegria. 

  



AGRADECIMENTOS 

 

 

A Deus, que é meu guia e me dá coragem para enfrentar a vida; 

À minha orientadora Dra. Maria Dirlei Begnami, pela oportunidade de tê-la como 

orientadora; 

À minha coorientadora Dra. Leuridan Cavalcanti Torres, por toda sua imensurável ajuda 

na execução desse trabalho, pela orientação, dedicação, paciência e, principalmente, pela 

amizade durante todo o processo; 

Aos membros do programa de pós-graduação da Fundação Antônio Prudente, que foram 

sempre muito atenciosos e me auxiliaram no que fosse necessário; 

À Dra. Cláudia Malheiros Coutinho Camillo, pelo apoio na realização deste projeto; 

À direção-geral do Hospital do Câncer de Pernambuco (HCP) e Instituto de Medicina 

Integral Prof. Fernando Figueira (IMIP) pelo apoio à realização do projeto; 

À Diretoria de Pesquisa do HCP, pela oportunidade de participar deste programa 

cooperativo de pós-graduação; 

Ao coordenador do Serviço de Cirurgia Oncológica, Dr. João Alberto, e aos colegas 

cirurgiões do Departamento de Cirurgia Oncológica do HCP, pelo auxílio e apoio na 

realização das pesquisas; 

Aos residentes de Cirurgia Oncológica do HCP, pela dedicação e empenho ao 

desenvolvimento deste projeto; 

A coordenação e equipe do Laboratório de Pesquisa Translacional do IMIP, por todo o 

apoio na realização deste trabalho; 

Aos amigos Kleber e Marina, do Laboratório de Pesquisa Translacional do IMIP, pelo 

auxílio na execução do trabalho, pelo apoio científico, críticas e sugestões; 

À Dra. Norma Lucena e Dra. Renata Almeida, do Instituto Aggeu Magalhães, 

Fundação Oswaldo Cruz, pela atenção sempre que necessário, pela ajuda nas análises e 

ensinamentos fundamentais para a realização deste trabalho; 

Aos enfermeiros do Bloco Cirúrgico do HCP, pelo excelente suporte à coleta de material 

biológico; 

Aos Anestesiologistas Dr. Aumério Chagas e Dr. Lucas Lima, pelo empenho e dedicação 

ao desenvolvimento deste projeto; 

À enfermeira Valéria Lúcia de Melo Lobo e Italaney Silva, pelo apoio na coleta de dados, 

e professor José Figueroa Natal, pelo seu apoio nas análises estatísticas; 

Aos amigos Rogério Santos e Thales Paulo Batista, pelo incentivo e sugestões; 



Aos colegas da turma do programa de doutorado do HCP/AC Camargo. Com certeza as 

disciplinas foram mais “suaves” com o convívio de todos vocês; 

Aos meus familiares, pela compreensão nos momentos de ausência e pelo constante 

estímulo; 

A todos que contribuíram direta ou indiretamente para a realização desse trabalho. 

  



RESUMO  

 

 

Martins MR. Análise da expressão de microRNAs, receptores OX40 e CD40L, e 

do agregado de plaquetas-leucócitos no câncer gástrico. São Paulo 2019. [Tese de 

Doutorado-Programa de Pós-Graduação em Oncologia da Fundação Antônio 

Prudente em Parceria com Hospital de Câncer de Pernambuco]. 

 

O prognóstico dos portadores de câncer gástrico tem melhorado pouco nas últimas 

décadas e o melhor entendimento das vias moleculares e as interações imunes no 

microambiente tumoral podem revelar novas possibilidades de tratamento. O 

ambiente tumoral é composto por células do sistema imune, que refletem a tentativa 

desse sistema em promover uma resposta antitumoral. Complexas interações entre 

células e mediadores imunes no microambiente tecidual regulam o crescimento de 

tumores, progressão, metástase e angiogênese. O entendimento das alterações da 

imunidade na população com câncer gástrico (CG) permitirá a intervenção 

terapêutica para melhorar a resposta à cirurgia e à quimioterapia. Objetivo: comparar 

a expressão de miRNA em tecidos de pacientes com câncer gástrico e controles 

saudáveis para encontrar miRNAs desregulados no câncer gástrico e usar 

ferramentas de bioinformática para determinar a possível influência desses miRNAs 

no sistema imunológico. Avaliar a formação de agregados plaquetas-leucócitos 

circulantes, bem como os níveis de ativação plaquetária (CD62p+, CD40L) desses 

conjugados a leucócitos em pacientes com CG. Quantificar a expressão de moléculas 

costimulatórias da resposta imune (OX40) em linfócitos T de pacientes com CG. 

Métodos: é um estudo do tipo corte transversal, exploratório e translacional 

realizado no Hospital de Câncer de Pernambuco, Laboratório de Pesquisa 

Translacional do Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira e Centro 

Internacional de Pesquisa (CIPE) do AC Camargo entre 2015 a 2018. Foram 

avaliados 83 pacientes com câncer gástrico e 69 controles. Foram determinados os 

níveis de expressão de microRNAs no tecido tumoral gástrico em comparação aos da 

mucosa gástrica normal por técnica de reação em cadeia da polimerase (qPCR - 

TaqMan). Foram realizadas as análises dos niveis linfócitos T e B, OX40, CD40L e 



de agregado de plaquetas no sangue periférico por citometria de fluxo. Resultados: 

As análises revelaram um miRNA mais expresso (miR-196a-5p) e dois 

significativamente menos expressos (miR-374a-5p e miR-375) em comparação ao 

grupo controle. Pacientes com estádio IV (metástatico) apresentaram uma 

diminuição significativa na expressão do miR-374-5p quando comparados aos 

pacientes não metastáticos (p=0.03). Com uso de plataformas de bioinformática, 

foram observadas várias vias que sofrem influência dos microRNAs desregulados e 

que interagem com genes envolvidos com a resposta imune celular, moléculas de 

adesão celular e migração celular. Foram encontrados níveis elevados de expressão 

de OX40 em linfócitos T, monócitos e neutrófilos de pacientes com neoplasia 

gástrica (p<0.0001), entretanto, os níveis de OX40 foram reduzidos nos grupos com 

neoplasia estádio III/IV quando comparados ao estádio I/II. Observamos níveis 

elevados de agregados de plaquetas-linfócitos T e plaquetas-linfócitos B no sangue 

de pacientes GC com estágio IV quando comparados com os estágios I, II e III, e 

grupo controle (p <0,05). Níveis reduzidos de agregados plaquetas-linfócitos totais 

com expressão de CD40L foram observados no estádio IV da doença (p<0,05). 

Níveis elevados de plaquetas ativadas e agregados de plaquetas-monócitos ativados 

(CD62p+) foram observados em pacientes GC quando comparados ao grupo controle 

(p<0,05). Conclusão: Os resultados deste estudo permitem concluir que existem 

alterações de mecanismos moleculares (miRNA) e celulares envolvidos na regulação 

e ativação da resposta imune, sendo associadas à progressão e metástase no GC.  

 

Descritores: Neoplasias gástricas, MicroRNAs, Receptores OX40, Plaquetas, 

Ligante de CD40, Leucócitos, Biología Computacional. 

  



SUMMARY  

 

 

Martins MR. [Analysis of the expression of microRNAs, OX40 and CD40L 

receptors, and platelets-leukocytes aggregation in gastric cancer]. São Paulo 

2019. [Tese de Doutorado-Programa de Pós-Graduação em Oncologia da Fundação 

Antônio Prudente em Parceria com Hospital de Câncer de Pernambuco]. 

 

The prognosis of gastric cancer patients has not been improved in the last decades 

and the the understanding of the molecular immune pathways and how immune 

interactions happens on tumoral microenvironment, open new possibilities of 

treatment. The tumor environment is infiltrated by cells of the immune system, 

which reflect an antitumor response. Complex interactions between 

microenvironmental cells and mediators regulate tumor growth, progression, 

metastasis and angiogenesis. The knowledge of the immunity in the population with 

gastric cancer will allow therapeutic intervention to improve the response to surgery 

and the chemotherapy. Objective: our primary goal was to compare the miRNA 

expression in tissues from primary gastric cancer patients and healthy controls to find 

miRNAs dysregulated in gastric cancer and used bioinformatics tools to determine 

potential roles of these miRNAs in the immune system. We conducted a secondary 

analysis to evaluate the formation of circulating platelet-leucocyte conjugates as well 

as the CD40L levels conjugate to leucocytes in GC and finally, samples were 

analysed for levels of costimulatory molecules related to the immune response 

(OX40) in GC. Methods: A cross-sectional, translational and exploratory study 

carried out at the Hospital de Cancer de Pernambuco, Translational Research 

Laboratory of the Instituto de Medicina Integral Prof. Fernando Figueira and AC 

Camargo International Research Center (CIPE) from 2015 to 2018, involving 83 

patients with gastric cancer and 69 controls. Expression levels of microRNAs in 

gastric tumor tissue and normal gastric mucosa were determined by polymerase 

chain reaction technique (qPCR - TaqMan). Analyzes of T and B lymphocytes, 

OX40, CD40L and platelet aggregate levels were performed in peripheral blood by 

flow cytometry. Results: The results revealed a more express miRNA (miR-196a-5p) 



and two significantly less expressed (miR-374a-5p and miR-375) compared to the 

control group. Patients with stage IV (metastasis) showed a significant decrease in 

miR-374-5p expression when compared to non-metastatic patients (p = 0.03). 

Bioinformatics analysis suggested that the pathways regulated by these differentially 

expressed miRNAs were related to the immune response, cell adhesion, and cell 

migration. High levels of OX40 expression were found in T lymphocytes, monocytes 

and neutrophils of patients with gastric neoplasia (p <0.0001); however, OX40 levels 

were reduced in groups with stage III / IV neoplasia when compared to stage I / II. 

We observed higher levels of platelet-T lymphocyte aggregate (P-T lymp) and 

platelet-B lymphocyte aggregate (P-B lymp) in the peripheral blood (PB) of GC 

patients with stage IV when compare with stages I-II-III, and control group (p<0,05). 

Reduced levels of CD40L+ Platelet-total lymphocyte (P-lymp) were observed at 

stage IV of the disease (p<0.05). High levels of CD62p+ platelets and CD62p+ 

platelets-monocyte aggregate were observed GC patients when compare to control 

group (p<0.05).  Conclusion: The results of this study allow us to conclude that there 

are alterations of molecular mechanisms (miRNA) and cellular mechanisms involved 

in the regulation and activation of the immune response and associated to the 

progression and metastasis in GC 

 

Keywords: Stomach Neoplasm, MicroRNA, OX40 receptors, Platelets, Leucocytes, 

Computational Biology 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 CÂNCER GÁSTRICO 

 

1.1.1 Epidemiologia 

O câncer gástrico (CG) é a quinta neoplasia mais comum no mundo segundo 

estimativas de 2018 (com uma incidência estimada de 1.033.701 casos, 5,7% do total 

(BRAY et al. 2018), perdendo em incidência apenas para as neoplasias de pulmão, 

mama, colorretais e próstata. Mais de 70% dos casos (677.000 casos) ocorrem em 

países em desenvolvimento. O câncer de estômago é a terceira causa de mortalidade 

por neoplasia no mundo (FERLAY et al. 2015). 

As maiores taxas de incidência do CG são observadas no Leste da Ásia 

(32,1/100.000 homens e 13,2/100.000 mulheres), principalmente em países como a 

Mongólia, o Japão e a Coréia do Norte.  Em seguida, destacam-se o Leste Europeu 

(17,1/homens e 7,5/mulheres), a América do Sul (12,7/homens e 6,9/mulheres), o 

Oeste Asiático (11,3/homens e 6,0/mulheres) e o Sudoeste Europeu (10,4/homens e 

5,0/mulheres). Por outro lado, outras regiões mostram uma incidência muito menor, 

como a América do Norte (5,6/homens e 2,8/mulheres), a Oceania (6,4/homens e 

2,9/mulheres) e o norte da África, que apresenta a menor incidência global 

(4,7/homens e 3,0/mulheres) (BRAY et al. 2018). Destaca-se, ainda, que a terceira 

maior incidência de câncer gástrico é no continente sul-americano, e o Brasil tem 

aproximadamente metade da população desse continente (Figura 1). 
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No Brasil são estimados 21.290 novos casos e 14.182 mortes para o ano de 

2018, segundo dados do Instituto Nacional do Câncer-INCA (Ministério da Saúde 

2018). Na região Nordeste, a incidência de CG foi estimada para o biênio 2018-2019 

de 3.140 novos casos em homens (5,3%) e de 2.110 novos casos em mulheres 

(3,6%). Apresentando-se como o segundo lugar em incidência no sexo masculino e o 

sexto no sexo feminino (Figura 2) (Ministério da Saúde 2018). 

 

 
Fonte: BRAY et al. (2018). 

Figura 1 - Incidência de câncer gástrico por região geográfica e sexo em 2018. 
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Fonte: Ministério da Saúde (2018).  

Figura 2 - Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer mais incidentes, exceto 

pele não melanoma, estimados para 2018, por sexo, na região Nordeste do Brasil. 

 

No estado de Pernambuco, a estimativa para o período de 2018 e 2019, 

excluindo câncer de pele não melanoma, foi de 9.690 casos novos de câncer nos 

homens, sendo 590 (6%) casos novos de neoplasias de estômago. Nas mulheres, a 

incidência estimada será de 11.020 casos, sendo 420 casos de CG (4%). A estimativa 

proposta para a taxa bruta de CG, no estado de Pernambuco, é de 11,88/100.000 

entre os homens e de 7,68/100.000 entre as mulheres (Ministério da Saúde 2018). 

 

1.1.2 Fatores de risco 

Vários fatores estão associados a incidência em CG, tais como o sexo 

masculino, a geografia - pois o CG é mais comum em países orientais-, os hábitos 

alimentares, a etnia, cirurgias gástricas prévias, a anemia perniciosa, bem como a 

presença de microorganismos como Helicobacter pylori (H. pylori) e o vírus 

Epstein-Barr (American Cancer Society-ACS 2019). 

Além do fator ambiental e comportamental, alguns fatores genéticos podem 

levar ao desenvolvimento das síndromes de câncer gástrico hereditário, como 

exemplo, a síndrome de câncer gástrico hereditário difuso, síndrome de Lynch, a 
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polipose adenomatosa familial e a síndrome de Li-Fraumeni. A maioria dos pacientes 

com câncer gástrico apresenta a forma esporádica, e em cerca de 10% dos casos é 

observada história familiar de câncer, sendo de 1 a 3% claramente associada à 

síndrome hereditária de câncer gástrico. Os carcinomas gástricos têm etiologia 

multifatorial e diversos mecanismos biológicos distintos (GARATTINI et al. 2017). 

 

1.1.3 Características anatomopatológicas 

Por volta de 95% dos tumores gástricos são de origem epitelial e 

denominados adenocarcinomas. LAUREN em 1965, descreveu dois tipos 

histológicos de CGs, com características clínicas e histológicas distintas: o tipo 

intestinal e o difuso. O tipo intestinal é mais comum, apresenta melhor prognóstico e 

é influenciado por fatores ambientais como infecção por H. pylori, obesidade e 

fatores relacionados à dieta. O tipo difuso é mais frequente em jovens, indicando 

uma possível susceptibilidade genética (Quadro 1). Existem também os casos de 

carcinomas gástricos mistos que possuem componentes do tipo intestinal e do difuso 

(MARQUÉS-LESPIER et al. 2016). 

 

  



6 

Quadro 1 - Aspectos epidemiológicos e clínicos dos tumores gástricos segundo 
classificação de Lauren. 
 

 
CLASSIFICAÇÃO DE LAUREN 

INTESTINAL DIFUSO 
IDADE Idosos Jovens 
SEXO  Masculino Masculino 
ÁREAS 
GEOGRÁFICAS  Áreas com alta incidência Não tem associação com áreas geográficas 

FATORES 
AMBIENTAIS 

Alimentares 
(ingesta de sal e nitratos) 

Fatores de risco pouco definidos Modo de preparação dos 
alimentos 

Tabagismo 
H. PYLORI Forte associação etiológica - 
CLÍNICA  Menos agressivo Mais agressivo 
PROGNÓSTICO  Melhor Pior prognóstico e elevada mortalidade 

BASE 
MOLECULAR  

Mutação nos genes supressores 
de tumor TP53 e APC  - 50% 

Perda de expressão do gene CDH1. 
Mutações somáticas: 40% até 83% 

Gene PSCA Prostate Stem Cell Antigen 
 
Fonte: Adaptado de LAUREN (1965); Anonymous 1993; ESLICK et al. (1999); YASUI et al. 
(2006); TSUGANE e SASAZUKI (2017). 
 

A Classificação da Organização Mundial de Saúde (OMS) define os vários 

tipos de tumores gástricos como demonstrado no Quadro 2. Estão assim distribuídos, 

a saber: adenocarcinomas papilífero, tubular, mucinoso, carcinoma com células em 

“anel de sinete”, carcinoma com células pouco coesivas (células soltas), carcinoma 

misto, carcinoma adenoescamoso, carcinoma de células escamosas (carcinoma 

epidermoide), adenocarcinoma hepatoide, carcinoma com estroma linfoide, 

coriocarcinoma, carcinossarcoma, carcinoma de células parietais, tumor rabdoide 

maligno, carcinoma mucoepidermoide, carcinoma de células de Paneth, carcinoma 

indiferenciado, carcinoma adenoneuroendócrino misto, tumor do seio endodérmico, 

carcinoma embrionário, tumor do saco vitelino puro gástrico e adenocarcinoma 

oncocítico (BOSMAN et al. 2010). 
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Quadro 2 - Classificação histológica de acordo com a Organização Mundial da 
Saúde-OMS 
 

I - TUMORES EPITELIAIS 
 Neoplasia 
 Adenoma  
 Carcinomas  

• Adenocarcinoma tipo intestinal e tipo 
difuso  

• Adenocarcinoma papilífero  
• Adenocarcinoma tubular 
• Adenocarcinoma mucinoso  
• Carcinoma com células em “anel de 

sinete” 
• Carcinoma adenoescamoso  
• Carcinoma de célula escamosa 

(epidermoide) 
• Carcinoma de células pequenas  
• Carcinoma indiferenciado 

 Neoplasia neuroendócrina bem 
diferenciada (tumor carcinoide)

II -TUMORES NÃO EPITELIAIS  
• Leiomioma  
• Schwanoma  
• Tumor de células granulares  
• Tumor glômico  
• Leiomiossarcoma  
• Tumor de estroma 

gastrointestinal - GIST 
• Sarcoma de Kaposi  
• Outros  
• Linfomas (linfoma de célula B 

de zona marginal tipo MALT, 
linfoma do Manto, Linfoma de 
grandes células B difuso, 
outros) 

• Tumores secundários  

Fonte: BOSMAN et al. (2010). 
 

Os tumores gástricos podem ser classificados em tumores proximais (cárdia, 

fundo) e distais (antro e piloro). A classificação de Borrmann divide os CGs em dois 

tipos macroscópicos: avançados e superficiais (precoces). Os CGs avançados são 

divididos em: tipo I - polipoide; tipo II ulcerado com bordas bem delimitadas; tipo III 

- ulcerado e infiltrativo; tipo IV - infiltrativo difuso. Os CGs superficiais são 

divididos em 3 subtipos: tipo I -poiloide; tipo IIa - superficial elevado; tipo IIb - 

superficial plano; tipo IIc - superficial deprimido; e tipo III - ulcerado (PAN et al. 

2013). 

Para estadiamento do tumor é utilizado o sistema TNM (tumor, node, 

metastasis), que classifica o tumor com base na profundidade microscópica de 

invasão tumoral (T) na parede gástrica, na quantidade de linfonodos regionais com 

presença de tumor (N) e na presença de metástases a distância (M) (EDGE e 

COMPTON 2010). 
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1.1.4 Classificação molecular  

A carcinogênese gástrica consiste em um processo de várias etapas, 

iniciando-se na mucosa gástrica com gastrite e desenvolvendo-se até resultar no 

câncer gástrico. Por meio de analises das alterações moleculares, The Cancer 

Genome Atlas-TCGA (2014) caracterizou os subtipos de câncer gástrico baseado nas 

alterações moleculares encontradas em vias de sinalização celular conhecidas. 

Existem quatro subtipos moleculares de CG: i) tumores positivos para 

Epstein-Barr (EBV), que apresentam mutações recorrentes de PIK3CA, 

hipermetilação de DNA e amplificação de JAK2, PDL1 e PDL2; ii) tumores com 

instabilidade de microssatélites (MSI), que apresentam taxas de mutação elevadas, 

incluindo mutações de genes que codificam proteínas de sinalização oncogênicas 

direcionáveis, silenciamento de MLH1; iii) tumores genomicamente estáveis (GS), 

que são enriquecidos pela variante histológica difusa e mutações de RHOA ou fusões 

envolvendo proteínas ativadoras de GTPase da família RHO; e iv) tumores com 

instabilidade cromossômica (CIN), que mostram uma marcante aneuploidia e 

amplificação focal dos receptores tirosina-quinase. A identificação desses subtipos 

fornece um roteiro para a estratificação do paciente e ensaios clínicos de terapias-

alvo (BASS et al. 2014; ZHOU et al. 2014). 
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Fonte: Cancer Genome Atlas Research Network (2014).  

Figura 3 - Caracterização molecular do câncer gástrico 

 

As análises de expressão gênica em diversas etapas da carcinogênese gástrica 

podem elucidar os mecanismos de escape tumoral e permitir a identificação de alvos 

terapêuticos (KIM e SVENDSEN 2011). O perfil de expressão gênica no CG foi 

associado aos mecanismos de regulação da resposta imune, sendo relacionado a 

agressividade clínica e resistência ao tratamento quimioterápico (UEDA et al. 2010). 
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1.2 MICRORNAS (miRNAS) 

 

A descoberta de que pequenos RNAs não codificantes (ncRNAs) são capazes 

de controlar a expressão gênica de uma maneira específica teve um enorme impacto 

na biologia. Entre esses, os miRNAs aparecem como importantes reguladores 

citoplasmáticos da expressão gênica. Os miRNAs atuam como reguladores pós-

transcricionais de seus alvos de RNA mensageiro (mRNA) via degradação e/ou 

repressão traducional (CATALANOTTO et al. 2016). 

Os microRNAs (miRNAs) são moléculas pequenas de RNA não codificador, 

compostas por aproximadamente 18-25 nucleotídeos, cuja principal função é a 

regulação pós-transcricional da expressão gênica (SHAH et al. 2016). Estas 

moléculas estão envolvidas na maioria dos processos biológicos como: regulação do 

ciclo celular, crescimento celular, apoptose, diferenciação celular e resposta ao 

estresse (IORIO e CROCE 2012). 

Os miRNAs regulam os genes através de ligação à região 3´UTR 

(Untranslated Region) dos RNAs mensageiros (mRNAs), levando à repressão da 

tradução ou degradação destes miRNAs (SHAH et al. 2016). Apesar de moléculas de 

miRNAs terem sido descritas no início da década de 1990, os estudos das funções 

dos miRNAs somente se intensificaram na década passada. Até o momento, mais de 

17000 sequências de miRNAs em mais de 140 espécies diferentes foram catalogadas 

no miRBase (http://www.mirbase.org/), número este que tem aumentado 

exponencialmente, e nos últimos três anos quase triplicou. 

Os miRNAs são transcritos pela RNA polimerase II no núcleo onde são 

formados os pri-miRNAs. Os pri-miRNAs são processados pela Drosha e seu cofator 
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Pasha para liberação dos pre-miRNA precursores. A RAN-GTP e exportina 

transportam o pre-miRNA para o citoplasma. Subsequentemente, a RNA polimerase 

III Dicer processa o pre-miRNA formando um miRNA transitório de fita dupla 

(miRNA:miRNA duplex). Esse miRNA de fita dupla é carregado até o miRISC, 

onde a fita simples de miRNA maduro é retida no complexo. O miRNA maduro se 

liga às regiões complementares dos seus RNAm alvos para regular negativamente a 

expressão gênica em um dos dois caminhos que dependem do grau de 

complementariedade entre o miRNA e seu alvo. Os microRNAs que se ligam 

imperfeitamente aos seus RNAm alvos bloqueiam a expressão gênica à nível de 

tradução proteica. miRNAs que se ligam aos seus alvos com perfeita 

complementariedade induzem a clivagem do RNAm (Figura 4) (LIN e GREGORY 

2015). 

 

 

Fonte: Adaptado de LIN e GREGORY (2015). 

Figura 4 - A biogênese do miRNA 

  



12 

1.2.1 MicroRNAs e sistema imune 

Os microRNAs desempenham papéis importantes na regulação negativa das 

respostas imunes em muitos tipos de câncer (XU et al. 2017). O reconhecimento 

atenuado das células cancerosas pelas células imunes pode ser causado por alterações 

nos padrões antigênicos devido à instabilidade genética das células cancerosas. Uma 

série de microRNAs contribui para essas alterações antigênicas, tanto nas células 

tumorais quanto nas células do sistema imune (VESELY et al. 2011).  

Não é surpreendente que vários processos fisiológicos relevantes, como a 

produção de citocinas pró-inflamatórias, a morte celular e a apresentação de 

antígenos, possam ser afetadas pelos microRNAs. Muitos dos microRNAs que foram 

encontrados mostraram padrão de expressão diferente entre pacientes com lúpus e 

controles saudáveis em células mononucleares do sangue periférico (PBMCs) e 

podem estar envolvidos, por exemplo, na regulação da via do interferon (IFN) tipo I 

(HONARPISHEH et al. 2018). O microambiente tumoral é altamente heterogêneo e 

consiste em fibroblastos, células imunes, progenitores de células endoteliais, 

componentes da matriz extracelular, vasos sanguíneos e linfáticos. Ao todo, esses 

diferentes tipos de células contribuem para iniciação e progressão do tumor, 

regulando um equilíbrio entre os sinais anti- e pró-crescimento. Parte desse processo 

é uma consequência de alterações de expressão gênica, que são dependentes de 

mecanismos regulatórios pós-transcrição (DUNN et al. 2002).   

Os miRNAs desempenham um papel fundamental em diversos processos 

biológicos, como embriogênese, diferenciação, inflamação, infecções virais e 

carcinogênese. A importância dos miRNAs no desenvolvimento e regulação do 
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sistema imune, inclue a diferenciação de células, produção de anticorpos e liberação 

de mediadores inflamatórios (LINDSAY 2008). 

 

 
Fonte: Adaptado de HA (2011).  

Figura 5 - Papel dos microRNAS na regulação do sistema imune. 

 

1.2.1.1 MicroRNAs na imunidade inata 

Um progresso significativo foi feito ao longo da última década na 

caracterização de miRNAs que controlam a função dos componentes celulares da 

imunidade inata. Dentre os componentes da imunidade inata, destacam-se os 

neutrófilos e monócitos. Os neutrófilos são fundamentais na fase inicial do processo 

inflamatório, sendo uma das primeiras células a ser recrutada em grandes números 

para o local de infecção e lesão tecidual, atraídos por quimiocinas, como a IL-8 

(GUGLIETTA et al. 2016).  
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O macrófago é uma célula derivada de um tipo de leucócito, o monócito, que 

é formado na medula hematopoiética. Os monócitos circulantes saem do sangue 

atravessando a parede dos vasos sanguíneos e se estabelecem no tecido conjuntivo. 

No tecido conjuntivo se transformam em macrófagos. Os macrófagos fagocitam 

partículas, sejam elas restos celulares, partículas inertes ou microorganismos. Além 

da capacidade de fagocitar, o macrófago tem uma enorme importância no 

desenvolvimento da resposta imune, pois produz vários mediadores da resposta 

inflamatória, como as citocinas e qumiocinas (SQUADRITO et al. 2013). 

Alguns estudos já caracterizaram a regulação da função dos neutrófilos e 

macrofágos mediada por miRNAs. Demonstrou-se que o miR-146a regula 

negativamente a resposta inflamatória mediada pelos genes TRAF6, IRAK1 e IRAK2 

expressos por macrófagos, interferindo na produção de IFN tipo I por essas células 

(HOU et al. 2009). Também foi observada a participação dos microRNAs (miR-155, 

miR-125a / b, miR-146a, miR-21 e let-7e) na ativação e diferenciação de 

macrófagos. Observou-se que a regulação desses miRNAs pode promover ou 

suprimir a ativação dos macrofagos associados ao tumor (TMA; do inglês tumor 

associated macrophage) (SQUADRITO et al. 2013). Os miRNAs também podem 

restringir a função de outras células do sistema imune inato, tais como as células 

dendríticas (DC), suprimindo diretamente a produção de citocinas pró-inflamatórias 

(BRAIN et al. 2013). 

 

1.2.1.2 MicroRNAs na imunidade adaptativa 

A resposta imune adaptativa é caracterizada pela ativação e subsequente 

expansão clonal de linfócitos T e B específicos para o antígeno, levando a respostas 
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efetoras citotóxicas e produção de citocinas e anticorpos em resposta aos estímulos. 

O ambiente tumoral é composto por células do sistema imune, como linfócitos 

TCD8+ citotóxico, Th1/Th17, células NK, neutrófilos, macrófagos, células 

dendríticas (DCs) (ZITVOGEL et al. 2011), que refletem a tentativa do sistema 

imune de promover uma resposta antitumoral. A ativação dos linfócitos T é crítica 

para a eliminação do tumor através de imunovigilância. Os sinais necessários para 

ativação da resposta imune de células T são gerados pelo receptor das células T 

(TCR), que se liga a antígenos apresentados no contexto de molécula de 

histocompatibilidade principal (MHC) de classe I ou II expresso na superfície de 

células apresentadoras de antígenos (APCs). Outra forma de ativação é 

proporcionada por interação de uma molécula coestimuladora expressa nas células T 

com as moléculas presentes na superfície da APCs (CHEN e FLIES 2013). 

Além de regular as respostas na imunidade inata, os miRNAs também 

desempenham um papel importante no controle das respostas imunes adaptativas. 

Vários miRNAs são críticos para o desenvolvimento, ativação, sobrevivência e 

proliferação de células B e T. Por exemplo, miR-150, um miRNA que é 

predominantemente expresso em células B maduras, demonstrou controlar 

populações múltiplas de células B através da regulação do nível de expressão do 

fator de transcrição c-Myb; e que isso afeta dramaticamente o desenvolvimento e a 

resposta dos linfócitos (XIAO et al. 2007).  

Em modelo animal, foram demosntrados aumento de expressão de miR-155 

em células T ativadas, e camundongos deficientes de miR-155 apresentaram 

deficiência de células TCD4+ (RODRIGUEZ et al. 2007). Além disso, a expressão 

de miR-23, miRNA-27 E miRNA-24 nas células T estão envolvidos na regulação 
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dos mecanismos efetores dessas células, evitando respostas imunes exacerbadas 

(CHO et al. 2016) (Figura 7). 

Os miRNAs são importantes reguladores da imunidade inata e adaptativa, 

controlando a manutenção e o desenvolvimento de progenitores imunes, bem como a 

diferenciação e as funções das células imunes maduras (DAVIDSON-MONCADA et 

al. 2010), e, por isso, não é de surpreender que as aberrações na expressão de 

miRNAs sejam relacionadas ao sistema imunológico e possam levar a uma resposta 

imune antitumoral alterada e contribuir para o desenvolvimento do câncer (TILI et 

al. 2013).  
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Fonte: Adaptado de MEHTA e BALTIMORE (2016).  

Figura 6 - microRNAs que regulam o desenvolvimento e a função da resposta imune 

adaptativa. a) Esquema que descreve os miRNAs que participam da ontogenia dos linfócitos B; b) 

Esquema que descreve os miRNAs que participam da ontogenia dos linfócitos T. DN: double 

negative; DP: double positive; LMPP: lymphoid-primed multipotent progenitor; pre-B cell: precursor 

B cell; pre-pro-B cell: precursor-progenitor B cell; pro-B cell: progenitor-B cell; SP: single positive; 

TH: Thelper; T reg cell: regulatory T cell. TCR: T cells receptor. 
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1.3 MICRORNAS, SISTEMA IMUNE E CANCER 

 

Estudos têm demonstrado que existe conexão entre a função do miRNA e 

várias doenças, incluindo o câncer (PIOVAN et al. 2012; PIZZINI et al. 2013). 

Acredita-se que essas moléculas têm o papel essencial em muitos tipos de câncer, 

atuando na oncogênese ou como supressores tumorais (O’DAY e LAL 2010). Dessa 

maneira, a regulação gênica promovida pelos miRNAs é importante no 

estabelecimento e progressão de diversos tipos de neoplasias em humanos 

(VALASTYAN et al. 2009). Os microRNAs estão envolvidos em muitos aspectos 

relacionados ao câncer. Exitem muitos artigos nos quais os microRNAs 

desempenham um papel-chave na biogênese e progressão do câncer, como pode ser 

visto no Quadro 3. 

 

Quadro 3 - Exemplos de microRNAs envolvidos nos processos neoplásicos 
 

PONTO miRNA CÂNCER ALVO FUNÇÃO REFERÊNCIA 

Induzindo 
angiogênese 

miR-
135a 

↓ câncer 
gástrico 

FAK 

Proteína-
tirosina 

quinase não 
receptora 

(CHENG et al. 
2017) 

Ativação de 
invasão e  
metástase 

miR-9 
↑ câncer de 

ovário 
E-CADHERIN 

Adesão 
celular 

(ZHOU et al. 
2017) 

Evasão imune 
miR-
152 

↓ câncer 
gástrico 

B7-H1 
Sinal 
Co-

estimulatório 

(WANG et al. 
2017) 

Resistência à 
morte celular 

miR-
15a 

↓ em 
leucemia 

BCL-2 
Suprime a 
apoptose 

(CIMMINO et al. 
2005) 

Reprogra-mação 
do metabolismo 
energético 

miR-7 
↓ câncer 

pancreático 
LKB1 

Metabolismo 
celular 

(GU et al. 2017) 

Siglas: FAK- Focal adhesion kinase; B7-H1- B7-homolog 1; BCL-2- B-cell lymphoma 2; LKB1- 
serine/threonine kinase 11 
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Fonte: Adaptado de DETASSIS et al. (2017)  

Figura 7 - MicroRNAs participam na biogênese e progressão do câncer 

 

A progressão do câncer para uma doença avançada ou metastática geralmente 

sugere uma falha da resposta imune. Uma resposta imune efetiva decorre da 

colaboração harmoniosa entre o sistema imune inato e adaptativo, com o feedback 

negativo dos checkpoints imunológicos e dos mecanismos imunossupressores. Por 

outro lado, a resposta imune pode exercer efeitos pró ou anti-tumorigênicos sobre o 

microambiente tumoral. Alguns autores mostraram que a imunidade inata e 

adaptativa estão envolvidas na imunovigilância e eliminação do tumor (DUNN et al. 

2002).  

Em tumores estabelecidos, o escape da imunovigilância ocorre através de 

diferentes mecanismos, quer pelo tumor (por exemplo, perda de antígeno, tolerância 

imunogênica) ou ao nível das células imunitárias (por exemplo, inibição da ativação 
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das células T (WILLIMSKY e BLANKENSTEIN 2005). Os tumores não só 

escapam do reconhecimento imunológico, mas também inibem ativamente a 

atividade antitumoral mediada por células T, através da modulação dos pontos de 

checagem imunológicos (checkpoints), tais como o PD-L1 (DONG et al. 2018). 

Nesse contexto, demonstrou-se que os microRNAs regulam tanto o recrutamento 

quanto a ativação de células do sistema imune no microambiente tumoral 

(CURTALE 2018). Centenas de miRNAs foram relatados como diferencialmente 

expressos em células imunes. Padrões de assinaturas distintas de miRNA não só 

foram encontrados em linhagens de células imunes, mas também podem ser 

detectados nos mesmos subconjuntos de células que estão em diferentes estágios de 

desenvolvimento (KUCHEN et al. 2010).  

As células tumorais e do sistema imune produzem vários fatores de 

crescimento, angiogênicos, proteinases, quimiocinas e citocinas, que contribuem para 

a remoção de células tumorais ou para a formação de um microambiente 

imunossupressor (WHITESIDE 2008). A ativação de fatores de transcrição 

específicos e a presença de citocinas inflamatórias representam o elemento-chave da 

conexão entre as células imunes e as tumorais (BALKWILL 2009). Dentre os fatores 

de transcrição, o nuclear factor kappa-B (NF-kB), signal transducers and activators 

of transcription 3 (STAT3), fator de necrose tumoral (TNF, do inglês Factor 

necrosis tumor) e Transforming growth factor beta (TGF-β) demonstraram mediar a 

ativação de várias vias oncogênicas.  

O NF-kB é um importante regulador da inflamação e da imunidade inata e 

sua expressão aberrante tem sido descrita em muitos tumores (KARIN 2006). Os 

efeitos do NF-kB são dependentes do tipo celular, consistindo na indução da 
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expressão de genes relacionada a sinais pró-inflamatórios e de genes antiapoptóticos 

em células tumorais, favorecendo o desenvolvimento do tumor (PIKARSKY et al. 

2004). Um dos mais importantes ativadores da sinalização de NF-kB é o TNF-α, que 

se liga ao seu receptor específico expresso por células do sistema imune ou por 

células tumorais (BEZBRADICA e MEDZHITOV 2009).  

A superfamília do fator de necrose tumoral (TNF) são proteínas expressas 

predominantemente por células imunes e regulam diversas funções celulares, 

incluindo regulação da resposta imune e inflamação, mas também proliferação, 

diferenciação, apoptose e embriogênese (AGGARWAL et al. 2012). Os membros da 

superfamíla são TNFα, TNFβ, lymphotoxin-β, CD40L, FasL, CD30L, 4-1BBL, 

CD27L, OX40L, TNF-related apoptosis-inducing ligand (TRAIL), LIGHT, receptor 

activator of NF-κB ligand (RANKL), TNF-related weak inducer of apoptosis 

(TWEAK), A proliferation-inducing ligand (APRIL), B-cell activating factor 

(BAFF), vascular endothelial cell-growth inhibitor (VEGI), ectodysplasin A (EDA)-

A1, EDA-A2, e GITRL (AGGARWAL et al. 2012).  

 A sinalização celular para a maioria das citocinas e fatores de crescimento é 

normalmente mediada pela interação entre um ligante solúvel e um receptor na 

transmembrana. Na superfamilia TNF foram identificados vários ligantes incluindo 

FasL, CD27L, CD30L, CD40L, OX40L e 4-1BBL. Todos estes ligantes são 

principalmente expressos como proteínas na superfície celular e interagem com 

células que expressam os receptores correspondentes (Figura 8).  

As atividades carcinogênicas do TNFα são mediadas por sua capacidade de 

ativar o fator de transcrição pró-inflamatório NF-kB, que regula positivamente a 

expressão de genes ligados à sobrevivência, proliferação, invasão, angiogênese e 
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metástase de células tumorais (BALKWILL 2009). Em contraste com o TNF-α, 

outros membros da superfamília do TNF exibem mais ação antitumoral em contraste 

ao potencial oncogênico (AGGARWAL et al. 2012). 

 

 

Fonte: Adaptado de AGGARWAL et al. (2012).  

Figura 8 - Funções de vários membros da superfamília do TNF na inflamação, 

proliferação celular, apoptose e morfogênese 

 

O nível de expressão dos receptores pode variar, dependendo da linhagem de 

células imunes e seu estado de ativação. Por exemplo, o receptor OX40 e seu ligante 

(OX40L), que pertencem à família dos receptores do fator de necrose tumoral 

(TNFR), é um receptor localizado na superfície de células TCD4+ ativadas e sua 
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ativação pode promover sinais coestimuladores para as células que intensificam a sua 

proliferação e produção de citocinas, e prolongam a sobrevivência de células T de 

memória efetora (LASRY et al. 2016).  

Outro exemplo, o CD40 também é um receptor da superfície celular da 

superfamília do TNF que está expresso constitutivamente na superfície de células 

apresentadoras de antígenos. A sua ativação através do ligante específico promove a 

maturação funcional, levando a um aumento na apresentação de antígenos e na 

produção de citocinas, além de um subsequente aumento na ativação de células T 

(MORAN et al. 2013). THOMAS e STOREY (2015) evidenciaram que plaquetas 

ativadas expressam o ligante do CD40 (CD40L), que tem uma estrutura semelhante e 

efeito semelhante ao TNF-α. A expressão de CD40L derivado da plaqueta induz a 

cascata de coagulação extrínseca, afeta células dendríticas, os linfócitos B e 

linfócitos T. Tal capacidade sugere que o CD40L derivado da plaqueta proporciona 

uma ligação de comunicação entre a imunidade inata e adaptativa.  

 

1.4 PARTICIPAÇÃO DAS PLAQUETAS NOS MECANISMOS DE 

REGULAÇÃO DO SISTEMA IMUNE 

 

 As plaquetas humanas são fragmentos subcelulares de megacariócitos que se 

localizam na medula óssea. Apesar dessa definição clássica, GARRAUD e 

COGNASSE (2015) enfatizam que as plaquetas compartilham propriedades muito 

semelhantes às de células. A demanda fisiológica, presença de doença como o câncer 

ou efeitos de drogas podem regular a produção e envio de plaquetas para circulação 

(THOMAS e STOREY 2015).  
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A fisiologia plaquetária é essencial para a hemostasia, a integridade vascular, 

angiogênese, inflamação e cicatrização de feridas. Esta é certamente a função mais 

conhecida das plaquetas. No entanto, a natureza ou a extensão das respostas dos 

mediadores secretados por plaquetas ativadas têm recebido atenção em diversas 

condições mórbidas, tais como doenças cardiovasculares, infecções graves, 

desordens autoimunes, doenças autoinflamatórias e câncer (THOMAS e STOREY 

2015). 

A metástase é a principal causa de mortalidade associada aos cânceres e os 

mecanismos subjacentes da disseminação tumoral ainda permanecem pouco 

compreendidos. Durante a disseminação metastática, as células tumorais invadem a 

corrente sanguínea e/ou os vasos linfáticos. Os mecanismos para formação das 

metástases podem ser divididos em quatro fases: 1) destacamento das células 

tumorais e entrada no sistema angiolinfático; 2) migração pela corrente sanguínea; 3) 

captura em um órgão distante e extravasamento das células tumorais; 4) colonização 

destes tecidos e formação de tumores secundários (STEGNER et al. 2014) (Figura 

9). 

  



25 

 
Fonte: STEGNER et al. (2014)  

Figura 9 - Visão geral da ação plaquetária nos mecanismos de metástases 

 

Trousseau (1873) descreveu a associação entre trombose venosa profunda e 

neoplasias. Pouco mais de um século após as observações de GASIC et al. (1968) 

descreveram a associação entre o número total de plaquetas e o potencial metastático 

das neoplasias em modelo experimental. Além disso, a trombocitose é observada 

numa população considerável de pacientes com neoplasias. Alguns autores também 

demonstraram uma correlação inversa entre a contagem do número de plaquetas e 

sobrevida, sugerindo a trombocitose como um marcador de mau prognóstico. Isso 

sugere que as plaquetas possam promover a manutenção de células tumorais viáveis 

circulantes, facilitando seu extravasamento e a colonização de novos microambientes 

(HONN et al. 1992; IKEDA et al. 2002).  
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As plaquetas circulam na corrente sanguínea por cerca de 10 dias e sua 

principal função descrita é promover a hemostasia. O contato entre receptores 

plaquetários e seus ligantes, que são apresentados por exposição da matriz 

extracelular subendotelial (MES) ou presentes em algumas células tumorais, conduz 

à ativação plaquetária. Esta ativação causa uma remodelação do citoesqueleto e 

alteração morfológica das células de discóide para esférica e desencadeia a exocitose 

de densos grânulos, pequenas vesículas intracelulares as quais são encontradas 

somente nas plaquetas e em seus progenitores (STEGNER e NIESWANDT 2011). 

As plaquetas ativadas podem liberar CD40L solúvel e são responsáveis por 

aproximadamente 95% da sCD40L em circulação. O CD40L é uma citocina 

essencial que leva à ativação de um amplo espectro de células imunes (SETIANTO 

et al. 2010) 

 Na circulação sanguínea, os clones tumorais também podem ativar as 

plaquetas por contato direto ou através da liberação de mediadores agonistas, tais 

como adenosina difosfato (ADP), a trombina, tromboxano A2 (TxA2) ou proteinase 

associada ao tumor como descrito por ZUCCHELLA em 1989. O agregado 

plaquetário tumoral tem a capacidade de disseminar e embolizar para tecidos 

pulmonares, conforme descrito em modelos murinos (MALIK 1983). Vários estudos 

demonstram a ativação plaquetária aumentada em pacientes com neoplasia 

ABBASCIANO et al. (1995) e que essa ativação pode estar associada ao risco de 

metástases (HONN et al. 1992). A proteína de membrana P-selectina (CD62P) é um 

marcador utilizado para mensuração da ativação plaquetária. No entanto, alguns 

autores têm demonstrado uma perda da expressão de CD62P na superfície das 

plaquetas após o início da ativação, traduzindo-se em aumento dos níveis séricos de 
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CD62P (MICHELSON et al. 2001). Porém, estudos demonstram que os agregados 

de plaquetas-monócitos e plaquetas-neutrófilos, cuja formação é mediada pela 

interação entre as moléculas de adesão na superfície das plaquetas, como CD62P, 

podem ser uma alternativa sensível e confiável para mensurar a ativação plaquetária 

(MICHELSON et al. 2001; YIP et al. 2013). 

 

 

Fonte: Adaptado de YEAMAN (2014). 

Figura 10 - As plaquetas e sua relação com o sistema imune. BCR, B cell receptor; 

MHCII, major histocompatibility complex class II; PAMP, pathogen-associated molecular pattern; 

PRR, pattern recognition receptor; TCR, T cell receptor; TLRs, Toll-like receptors.  
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Além dos agregados de plaquetas e leucócitos, diferentes tipos de células 

tumorais também podem induzir a agregação plaquetária e, assim, conferir vantagem 

de sobrevivência na circulação. A agregação tumor-plaquetas pode proteger a 

neoplasia da defesa do sistema imune promovida pelas células NK (PALUMBO et 

al. 2005), sendo um mecanismo de escape tumoral. Os agregados plaquetários são 

cruciais para disseminação de células tumorais, pois menos de 0,1% das células 

tumorais vão conseguir sobreviver na corrente sanguínea de forma livre (FIDLER 

1970). Após escapar do sistema imune, as células aderem aos órgãos distantes e 

começam a extravasar e colonizar nos tecidos-alvo. Para ocorrer o extravasamento, 

os clones tumorais precisam aderir ao endotélio para posterior migração 

transendotelial (MILES et al. 2008). Estes processos são mediados por diferentes 

receptores de adesão entre o tumor e as células endoteliais, mas são facilitados pela 

ação das plaquetas.  

As plaquetas são reguladoras da permeabilidade vascular. Elas liberam 

platelet-derived growth factor (PDGF), growth transformation factor (TGF), 

epidermal growth factor (EGF), insulin-like growth factor 1 (IGF-1), vascular 

endothelial growth factor (VEGF) e ácido lisofosfatídico (LPA) a partir de seus alfa-

granulos e esta plêiade de substâncias influencia a integridade vascular no 

microambiente do agregado ligado ao endotélio (SMYTH et al. 2009). O 

crescimento de focos metastáticos é altamente dependente da neoangiogênese. Além 

de induzir a formação de novos vasos, as plaquetas são cruciais para a estabilização 

dos vasos recém-formados (RHEE et al. 2004). 

Considerando a elevada incidência e a altíssima mortalidade do CG, como 

também os dados da OMS que alertam que 70% dos casos ocorreram em países em 
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desenvolvimento, desenhamos um estudo que objetiva avaliar alguns mecanismos 

biológicos que permita influenciar na melhoria dos critérios prognósticos e até servir 

de base para estudos futuros que tornem a decisão terapêutica menos empírica e mais 

personalizada. Os miRNA participam dos mecanismos biológicos da carcinogênese 

de várias neoplasias malignas e regulação da resposta imune. Além disso, a análise 

da expressão de receptores da superfamília do TNF (OX40 e CD40L), e da 

agregação de plaquetas e leucócitos no sangue de pacientes com CG pode contribuir 

para ampliar o conhecimento científico sobre os mecanismos da resposta imune 

nessa neoplasia. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a expressão de microRNAs, dos receptores OX40 e CD40L, e do 

agregado de plaquetas e leucócitos no câncer gástrico 

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

Artigo 1 

 Identificar miRNAs diferencialmente expressos no tumor gástrico; 

 Associar os miRNAs diferentemente expressos com as variáveis clínicas; 

 Identificar genes-alvo associados aos microRNAs desregulados e o potencial 

desses genes na regulação da resposta imune. 

 

Artigo 2 

 Avaliar os níveis de expressão de OX40 em leucócitos no sangue de 

pacientes CG e controles; 

 Associar os níveis de expressão de OX40 encontrados nos pacientes com o 

estágio clínico da doença.  

 

Artigo 3 
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 Avaliar os níveis de agregados de plaquetas e leucócitos no sangue de 

pacientes CG e controles; 

 Avaliar os níveis de ativação plaquetária (CD40L e CD62p) no sangue de 

pacientes CG e controles; 

 Associar os níveis de agregados plaquetas-leucócitos e da ativação 

plaquetária (CD40L e CD62p) com o estágio clínico da doença. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 DETALHAMENTO DO ESTUDO 

 

Trata-se de um estudo tranversal, realizado no Hospital de Câncer de 

Pernambuco (HCP), Laboratório de Pesquisa Translacional do IMIP e no 

A.C.Camargo Cancer Center. O período da coleta dos dados clínicos e das amostras 

biológicas foi de setembro de 2015 a agosto de 2018. 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Seres 

Humanos do Hospital de Câncer de Pernambuco (HCP) sob no. CAAE 

28932814.2.0000.5205 (Anexo 1), seguindo a Resolução 466/12 do Conselho 

Nacional de Saúde do Ministério da Saúde. Todos os participantes foram incluídos 

no estudo após assinatura do Termo de Consentimento livre esclarecido (TCLE - 

Apêndice 1). 

 

3.2 CRITÉRIOS DE ELEGIBILIDADE  

 

Os critérios de inclusão foram:  

• pacientes com neoplasia gástrica (adenocarcinomas); 

• pacientes que concordarem em participar do estudo;  

• idade acima de 18 anos.  

 

Os critérios de exclusão foram: 

• pacientes com diagnóstico prévio de outras doenças oncológicas; 
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• pacientes com segundo tumor primário sincrônico; 

•  pacientes submetidos previamente a tratamentos oncológicos com 

quimioterapia ou radioterapia.  

 

3.3 POPULAÇÃO DO ESTUDO 

 

O grupo de estudo foi pacientes com diagnóstico histológico de 

adenocarcinoma do estômago, atendido no HCP com idade acima de 18 anos, de 

ambos os sexos. Os pacientes apresentavam-se em diferentes estágios clinicos da 

doença e tiveram seu diagnóstico histopatológico determinado por cirurgia ou 

endoscopia digestiva alta.  

 

3.3.1 Artigo 1 (miRNAs) 

Para as análises comparativas de expressão dos miRNAs foram selecionadas 

25 amostras de tecido tumoral fixado em formol e emblocado em parafina e 

tecnicamente adequado para análises moleculares. Como controles, foram 

selecionadas 5 amostras de mucosas gástricas histologicamente normais colhidas por 

via endoscópica, fixadas em formol tamponado a 10% e emblocadas em parafina 

proveniente de pacientes sem qualquer tipo de tumor.  

 

3.3.2 Artigo 2 (Análise de OX40) 

 Pacientes: foram realizadas análises em 24 pacientes, homens e mulheres 

(idade acima de 18 anos), com diagnóstico de adenocarcinoma gástrico (CG), 
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admitidos para tratamento no serviço de cirurgia oncológica do Hospital de 

Câncer de Pernambuco (HCP). 

Controles: Foram realizadas análises em 34 indivíduos saudáveis (ambos os 

sexos) que não possuíam história pregressa ou familiar de câncer, e 

assintomáticos, sendo acompanhantes dos pacientes, e/ou funcionários do 

HCP.  

 

3.3.3 Artigo 3 (Análise de CD40L e agregado plaquetário) 

 Pacientes: foram realizadas analises em 34 pacientes, homens e mulheres 

(idade acima de 18 anos), com diagnóstico de adenocarcinoma gástrico (CG), 

admitidos para tratamento no serviço de cirurgia oncológica do Hospital de 

Câncer de Pernambuco (HCP). 

 Controles: foram realizadas análises em 30 indivíduos saudáveis (ambos os 

sexos), idade acima de 18 anos, que não possuíam história pregressa ou 

familiar de câncer, e assintomáticos, sendo acompanhantes dos pacientes, 

e/ou funcionários do HCP. 

 

3.4 PROCEDIMENTOS PARA SELEÇÃO DOS SUJEITOS E 

COLETA DOS DADOS 

 

Todos os pacientes que fizeram parte deste trabalho assinaram um termo de 

consentimento livre e esclarecido no momento do atendimento e responderam a um 

questionário padronizado (Apêndice 2). Os dados clínicos foram coletados a partir do 

prontuário e transcritos neste questionário padrão previamente definido. 
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O diagnóstico histológico foi realizado no laboratório de histologia e 

patologia cirúrgica do HCP e, posteriormente, revisado por um segundo patologista. 

O diagnóstico seguiu a classificação preconizada pela OMS para tumores de 

estômago, assim como a classificação histológica de Lauren.  

Os pacientes foram submetidos à tomografia computadorizada para 

confirmação do estadiamento do tumor, conforme rotina de estadiamento 

normalmente preconizada no HCP. O fluxograma da captação e exames realizados 

nesta pesquisa estão demonstrados na Figura 11. 
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Figura 11 - Fluxograma de recrutamento dos pacientes com câncer gástrico e controles saudáveis. 
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3.5 TESTES LABORATORIAIS 

 

3.5.1 Classificação histológica e estadiamento  

Todos os casos de CG selecionados foram classificados e o estadiamento foi 

realizado de acordo com o sistema TNM preconizado pelo American Joint Committe 

on Cancer-AJCC (EDGE e COMPTON 2010), e foram utilizadas as classificações 

histológicas de câncer gástrico de Lauren e do grau histológico tumoral da OMS 

(EDGE e COMPTON 2010). 

 

3.5.2 Microdissecção manual 

Das primeiras 30 amostras selecionadas (mucosa gástrica normal ou tumoral) 

foram coletados 20 cortes histológicos de 5 µm de espessura da área de interesse a 

partir dos blocos de parafina correspondentes. Após as análises microscópicas das 

lâminas coradas com hematoxilina e eosina (H&E) para identificação e marcação da 

área tumoral foi possível a realização da microdissecção manual (técnica conhecida 

como scrape) das lâminas previamente cortadas, garantindo a extração do material 

genético apenas das células de interesse. As áreas tumorais, ou de mucosa gástrica 

normal dos cortes histológicos, foram microdissecadas com bisturi cirúrgico 

descartável, e o material armazenado em microtubo no freezer à temperatura de 

menos 80oC. 

 

3.5.3 Extração de RNA 

A extração de RNA de tecido parafinado foi realizada com o uso do kit 

RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation for FFPE Samples (Ambion - Applied 
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Biosystems, Austin, TX), que possibilita a extração de material genético de amostras 

parafinadas e previamente fixadas com formaldeído. 

Para remover completamente a parafina do tecido tumoral após a 

microdissecção manual, foi adicionado 1 ml de xilol 100% (Allkimia, Brasil) e 

incubado por 3 min em termobloco a 50oC. Para a formação do pellet contendo o 

material genético no fundo do tubo, a fim de possibilitar o descarte do xilol 

sobrenadante, foi feita a centrifugação por 3 min a 14.000 rpm. Com o objetivo de 

remover o xilol das amostras e acelerar a secagem do pellet foram realizadas duas 

lavagens adicionando 1 ml de álcool 100% (Merck, Brasil) e centrifugando por 3 

minutos a 14.000 rpm. Ao final das centrifugações o sobrenadante foi descartado. 

Para remover o etanol residual foi realizada uma centrifugação a vácuo por 10 min a 

37oC.  

Com o pellet livre de resíduos foi adicionado 200 µl de Digestion Buffer, 4 µl 

de Protease e incubado em termobloco por 15 min a 50oC e 15 min a 80oC. Para 

iniciar o processo de isolamento do RNA foi feita uma mistura com 240 µl de 

Isolation Aditive e 550 µl de etanol 100%. Os 790 µl dessa mistura foram 

adicionados no tubo contendo a amostra de tecido. Todo o volume contendo a 

mistura de reagentes e a amostra foi colocado em um tubo com uma coluna de filtro 

e centrifugado a 10.000 rpm por 30 segundos. Todo o volume que passou pelo filtro 

foi descartado e o filtro reinserido no tubo vazio. A seguir foram realizadas duas 

lavagens com 700 µl da solução Wash 1 e 500 µl da Wash 2/3, ambas seguidas de 

centrifugação por 30 segundos a 10.000 rpm e descartando o conteúdo do tubo e 

mantendo a coluna de filtro.  
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Para encerrar a etapa de lavagens, foi realizada uma última centrifugação, 

desta vez sem reagentes, para remoção do fluido residual presente no filtro e 

novamente descartando o líquido e mantendo o filtro. Para o tratamento da amostra 

com DNAse foi adicionado bem no centro do filtro 60 µl de uma mistura de: 6 µl de 

DNAse buffer e 4 µl de DNAse e 50 µl de água livre de nuclease (Sigma-Aldrich, 

EUA), incubando 30 minutos à temperatura ambiente.   

Dando prosseguimento ao protocolo, foi adicionado novamente 700 µl de 

Wash 1 na coluna de filtro. Após um minuto, o tubo foi centrifugado por 30 seg. a 

10.000 rpm e descartado o líquido. Foram realizadas mais duas lavagens com 500 µl 

de Wash 2/3, novamente centrifugando por 30 seg. a 10.000 rpm. Foi realizada uma 

última centrifugação sem reagente a 10.000 rpm por 1 min. para remover o fluido 

residual do filtro. A última etapa foi a eluição do RNA. Para essa etapa, o filtro foi 

transferido para um tubo novo e foi adicionado 20 µl de água livre de nucleasse. 

Após um minuto o tubo foi centrifugado a 14.000 rpm por mais 1 min. Por fim, o 

filtro foi descartado e o tubo contendo o RNA eluído foi armazenado a - 80oC.  

A concentração da solução de RNA foi mensurada através do 

espectrofotômetro NanoDrop ND3.0 (NanoDrop Technologies Inc, Wilmington, DE) 

utilizando 1,5 µl de amostra e verificando a absorbância em 260 nm (Figura 6).  A 

taxa de absorbância do RNA A260/A280 funciona como seu indicador de pureza, 

sendo que taxas de RNA de boa qualidade ficam entre 1,8-2,1. A taxa de absorbância 

do RNA A260/A280 menor que 1,8 significa que há contaminação da amostra com 

fenol, proteína ou outros contaminantes com absorbância em 280 nm. 
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3.5.4 Determinação da expressão dos microRNAs por TaqMan 

 Síntese de cDNA total 

 

 A síntese de DNA complementar (cDNA) total foi realizada de acordo com o 

protocolo MegaplexTM Pools for microRNA Expression Analysis (Applied 

Biosystems), que possibilita a detecção e quantificação de 380 miRNAs por amostra. 

Seguindo esse protocolo, usamos o Megaplex RT Primers (Pool A), que consiste em 

um conjunto predefinido composto por 380 oligonucleotídeos stem-looped reverse-

transcription que são específicos para a síntese de cDNA a partir de miRNAs 

maduros. 

 

 Pré-amplificação do cDNA total 

 

 Nessa etapa foi realizada a pré-amplificação específica do cDNA total a fim 

de aprimorar as análises das expressões de miRNAs realizadas posteriormente. 

 

 Validação da expressão dos miRNAs - síntese do cDNA específico 

 

 A reação de síntese do cDNA específico para cada miRNA na etapa de 

validação foi realizada de acordo com os procedimentos recomendados no manual 

TaqMan® MicroRNA Assays (Applied Biosystems). Foi realizada a pipetagem da 

quantidade necessária para 10 ng de RNA para todas as amostras e adicionada água 

q.s.p. 9,16µL. Para o mix de RT os reagentes foram descongelados e submetidos à 

centrifugação rápida antes de serem adicionados, utilizando-se de capela de fluxo 
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laminar. Em seguida, foi adicionado em cada tubo, contendo 9,16 µl das amostras e 

água, 5,84µL de mix para reação RT, incubado por 5 min. No gelo e colocado no 

termociclador. As amostras de cDNA obtidas foram armazenadas em freezer -200C. 

 Para as reações de qRT-PCR, os cDNA foram descongelados, 

homogeneizados e colocados no gelo. Para a constituição do mix de PCR, os 

reagentes também foram descongelados e submetidos à centrifugação rápida. Em 

seguida, a placa contendo 96 poços foi montada com a adição de 18,67 µl de máster 

mix e 1,33µL de cDNA, totalizando 20µl em cada poço. Após a selagem e 

centrifugação da placa, ela foi inserida no aparelho 7900HT fast Real-Time PCR 

System (Applied Biosystems). 

 Os resultados das expressões dos miRNAs foram analisados utilizando-se o 

software RQ Manager 1.2 (Applied Biosystems). 

 

 TaqMan® Low Density Array (TLDA) 

 

 A reação para determinação dos perfis de expressão dos miRNAs foi 

realizada com a metodologia TaqMan® Human MicroRNA Array. Nessa etapa 

ocorreu a amplificação do pool de cDNA pré-amplificado através de 

oligonucleotídeos sequência-específicos e das sondas presentes na placa TLDA. As 

sondas hibridizam-se especificamente à sua sequência complementar, sendo que essa 

hibridização fica entre o local de ligação dos oligonucleotídeos senso e antisenso. 

Cada sonda contém dois marcadores: o reporter (marcador fluorescente FAMTM), 

ligado na extremidade 5’, e o quencher, ligado na extremidade 3’. Como a sonda está 

intacta, a proximidade com o quencher faz com que o marcador reporter fique 
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silenciado. Quando a DNA polimerase extende o oligonucleotídeo ligado à amostra 

de cDNA, ocorre a quebra da sonda hibridizada, separando o quencher do reporter, 

aumentando a fluorescência do reporter. O conjunto desses sinais fluorescentes 

gerados indica o nível de expressão dos miRNAs nas reações de PCR, detectando a 

presença do alvo em tempo real. Cada array (placa TLDA, Pool A) contém 377 

miRNAs (funcionalmente definidos e amplamente expressos) e 7 controles. Os 

miRNAs avaliados estão indexados no Sanger miRBase v14 (disponível em: 

http://www.mirbase.org/). 

 Os resultados foram analisados pelo software RQ Manager 1.2 (Applied 

Biosystems). O nível de expressão dos miRNAs foi quantificado relativamente à 

expressão de um miRNA controle e também foi normalizado de acordo com um 

snRNA (small nuclear RNA) calibrador. O resultado final (RQ ou fold) foi expresso 

como um aumento ou diminuição da expressão de um miRNA em n-vezes quando 

comparado ao controle e ao calibrador, da seguinte forma RQ = 2 - ∆∆Ct, onde ∆∆Ct é 

a diferença entre valor ∆Ct do CG e do tecido gástrico normal - calibrador (∆∆Ct = 

∆CtmiRNA Carcinoma gástrico - ∆CtsnRNAcalibrador), e o ∆Ct é a diferença entre 

o valor de Ct do CG e do controle (∆Ct = CtmiRNA - CtmiRNAcontrole). Foi 

utilizado como calibrador endógeno o snRNU6. 
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3.5.5 Análise por ferramentas de bioinformática 

 Banco de dados MirWalk  

 

O miRWalk é um banco de dados abrangente de microRNAs de humanos, 

camundongos e ratos (miRNAs), e seus alvos previstos e validados associados a 

genes, vias, doenças, órgãos, linhagens de células e fatores de transcrição.  

O miRWalk é composto por dois módulos: o módulo predição de alvos 

hospeda informações de interações de alvos de miRNA com a sequência completa de 

todos os genes conhecidos de humanos, camundongos e ratos. Os resultados da 

análise também são apresentados juntamente com os resultados de 8 programas de 

predição de alvos miRNA estabelecidos para a comparação e com diferentes 

algoritmos. O programa fornece também os locais de ligação do miRNA associados 

a 449 vias biológicas humanas. Os módulos-alvo validados hospedam recursos novos 

e exclusivos em informações de interação de miRNA, validadas experimentalmente e 

associadas a genes, vias, doenças, órgãos e linhagem de células. O miRWalk é o 

único banco de dados que fornece os possíveis locais de ligação de miRNAs na 

sequência completa (promotor, 5 'UTR e 3' UTR) de genes conhecidos e 3 genomas 

mitocondriais completos. 

O algoritmo miRWalk é baseado em uma abordagem computacional que 

identifica a mais longa complementariedade consecutiva entre miRNA e sequências 

de genes. Com base no complemento de Watson-Crick, ele começa a andar na 

sequência genética completa e identifica possíveis sítios de ligação de miRNA na 

sequência completa de todos os genes conhecidos. Então, o miRWalk compara seus 

locais de ligação de miRNA identificados com os resultados de 8 programas de 

predição de miRNA-alvo estabelecidos, ou seja, DIANA-microT, miRanda, miRDB, 
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PicTar, PITA, RNA22, RNAhybrid e TargetScan / TargetScanS. Finalmente, 

miRWalk incorpora todos os locais de ligação de miRNA previstos produzidos pelo 

algoritmo miRWalk e os 8 programas estabelecidos em um banco de dados 

relacional (miRWalk). Depois disso, faz uma extensa pesquisa no banco de dados 

PubMed para recuperar todas as informações disponíveis sobre miRNAs humanos, 

de ratos e ligados a genes, vias, doenças, órgãos, linhas celulares e proteínas 

conhecidas por estarem envolvidas no processamento de miRNA.  

 

 
Fonte: miRWalk - A database on Predicted and Published MicroRNAs (2015). 

Figura 12 -Algoritmo de execução do programa miRwalk 
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 DAVID Functional Annotation Bioinformatics Microarray Analysis 

 

DAVID (um programa acessível pela internet) fornece um conjunto 

abrangente de ferramentas de anotação funcional para os pesquisadores entenderem o 

significado biológico por trás da grande lista de genes. Para qualquer lista de genes, 

as ferramentas do DAVID são capazes de: identificar vias biológicas enriquecidas, 

descobrir grupos genéticos relacionados à via enriquecida, visualizar genes nos 

mapas genéticos BioCarta e KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes - 

banco de dados online), listar proteínas de interação, entre outras funcionalidades. 

 

3.5.6 Técnica de citometria de fluxo 

A imunofenotipagem por citometria de fluxo é uma tecnologia avançada e 

rápida que permite contar, examinar e classificar células individuais e medir 

simultaneamente múltiplos parâmetros. Antes da análise, as células individuais em 

suspensão são marcadas com anticorpos monoclonais conjugados a fluoróforos, 

como PE, FITC, PerCP e PECY-7, que diferem um do outro em relação à cor que 

emitem. Os anticorpos monoclonais têm especificidade para moléculas expressas na 

membrana e no interior das células, o que possibilita caracterizar leucócitos humanos 

e outras células humanas, bem como analisar suas funções. Essas moléculas são 

identificadas como “clusters of differentiation” (CD).  

No citômetro de fluxo, o sistema de fluidos canaliza uma amostra de células 

em um único fluxo para que as células passem uma a uma através de um feixe 

focalizado de um laser. À medida que cada célula passa através do feixe, as 

propriedades de dispersão da luz e a fluorescência são coletadas pelo sistema óptico 

e direcionadas para vários detectores. Os sinais recebidos pelos detectores são então 
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convertidos em valores numéricos pelo sistema eletrônico e analisados em software 

específico. 

Conforme uma célula passa por um feixe de laser, a luz é espalhada em 

direções diferentes e dois parâmetros são definidos: tamanho de célula, representado 

pela dispersão direta da luz do laser (Forward Scatter - FSC); e complexidade celular 

(granularidade), representada por dispersão lateral da luz do laser (Side Scatter - 

SSC). Esta informação é exibida visualmente em um gráfico de pontos (dot plot), no 

qual cada ponto representa uma única célula, diferenciadas pela forma como 

dispersam a luz e pela fluorescência, que é proporcionalmente direta à quantidade de 

moléculas expressas na célula. A Figura 13 apresenta uma visão geral da 

imunofenotipagem por citometria de fluxo. 

 

 
 

Fonte: BD Biosciences, CA. 

Figura 13 - Visão geral da imunofenotipagem por citometria de fluxo 
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 Procedimento de coleta de sangue e imunofenotipagem de células T totais 

TCD4+, TCD8+ e linfócitos B. 

 

O volume de 4 mL de amostra de sangue venoso foi coletado em tubos com 

EDTA e mantidas a temperatura ambiente (24 oC). O tempo entre a coleta e o 

processamento foi de até 60 minutos. Antes do processamento, o tubo com amostra 

de sangue foi colocado no equipamento homogenizador (BD Biosccience) e em 

seguida, foram analisadas por citometria de fluxo.  

A alíquota de 50 µL de sangue periférico foi adicionada em tubo de 

poliestireno de citometria com 2 uL de soro humano AB+, e 2 mL de tampão de lise 

de hemácias (FACS® Lysing Buffer, Becton Dickinson, Mountain View, CA) e 

incubado por 20 minutos à temperatura ambiente. Em seguida, foram realizadas 2 

lavagens consecutivas, adicionando 2 mL de phosphate buffered saline (PBS) 1x 

concentrado (pH 7,4) e centrifugando a 300 x g por 5 min a 22oC. Após a segunda 

lavagem, foi descartado o sobrenadante e as células foram marcadas com 5 µL de 

anticorpos monoclonais (BD Biosciences, CA) anti-CD45, anti-CD3 (células T), 

anti-CD4, anti-CD8 e anti-CD20 (células B) conjugados a fluorocromos diferentes. 

Para marcação de OX40 em linfócitos, foram adicionados anti-CD134 (OX40) 

conjugado ao fluocromo. Após a incubação, foi realizada uma última etapa de 

lavagem, em seguida foi realizada a aquisição no citômetro de fluxo FACSVerse 

(BD Biosciences, CA) (Figura 14). Foram adquiridos 20.000 eventos celulares na 

região dos linfócitos. Os dados obtidos analisados com o programa BD FACSuite™ 

(BD Biosciences, CA) e os resultados percentuais foram comparados entre os 

pacientes e controles saudáveis. Linfócitos T totais, TCD4, TCD8 e linfócitos B 
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foram expressos em valores percentuais e os resultados apresentados pelos pacientes 

foram comparados aos dos controles saudáveis. 

 

 
Fonte: BD Biosciences, CA. 

Figura 14 - Figura esquemática da estratégia de análise  
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 Análise de agregado de plaquetas por citometria de fluxo 

 

Amostras de sangue venoso foram coletadas em tubos com EDTA e mantidas 

a 4 oC por um tempo máximo de 1h. Para a preparação da amostra, foram realizados 

os protocolos descritos por MACEY et al. (2002), HARDING et al. (2007) e 

BOURNAZOS et al. (2008). 

Foram adicionados 5 uL de anticorpos monoclonais anti-CD45, anti-CD3 

para células T, anti-CD20 para células B, anti-CD41a (GpIIb / IIIa) para plaquetas, 

anti-CD62p (GMP 140) e anti-CD40L para avaliar ativação plaquetária, anti-CD16 

para neutrófilos e anti-CD14 para monócitos (BD, Pharmigen, San Diego, CA, EUA) 

e incubados a 20 oC por 20 minutos no escuro, conforme descrito por GRANJA et al. 

(2015). A lavagem das células foi realizada com 2 mL de Solução Salina Tamponada 

com Fosfato (PBS) [1x] e as células foram então centrifugadas a 300 x g durante 5 

min a 20 °C. O procedimento de lavagem foi repetido duas vezes. Após a lavagem, 

os sobrenadantes foram descartados, e as células foram analisadas com 250 μL de 

solução salina no citômetro de fluxo (FACSVERSE; Becton Dickinson, Sunnyvale, 

CA, EUA). Para a citometria de fluxo, 20.000 eventos celulares foram adquiridos, e 

os resultados foram analisados pelo programa FACSuite (Becton Dickinson) (Figura 

15).  
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Fonte: Adaptado de FINSTERBUSCH et al. (2018). 

Figura 15 - Avaliando e interpretando os agregados de plaquetas-leucócitos. 

 

3.6 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

 Análise descritiva e de associação 

 

A estatística descritiva das variáveis categóricas foi representada em tabelas 

com distribuição das frequências absolutas e relativas, enquanto as variáveis 

contínuas foram apresentadas como medidas de tendência central (mediana, mínimo 

e máximo) 
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Para as variáveis quantitativas, foi inicialmente aplicado o teste de 

normalidade de Shapiro-Wilk. As variáveis quantitativas com distribuição não 

normal foram apresentadas em valores de mediana e intervalo interquartil (IQR: 

25%-75%). Teste não paramétrico de Mann-Whitney foram utilizados para 

comparação entre dois grupos. Teste não paramétrico de Kruskal-Wallis foram 

utilizados para comparação entre três grupos. Para evitar erro estatístico tipo I, as 

análises pelo teste Kruskal-Wallis foram seguidas pela correção de Dunn para 

testagem múltipla. Foi adotado o nível de significância estatística de p<0.05. A 

análise estatística foi realizada através do programa graphpad prism v8.0 (Graphpad 

software, San Diego, CA). 

 

 Análise do miRNAs 

 

Para análise dos microRNAs, considerando como ponto de corte o FDR (teste 

T) inferior a 0,05, foi realizada uma análise de clusterização (agrupamento) 

hierárquica não supervisionada de amostras e microRNAs pelo método de Pearson. 

Para análise de predição de alvos, os miRNAs foram selecionados de acordo com a 

modulação (positiva ou negativa) para a busca no banco miRWalk versão 2.0. As 

listas de genes identificados foram submetidas separadamente ao programa DAVID 

Bioinformatics Resources 6.8 para identificação de vias biológicas relacionadas aos 

genes-alvo. Nesta análise, foi adotado o nível de significância estatística de p<0.05. 
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3.7 ASPECTOS ÉTICOS 

 

O presente estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa em Seres 

Humanos, do Hospital de Câncer de Pernambuco (HCP), sob no. CAAE 

39976214.9.000.5205 e CAAE 28932814.2.0000.520, seguindo a Resolução 466/12 

do Conselho Nacional de Saúde do Ministério da Saúde. Todos os participantes 

foram incluídos no estudo após assinatura do Termo de Consentimento Livre 

Esclarecido (TCLE - Apêndice 1). 
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4 RESULTADOS 

 

 

Os resultados desta tese foram apresentados na forma de três artigos. A 

formatação do texto dos artigos foi realizada conforme orientações das revistas 

 

4.1 ARTIGO 1 

 

Tipo: original paper 

Título: MicroRNA expression profiling reveals novel insights into immune-related 

pathways involved with gastric cancer. 

Autores: Mário Rino Martins, Renata Santos Almeida, Norma Lucena-Silva, 

Cláudia Malheiros Coutinho-Camilo, Israel Torjal, Rogério Luiz dos Santos, José 

Iran Costa Júnior, Leuridan Cavalcante Torres e Maria Dirlei F. S. Begnami. 

 

Revista: Medical Oncology (ISSN 1357-0560 ) 

Data de publicação: Submetido em maio de 2019 

Fator de impacto (JCR 2018): 2,92 

Qualis (Medicina I): A2  

Situação: em análise pelos revisores do periódico 
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Fig 1 
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4.2 ARTIGO 2 

 

Tipo: original research 

Título: Could OX40 agonist antibody promote activation of the anti-tumor immune 

response in gastric cancer? 

Autores: Mário Rino Martins; Rogério Luiz dos Santos; Kleber das Neves Jatahy; 

Marina Cadena da Matta; Thales Paulo Batista; José Iran Costa Júnior; Maria Dirlei 

F. S. Begnami, Leuridan Cavalcante Torres. 

Revista: Journal of Surgical Oncology (ISSN: 1096-9098) 

Data de publicação: abril de 2018 

Fator de impacto (JCR 2018): 2,88 

Qualis (Medicina I): A2 

Situação: publicado.  doi: 10.1002/jso.25001 
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4.3 ARTIGO 3 

 

Tipo: original research 

Título:Platelet/Lymphocyte aggregates and CD40L receptors have a critical role in 

progression and metastasis of gastric câncer. 

Autores: Mário Rino Martins, Rogério Luis dos Santos, José Iran Costa Júnior, 

Kleber das Neves Jatahy, Marina C da Matta, Maria Dirlei Begnami, Leuridan 

Cavalcanti Torres. 

Revista: Cancers (ISSN 2072-6694)     

Data de publicação: Submetido em maio de 2019 

Fator de impacto (JCR 2018): 5.32 

Qualis (Medicina I): A1 

Situação: em análise pelos revisores do periódico 
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5 CONSIDERAÇÕES FINAIS 

 

 

Este trabalho proporcionou o conhecimento dos parâmetros epigenéticos e da 

resposta imune dos pacientes com neoplasia gástrica atendidos no Serviço de 

Cirurgia Oncológica do HCP/PE. 

Nos últimos anos, houve um número crescente de estudos funcionais de 

miRNAs usando tecnologias experimentais e ferramentas de bioinformática que 

produziram uma grande quantidade de dados de alta qualidade em relação aos genes-

alvo de miRNA e suas interações. Esses ricos conjuntos de informações permitiram a 

criação de redes abrangentes ligando miRNAs a várias entidades biologicamente 

importantes para esclarecer suas funções coletivas e mecanismos regulatórios.  

Para conhecer mais sobre o papel dos miRNAs estudados em nossa amostra, 

foi realizada uma análise de vias biológicas relacionadas aos genes- alvo destas 

moléculas, entretanto, foram considerados separadamente os alvos de miRNAs 

reprimidos em câncer gástrico e o induzido na doença. Foram descritas várias vias 

enriquecidas para os alvos de miRNAs sub- e superexpressos, respectivamente, 

sendo algumas delas comuns aos dois grupos, como Gap junction, mRNA 

surveillance pathway, GnRH signaling pathway, proteoglycans in cancer, Ras 

signaling pathway, pathways in cancer, pancreatic and colorrectal câncer e TNF 

signaling pathway, sendo a maioria relacionada à sinalização celular. Isso mostra 

que, possivelmente, diferentes genes codificantes de proteínas de uma mesma via 

biológica apresentam uma expressão reduzida ou aumentada, e, dependendo de sua 

função, podem estar contribuindo para um desequilíbrio nos processos celulares 
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normais característicos da linhagem de células T, por exemplo, além de colaborar 

com a desregulação de redes de interação entre várias vias do sistema imune. 

Além disso, muitas vias e genes-alvo dos microRNAs diferentemente 

expressos mostraram-se efetivamente afetadas, tais como a via do TNF. Os 

resultados de alterações de expressão de proteínas OX40 e CD40L (família do TNF) 

nas células do sistema imune ratificam os resultados das análises prévias.  

Os microRNAs estão emergindo como reguladores cruciais das respostas 

imunes (HOU et al. 2009), e sua expressão e/ou função anormal no sistema 

imunológico tem sido associada a múltiplos cânceres. Assim, se a maioria dos 

cânceres é caracterizada por uma desregulação da expressão miRNA e da resposta 

imune, e se há uma correlação entre essas alterações, será que a restauração do 

miRNome global pode ser uma abordagem atraente na terapia do câncer?   Em 

conclusão, uma melhor compreensão da função dos miRNAs tem fornecido novos 

insights sobre as bases moleculares da neoplasia gástrica e permitindo o 

desenvolvimento de novas possibilidades de tratamento. Novos avanços no campo 

experimental trarão melhorias no campo computacional, que, por sua vez, 

proporcionarão adicionais progressos aos métodos laboratoriais, num ciclo promissor 

que produzirá nos próximos anos um crescimento significativo no conhecimento de 

diversas atividades celulares importantes que ainda necessitam de elucidação. 

Outro ponto interessante foi a identificação do aumento de expressão de 

CD62p+ das plaquetas e agregados plaquetários nos pacientes com neoplasia 

gástrica, especialmente no contexto metastático. Os agregados monócitos-plaquetas 

foram detectados no sangue de humanos com uma variedade de doenças (YIP et al. 

2013; STEGNER et al. 2014) e agora são considerados como um dos marcadores 
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mais sensíveis e promissores relacionados à ativação plaquetária. Os agregados 

plaquetários ativados poderiam ser utilizados como biomarcadores de atividade 

tumoral na neoplasia gástrica? Abre-se mais uma nova perspectiva para futuras 

pesquisas. 

Estudos prévios já haviam descrito a participação das plaquetas nos 

mecanismos de metástase tumoral (ABBASCIANO et al. 1995; STEGNER et al 

2014). Entretanto, pela primeira vez, foi revelada uma possível interface da ativação 

plaquetária e mecanismos de regulação de células imunes na neoplasia gástrica, o 

que poderia justificar alguns mecanismos de escape. O papel das plaquetas na 

resposta imune inata tem sido reconhecido há várias décadas. Entretanto, o papel das 

plaquetas na resposta imune adaptativa está emergindo e não foi claramente 

elucidado.  

Vários estudos sugerem que as plaquetas e seus produtos influenciam a 

imunidade adaptativa e desempenham papéis significativos na formação da resposta 

imune (ELZEY et al. 2005; RAMADAN e PACZESNY 2015). Por exemplo, foi 

demonstrado que as plaquetas expressam (CD40L), uma molécula crítica para a 

modulação da resposta imune adaptativa. A ligação de CD40L de células T a CD40 

em células dendríticas (DC) promove a ativação destas últimas, com a consequente 

melhor apresentação de antígenos. A ausência ou diminuição de expressão de 

CD40L afeta tanto as respostas imunes humorais quanto as mediadas por células 

(ELZEY et al. 2011). Nossos resultados sugerem falhas nesses mecanismos 

imunológicos, especialmente nos pacientes metastáticos, e abrem novas 

possibilidades de intervenções terapêuticas. 
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Por sua vez, o objeto de estudo deste projeto é de grande interesse para a 

oncologia pela necessidade da descoberta de biomarcadores e pela utilização 

crescente de tratamentos visando respostas imunes mais efetivas. A imunoterapia foi 

considerada, em 2016, pela Sociedade Americana de Oncologia Clínica (ASCO), 

como o avanço mais promissor contra o câncer, e a presente tese abre várias novas 

perspectivas de pesquisas em diferentes pontos da regulação do sistema imune. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

Com o presente estudo, conclui-se: 

 

 Existem microRNAs diferentemente expressos (miR-196b-5p, miR-374-5p e 

miR-375) no tumor gástrico, estando envolvidos com a expressão de 

genes/proteínas associados a importantes vias de sinalização da resposta 

imune; 

 

 A expressão de OX40 nos linfócitos T mostrou estar associada a progressão 

tumoral no CG;  

 

 As alterações dos níveis de agregados de plaquetas-linfócitos T e plaquetas-

linfócitos B, e de expressão de CD40L foram associadas à progressão e 

metástase no GC; 

 

 Os pacientes com metástases à distância apresentaram alterações dos 

mecanismos moleculares (miRNA) e celulares avaliados neste estudo, 

estando esses mecanismos envolvidos na regulação e ativação da resposta 

imune. 
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Apêndice 1 - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido-TCLE 

 

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO  

Projeto de Pesquisa “PERFIL DE AGREGADO PLAQUETÁRIO CIRCULANTE E 

DA EXPRESSÃO DE MEDIADORES INFLAMATÓRIOS NO CÂNCER 

GÁSTRICO”  

Convido o senhor (a) a participar deste estudo:  

Nome do participante: ________________________________________________  

O trabalho tem por finalidade avaliar o perfil de agregado plaquetário circulante e da 

expressão de mediadores inflamatórios em pacientes com neoplasia gástrica, visando 

substâncias com potencial terapêutico (de tratamento).  Por isso está sendo 

convidado a participar de um projeto que envolve a de uma pequena alíquota 

(amostra) de sangue periférico. Para que você possa decidir se quer participar ou não 

deste projeto, precisa conhecer seus benefícios, riscos e consequências. Após receber 

todas as informações abaixo você poderá fornecer seu consentimento por escrito, 

caso queira participar.  

PROPÓSITO E OBJETIVO DO PROJETO  

Este projeto é um esforço conjunto entre pesquisadores para utilizar os recentes 

avanços na medicina na tentativa de diagnosticar precocemente casos de câncer de 

estômago, como também buscar soluções que facilitem o tratamento dos pacientes 

com câncer gástrico.  

PROCEDIMENTOS DO ESTUDO  

Se concordar participar deste estudo será necessário coletar amostras do sangue da 

veia, totalizando um volume de 10ml, aproximadamente uma colher de sopa de 

sangue. Você não precisará ser submetido a nenhum procedimento a mais para 

participar desta pesquisa já que poderemos aproveitar o mesmo tecido que será 

utilizado para fazer o seu diagnóstico. Este material será armazenado em 

“congeladores” no Laboratório de Pesquisa do IMIP até o momento de ser utilizado 

na nossa pesquisa. Além disto, serão pesquisadas informações no seu prontuário, 

como por exemplo: idade, tipo do tumor e estágio do tumor após a cirurgia.  

PARTICIPAÇÃO VOLUNTARIA   



 

 

Caso você não deseje participar deste projeto de pesquisa, basta que você não assine 

este Termo de Consentimento e nenhuma amostra será utilizada nem os seus 

registros médicos serão consultados. O seu tratamento será exatamente o mesmo 

caso você participe ou não deste estudo. Não haverá risco adicional para a obtenção 

de amostras para o presente estudo. Durante o projeto você terá o acompanhamento 

normal junto ao seu médico do HCP que é responsável pela sua assistência.   

BENEFÍCIOS  

Não haverá benefícios imediatos a você, porém a sua participação neste estudo 

poderá contribuir para o entendimento de casos como o seu no futuro. Este estudo 

poderá, no entanto, resultar em benefícios para outros pacientes que terão o 

diagnóstico de câncer de estômago e que irão fazer o tratamento.   

RISCOS  

Ao participar dessa pesquisa dessa pesquisa o risco e desconforto serão mínimos. O 

desconforto poderá ser sentido durante a punção venosa para coleta do sangue. Os 

riscos, se ocorrerem serão mínimos por se tratar de uma punção venosa no antebraço. 

Reações locais poderão ocorrer, tais como: hematomas e muito raramente inflamação 

na veia puncionada. Nestes casos, os voluntários da pesquisa serão devidamente 

orientados por profissionais qualificados da Instituição tanto no ambulatório de 

cirurgia oncológica ou no Serviço de emergência do HCP em caso de necessidade.   

CARÁTER CONFIDENCIAL DOS REGISTROS  

Além da equipe de saúde que cuidará de você, seus registros médicos poderão ser 

consultados pelo Comitê de Ética do Hospital do HCP e equipe de pesquisadores 

envolvidos.  As amostras de tecido serão processadas de tal forma que sua 

privacidade e identidade sejam preservadas. Seu nome não será revelado ainda que 

as informações de seu registro médico sejam utilizadas para propósitos educativos ou 

de publicação, que ocorrerão independentemente dos resultados obtidos. Os 

pacientes poderão ser informados dos resultados obtidos nos testes laboratoriais.  

TRATAMENTO MÉDICO EM CASO DE DANOS  

Caso haja a necessidade de atendimento médico, durante ou após este estudo, este 

ficará a cargo da instituição. Seu tratamento e acompanhamento médico independem 

de sua participação neste estudo.   

CUSTOS   



 

 

Você não terá qualquer custo ou forma de pagamento pela participação no projeto de 

pesquisa. A participação no projeto é voluntária e você não sofrerá nenhuma 

penalidade caso não autorize a sua participação. Todo o seu tratamento e 

acompanhamento médico serão os mesmos, independente de sua decisão de autorizar 

ou não a participação no projeto. Os pacientes não terão nenhum custo pessoal 

durante a realização do trabalho, incluindo exames e consultas. Não haverá 

compensação financeira para os pacientes. Em caso de dano físico, diretamente 

causado pela coleta de sangue, o participante tem direito a tratamento médico no 

Hospital do Câncer de Pernambuco.   

BASES DA PARTICIPAÇÃO  

É importante que você saiba que a sua participação neste estudo é completamente 

voluntária e que você pode recusar-se a participar ou interromper sua participação a 

qualquer momento sem penalidades ou perda de benefícios aos quais você tem 

direito. Em caso de desistência, a equipe assistente deve ser comunicada e a coleta de 

amostras para os exames relativos ao estudo será imediatamente interrompida. Este 

TCLE será assinado em duas vias, sendo uma retida pelo pesquisador responsável e 

outra com o participante da pesquisa, conforme resolução CNS 466 de 2012.  

O médico responsável por sua internação pode interromper sua participação no 

estudo a qualquer momento, mesmo sem a sua autorização.  

 GARANTIA DE ESCLARECIMENTOS  

Nós estimulamos a você ou seus familiares a fazer perguntas a qualquer momento do 

estudo. Neste caso, por favor, ligue para o Dr. Mário Rino Martins no telefone (81) 

96077665. Se você tiver perguntas com relação a seus direitos como participante do 

estudo clínico, também pode contar com uma terceira pessoa imparcial, o Comitê de 

Ética em Pesquisa do HCP ou se você tiver alguma consideração ou dúvida sobre a 

ética da pesquisa, entre em contato com o comitê de Ética em Pesquisa  do HCP na 

Avenida Cruz  

Cabugá 1597, Santo Amaro, Recife - PE (Telefone: 81 32178005). Horario: segunda 

a sexta, das 8h as 12h e das 14h as 16h.Avenida Cruz Cabugá S/N, telefones (81) 

32178005. Email: cep@hcp.org.br.  

CONSENTIMENTO  



 

 

Acredito ter sido suficientemente informado a respeito das informações que li ou que 

foram lidas para mim, descrevendo o objetivo e os testes laboratoriais que serão 

realizados neste trabalho.   

Ficaram claros para mim quais são os objetivos do estudo, os testes laboratoriais que 

serão realizados, seus desconfortos e riscos, as garantias de confidencialidade e de 

esclarecimentos permanentes. Ficou claro também estou isenta de despesas e que 

terei a garantia do acesso a tratamento hospitalar quando necessário. Concordo 

voluntariamente em participar deste estudo e poderei retirar o meu consentimento a 

qualquer momento, antes ou durante o mesmo, sem penalidades ou prejuízos ou 

perda de qualquer benefício que eu possa ter adquirido ou no meu atendimento neste 

serviço.  

Declaro estarem claros para mim quais são os objetivos desta atividade, como 

participarei, que terei garantia de confidencialidade e a certeza de que obterei 

esclarecimentos a qualquer momento, bem como retirada deste consentimento a 

qualquer momento. Estou ciente que minha participação é isenta de despesas ou 

ganhos financeiros e que isto não irá interferir no meu tratamento.   

  

_______________________________________________________________  

                           (nome e contato do familiar ou representante legal)  

                                                                   ____________            ___/___/___  

Nome e assinatura do paciente                                           Data  

                                                                   ____________       ___/___/___  

  

Assinatura do Responsável Legal/Testemunha Imparcial                      Data  

  

  

Recife, ___/___/____  

  

____________________________________________________________  

Dr. Mario Rino Martins  

Pesquisador Responsável  

  



 

 

Apendice 1 - Questionário de pesquisa 

 

QUESTIONÁRIO DE PESQUISA - 
ADENOCARCINOMA  GÁSTRICO     

CRITÉRIOS DE ELEGIBILIDADE   
Responsável pela coleta dos dados: ______________________________________    Data da coleta: 
_____/_____/______ 
Nome do paciente: 
_____________________________________________________________________________________ 
Hospital de origem: (1) IMIP      (2) Hospital do Câncer                                         Data da matrícula: 
_____/_____/_____

Data de Nascimento: _____/_____/_____ 
Verificação dos critérios de elegibilidade: 
Idade � 18 anos                                                                                      (1) Sim          (2) Não 
Diagnóstico confirmado de adenocarcinoma de estomago                    (1) Sim          (2) Não 
Ausência de história pessoal de câncer prévio                                       (1) Sim          (2) Não 
Ausência de história pessoal de segundo tumor primário sincrônico     (1) Sim          (2) Não 
Ausência tipo tratamento oncológico prévio                                           (1) Sim          (2) Não 
 
Nas questões anteriores, respondeu SIM a todos:                            (1) Sim  (INCLUSÂO)         (2) Não 
(EXCLUSÂO) 
Assinou o Termo de Consentimento Livre e Esclarecido:                (1) Sim  (INCLUSÂO)         (2) Não 
(EXCLUSÂO) 
ENTREVISTA NO INÍCIO DO ESTUDO 
Responsável pela coleta dos dados: ______________________________________    Data da coleta: 
_____/_____/______

Nº do Prontuário: _________________________ 
Residência (cidade e estado): 
________________________________ 

Naturalidade: 
________________________________

Sexo       (1) Masculino           (2) Feminino
Qual foi a data aproximada do primeiro sintoma relativo ao câncer?  ______/_______/_________
COLETA DE DADOS NO PRONTUÁRIO 
Informações Clínicas
Data da confirmação diagnóstica de câncer (BPO): ______/_____/_______     
Data da primeira consulta no serviço: ______/_____/_______
Classificação de Lauren: (1) Tipo  intestinal, (2) tipo difuso (3) misto
Localização do tumor:   (1) JEG (junção esôfago gástrica)      (2) Fundo gástrico      (3)Corpo gástrico  
(4) piloro 
Data do início do tratamento: ______/_____/_______
Estadiamento cirúrgico:  
Estadiamento patológico:       (1)I          (2)IIA     (3)IIB     (4)IIIA        (5)IIIB    (6)IIIC       (7)IV            
 (8) Sem Informação 
Presença de metástases: (0)M0  (1)M1     Local: 
______________________________________________________________
INFORMAÇÕES DO TRATAMENTO
Indicação do tratamento inicial:          (1) Curativo     (2) Paliativo                                                    (9) Sem 
Informação 
Margens Livres:    (1)Não   (2)Sim                                                                                                        (9) Sem 
Informação 
Número de linfonodos comprometidos ___________                                                                         (9) Sem 
Informação 
Tipo de cirurgia:  (1) Gastrectomia  total        (2) Gastrectomia parcial      (3) paliativa 
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Anexo 1 - Pareceres consubstanciados - do Comitê de Ética em Pesquisa - CAEE 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

 

 



 

 

Anexo 2 - Declaração de revisão de Língua Portuguesa 

 

 

 

 

 



 

 

Anexo 3 - Certificado de revisão de Língua Inglesa (artigo 1). 

 

 

 

 


