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RESUMO  

O Câncer Gástrico é uma doença multifatorial, complexa e agressiva, na qual fatores como 

alterações genéticas, epigenéticas e ambientais contribuem para o surgimento e progressão da 

doença. O fator genético é favorecido através das mutações gênicas e da epigenética, pois ambas 

influenciam no controle de proliferação e morte celular. Os biomarcadores do tipo MIRNA têm 

papel crucial no mecanismo de adoecimento de inúmeras enfermidades humanas, e pode ser 

também interpretado como marcadores do seu processo, prognóstico, diagnóstico e na avaliação 

da resposta ao tratamento. Nossa pesquisa investigou a genotipagem de marcadores INDELs, 

relacionados a diversas vias envolvidas no câncer, em pacientes com diagnóstico médico de 

câncer gástrico. Os marcadores, foram genotipados em uma única reação de PCR e 

posteriormente, submetidos a eletroforese capilar. Da análise obtivemos a padronização de um 

painel com 11 biomarcadores, e a susceptibilidade dos dados clínicos dos pacientes com câncer 

gástrico. Associações significativas foram encontradas em três INDELs: hsa-mir-

4463_rs5877455, hsa-mir-3945_rs145931056, hsa-mir-548H-4_rs150141473 correlacionados 

ao risco aumentado, e o hsa-mir-920_rs66686007, hsa-mir-3652_rs62747560 correlacionados ao 

risco diminuído de desenvolver o câncer gástrico. O hsa-mir-4463_rs5877455 também 

apresentou dados clínicos com associação significativa para risco aumentado para 

adenocarcinoma do tipo Lauren difuso, para tumores desenvolvidos na região não-cárdia e para 

diagnóstico precoce do câncer gástrico. A validação dos marcadores, também, foi realizada em 

27 casos de câncer gástrico pela técnica de RNA-seq, onde foi possível verificar os níveis de 

expressão do transcrito nos tumores sólidos e tecidos adjacentes de câncer gástrico. Do mesmo 

modo, foi realizada a associação do mRNA-alvos a partir de banco de previsão de alvos para 

miRNAs e por último o alinhamento das sequências gênicas 3’UTR a 5’UTR dos alvos para cada 

variante alterada. Nossos dados apontam interações relevantes destes biomarcadores a genes que 

influenciam em vias importantes do CG.  

Palavras chaves: Câncer gástrico, miRNA, RNA-seq e Transcriptoma. 

 

 

 



 
 

    
 

ABSTRACT 

Gastric Cancer is a multifactorial, complex and aggressive disease, in which factors such as 

genetic, epigenetic and environmental changes contribute to the onset and progression of the 

disease. The genetic factor is favored through gene mutations and epigenetics, as both influence 

the control of cell proliferation and death. Os biomarcadores do tipo MIRNA têm papel crucial 

no mecanismo de adoecimento de inúmeras enfermidades humanas, e pode ser também 

interpretado como marcadores do seu processo, prognóstico, diagnóstico e na avaliação da 

resposta ao tratamento. Our research investigated the genotyping of INDELs markers, related to 

several cancer pathways, in patients with a medical diagnosis of gastric cancer. The markers were 

genotyped in a single PCR reaction and subsequently submitted to capillary electrophoresis. 

From the analysis, we obtained the standardization of a panel with 11 biomarkers, and the 

susceptibility of the clinical data of patients with gastric cancer. Significant associations were 

found in three INDELs: hsa-mir-4463_rs5877455, hsa-mir-3945_rs145931056, hsa-mir-548H-

4_rs150141473 correlated with increased risk, and hsa-mir-920_rs66686007, hsa-mir-

3652_rs62747560 correlated with decreased risk. Develop gastric cancer hsa-mir-

4463_rs5877455 also presented clinical data with a significant association for increased risk for 

diffuse Lauren-type adenocarcinoma, for tumors developed in the non-cardia region, and for 

early diagnosis of gastric cancer. The validation of the markers was also performed in 27 cases 

of gastric cancer by the RNA-seq technique, where it was possible to verify the transcript 

expression levels in solid tumors and adjacent tissues of gastric cancer. Likewise, the association 

of mRNA-targets from a target prediction bank for miRNAs was performed and, finally, the 

alignment of the 3'UTR to 5'UTR gene sequences of the targets for each altered variant was 

performed. Our data point out relevant interactions of these biomarkers to genes that influence 

important GC pathways. 

Keywords: Gastric cancer, miRNA, RNA-seq and Transcriptome. 
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1. INTRODUÇÃO  

1.1. Câncer 

O câncer (CA) é o conjunto de mais de 200 tipos de doenças complexas, na qual apresenta 

como característica em comum, a todos os tipos, a capacidade de crescimento celular 

desordenado (Figura 1) com um alto potencial invasivo em diferentes tecidos e órgãos do corpo 

humano, denominado de metástase (Da Silva, 2020). 

Figura 1 - Surgimento do câncer.  

 

 

 

 

Fonte: Adaptado do INCA, 2020. 

Diversos fatores atuam contribuindo diretamente na causa da carcinogênese. O 

surgimento desta patologia oncológica ocorre a partir do acúmulo de mutações favoráveis a 

instalação do fenótipo maligno, na qual cópias de células mutadas são expandidas e submetidas 

a diversas alterações genéticas, epigenéticas e a alterações do microambiente, o que favorecerá 

o surgimento de lesões neoplásicas. Vale ressaltar que essas células alteradas adquirem 

diferentes características genéticas (Prasetyanti; Medena, 2017).  

Conforme a Figura 2, o processo carcinogênico ocorre em três etapas: a iniciação, a 

promoção e a progressão. Na etapa de iniciação, fatores carcinogênicos ao entrar em contato 

com o microambiente celular, podem causar danos irreparáveis ao DNA, transformando esta 

célula normal em uma célula mutada. Na segunda etapa de promoção, agentes promotores 

induzem a proliferação celular nas células já mutadas, como exemplo, os receptores celulares 

que alteram vias de sinalização e aumentam a capacidade proliferativa dessas células. Na 

terceira e última etapa ocorre a progressão celular, na qual a célula alterada adquire um perfil 

maligno com capacidade invasivo e metastático devido as alterações genéticas, bioquímicas e 

morfológicas, sendo que este perfil celular maligno e metastático poderá atingir outros tecidos 

e órgãos no corpo humano (Da Silva, 2020).  
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Figura 2 - Etapas do processo carcinogênico. 

 

 

 

 

 

Fonte: Adaptado de Da Silva, 2020. 

Em relação as mutações que as células neoplásicas sofrem, na maioria delas são 

mutações passageiras que não conferem capacidade proliferativa, porém algumas mutações 

denominadas mutações driver (MD) atuam diretamente na ativação da cascata de sinalização 

intracelular favorecendo a capacidade proliferativa e invasão. As MD são necessárias para o 

surgimento do fenótipo maligno, pois conferem uma dependência biológica, na qual as 

proteínas alteradas são fundamentais para sobrevivência da célula maligna (Baldotto et al., 

2016; Vogelstein et al., 2013). 

Cerca de 5 a 10% de todos os tumores malignos são herdados através das mutações 

germinativas em genes de alta penetrância, logo o câncer hereditário, através destas mutações, 

aumenta significativamente o risco cumulativo vital para o câncer e para transmissão genética 

à prole. A investigação do câncer hereditário através da avaliação clínica e do levantamento 

detalhado do histórico familiar de câncer de um indivíduo e/ou da família é muito importante 

para um direcionamento mais claro de um prognóstico da doença e adequada indicação de 

diagnóstico molecular (Gehm, 2013). 

Dentre os fatores que caracterizam o CA hereditário, os indivíduos diagnosticados com 

câncer em idade jovem e a presença de mais de um tumor primário ao longo da vida, apresentam 

grande predisposição genética a terem outros familiares em maior risco para o câncer, sendo 

que esta detecção precoce poderá contribuir na intervenção de redução de risco de câncer e/ou 

no tratamento específico com drogas alvo-moleculares (Gehm, 2013). 

É importante destacar que os principais genes envolvidos na carcinogênese são 

denominados de oncogenes e de genes supressores tumorais. Os oncogenes atuam nas mutações 

de ganho de função o que facilita a multiplicação, a proliferação e a diferenciação da célula 
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normal. Estes oncogenes são resultados de mutações pontuais, microdeleções, inserções e 

alterações cromossômicas em genes de células normais, os chamados proto-oncogenes, sendo 

que o resultado de uma proteína codificada por um oncogene poderá contribuir diretamente ou 

indiretamente para um efeito neoplásico (Mullauer et al., 2001). 

Os genes supressores tumorais atuam codificando proteínas que inibem o crescimento 

celular bloqueando o desenvolvimento do tumor, pois esse tipo de gene atua no reparo do DNA 

e, caso o DNA não seja reparado, pode ocorrer o início do processo de apoptose celular. Logo, 

a perda de função das proteínas codificadas pelos genes supressores de tumor resulta em uma 

divisão celular anormal e uma apoptose deficiente o que favorece a patologia do câncer 

(Nussbaum et al., 2016). 

Diante de todo essa natureza complexa e multifatorial que o câncer abrange, é 

importante destacar o que Hanahan e Weinberg (2000) conceituaram como as “marcas 

genéticas” adquiridas pelas células neoplásicas, isto é, conjunto de capacidades funcionais 

adquiridas pelas células neoplásicas. Inicialmente no ano de 2000 propuseram seis marcas 

genéticas, em 2011 adicionaram mais quatro novas características, totalizando 10 

características genéticas do câncer, como: a insensibilidade a sinais que bloqueiam o 

crescimento, a evasão do sistema imune, a capacidade replicativa ilimitada, a inflamação 

promovida pelo tumor, a invasão tecidual e metástase, a indução a angiogênese, a instabilidade 

genômica e mutacional, a evasão a via apoptótica, a desregulação energética celular e a alto 

suficiência em sinais de crescimento (Hanahan; Weinberg, 2011). Em 2022, foram 

incorporados mais 4 características emergentes, dentre elas: o desbloqueio da plasticidade 

fenotípica, a reprogramação epigenética não mutacional, microbiomas polimórficos e a 

senescência das células, conforme a Figura 3 (Hanahan, 2022). 

Figura 3 - Características adquiridas pela célula do Câncer, Modelo 2011 e Modelo 
2022 respectivamente. 
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Fonte: Hanahan, 2022. 

O câncer é um importante problema de saúde pública mundial, sendo responsável por 

mais de 6 milhões de óbitos e representa cerca de 12 % de todas as causas de morte do mundo 

(Oliveira et al., 2016).   

Segundo (INCA, 2021a) estima-se que no Brasil, no biênio 2020-2022, ocorra 625 mil 

casos novos de câncer, sendo que o câncer de próstata, cólon e reto, mama e pulmão estão entre 

os mais incidentes, contudo os cânceres de estômago e colo de útero ainda apresentam altas 

taxas (Figura 4). 

Figura 4 - Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer, no Brasil, mais incidentes 
estimados para 2020 por sexo, exceto pele não melanoma 

 

 

 

 

 

Fonte: INCA, 2020. 
 Na região Norte do Brasil (Figura 5), o câncer de próstata e mama feminina estão entre 

os principais, sendo que a incidência dos cânceres do estômago e do colo do útero tem impacto 

significativo nessa população (INCA, 2020a).   

Figura 5 - Distribuição proporcional dos dez tipos de câncer, na Região Norte do Brasil, mais 
incidentes estimados para 2020 por sexo, exceto pele não melanoma. 

 
 

 
 

 
 

 
 

Fonte: INCA, 2020. 
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1.2. Câncer Gástrico 

O CG é um tipo de câncer que se desenvolve lentamente com o passar dos anos, e antes 

da manifestação da doença propriamente dita ocorrem alterações pré-cancerosas na mucosa que 

reveste internamente o estômago. O CG é uma doença multifatorial, complexa e agressiva, na 

qual fatores intrínsecos e extrínsecos contribuem para o surgimento e progressão da doença. É 

importante destacar que a maioria dos cânceres de estômago surgem esporadicamente, sem 

influência hereditária, pois a maioria das alterações genéticas associadas ao CG são adquiridas, 

contudo 3% dos casos fazem parte de síndromes de câncer hereditário, sendo que 40% desses 

casos associados a predisposição genética apresentam mutações no gene CDH1, que codifica a 

proteína E-caderina, responsável pelo processo de adesão e diferenciação celular. Essas 

alterações genéticas no CDH1 são frequentemente encontradas em tumores gástricos difusos, 

denominada de síndrome do câncer gástrico difuso hereditário (HDGC)  (INCA, 2021; 

Magalhães et al., 2018; Oliveira et al., 2016; Ramos, 2019). 

Assim como os outros tipos de câncer, as neoplasias da região gastrointestinal sofrem 

influência dos fatores genéticos e ambientais, sendo que entre as múltiplas variações genéticas, 

estão as alterações ocorridas nos proto-oncogenes, as quais irão codificar oncoproteínas que 

influenciarão diretamente no CG. 

Em relação aos fatores ambientais, mais descritos na literatura, associados ao CG, estão 

a infecção por H. pylori, a baixa ingestão de frutas e vegetais frescos, alto consumo de sal e o 

tabagismo. Estudos de caso-controle apontam uma associação significativa e inversa da 

ingestão de frutas e vegetais frescos com o risco de desenvolver o CG, contudo uma associação 

direta do tabagismo e do etilismo com o CG (Assumpção et al., 2020). Em relação a infecção 

por H. pylori, há uma associação com adenocarcinoma gástrico, na qual essa infecção 

desempenha papel importante como iniciador nos principais tipos histológicos do CG: o tipo 

difuso e o intestinal. O H. pylori é classificado pela Organização Mundial de Saúde (OMS, 

2018) como carcinógeno do grupo I para humanos e considerada uma das infecções mais 

comum no mundo com uma prevalência de 70 – 80 % nos países em desenvolvimento. É 

importante destacar que apenas uma pequena parcela dos indivíduos infectados por H. pylori  

desenvolve o CG, sendo que na maioria dos casos, desenvolve aqueles que apresentam: 

influência dos fatores ambientais, susceptibilidade genética e variação da cepa bacteriana 

(Ramos, 2019). 
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O processo cancerígeno ocorre a partir de múltiplas etapas que atuam no microambiente 

da mucosa gástrica, o qual resultará em uma cascata de processos degenerativos, na qual a 

mucosa gástrica normal sofrerá alterações para um quadro de gastrite crônica atrófica e, em 

seguida progredirá para atrofia multifocal e metaplasia intestinal, displasia e ao final da cascata, 

resultará na formação do carcinoma (Figura 6), este processo é denominado de cascata de 

Corrêa. A cascata de Corrêa consiste na progressão histopatológica da mucosa normal até o 

câncer gástrico conforme as etapas: i - Gastrite não atrófica, ii – Gastrite atrófica multifocal 

sem metaplasia, iii – Metaplasia intestinal do tipo completo, iv – Metaplasia intestinal do tipo 

incompleto, v – Displasia, e o vi – Câncer. Estas etapas de lesões podem ser induzidas pela 

infecção por H. pilory. O adenocarcinoma do tipo difuso não apresenta estágios pré-cancerosos 

bem definidos quanto o tipo intestinal. Este tipo é mais frequente em jovens do sexo feminino, 

e tem início a partir de uma mucosa normal e sofre alterações a partir da hereditariedade (Correa 

et al., 1975; Abib et al., 1997; Correa and Piazuelo, 2012; Ramos, 2019).  

Figura 6 - Carcinogênese do adenocarcinoma gástrico. Fluxograma das alterações 

genéticas e epigenéticas associadas ao tipo intestinal e difuso de Lauren.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Modificado de Correa et al., 1975. 

 Durante as diversas etapas de formação do tumor, muitos genes com funções celulares 

importantes como adesão celular, transdução de sinais, diferenciação ou reparo de DNA, são 

alvos de carcinógenos. Sendo assim, a biologia molecular do câncer é diversificada e 

representada pelas inúmeras influências genéticas como: a instabilidade cromossômica, a 

instabilidade de microssatélites, mutações genéticas somáticas ou de polimorfismos de 
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nucleotídeos únicos (SNP’s), mudanças no perfil dos microRNA’s, além de modificações 

epigenéticas envolvendo a metilação do DNA. 

1.3. Epidemiologia do Câncer Gástrico 

Considerado o quinto tipo de câncer mais diagnosticado e a terceira causa de morte 

relacionada ao câncer no mundo, o câncer gástrico é uma doença multifatorial, complexa e 

agressiva, na qual fatores contribuem para o surgimento e progressão da doença (INCA, 2020a; 

Magalhães et al., 2018). 

No ano de 2020, o CG apresentou uma prevalência de um milhão de novos casos e uma 

estimativa de 769.000 mortes no mundo. Em relação às taxas de incidência por sexo, esta 

neoplasia é duas vezes mais frequente nos homens do que nas mulheres. Fatores de risco como 

a infecção por H. pilory é um dos principais fatores que está associado ao aumento do risco 

para o desenvolvimento do câncer de estômago. Outros fatores ambientais também favorecem 

este aumento do risco como: hábitos alimentares (alimentos salgados e defumados), obesidade, 

álcool e o tabaco. Contudo uma alimentação rica em frutas, verduras, cereais e frutos do mar 

atuam como fator de proteção (INCA, 2020; Sung et al., 2021).  

No Brasil, o CG é o quarto tipo mais frequente entre os homens e o sexto entre as 

mulheres. Na região Norte o câncer de estômago em homens é o segundo tipo mais frequente. 

No estado do Pará, 860 novos casos foram diagnosticados em 2020, com 560 nos casos em 

homens e 300 em mulheres. Na cidade de Belém estima-se 260 novos casos, sendo 170 novos 

casos em homens e 90 novos casos em mulheres. Fatores ambientais da nossa cultura regional 

que favorecem a incidência da doença é o hábito alimentar, marcado por uma dieta rica em sal 

e nitritos que afetam a mucosa gástrica (Assumpção, 2016; INCA, 2020). 

1.4. Localização Tumoral e Classificação Clínico-histopatológicas do Câncer 

Gástrico 

O câncer gástrico é uma neoplasia maligna que pode localizar-se entre a junção 

gastroesofágica até o piloro, sendo que, histologicamente, pode atingir diferentes camadas de 

tecido no estômago (mucosa, submucosa, camadas musculares e a serosa) (Figura 7). Sendo 

que as camadas musculares são subdivididas em muscular oblíqua, muscular circular e 

muscular longitudinal (Amin et al., 2017; Owen, 1986; Sobin; Wittekind, 2004). 
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A cárdia é a região proximal do estômago e localiza-se abaixo do diafragma, mais 

abaixo encontra-se o fundo e o corpo, já na parte final ou distal localiza-se o antro seguido do 

piloro, o qual atua no controle do fluxo alimentar para o duodeno (Figura 8) (Amin et al., 2017). 

Figura 7 - Histologia do estômago normal: M – Mucosa (MM – muscular da mucosa); SM – 
Submucosa; MO, MC e ML – Musculares oblíqua, circular e longitudinal, respectivamente; S 

– Serosa. 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 
    Fonte: UL - University of Leicester. Disponível em: <http://www.le.ac.uk>. Acessado em: 

20 de janeiro de 2014 

Figura 8 - Anatomia do Estômago.  

 

 

 

 

 

Fonte: Sung, H. et al., 2020 
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Os tumores de CG apresentam-se divididos em três tipos histológicos: adenocarcinoma, 

linfoma e o leiomiossarcomas (tumores raros que surgem a partir de células da musculatura lisa 

do estômago) (Oliveira et al.,2016; INCA, 2019). 

Segundo (Smith et al., 2006), o adenocarcinoma gástrico, que se origina na mucosa, 

corresponde a 95% dos casos de CG , e é considerado o tipo de câncer no estômago mais comum 

do que os casos de tumores do estroma gastrointestinal, leiomiomas e tumores neuroendócrinos 

(INCA, 2020; Ramos, 2019). 

Dentre muitas classificações microscópicas na literatura, a classificação mais 

comumente utilizada no ocidente é a que tem como base os estudos de Lauren, a qual classifica 

os adenocarcinomas em dois tipos principais, o difuso e o intestinal (Figura 9), além de um 

terceiro tipo, o “padrão misto”, que ocorre em menor frequência, é um tipo intermediário entre 

os dois tipos histológicos difuso e intestinal (Lauren, 1965; Waldum; Fossmark, 2018). 

Figura 9 - Tipos histológicos do adenocarcinoma gástrico. A e B: Tipo intestinal, em objetivas 
de 10x e 40x, respectivamente. C e D: Tipo difuso, em objetivas de 10x e 40x, 

respectivamente. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Fonte: Lauren, 1965; Waldum; Fossmark, 2018. 

O adenocarcinoma mais comum é o intestinal ou “epidêmico”, o qual é mais 

diagnosticado em pacientes idosos com uma predileção do gênero masculino, é dependente de 

fatores extrínsecos associado a lesões pré-cancerosas como gastrite crônica, atrofia gástrica, 

metaplasia intestinal e displasia. Histologicamente este tipo é bem característico com células 

com núcleos grandes e irregulares, presença de coesão celular e um padrão de crescimento 

invasivo (Correa; Piazuelo, 2012; Ramos, 2019; Waldum; Fossmark, 2018). 
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O tipo difuso, que ocorre em pacientes mais jovens e com distribuição igualitária entres 

os gêneros, com um pior prognóstico, é um tipo de adenocarcinoma pouco diferenciado e não 

apresenta associações à lesões pré-cancerosas, tendo um padrão de crescimento invasivo 

(Ramos, 2019). Histologicamente o tipo difuso apresenta células com núcleos periféricos 

devido a elevada produção de mucina, além disso apresenta células pequenas, não coesas, 

dispersas de forma difusa e que não formam estruturas glandulares (Waldum; Fossmark, 2018). 

Vale ressaltar que o adenocarcinoma que apresenta um bom prognóstico é aquele 

diagnosticado precocemente, isto é, quando se restringe a mucosa e a submucosa, independente 

da extensão local ou da presença ou não de metástase ganglionar. Contudo, na maioria dos 

casos, o CG é detectado na sua fase avançada após invadir as camadas mais internas do 

estômago, ultrapassando a submucosa, na qual pode ou não apresentar metástase nos linfonodos 

e/ou em outros órgãos. Logo o diagnóstico tardiamente ocorre devido a manifestação dos 

sintomas ocorrer somente nesta fase da doença (Oliveira, 2016; Mclean; El-Omar, 2014). 

1.5. Estadiamento Patológico do Câncer Gástrico 

Estadiar um caso de câncer significa avaliar seu grau de disseminação, logo há uma 

necessidade em classificar os casos de câncer em estádios a partir da constatação de que as taxas 

de sobrevivência são diferentes quando a doença se restringe ao órgão de origem ou quando se 

estende a outros órgãos (INCA, 2021). 

O estadiamento do adenocarcinoma gástrico é determinado a partir da classificação 

TNM segundo American Joint Comittee on Câncer (AJCC) e pela Union Internacionale contre 

Le Câncer (UICC).  A classificação TNM é um sistema para classificar uma malignidade, na 

qual é utilizada em tumores sólidos e no auxílio prognóstico do câncer. Este sistema de 

estadiamento utiliza um modelo clínico ou patológico. No modelo clínico avalia-se a extensão 

do tumor a partir de exames físicos, radiográficos, endoscópicos e histológicos. Enquanto o 

modelo patológico - pTNM (Tabela 1) ocorre a partir da análise macro e microscópica do tumor, 

com o objetivo de avaliar a profundidade da invasão, a presença de linfonodos comprometidos 

e da presença de metástase à distância (Amin et al., 2017; Oliveira, 2016; INCA, 2021; Rosen; 

Sapra, 2022). 

De acordo com esse sistema de classificação, a letra “T” determina a extensão do tumor 

primário e a sua invasão em tecidos adjacentes; a letra “N” determina a ausência ou a presença, 

assim como a extensão das metástases em linfonodos proximais. Contudo, a letra “M” 

estabelece a ausência ou a presença de metástase à distância. Logo, o diagnóstico do pTNM 
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determina o estágio do câncer (Tabela 1), o qual estará relacionado com o prognóstico do 

paciente. É importante destacar que há uma necessidade de uma abordagem mais personalizada 

quanto a classificação tumoral de cada paciente, pois o “The Eighth Edition AJCC Cancer 

Staging Manual” introduziu os primeiros passos para reconhecimento da importância da 

oncologia molecular, pois um estadiamento detalhado e bem conduzido leva a uma correta 

conduta terapêutica (Amin et al., 2017; Oliveira, 2016; INCA, 2021; Rosen; Sapra, 2022). 

Na Tabela 1, estão classificados os tipos de acordo com a extensão do tumor (em tumor 

primário), a presença e/ou ausência de linfonodos comprometidos (em linfonodos regionais) e 

a presença e/ou ausência de metástase à distância (em metástase à distância). 

Tabela 1 - Classificação do TNM patológico.  

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

                Fonte: Amin et al., 2017. 
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Na tabela 2, encontra-se o estadiamento do tumor que está relacionado ao prognóstico 

do paciente e está relacionado a combinação da classificação observada na tabela anterior. 

Tabela 2 - Grupamento por estádios.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

       

 

Fonte: Amin et al., 2017. 

Os marcadores biológicos são alterações genéticas e epigenéticas presentes na molécula 

de DNA que estão associadas a diferentes tipos de câncer, logo mapear estes biomarcadores de 

modo que suas localizações cromossômicas, efeitos e níveis de expressões se tornem 

conhecidos é muito importante para a oncologia (Capelozzi, 2001; Strachan, 2013).  
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Descobertos em 1993, os microRNAs (miRNAs) são pequenos RNAs regulatórios e não 

codificantes, com comprimento variando entre 17 e 25 nucleotídeos, que atuam no processo de 

regulação gênica pós-transcricional, esta ocorre por meio da degradação do RNA mensageiro 

(mRNA) ou do impedimento da síntese proteica. 

Do ponto de vista evolutivo, os miRNAs são conservados, estando presentes inclusive 

em seres unicelulares. Tanto o aparecimento quanto a expansão dos miRNAs estão diretamente 

relacionados a multicelularidade e à evolução dos organismos, essa expansão destes miRNAs 

contribuíram para a variabilidade das espécies e para a evolução de diversas doenças como é o 

caso do câncer. 

1.6. Biogêneses dos miRNAS  

A biogênese do miRNAs ocorre no núcleo e estende-se até o citoplasma. Várias enzimas 

e complexos proteicos celulares participam também na regulação de todo o processo até a 

produção de miRNAs maduros aptos a desempenhar sua função (Figura 10). No mínimo, três 

vias de produção de miRNAs são conhecidas (O’Brien et al., 2018). 

Figura 10. Biogênese canônica de microRNAs. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Pereira, Jorge AL et al., 2021. 

A via canônica é a mais estudada. Inicia com a transcrição do DNA, porém os miRNAs 

podem estar codificados em regiões intragênicas (principalmente regiões intrônicas) e 

intergênicas, tanto da fita sense quanto da fita antisense do DNA. A transcrição é realizada 

geralmente pela RNA polimerase II e, alternativamente, pela RNA polimerase III (Borchert 

GM et al., 2006).  
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O primeiro transcrito (miRNA primário ou pri-miRNA), tem uma estrutura de hairpin, 

havendo uma parte na qual a molécula está pareada formando uma região de dsRNA (RNA de 

cadeia dupla) e com seus extremos protegidos por encapamento (CAP - capped) e cauda poli-

A (Kim VN et al., 2009). Essse primeiro transcrito é acionado no núcleo pelo complexo 

enzimático formado pela RNase III Drosha e a proteína Pasha ou DiGeorge Syndrome Critical 

Region 8 protein (DGCR8), que tem habilidade de se atrelar essa molécula de RNA de cadeia 

dupla e remover a cauda de poli A e o encapamento dos extremos dela. Esse processo resulta 

em uma molécula de RNA de dupla fita com aproximadamente 70 nucleotídeos, denominada 

miRNA precursor ou pré-miRNA, que é exportada para o citoplasma com o auxílio das 

proteínas exportina-5 e Ran-GTP (Yi R, et al., 2003). 

No citoplasma, a enzima Dicer continua com o processamento do miRNA, extraindo a 

alça não pareada da molécula e dando origem a um miRNA de fita dupla de aproximadamente 

22 nucleotídeos. Alternativamente, a proteína argonauta 2 pode participar da clivagem do pré-

miRNA no citoplasma (Yang JS et al., 2012).  Esse miRNA (fita dupla) é associado a um 

complexo proteico chamado complexo silenciador induzido por RNA (RISC), formado por 

várias proteínas, sendo que as proteínas argonautas são um dos fatores mais importantes, pois 

são as responsáveis pela interação com as moléculas de RNAs (Maniataki E & Mourelatos Z., 

2005). O RISC causa a divisão das duas fitas do miRNA, uma delas degenera, e a outra (miRNA 

maduro) fica exposta para parear com o mRNA-alvo (O’Brien et al., 2018; Kim VN et al., 

2009).   

Nas vias não canônicas, a produção de pré-miRNAs ocorre no núcleo, a partir de outras 

moléculas, como short hairpin RNA (shRNAs), miRtron (participação do spliceossomo no 

núcleo) ou m7G-pre-miRN (precisa da proteína exportina-1 para ser transportado para o 

citoplasma), sendo que existem também variações em algumas das etapas subsequentes. A 

diferença entre as vias canônicas e não canônicas, envolvendo os shRNAs, está na participação 

das argonautas 2 no lugar da Dicer (O’Brien et al., 2018; Plotnikova O et al., 2019). 

Sendo assim, os miRNAs tem papel crucial no mecanismo de desenvolvimento de  

inúmeras enfermidades humanas, e pode ser também interpretado como marcadores do seu 

processo, prognóstico, diagnóstico e na avaliação da resposta ao tratamento. E este mecanismo 

de adoecimento é favorecido a partir da atuação destes miRNAs na regulação da expressão de 

diversos genes, pois trabalham de forma orquestrada com amplas redes regulatórias integradas 

controlando assim, uma via ou função biológica comum, como as vias de determinadas doenças. 
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Quando o padrão de expressão é alterado, o miRNA tem perda ou ganho de função, que pode 

originar uma expressão diferenciada do gene, afetando inúmeros processos celulares e 

favorecendo doenças como o câncer, o diabetes tipo 2, a hipertensão e doenças coronarianas, 

exemplos de patologias em que a expressão alterada dos miRNAs influenciam nos diversos 

processos biológicos (Ribeiro-dos-Santos et al., 2012; Pereira, 2015; Strachan, 2013). Além 

disso, estudos apontam a importância da detecção de assinaturas de miRNAs no sangue para 

predição prognóstica, isto é, a utilização de  miRNAs no sangue como biomarcadores de 

resposta patológica completa após quimiorradioterapia neoadjuvante e com excelente 

prognóstico, como por exemplo, o miRNA148a em pacientes com câncer de reto, na qual 

pacientes que apresentaram superexpressão deste marcador, após a irradiação neoadjuvante, 

obtiveram inibição da proliferação celular tumoral e indução da apoptose celular, sendo assim, 

identificar miRNAs com expressões significativas também é muito importante como 

ferramenta de diagnóstico e prognóstico para o câncer (Huang et al., 2021; Kahraman et al., 

2018). 

É importante destacar que o padrão de expressão dos miRNAs diferem quando 

comparado a tecidos normais e entre os diferentes tipos de câncer. Mais de 50% dos genes de 

miRNAs são geneticamente alterados nos tumores humanos devido à localização destes genes 

em sítios frágeis e em regiões de perda de heterozigosidade ou em regiões de quebras comuns 

(Gehm, 2013).  

No caso do câncer gástrico os miRNAs atuam como oncogenes ou supressores de tumor, 

favorecendo vias importantes para o câncer como proliferação, apoptose e migração celular. O 

miRNA1284, por exemplo, atua no controle da tumorigênese do CG; o miRNA448 promove o 

aumento do metabolismo celular e fornece energia para a proliferação descontrolada da célula 

tumoral; e o biomarcador miRNA125 atua na inibição do fator de crescimento endotelial 

vascular A (VEGF-A) promovendo a formação de novos vasos sanguíneos (Sosa et al., 2016). 

O processo de síntese do miRNA acontece inicialmente a partir do filamento de DNA 

de um gene que é usado como um molde para a síntese de um filamento complementar de RNA, 

denominado transcrito gênico. Estes são moléculas de miRNAs cujo produto da transcrição é 

denominado de transcrito primário (pri-miRNA), e geralmente, não controlam ou regulam as 

moléculas de miRNA (Figura 11) (http://www.wikiwand.com/gl/MicroARN>. Acesso em: 14 

Mai. 2019).  
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Figura 11 - Síntese do miRNA humano. 

 

                    Fonte: http://www.wikiwand.com/gl/MicroARN. 

O transcrito primário tem repetições invertidas posicionadas em regiões próximas cujas 

bases pareiam formando um grampo de RNA que chamamos de hairpin, este é clivado por uma 

RNAse III nuclear conhecida como Drosha. O resultado desta clivagem é um pequeno pré-

miRNA de dupla fita, o qual é transportado para fora do núcleo. No citoplasma uma RNAse III 

citoplasmática chamada Dicer, cliva este pré-miRNA para sintetizar um miRNA de fita dupla 

contendo dinucleotídeos 3’livres. Finalmente, um complexo de silenciamento específico 

contendo a endorribonuclease argonauta que se liga a fita dupla de miRNA e degrada uma das 

fitas, mantendo o miRNA maduro e apto a regulação dos genes (Strachan, 2013). 

O mecanismo de funcionamento das moléculas de miRNA e sua molécula alvo é 

dirigido pela interação molecular entres as extremidades 5’UTR do regulador e a extremidade 

3’UTR do regulado e pelo reconhecimento da sequência seed (2-8 nucleotídeos iniciais da 

extremidade 5’UTR do miRNA). Após a síntese do miRNA, este se torna apto para parear com 

o RNAm alvo. Deste pareamento duas situações podem ocorrer: Perfeito pareamento entre as 

bases, desencadeando a clivagem ou degradação do mensageiro (siRNAs); e o imperfeito 

pareamento, o que induz a repressão traducional, característicos dos miRNAs. Contudo, a partir 

de  técnicas mais sensíveis, estudos mais recentes mencionam que o pareamento perfeito não é 
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o único determinante do mecanismo miRISC (Complexo de silenciamento induzido por 

microRNA), pois os miRNAs parcialmente complementares também podem levar a clivagem 

do RNA-alvo, assim como pode ocorrer o silenciamento gênico transcricional, também poderá 

ocorrer a promoção da transcrição e o aumento da eficiência da tradução (Bartel, 2004; Nielsen 

et al., 2007; Pereira, 2015) (Figura 12).  

Figura 12 - Sequência de microRNAs com destaque em Seed.   

  

 

 

Fonte: Ribeiro- dos- Santos et al., 2012. 

Na área da oncologia que surgiram as primeiras evidências envolvendo os miRNAs e as 

doenças humanas, onde estas moléculas atuam na regulação do crescimento e diferenciação 

celular, ambas quando desreguladas atuam intensamente na evolução desta enfermidade 

(Pereira, 2015). 

Os genes específicos codificam produtos que regulam a divisão celular, e a ação de 

agentes mutagênicos, carcinogênicos e/ou a ação dos miRNAs, podem levar a uma regulação 

negativa do gene (Snustad et al., 2008).  

Portanto, a regulação da expressão negativa do gene está envolvida em processos 

celulares fundamentais como a proliferação celular, o desenvolvimento, a diferenciação e a 

apoptose. Sendo assim, o perfil de expressão dos miRNAs pode fornecer fatores de risco, 

diagnósticos e prognósticos, podendo agir como biomarcadores para diversos tipos de câncer 

(Moreira et al., 2014). 

Diversos estudos que mencionam essas moléculas não codificantes no câncer 

mostraram uma assinatura característica de expressão de miRNAs nos tecidos tumorais, 

diferenciada em relação aos seus respectivos tecidos normais, logo os miRNAs são 

considerados eficientes marcadores de risco e de diagnóstico de tumores (Getz et al., 2005). 

Uma das grandes dificuldades no estudo dessas moléculas reside no fato dos miRNAs 

controlarem e serem influenciados por diversos fatores. Um dos fatores é quando o segmento 
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de miRNA sofre modificações genéticas a partir de sequências de polimorfismos, o que resulta 

em um miRNA com alterações nas funções e nos seus sítios alvos.  

 1.7. INDEL em miRNAs 

O INDEL, polimorfismo de inserção/deleção, é uma variação gênica na qual uma 

sequência de nucleotídeo está presente (inserção) ou ausente (deleção) (Figura 13). Os INDELs 

assim como os SNPs estão espalhados pelo genoma, e esta alteração do tipo INDEL, modifica 

o quadro de leitura e a sequência do transcrito de DNA, codificando um aminoácido diverso ou 

resultando em um códon de parada prematuro, o que resultará em uma proteína estruturalmente 

e funcionalmente modificada (Rodriguez-Murillo et al., 2013).  

Figura 13 - Eletroferograma de um marcador MIR548H-4 e MIR548AJ-2 do tipo INDEL pós-
eletroforese capilar, indicando uma dupla heterozigose (196 – 206pb), e um homozigoto para 

deleção (249 - 255pb). 
 

 

 

 

Fonte: autor da pesquisa 

As alterações genéticas em regiões específicas dos miRNAs (pri-miRNAs, pré-miRNAs 

e região madura) ou nos locais alvos (RNAm) modificam a funcionalidade do mesmo e está 

relacionado ao risco de doenças. Diversas evidências experimentais através da análise 

sistemática de identificação de inserções e deleções (INDELs) em miRNA e seus locais alvos 

comprovam o papel funcional destes polimorfismos no desenvolvimento de doenças como a 

doença de Parkinson, o acidente vascular cerebral e o câncer.  

Bhattacharya et al. (2012) exemplificaram um polimorfismo de um único nucleotídeo 

(rs2910164) no pré-miRNA do miRNA146a associado a um risco aumentado para diversos 

tipos de câncer. Esses polimorfismos podem alterar a expressão do miRNA146a e dos sítios 

alvos (neste caso incluindo BRCA1), promovendo a proliferação celular. Assim como alterações 

do tipo INDELs poderão modificar a região de leitura e com isso a ação do miRNA maduro no 

mRNA-alvo, alterações deste tipo em regiões do pré-miRNA e pri-miRNA também poderão 

favorecer a susceptibilidade a doenças como o câncer, pois inserções e deleções em regiões 



31 
 

    
 

precursoras podem afetar o reconhecimento da sequência SRp20, proteína responsável pelo 

processamento do pré-miRNA, logo a alteração neste seguimento pertubará o processo de 

síntese, maturação  e expressão do miRNA maduro (Wang et al., 2017).  

Apesar do fato que a função geral dos miRNAs ter sido identificada na década de 1990, 

são mais recentes os trabalhos publicados descrevendo a função desses miRNAs em relação a 

doenças complexas, especialmente as diferentes formas de câncer. Neste direcionamento, a 

maioria dos trabalhos tem se voltado para a identificação de alterações funcionais de miRNAs 

em tumores (diferença de expressão e silenciamento de genes). Mais ainda, até recentemente 

muito pouco era conhecido a respeito de alterações germinativas na molécula de DNA que 

pudessem alterar significativamente sua expressão, alterando, assim diferentes vias metabólicas 

essenciais para a higidez dos tecidos (Pereira et al., 2021). 

Bhattacharya et al. (2012) publicaram um trabalho em que identificaram diferentes 

polimorfismos INDELs em genes que codificam miRNA, presentes em indivíduos que fazem 

parte do banco de dados do 1.000 Genomes. Nesta publicação eles identificaram 181 

polimorfismos do tipo INDEL presentes entre 124 miRNAs. Logo, devido essas ligações entre 

polimorfismos relacionados com miRNA e as doenças humanas, há um crescente interesse em 

análises sistemáticas de polimorfismos em miRNAs e nos sítios de destino.  

O grupo de pesquisas do Laboratório de Genética Humana e Médica da UFPA já 

identificou uma série de miRNAs que tem expressão alterada em pacientes portadores de câncer 

gástrico, e acreditamos que este trabalho de investigar a variabilidade pode trazer benefícios 

para pesquisadores que pretendem investigar miRNAs associados ao câncer. Pensando desta 

forma construímos um modelo de investigação que passamos a descrever a seguir. 

Um painel de 11 biomarcadores do tipo INDEL em miRNAs associados ao câncer. A 

ideia central é identificar polimorfismos INDEL que tenham frequência média maior de que 

2% (MAF=0.02), entre as regiões que codificam miRNAs alterados nesta patologia e montar 

um modelo prático e rápido de investigação destes polimorfismos, validando em populações 

miscigenadas, com histórico médico de câncer, residentes no estado do Pará.  

1.8. Potenciais marcadores genéticos de câncer  

 Uma das ferramentas promissoras utilizadas no diagnóstico precoce, no prognóstico e 

na identificação de novos tratamentos do câncer é o rastreamento através de potenciais 

marcadores genéticos, pois avaliar e entender os componentes celulares, estruturais e as vias 

bioquímicas através dos marcadores biológicos é muito importante para a detecção até antes 
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mesmo do desenvolvimento macroscópico do tumor, o que permite uma intervenção antes da 

invasão tumoral, da angiogênese e da metástase (Da Silva et al., 2015). 

 Neste trabalho 11 INDELs foram associados à miRNAs, pois apresentaram expressão 

alterada em pacientes portadores de câncer, todos marcadores foram genotipados em uma única 

reação de PCR do tipo Multiplex seguida de eletroforese capilar (Tabela 3). 

Tabela 3 - Grupos de polimorfismos INDEL de MIRNA que apresentaram expressão alterada 
em pacientes portadores de câncer 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

 

Fonte: Adaptado Bhattacharya, 2012. 

1.9. Potenciais marcadores genéticos do tipo inserção/deleção em regiões de 
MIRNA 

1.9.1. MIR630 (rs139334001) 

Este INDEL de 3 pares de base (TTG) está localizado na região do pré-miRNA (miRNA 

precursor) do MIR630, no cromossomo 15 e é um RNA gene da classe dos miRNA.  

INDELs localizados nessa região precursora do MIR630 tem sido relacionado ao 

desenvolvimento do câncer, como por exemplo, o carcinoma urotelial de bexiga (Whang et al, 

2012), câncer de ovário (Eoh et al, 2018), câncer gástrico (Zhang et al, 2017). O miRNA630 
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também atua em vias importantes como as vias de sinalização gama e no sistema imunológico 

inato (Bhattacharya et al, 2012). 

Zhang et al. (2017) investigaram os níveis de expressão do miRNA630 em tecidos de 

câncer gástrico e verificaram que o MIR630 e o circRNA_100269, juntos, atuam em uma nova 

via que regulam a proliferação de células gástricas. 

Pesquisas também apontam o MIR630 atuando com níveis de expressão aumentados, 

favorecendo a resistência a quimioterápico, como por exemplo, o paclitaxel, utilizado no 

tratamento do câncer de ovário (Eoh et al., 2018). Em relação ao câncer de mama, Zhou et al 

(2016) destacaram o papel importante dos níveis baixos de expressão do MIR630 regulando 

vias metastáticas, o que possibilita a aplicabilidade do marcador miRNA630 no tratamento do 

câncer de mama. A Tabela 4 demonstra diversos trabalhos envolvendo o MIR630, onde a 

regulação da expressão mostra diversidade nos diferentes tipos de câncer. 

Tabela 4 - Dados do MIR630 e os tipos de câncer. 

 

 

 

 

 

 

 

 

                      Fonte: http://mircancer.ecu.edu. 

1.9.2. MIR516B-2 (rs10670323) 

Esse INDEL investigado é de 5 pares de base (AAAGA), localizado na região do pré-

miRNA do MIR516B-2, este miRNA está localizado no cromossomo 19 e é um RNA gene da 

classe dos miRNAs. Atuando como supressor tumoral em diversos tumores, o MIR516B2 

modula a expressão do gene CCNG1 no carcinoma de células esofágicas (ESCC), pois níveis 

baixos de hsa-mir-516b-2 estão correlacionados diretamente com os estágios avançados da 

tumorigênese, da profundidade da invasão, metástase linfática e a pior sobrevida global de 

pacientes com ESCC (Zhao et al., 2018).      
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Zhu et al. (2017) verificou o nível de expressão do MIR516B2 no câncer de pulmão de 

células não pequenas e constatou que o nível de expressão deste miRNA é significativamente 

menor nestas células do que nos tecidos e células normais, sendo que este nível de expressão 

baixo foi associado ao tamanho do tumor, ao estágio da metástase e a menor sobrevida global, 

logo o hsa-miR-516B-2 pode ser um marcador potencial de diagnóstico e prognóstico para o 

câncer de pulmão. 

1.9.3. MIR4463 (rs5877455) 

O INDEL investigado é de 2 pares de base (AG), localizado na região do pré-miRNA 

do MIR4463, este miRNA está localizado no cromossomo 6 e é um RNA gene da classe dos 

miRNAs.  

O alto nível de expressão nesse MIR4463 está associado com o tempo de sobrevida 

menor em pacientes com carcinoma hepatocelular (Hu et al., 2017). Pesquisas também utilizam 

este miRNA na aplicabilidade da distinção de subgrupos clinicamente relevantes de linfoma 

(Jima et al., 2010). Segundo Zhang et al. (2017), o MIR4463 pode ser considerado um possível 

biomarcador de diagnóstico para o câncer de cólon, pois níveis altos de expressão deste miRNA 

foram identificados em tumores de cólon.  

1.9.4. MIR3171 (rs35170395) 

Este INDEL apresenta 2 pares de base (TA), localizado na região do pré-miRNA do 

MIR3171, no cromossomo 14 e é um RNA gene da classe dos miRNAs.  

Segundo Stark et al. (2010), o MIR3171 é específico para a linhagem melanocítica, isto 

é, um forte biomarcador no auxílio da detecção precoce de metástases em níveis circulantes no 

sangue, logo este miRNA tem papel funcional em células pigmentares, o que possibilita um 

foco no desenvolvimento e progressão do câncer.  

Além disso, há estudos que apontam correlação inversa entre o nível de expressão do 

MIR3171 com o circHIAT1 em pacientes com hepatocarcinoma, sendo que o circHIAT1 atua 

no gene PTEN que inibe as células de crescimento do carcinoma hepatocelular, o qual pode ser 

regulado pelo MIR3171 (Wang et al., 2019). 

1.9.5. MIR3945 (rs145931056) 

Este INDEL de 12 pares de base (CCTATGCCCTCC) está localizado na região madura 

do MIR3945, no cromossomo 4 e é um RNA gene da classe dos miRNAs. O miRNA3945 não 

apresenta trabalhos descritos associados ao câncer gástrico, porém tem como potenciais alvos 

genes RAB e TNF, ambos envolvidos no processo de proliferação celular, metástase e risco ao 
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mau prognóstico em pacientes com câncer de pulmão (Koh; Song, 2019; Guo et al, 2020; Liu; 

Wang, 2019).  

1.9.6. MIR548h-4 (rs150141473) 

Apresentando um INDEL de 5 pares de base (TAAAG), este polimorfismo está 

localizado na região do pré-miRNA do MIR548h-4, no cromossomo 8 e é um RNA gene da 

classe dos miRNAs. Estudos apontam a superexpressão deste miRNA associado a inibição da 

proliferação de células do câncer de mama e sendo considerado alvo terapêutico para este tipo 

de câncer; no câncer de próstata este miRNA atua na via da PTEN e foi correlacionado a 

sobrevida dos pacientes portadores deste tipo de câncer (Shi et al., 2015; Saffari et al., 2019) 

1.9.7. MIR548aj-2 (rs145326096)              

Com um INDEL de 4 pares de base (AAGT), o polimorfismo está localizado na região 

madura do MIR548aj-2, o qual está localizado no cromossomo X e é um RNA gene da classe 

dos miRNAs. A literatura aponta este miRNA como potencial alvo de vias que favorecem 

vários tipos de câncer, dentre eles o gene GPAM, KARAS e o MYC, genes que atuam na 

migração celular e tem associação a sobrevida global dos pacientes portadores de câncer 

(Marchan et al., 2017; Agarwal et al., 2015) 

1.9.8. MIR302c (rs199971565) 

Apresentando um INDEL de 4 pares de base (ACTT), o polimorfismo está localizado 

na região de leitura (Seed) do MIR302c, este miRNA está localizado no cromossomo 4 e é um 

RNA gene da classe dos miRNAs. Diversos estudos abordam este polimorfismo associado ao 

câncer gástrico (Raad et al., 2019), ao câncer coloretal (Ma et al., 2018), ao câncer de fígado 

(Zhu et al., 2014) e ao câncer renal (Guo et al., 2017). 

Estudos envolvendo este miRNA apontam uma susceptibilidade e um risco de 

incidência para o câncer gástrico sob um modelo de herança recessiva, onde o alelo de deleção 

aumentou significativamente o risco de CG (Raad et al., 2019).  

O MIR302c também foi investigado por Leivonen et al. (2009), onde verificou a atuação 

deste miRNA inibindo a sinalização do receptor de estrogênio (ERα) em linhagens de câncer 

de mama, pois o ERα é o principal mediador das atividades mitogênicas do estrogênio no tecido 

mamário, podendo atuar no desenvolvimento e progressão do câncer de mama. 

Shi et al. (2010) investigou o hsa-mir-302c inibindo a tumorigênese de células-tronco 

pluripotentes, ou seja, na espécie humana a expressão elevada do MIR302c inibe o ciclo celular 

através das vias ciclina E-CDK2 e ciclina D-CDK4 bloqueando o ciclo celular.  
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1.9.9. MIR4274 (rs202195689) 

O INDEL investigado é de 3 pares de base (CCA), localizado na região madura do pré-

miRNA do MIR4274, este miRNA está localizado no cromossomo 6 e é um RNA gene da classe 

dos miRNA. Na literatura não existem dados referenciando este miRNA associado ao CG, 

porém estudos mencionam o envolvimento deste miRNA associado ao KRAS, TNF e AKT 

atuando na regulação do crescimento celular e na progressão do tumor no câncer do trato 

urinário (Tao et al., 2015). 

1.9.10. MIR920 (rs66686007) 

Com um INDEL de 5 pares de base (GTTGT), o polimorfismo está localizado na região 

do pré-miRNA do MIR920, o qual está localizado no cromossomo 12 e é um RNA gene da 

classe dos miRNAs.  

Pesquisas envolvendo este miRNA estão associadas ao carcinoma hepatocelular (Chen 

et al, 2010), na qual o estudo associa níveis baixos do hsa-miR-920 à regulação da proteína 

βTrCP, a qual regula a via de sinalização NFKβ, ambas envolvida na progressão do 

hepatocarcinoma. O MIR920 atua em diversas vias do câncer, envolvendo genes de grande 

potencial na oncologia como o CEBPB, o MYC e o TGFBR2, os quais estão relacionados à vias 

de proliferação, anti-apoptose, invasão e metástase em patologias como o câncer colorretal, 

leucemia, linfoma, sarcoma, câncer de próstata e neuroblastoma (Vlachos, 2015). 

1.9.11. MIR3652 (rs62747560) 

Este INDEL de 7 pares de base (GGGGTGG) está localizado na região do pré-miRNA 

do MIR3652, no cromossomo 12 e é um RNA gene da classe dos miRNAs. Não contém 

informações na literatura referenciando este miRNA. 

Apesar de poucos estudos envolvendo essas variantes (miRNAs) associadas ao CG, 

buscamos também possíveis alvos destes marcadores no mIRDB e no miR Target Link 2.0 – 

Bancos de dados on line para previsão de alvos de miRNA e vias funcionais, conforme a tabela 

5 (Kern et al., 2021; Liu; Wang, 2019). 
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Tabela 5: miRNAs e os Genes alvos.  

 
 

 
 

 
 

 
          Fonte: autor da pesquisa 

2. OBJETIVOS 

  2.1. Objetivo Geral 

   - Caracterizar variantes do tipo INDEL em miRNAs a partir de amostras de sangue 

periférico de pacientes com CG e validar em amostras de tecido tumoral gástrico. 

 - Objetivos Específicos 

       -   Investigar a distribuição da frequência alélica e genotípica de 11 marcadores genéticos; 

       - Comparar as distribuições de frequência genotípica dos marcadores no grupo 

populacional investigado e comparar com os dados da literatura; 

 -    Validar os resultados obtidos com os dados do transcriptoma (RNA-seq) em 27 amostras 

de tecidos de indivíduos com câncer gástrico participantes deste trabalho. 

       -  Desenvolver um painel com marcadores moleculares do tipo INDEL associados à genes 

de miRNAs. 

3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1. Caracterização das amostras e Lócus da pesquisa 

A análise dos polimorfismos do tipo INDEL foram realizadas em 301 amostras de 

sangue periférico de indivíduos miscigenados, sendo 224 provenientes do Hospital Offir 

Loyola, 77 provenientes do Hospital Universitário João de Barros Barreto com histórico médico 

de câncer e 145 pacientes controles sem histórico de câncer, ambos residentes no estado do 

Pará. Estas amostras fazem parte do acervo biológico e do banco de dados de projetos 

concluídos e em andamentos do Núcleo de Pesquisas em Oncologia (NPO/UFPA). 

Adicionalmente foi solicitado ao comité de ética do NPO a utilização das amostras para 
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realização deste trabalho. Os dados clínicos dos participantes foram obtidos pela consulta aos 

prontuários. 

A validação dos resultados deste estudo foi realizada em 27 amostras de tecido tumoral 

(T) e não tumoral (NTA) de pacientes com diagnóstico confirmado de adenocarcinoma gástrico 

submetidos a ressecação cirúrgica no Hospital Universitário João de Barros Barreto (HUJBB).  

3.2.  Aspectos Éticos 

Durante o estudo os indivíduos foram devidamente esclarecidos a respeito da pesquisa 

na qual participaram e solicitados a assinar o termo de consentimento livre e esclarecido 

(TCLE) e caso necessário, o termo de consentimento de uso dos dados, permitindo o uso de 

suas alíquotas de sangue e obtenção de seus dados clínicos, em nível de prontuário.  O projeto 

desta pesquisa foi submetido ao Comitê de Ética do Núcleo de Pesquisas em Oncologia – 

NPO/UFPA (CAAE:0352920.0.0000.5634). 

3.3.  METODOLOGIA DA ANÁLISE DE FRAGMENTOS - INDEL 

3.3.1. Extração de DNA total 

O DNA foi extraído pelo método convencional com fenol-clorofórmio, segundo 

Sambrook et al. (1989). As amostras foram quantificadas no equipamento NanoDrop ND-1000 

(NanoDrop Technologies – USA). Após a quantificação, as amostras foram diluídas (10ηg/μL) 

e posteriormente utilizadas na reação em cadeia da polimerase. 

3.3.2. Seleção dos polimorfismos (INDELs) 

Os potenciais marcadores genéticos foram escolhidos a partir de levantamento prévio 

da literatura especializada sobre genes e seus polimorfismos do tipo INDEL relacionados aos 

miRNAs (hsa-mir-302c, hsa-mir-548AJ-2, hsa-mir-4274, hsa-mir-630, hsa-mir-516B-2, hsa-

mir-4463, hsa-mir-3945, hsa-mir-548H_4, hsa-mir-920, hsa-mir-3171 e hsa-mir-3652). Esses 

polimorfismos, além de estarem relacionados a diversas doenças como o câncer, conferem 

praticidade na confecção do sistema de genotipagem por PCR multiplex.  

3.3.3. PCR multiplex e análise de fragmentos 

A genotipagem dos 11 marcadores INDELs investigados foram realizados em uma 

única reação de PCR e posteriormente, foi realizada a eletroforese capilar. Na PCR multiplex, 

foi utilizado 5,0 μL do kit QIAGEN Multiplex PCR (QIAGEN, Alemanha), 1,0 μL de Q-

solution, 1,0 μL de Primer Mix, 2,0 μL de água e 1,0 μL de DNA (10 ng). As amostras foram 
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incubadas a 95°C por 15 minutos, posteriormente foram submetidas a 35 ciclos a 94°C por 45 

segundos, 60°C por 90 segundos e 72°C por 60 segundos, com uma extensão final a 70°C por 

30 minutos. Essa reação foi realizada no termociclador ABI Verity (Life Technologies, Foster 

City, CA, EUA).  

Para a eletroforese capilar e análise de fragmentos, utilizamos 1,0 μL do produto de 

PCR e adicionado a 8,5 μL da formamida deionizada HI-FI (Life Technologies, Foster City, 

CA, EUA) e a 0,5 μL de GeneScan 500 LIZ pattern size (Life Technologies, Foster City, CA, 

EUA). A separação desses fragmentos de DNA foi realizada com o ABI PRISM 3130 Genetic 

Analyzer e, a leitura dos picos, com o uso do programa GeneMapper ID v3.2, também da Life 

Technologies (Foster City, CA, EUA).  

3.3.4. Análise Estatística 

O teste Qui-quadrado foi utilizado nas variáveis categóricas (caso e controle) e 

verificação do Equilíbrio de Hardy-Weinberg entre os grupos. As análises de regressão logística 

com correção de Bom Ferroni, entre o modelo genotípico, risco de CG, as variáveis de 

características clínicas e a construção dos gráficos foram desenvolvidos com a utilização do 

software estatístico R (R development core team, 2021). As curvas de sobrevivência foram 

realizadas a partir da associação entre genótipo e tempo de sobrevida e avaliada por parcelas de 

Kaplan-Meier; os testes Log-rank e Wilcoxon foram usados para examinar o efeito genético 

nos resultados de sobrevivência, estas análises foram realizadas utilizando o programa SPSS 

(Pacote Estatístico para Ciências Sociais), Versão 27.0 (C. IBM, 2021). Os valores de p foram 

considerados estatisticamente significativos quando menores que 0,05. 

3.4. METODOLOGIA RNA-seq 

3.4.1. Extração de RNA  

O RNA das amostras foi obtido a partir de 50-100 ng de tecido de cada amostra, 

aproximadamente, e foram macerados. Em seguida, a extração foi realizada com o TRIzol® de 

acordo com as instruções do fabricante. Após a extração, o RNA total foi avaliado quanto à 

integridade e concentração utilizando-se os equipamentos Qubit 2.0 Fluorometer (Thermo 

Fisher Scientific) e 2200 TapeStation System (Agilent Technologies AG, Basel, Suíça). Por 

fim, o RNA total obtido foi armazenado em nitrogênio líquido até a sua utilização. 
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3.4.2. Construção das Bibliotecas 

A construção das bibliotecas foi realizada a partir do kit TruSeq Stranded Total RNA 

(Illumina) de acordo com as instruções do fabricante. As amostras foram padronizadas para 100 

ng/μl em 10uL de volume final e avaliada novamente quanto a integridade do RNA. Foram 

utilizadas para o sequenciamento apenas as amostras que apresentaram o número de integridade 

de RNA (RIN) ≥ 5. Em seguida, foi realizada a depleção do RNA ribossômico, síntese de 

cDNA, ligação dos adaptadores, amplificação por PCR, e, por fim, a normalização, no qual as 

bibliotecas foram diluídas a 10 mM em um volume de 10 μl. 

3.4.3. Sequenciamento NGS 

O RNA-seq foi executado em pair-end na plataforma NextSeq (Illumina). O kit NextSeq 

500 ID Output V2 kit - 150 cycles (Illumina) foi utilizado de acordo com as instruções do 

fabricante. 

3.4.4. Controle de qualidade das leituras 

As reads obtidas foram convertidas para o formato FASTQ pelo software reporter, no 

qual todas as sequências identificadas e suas respectivas sequências de qualidade foram 

codificadas em ASCII. Em seguida, a qualidade das reads foi avaliada utilizando o FASTQC, 

foi adotado como parâmetro para avaliar as leituras geradas no sequenciamento um valor de 

qualidade (QV) superior a 15. Por fim, os adaptadores e as leituras de baixa qualidade foram 

removidas usando o Trimmomatic (Bolger et al., 2014). 

3.4.5. Identificação e quantificação dos mRNA-alvos 

O alinhamento das reads foi realizada com a ferramenta Salmon (Patro et al., 2017), no 

qual foi utilizada como index a anotação de RNAs mensageiros versão hg38 do GENCODE. 

As reads identificadas foram quantificadas e importadas para o programa estatístico R (R 

Development Core Team, 2018) por meio da biblioteca tximport (Love et al., 2014) e para a 

análise da expressão gênica diferencial utilizou-se a biblioteca DeSEQ2 (Love; Huber; Anders, 

2014; Love et al., 2014). Foram considerados diferencialmente expressos (DE) os transcritos 

cuja diferença de expressão apresentaram os seguintes critérios: i) |Log2(Fold-Change) | > 2; e 

ii) p-ajustado < 0,05. 

3.4.6. Análise da característica de operação do receptor 

A relevância dos mRNAs identificados foi avaliada calculando área sobre a curva 

(AUC) de característica do receptor (ROC). A curva ROC foi estimada usando o pacote pROC 
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versão 1.18.0 (Robin et al., 2021) disponível no R. Foram considerados como bons 

classificadores, mRNAs com AUC maior que 0,75. 

3.4.7. Análises Multivariadas 

3.4.7.1.  Normalização de contagens 

Os dados obtidos a partir de RNA-seq apresentaram uma variância que cresce com a 

média, o que pode ser limitante para visualização multivariada e ordenações como agrupamento 

hierárquico não supervisionado ou análise de componentes principais (PCA). Por isso, foi 

utilizado a função de transformação logarítmica regularizada, rlog, fornecida pela biblioteca 

DESeq2, para estabilizar a variância e assim, fazer com que a força de expressão de um gene 

não dependesse da média. 

3.4.7.2. Análise de componentes principais 

A PCA foi executada apenas com os mRNAs de que apresentaram pelo menos 

AUC>0,75 entre as condições avaliadas, usando a função prcomp disponível no R (versão 4.0.2, 

R Foundation, Viena, Áustria) e para visualização dos resultados foi utilizada a biblioteca 

ggfortify v 0.4.13 (Horikoshi & Tang, 2018). 

3.4.7.3. Análise de sobrevivência global  

Para analisar o impacto da expressão de lncRNAs na SG foi utilizado a curva de Kaplan-

Meier (KM). Foram excluídos da análise os pacientes que faleceram em até 30 dias de pós-

operatório (Zheng et al., 2020). Os perfis de expressão de pacientes com câncer gástrico 

selecionados foram normalizados e dicotomizados em dois grupos baseado nos níveis de 

expressão utilizando o pacote Survminer (Kassambra et al., 2018) disponível no R, que adota a 

estatística de classificação selecionada ao máximo para fornecer um ponto de corte que 

corresponde à relação mais significativa com a sobrevivência. Em seguida, com o pacote 

Survival (Therneau, 2015) foi estimada a SG entre os diferentes grupos para os miRNAs DE 

identificados. Para analisar a diferença entre as curvas, adotou-se o teste log-rank, sendo p <0,05 

estatisticamente significante. 
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4. RESULTADOS 

A variação gênica na qual uma sequência de nucleotídeo está inserida ou deletada é 

chamada de INDEL, que são pequenas variações genéticas, que medem de 1 a 10.000 pares de 

bases de comprimento, incluindo episódios de inserção e deleção que podem ser separados por 

muitos anos, e podem não estar relacionados entre si. Assim, quando há uma mutação na sua 

leitura, ocorre uma alteração na sequência do DNA gerando proteínas modificadas na sua 

estrutura e função. A análise sistemática de identificação de INDELs em miRNA e seus locais 

alvos evidenciam a ação funcional destes polimorfismos no desenvolvimento de algumas 

doenças como o câncer. 

Na Figura 14 encontra-se a padronização do painel de 11 biomarcadores do tipo 

inserção/deleção relacionados ao câncer, sendo que estes foram estabelecidos a partir da 

literatura e que apresentaram frequência média maior de que 2% (MAF=0,02) entre as regiões 

que codificam os alvos alterados nesta patologia.  

Figura 14 - Eletroferograma do painel com 11 marcadores de câncer do tipo INDEL. 
 

 
 

 
 

 
 
 

 
 

 
 

Fonte: autor da pesquisa. 

As amostras foram caracterizadas com 446 indivíduos, sendo 301 indivíduos com CG e 

145 indivíduos livres de câncer. Das amostras de câncer gástrico 77 (25,58%) indivíduos são 

provenientes do Hospital Universitário João de Barros Barreto e 224 (74,41%) indivíduos do 

Hospital Offir Loyola conforme a Tabela 6. 
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Tabela 6 - Frequência absoluta dos casos de câncer gástrico (CG). Os dados são 

apresentados por números absolutos de indivíduos e porcentagem. 

 

                          

 

 

 

 

                                  Fonte: autor da pesquisa. 

A comparação entre as características caso-controle, idade (p=0,198) e gênero (p=0, 

606), não houve diferenças significativas entre elas, conforme apresentada na Tabela 7. Outros 

dados clínicos foram analisados em relação aos indivíduos diagnosticados com câncer gástrico, 

como: localização, Lauren e estadiamento do tumor. Para localização apresentaram 20,7% 

corpo, 29,7% cardia, 30,7% antro, 10,4% fundo, 2% piloro e 6,7% das amostras sem 

informações. Em relação a Lauren os tumores apresentaram-se 37,5% intestinal, 54% difuso e 

8,44% amostras sem informações. E sobre o estadiamento encontramos 10,8% estádio 1, 21,9% 

estádio 2, 18,9% estádio 3, 20,9% estádio 4 e 27,3% sem classificação de estadiamento. 
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Tabela 7 - Dados demográficos dos grupos de câncer gástrico (CG) e controle. Os dados 

categorizados são apresentados por números absolutos de indivíduos (porcentagem) e 

analisados pelo teste Qui-quadrado.  

 

                              

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
      Fonte: autores da pesquisa 
      * NA: não aplicável  
 

Na distribuição de genótipos associados à suscetibilidade ao CG foi realizado a análise 

de Equilíbrio de Hardy-Weinberg (HWE) nas amostras estudadas, de maneira que se pudesse 

controlar as variáveis que poderiam estar sofrendo influência de erros de genotipagem. Desta 



45 
 

    
 

forma, a análise de HWE demonstrou que quatro marcadores MIRNA630 (p=0,023), 

MIRNA3171(p=0,009) e MIRNA548AJ-2 (p=0,000) e MIRNA302C (p=0,000) estão em 

desequilíbrio de Hardy-Weinberg (p < 0,05), logo foram removidas da análise.  

As frequências genotípicas e alélicas dos grupos estudados estão descritas na tabela 8. 

A frequência genotípica dos genes MIRNA4463 (p= 0,02), MIRNA920 (p = 0,01) e MIRNA3652 

(p= 0,00) foram significativamente diferentes entre os casos-controles. Os genes MIRNA516B-

2 (p=0,66), MIRNA548H-4(p=0,09), MIRNA4274 (p=0,09) e MIRNA3945 (p=0,055) não 

apresentaram resultados significativos. 



46 
 

    
 

Tabela 8 - Frequência genotípica e alélica das 7 variantes do tipo INDEL investigados neste estudo com base na análise do teste Qui-

quadrado. Dados apresentados em porcentagem de pacientes com CG/porcentagem de controles (dbSNP: Registro da variante genética 

no banco de dados NCBI). 

 

 

 

 

 

 

 

 

    Fonte: autor da pesquisa. 
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Para a análise dos INDELs em relação a susceptibilidade (caso-controle) foi feita 

regressão logística com correção de Bon Ferroni. Esta análise apontou 3 variantes associadas 

com o risco aumentado para o CG (Alelo del do MIRNA4463, do MIRNA3945 e do 

MIRNA548H-4) e 2 variantes associadas com o risco diminuído para o CG (Alelo del do 

MIRNA920 e alelo ins do MIRNA3652) conforme a tabela 9.   

Tabela 9 - Variantes alélicas nos miRNAs com associações significativas para a 

predisposição ao CG. Análises de regressão logística com correção de Bon Ferroni. 

Genótipos: del/del - homozigoto deleção, del/ins - heterozigoto e ins/ins - homozigoto 

inserção. 

 

 

 

  Fonte: autor da pesquisa. 

Além susceptibilidade, foi avaliado também as variantes clínicas dos pacientes 

investigados; sendo que ao avaliar o impacto genético das 7 variantes INDELs nas variantes 

clínicas categorizadas em Lauren (difuso ou intestinal), tipo (cardia e não cardia) e diagnóstico 

(precoce e tardio) encontrou-se associação significativa apenas na variante MIRNA4463 

conforme demonstrado na tabela 10. 

Não houve correlação dos demais variantes com as características clínicas, assim como 

nenhuma variante teve associação significativa com o estadiamento tumoral. 

Tabela 10 - Associações significativas de inserções e deleções na análise do INDEL 

MIRNA4463 quanto ao prognóstico no CG. Genótipos: del/del - homozigoto deleção, 

del/ins - heterozigoto e ins/ins - homozigoto inserção. 

 

 

Fonte: autor da pesquisa. 

Quanto ao tipo de adenocarcinoma gástrico, foi observado associações significativas do 

alelo del do gene MIRNA4463 com o risco aumentado para a incidência do adenocarcinoma 

gástrico do tipo Lauren difuso (OR= 2,30, p=0,004). Ao categorizar os tumores em relação ao 
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tipo (cardia e não-cardia), as análises apontaram uma associação significativa do alelo del do 

gene MIRNA4463 com risco aumentado de desenvolver o tumor na região da “não-cardia” 

(OR=2,20, p=0,005). Quando se avaliou a distribuição alélica em relação diagnóstico precoce 

(menos de 40 anos) e tardio (mais de 40 anos) de CG, observou-se que o alelo del do 

MIRNA4463 foi associado a uma maior incidência nos pacientes com diagnóstico precoce 

(OR=2,80, p=0,000). 

 Em relação a análise da curva de sobrevivência de CG e considerando 51 dados clínicos 

e de sobrevida dos pacientes com CG deste estudo, a análise dos INDELs apontou diferenças 

significativas para a variante MIRNA3652 (p=0,04) conforme a Figura 13. Pois o alelo 

homozigoto del/del do MIRNA3652 foi associado ao risco diminuído e com isso à uma 

sobrevida maior destes pacientes, conforme Gráfico 1.  

Gráfico 1 - Sobrevivência global de pacientes com CG associado significativamente ao 

genótipo del/del para o INDEL MIRNA3652. Wilcoxon p = 0,03 (HR = 3,46); Long-rank 

p = 0,04. As análises e gráficos foram realizados pelo pacote de sobrevivência, software 

SPSS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: autor da pesquisa. 

Em relação aos dados de sobrevivência associado ao CG tipo Lauren (difuso e 

intestinal), a curva de sobrevivência apontou diferença significativa com p=0,01, conforme o 

gráfico 2, na qual as amostras de câncer gástrico do tipo difuso apresentaram tempo de 

sobrevida menor do que as do tipo intestinal.  
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Gráfico 2 - Sobrevivência global de pacientes com CG tipo Lauren difuso. Wilcoxon p = 
0,04; Long-rank p = 0,01. As análises e gráficos foram realizados pelo pacote de 

sobrevivência, software SPSS. 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: autor da pesquisa. 

Para a validação dos INDELs de MIRNAs pelo método RNA-seq realizamos a análise 

diferencial em 27 amostras de tecidos tumorais do grupo de CG deste estudo. Nesta análise 

avaliamos todos os transcritos diferencialmente expressos em amostras tumorais a partir da 

variante alterada em cada marcador de MIRNA. 

 Para o gene MIRNA4463 a análise diferencial das 27 amostras tumorais associadas as 

variantes alteradas (del/ins e del/del), apontaram os transcritos GPAM e DCAF11 

diferencialmente expressos (p<0,05) (gráfico 3). 

Gráfico 3 - Volcano plot sumarizando transcritos diferencialmente expressos (DE) em 
amostras tumorais para o marcador MIRNA4463.  

 

 
 

 
 

 
 

 
 

 
 

Fonte: autor da pesquisa. 



50 
 

    
 

 Dentre os diferencialmente expressos buscamos os genes alvos do MIRNA4463 

previstos usando o banco de dados TArgetScan, na qual indicou o alvo DCAFF11 como um 

alvo potencial deste MIRNA (Agarwal et al., 2015). E ao realizarmos o alinhamento destes, 

observamos uma similaridade de 100% entre sequências do MIRNA4463 e o transcrito 

DCAFF11 (Figura 15). 

Figura 15 – Alinhamento de sequências MIRNA4463 (Query) e ao alvo biológico 

DCAFF11 (Subject).  

 

Fonte: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. 
Figura 16 – Modelo do alinhamento de sequências MIRNA4463 e o alvo biológico 

DCAF11.  

 
Fonte: autor da pesquisa. 

Para o marcador MIRNA3171, a análise diferencial das 27 amostras associadas as 

variantes alteradas (del/ins e del/del), identificaram 27 transcritos diferencialmente expressos 

(p<0,05). 
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Gráfico 4 - Volcano plot sumarizando transcritos diferencialmente expressos (DE) em 

amostras tumorais para o marcador MIRNA3171.  

 

Fonte: autor da pesquisa. 

Ao analisarmos esses mRNAs-alvos no site de previsão TargetScanHuman 

identificamos o CTHRC1 como um potencial alvo para este marcador (Agarwal et al., 2015). 

Apesar do alvo previsto, o mesmo não apresentou nenhuma similaridade com a sequência 

gênica do MIRNA3171. 

Para o marcador do gene MIRNA548H-4, a análise diferencial das 27 amostras tumorais 

associadas as variantes alteradas (del/ins e del/del), apontaram o transcrito COL28A1 

diferencialmente expressos (p<0,05) (gráfico 5). 
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Gráfico 5 - Volcano plot sumarizando transcritos diferencialmente expressos 

(DE) em amostras tumorais para o marcador MIRNA548H_4. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: autor da pesquisa. 

Ao realizarmos a predição gênica relacionada ao MIRNA548H-4 com o banco de dados 

TargetScan, identificamos o transcrito COL28A1 como um potencial alvo biológico (Agarwal 

et al., 2015). E ao alinharmos ambos, observamos uma similaridade de 89% em uma região de 

complementariedade do MIRNA548H-4 e o COL28A1 (Figura 17). 

Figura 17 – Alinhamento de sequências MIRNA548H_4 (Query) e ao alvo biológico 
COL28A1 (Subject). 

 
Fonte: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. 

 Observamos que no alinhamento do MIRNA548H e o COL28A1, mais precisamente 

próxima a região madura, encontra-se a variante deleção do MIRNA na região do pré-miRNA 

(Figura 18). 
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Figura 18 – Modelo do alinhamento de sequências MIRNA548H_4 e o alvo biológico 
COL28A1.  

 
Fonte: autor da pesquisa. 

Além desse alvo, o MIRNA548H-4 apresentou alinhamento com o gene associado a via 

de proliferação celular do câncer: O KRAS (88% alinhados) (NCBI, 2022; Uprety; Adjeei, 2020; 

Yoon et al., 2019). 

No gene MIRNA516B-2 a análise diferencial das 27 amostras tumorais associadas às 

variantes alteradas (del/ins e ins/ins), apontaram os transcritos MTND5P7, MTND5P16, PGA3, 

GAPDHP72, PCK1, RP11-98L5.5 e SMURF1 diferencialmente expressos (p<0,05) (Gráfico 

6). 

Gráfico 6 - Volcano plot sumarizando transcritos diferencialmente expressos 

(DE) em amostras tumorais para o marcador MIRNA516B-2. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: autor da pesquisa. 
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Dentre os diferencialmente expressos, a partir do banco de dados TargetScan, 

identificamos o transcrito PGA3 e SMURF1 como potenciais alvos para o MIRNA516B-2 

(Agarwal et al., 2015). E ao realizarmos o alinhamento destes, observamos uma similaridade 

de 86% do MIRNA516B-2 e o transcrito PGA3 (Figura 19) 

Figura 19 - Alinhamento de sequências MIRNA516B-2 (Query) e ao alvo biológico PGA3 
(Subject). 

 
Fonte: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. 

 É importante destacar que no alinhamento entre a variante do MIRNA516B-2 e o PGA3 

encontram-se localizados a inserção do MIRNA e parte da região madura (Figura 20). 

Figura 20 – Modelo do alinhamento de sequências MIRNA516B-2 e o alvo biológico 
PGA3.  

 
Fonte: autor da pesquisa. 

 Também verificamos uma similaridade de 93% do MIRNA516B-2 e o transcrito 

SMURF1 (Figura 21). 
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Figura 21 - Alinhamento de sequências MIRNA516B-2 (Query) e ao alvo biológico 

SMURF1 (Subject). 

 
Fonte: https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi. 

 A Figura 22 apresenta o modelo de alinhamento do MIRNA516B-2 e o SMURF1, na 

qual notamos a região de alinhamento e a variante inserção do MIRNA localizada na região do 

pré-miRNA. 

Figura 22 – Modelo do alinhamento de sequências MIRNA516B-2 e o alvo biológico 

SMURF1.  

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: autor da pesquisa. 

Em relação a variante INDEL MIRNA548AJ-2, a análise diferencial das 27 amostras 

tumorais associadas às variantes alteradas (del/ins e del/ins), apontaram os transcritos DCAF11, 

GPAM e o RP11-777B9.5 como diferencialmente expressos (p<0,05) (gráfico 7). Contudo o 

banco de dados de predição a alvos de miRNAs TargetScanHuman identificou apenas o GPAM 

como alvo potencial do MIRNA548AJ-2 (Agarwal et al., 2015).  
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Gráfico 7 - Volcano plot sumarizando transcritos diferencialmente expressos 

(DE) em amostras tumorais para o marcador MIRNA548AJ-2. 

 

Fonte: autor da pesquisa. 

Ao realizarmos o alinhamento deste, observamos uma similaridade de 91% de do 

MIRNA548AJ-2 e o transcrito GPAM (Figura 23). 

Figura 23 - Alinhamento de sequências MIRNA548AJ-2 (Query) e ao alvo biológico 

GPAM (Subject). 

 

Fonte: Agarwal et al., 2015. 

 No modelo de alinhamento entre o MIRNA548AJ-2 e o GPAM, observamos a 

localização da variante deleção na região madura e a região de alinhamento em destaque (Figura 

24). 
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Figura 24 – Modelo do alinhamento de sequências MIRNA548AJ-2 e o alvo biológico 

GPAM. 

 
Fonte: autor da pesquisa. 

 O transcriptoma não apontou genes diferentemente expressos associados com os 

marcadores MIRNA920, MIRNA4274, MIRNA630 e MIRNA3945, porém quando associamos a 

transcritos envolvidos em vias importantes do CG, obtivemos os seguintes alinhamentos (tabela 

11), os quais foram mencionados como potenciais alvos no site de previsão TargetScanHuman. 

Tabela 11 – Genes associados e alinhados com as variantes INDEL de MIRNAs. 

MIRNAs GENES alinhados Autor 

MIRNA920 KRAS  
 
 
 

Agarwal et al., 2015 

BCL2 

MIRNA4274 KRAS 
TNF 

MIRNA3171 TGFBR2 

MIRNA630 KRAS 
BCL2 

MIRNA3945 TGFBR2 

Fonte: autor da pesquisa. 

Em relação aos INDELs alterados em regiões específicas de alinhamentos SEED e 

madura dos marcadores (MIRNA302c, MIRNA3945, MIRNA548AJ-2, MIRNA4274 E 

MIRNA516B-2), mais precisamente nas regiões específicas 3’-5’UTR dos miRNAs e nas 

regiões 5’-3’UTR dos mRNAs-alvos, identificou-se com exatidão os genes alvos regulados por 

estes marcadores a partir do banco de dados miRanda (Banco de dados que prevê alvos de 
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mRNA para miRNAs usando alinhamento de programação dinâmica e termodinâmica - 

https://bioweb.pasteur.fr/packages/pack@miRanda@3.3a). A análise computacional levou em 

consideração três parâmetros: a complementariedade da sequência usando um algoritmo de 

alinhamento, o nível de energia de interação entre as ligações miRNA-mRNA a partir de -30 

kcal/Mol e uma pontuação (score) acima de 170.000.000, estes valores são considerados devido 

serem parâmetros significativos e necessários para previsão de locais de ligações de miRNAs 

de alta afinidade a um mRNA-alvo (Mathews et al. 2007; Stark et al., 2003). 

A princípio a análise computacional identificou 118 mRNA-alvos dos miRNAs 

alterados nas regiões de leitura (SEED e madura), sendo 43 mRNA-alvos associados a diversos 

tipos de câncer, e desses, 20 alvos associados ao câncer gástrico, e finalmente, 16 mRNA-alvos 

alinhados com o miRNA302c, 2 mRNA-alvos alinhados com o miRNA548aj-2 e 2 mRNA-

alvos alinhados com o miRNA516b-2 (Tabela 12). O miRNA3945 e miRNA4274 não 

apresentaram alinhamentos com nenhum mRNA-alvo conforme o banco de dados MiRanda. 
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Tabela 12 – Alinhamentos, interação dinâmicas e termodinâmicas entre moléculas de 

miRNAs e os mRNA-alvos. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 
Fonte: autor da pesquisa. 

INDEL Região mRNA-
alvo

Score  
x 106

Energia 
kcal/Mol

Alinhame
nto 3'-5' Referências

MIRNA302c Seed DLAT 174  -20.81 89.47% Goh et al., 
2015

MIRNA302c Seed PGM2L1 172 -20.02 100.00% Yang et al., 
2022

MIRNA302c Seed ATG4C 189 -28.22 95.00% Wu et al., 
2020

MIRNA302c Seed PRKCI 172 -28.48 89.47% Hashimoto et 
al., 2019

MIRNA302c Seed TNKS 171  -21.17 90.00% Ma et al., 
2021

MIRNA302c Seed ZBTB20 173 -26.58 88.89% Zhang et al., 
2019

MIRNA302c Seed ABI1 172  -19.25 93,33% Cui et al., 
2010

MIRNA302c Seed ALDH3B1 176  -25.8 85.71% Li et al., 2022

MIRNA302c Seed NRG1 173  -21.08 93.75% Xu et al., 
2021

MIRNA302c Seed ENTPD4 172 -23.26 93.33% Zhang et al., 
2020

MIRNA302c Seed CTNNA2 174 -21.01 85.00% Wang et al., 
2014

MIRNA302c Seed GSDME 170 -21.49 81,82% Wang et al., 
2018

MIRNA302c Seed RAB14 173 -22.1 2 85.00% Guo et al., 
2017

MIRNA302c Seed PKHD1 171 -16 85,00% Xu et al., 
2020

MIRNA302c Seed DOK6 179  -27.08 88,89% Leong et al., 
2017

MIRNA302c Seed ACYP2 177 -22.29 90.00% Duan et al., 
2019

Função Biológica associadas ao câncer gástrico

Proliferação de células.

Metabolismo de glicose e lipídios associado ao prognótico.

Altos níveis associados a uma boa sobrevida global.

Hiperexpressão associada a prognóstico ruim (proliferação e 
invasão de células).

A hiperexpressão promovendo a proliferação, migração e 
invasão de células no tumor.

Promove migração e invasão de células.

Promoção do CG.

Proliferação e migração de células.

Proliferação, invasão e migração favorecendo a 
tumorigênese com associação ao H.pilory

Hipoexpressão associada a progressão do tumor e ao 
prognóstico.

Variante associada ao TP53 e ao C. gástrico

Biomarcador associado a baixa sobrevida.

Mutação driver.

Regula apoptose em célulasde do câncer.

Oncogene que atua na proliferação de células via AKT

Susceptibilidade ao c. gástrico.

Interação miRNA-mRNA-alvo
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A partir dos resultados obtidos pela técnica de RNA-seq nas análises de tecidos de CG 

e tecidos adjacentes (Banco de dados do NPO), analisamos os níveis de expressão desses 

mRNA-alvos alinhados com os miRNAs que apresentaram INDELs alterados na região SEED 

e madura (Tabela 13).  

Tabela 13 – Níveis de expressão dos mRNA-alvos no Banco de 

transcriptoma/NPO 

 

Fonte: autor da pesquisa. 

Na Tabela 13 verificamos a interação dos INDELs alterados e seus respectivos mRNA-

alvos, apontando níveis de expressões que influenciam vias importantes do CG, porém devemos 

considerar que a epigenética não ocorre somente com a ação de um único miRNA, é importante 

entendermos que podem ocorrer em conjunto processos epigenéticos como ação de outros 

RNAs não codificantes, metilações do DNA e modificações a nível de histonas (Oliveira et al., 

2016). 

 

 

 

 

 

 

 

 

INDEL Região mRNA-alvo Alinhamento 
3'UTR

p valor 
(p<0,05)

MIRNA302c Seed DLAT 89.47% p = 0,01

MIRNA302c Seed PGM2L1 100.00% p = 0,03

MIRNA302c Seed PRKCI 89.47% p = 0,04

MIRNA302c Seed ZBTB20 88.89% p = 0,02

MIRNA302c Seed ABI1 93,33% p = 0,00

MIRNA302c Seed RAB14 85.00% p = 0,04

MIRNA302c Seed PKHD1 85,00% p = 0,00

MIRNA302c Seed ACYP2 90.00% p = 0,00

MIRNA548AJ-2 Madura HOXA3 100,00% p = 0,01

MIRNA516B-2 Madura MDM2 90.00% p = 0,00

Tecido CG

Hiperexpresso

Hipoexpresso

Hiperexpresso

Hiperexpresso
Hipoexpresso

Hiperexpresso

Hiperexpresso
Hipoexpresso

Hiperexpresso
Hiperexpresso
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5. DISCUSSÃO 

O estudo de variantes em miRNAs é de grande importância para entendermos vias 

importantes que acometem o câncer gástrico, pois diversas alterações genômicas ocorrem em 

regiões específicas do gene que podem atuar na modificação da funcionalidade e na biogênese 

de uma molécula a ser codificada como um miRNA, logo é relevante  avaliar variantes em 

genes de pacientes portadores de CG da região Norte, região esta que apresentou uma alta 

incidência de novos casos em comparação com as taxas gerais no Brasil e no mundo 

(Bhattacharya; Ziebarth; Cui, 2012; Cavalcante et al., 2020; Chen; Guo, 2020; INCA, 2020). 

Neste estudo caso-controle analisamos um painel de 11 INDELs (hsa-mir-302c, hsa-

mir-548AJ-2, hsa-mir-4274, hsa-mir-630, hsa-mir-516B-2, hsa-mir-4463, hsa-mir-3945, hsa-

mir-548H-4, hsa-mir-920, hsa-mir-3171 e hsa-mir-3652) em 446 amostras, sendo 301 

pacientes portadores de CG e 145 indivíduos do grupo controle todos eles oriundos de 

populações miscigenadas da Amazônia brasileira. É importante destacar que pouco estudos 

foram desenvolvidos em estas 11 variantes INDELs no trabalho relacionadas ao CG. Neste 

trabalho, encontramos associação significativas em cinco variantes do tipo INDEL: hsa-mir-

3945_rs145931056, hsa-mir-548H_4_rs150141473, hsa-mir-920_rs66686007, hsa-mir-

3652_rs62747560 e hsa-mir-4463_rs5877455. 

A validação desses marcadores do tipo INDEL foi realizada através da análise dos 

transcritos diferencialmente expressos e através da busca do alinhamento desses MIRNAs com 

seus respectivos RNA-alvos, pois apesar do grau de complementariedade ser um parâmetro 

complexo e muito importante, o perfeito pareamento não é obrigatoriamente o único fator 

determinante para o funcionamento do complexo miRISC, porque miRNAs com alinhamentos 

imperfeitos também podem levar à clivagem do RNA-alvo, além de que novos mecanismos 

estão sendo mais detalhados como a ação destes miRNAs não somente no silenciamento 

transcricional, mas como promotor da transcrição e ainda como indutor na eficiência da 

tradução (Pereira, 2015). 

Com um INDEL de 12 pares de bases, o MIRNA3945 está localizado no cromossomo 4 

e na região madura do gene. Encontramos associação significativa do alelo alterado del do hsa-

mir-3945 com o risco aumentado para o desenvolvimento do CG ao fazer análise em relação a 

susceptibilidade. Apesar deste miRNA não estar descrito na literatura associado ao CG, o banco 

de dados miRDB (Banco de dados para alvos funcionais de miRNA) apontou o hsa-mir-3945 

como alvo de proteínas da família Rab, sendo esta considerada como um potencial indicador 
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de metástase e prognóstico para o carcinoma de pulmão (Koh; Song, 2019); Além disso o hsa-

mir-3945 é alvo também da família da proteína receptora TNF que atua no processo de 

proliferação celular e de tumorigênese (Guo et al., 2020; Liu; Wang, 2019). 

O gene TNF codifica uma citocina pró-inflamatória pertencente à superfamília do fator 

de necrose tumoral, este gene está envolvido em vários processos biológicos como proliferação 

celular, metabolismo lipídico, coagulação, diferenciação e apoptose, funções biológicas 

associadas a diversas doenças entre elas, o câncer (NCBI, 2022). 

É importante destacar, que o MIRNA3945 apresentou similaridade de sequências 

quando alinhado com o RNA-alvo TGFBR2 (88% Alinhados) (Tabela 13). O TGFBR2 é um 

gene codificador de uma proteína transmembrana que tem um domínio de proteína quinase 

compondo um complexo heterodimérico com o receptor Tgf-β 1 e se liga ao Tgf-β. A 

fosforilação das proteínas entra no núcleo e regulam a transcrição de genes relacionados à 

proliferação celular, parada do ciclo celular, cicatrização de feridas, imunossupressão e 

tumorigênese (NCBI, 2022). A inflamação, na verdade, pode ser um mecanismo chave na 

patogenicidade de algumas doenças como artrite reumatóide, doença de Crohn e aterosclerose, 

bem como câncer de fígado, estômago e cólon (Onizawa M, et al, 2009). 

Nas análises do RNA-seq, o MIRNA516B-2 apresentou dois RNAs-alvo 

diferenciamenlte expressos nos tumores de CG: o PGA3 (hipoexpresso) e o SMURF1 

(hiperexpresso) (Figura 19). Quando alinhados com uso da ferramenta BLAST estes RNAs-

alvos PGA3 e SMURF1 apresentaram pareamento de 100% e 93% respectivamente como o 

MIRNA516B-2. O transcrito PGA3 aparece diferencialmente hipoexpresso nos pacientes de 

acordo com o gráfico Volcano plot (Figura 19). Este transcrito PGA3 traduz um gene que 

codifica um precursor proteico da enzima digestiva pepsina, um membro da família peptidase, 

em seguida o precursor codificado é secretado pelas células principais gástricas e em condições 

ácidas forma a enzima ativa, que funciona na digestão de proteínas alimentares. Este gene 

traduzido é encontrado em um conjunto de genes relacionados no cromossomo 11, cada um dos 

quais codifica um dos vários pepsinogênicos. Os níveis de pepsinogen no soro podem servir 

como biomarcador para gastrite atrófica e câncer gástrico (NCBI, 2022). Logo, nossos dados 

associam este miRNA ao risco diminuído quando a variante INDEL na região do alinhamento 

e pode estar favorecendo o pareamento perfeito (100%) do MIRNA516b-2 para com o mRNA-

alvo PGA3 (Figura 21) e contribuindo para a maquinaria miRISC, isto é, o silenciamento deste 

transcrito, o qual apresenta-se nas análises de trascriptoma hipoexpresso (Figura19).  



63 
 

    
 

Além desse transcrito, as análises do transcriptoma apresentaram o transcrito SMURF1 

diferencialmente hiperexpresso para os alelos alterados do MIRNA516B-2, na qual apresentou 

um pareamento incompleto (93%) entre miRNA e mRNA-alvo (Figura 23). O SMURF1 atua 

como um fator oncogênico em neoplasias humanas, na qual a hiperexpressão deste gene está 

associado ao tamanho do tumor, a linfonodos e metástases distantes, um estadiamento avançado 

do tumor (TNM) e a uma diminuição significativa da sobrevida. Além disso o SMURF1 atua 

em vias importantes como a via PI3K/Akt e seus alvos adjacentes, incluindo c-Myc e Zeb1. O 

nocaute do SMURF1 inibiu significativamente a proliferação, a migração e a invasão celular, 

logo inibiu o crescimento tumoral e a metástase de CG. Logo, a literatura menciona o SMURF1 

como um potencial biomarcador clínico para o tratamento do CG (Tao et al., 2017). Uma 

possível interpretação dos nossos resultados em relação a hiperexpressão do transcrito SMURF1 

é que o pareamento imperfeito (93%) (Figura 23) não foi suficiente para o miRNA516b-2 

silenciar o RNA-alvo SMURF1, logo este apresenta-se hiperexpresso nos tecidos tumorais de 

CG conforme nossos dados do RNA-seq mencionaram o transcrito. 

A variante tipo INDEL MIRNA3171 é caracterizada por um INDEL de 2 pares de bases, 

a qual está localizado na região do pré-miRNA do gene. As análises de RNA-seq identificaram 

como diferencialmente expresso o transcrito CTHRC1, na qual o banco de dados 

TargetsScanHuman associou o mesmo como um alvo potencial para o MIRNA3171. O 

CTHRC1 quando expresso está associado a processos de remodelação de tecidos e à 

carcinogênese e metástases em tumores de CG, além de que a superexpressão deste gene em 

tecidos tumorais está associada a um mau prognóstico de CG (Ding et al., 2020; Zhao et al., 

2022). Vários estudos mencionam o CTHRC1 como um eficiente biomarcador de prognóstico 

para previsão de recorrência ou metástase tumoral (Mei et al., 2020; Guo et al., 2014). Além 

desse alvo, ao alinharmos o MIRNA3171 com vias importantes e que influenciam no CG citadas 

no site de predição de alvos para miRNAs TArgetScanHuman, verificamos associação e 

alinhamento com os genes TGFBR2 (77% alinhados), gene este envolvido na proliferação e 

ciclo celular do câncer (Agarwal et al., 2015; Onizawa M, et al.,2009). Logo a nossa 

interpretação é que o alelo alterado del esteja causando um erro de leitura do miRNA3171 para 

com os mRNA-alvos, e impedindo a ação do complexo de silenciamento, o que favorecerá a 

superexpressão dos genes CTHRC1 e TGFBR2 no CG.   

A variante MIRNA548AJ-2 está localizada no cromossomo X e na região madura do 

gene da classe dos miRNAs. Em relação as análises moleculares do INDEL, este marcador não 

apresentou um p significativo quanto a susceptibilidade e aos dados clínicos (p<0,05), porém 
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quando associamos os marcadores alterados (del/del + del /ins) ao transcriptoma do CG, 

identificamos transcritos diferencialmente expressos no transcriptoma, como: O DCAF11, o 

GPAM e o RP11-777B9.5. O banco de dados de miRNA TargetScanHuman identificou somente 

o transcrito GPAM como potencial alvo do MIRNA548AJ-2 (Agarwal et al., 2015). O GPAM é 

um gene que atua na migração celular e que se apresenta hiperexpresso em diferentes tipos de 

câncer, além de estar associado uma redução da sobrevida global em casos de câncer de ovário 

(Marchan et al., 2017).  

Quando alinhados, este MIRNA548AJ-2 e o RNA-alvo GPAM apresentaram-se com um 

alinhamento incompleto (91% alinhados) (Figura 27). Logo, a nossa interpretação é que a 

localização da variante deleção na região madura poderá ocasionar um erro de leitura do 

complexo miRISC MIRNA548AJ-2 e o mRNA GPAM, o que favorecerá a expressão deste 

transcrito, esta interpretação corrobora com o dado obtido da análise do transcriptoma 

apresentando o transcrito GPAM hiperexpresso nas amostras de tumor gástrico (Figura 25).    

Além disso, o site de predição de alvos para o MIRNA548AJ-2 ressalta como mRNAs-

alvos o gene KRAS e o MYC (Agarwal et al., 2015). Estes dois transcritos apresentaram 

alinhamentos 91% e 100% de alinhamentos respectivamente, sendo ambos apresentaram 

alinhamentos na região madura do gene e de localização da variante deleção. 

O MYC é um oncogene envolvido nos mais diferentes tipos de câncer, no câncer gástrico 

a desregulação dele é fundamental para o processo de tumorigênese no tecido gástrico a partir 

da associação à proliferação celular, sobrevivência e resistência a medicamentos. O papel exato 

dos miRNAs e o MYC é desconhecido, porém muitos estudos buscam esclarecer esse papel e 

identificar o potencial da via do MYC, pois trata-se de um potencial alvo a ser utilizado na 

clínica médica como biomarcador e também como alvo para desenvolvimento de terapias 

promissoras (Anauate et al., 2020). 

O KRAS é um oncogene que codifica a proteína kras que atua em vias importantes de 

proliferação celular e angiogênese, sendo que no adenocarcinoma gástrico a ativação do KRAS 

estimula a transição epitélio mesenquimal (EMT) a qual favorece o processo metastático 

(NCBI, 1988; Uprety; Adjei, 2020; Yoon et al., 2019). 

Logo, a associação e o alinhamento dos genes MYC e KRAS com a variante 

miRNA548AJ-2 faz deste marcador um potencial alvo de estudo, pois ele pode estar 

desregulando duas vias de grande complexidade e importância para o desenvolvimento do CG.  
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Em relação ao alinhamento 3’e 5’UTRs do miRNA548aj-2 alterado com mRNA-alvos 

nas análises de RNA-seq, verificamos complementariedade de 100% com o mRNA 

hiperexpresso HOXA3, um supressor tumoral atuante em vias importantes e favorece a 

proliferação do CG (Lu et al, 2020) (tabela 13). 

O INDEL MIRNA302C localiza-se no cromossomo 4, sendo que a variante se encontra 

localizada na região de leitura (SEED) do gene da classe dos miRNAs. Nossos resultados não 

apresentaram significância para este marcador, contudo ao analisarmos o alinhamento 3’UTR 

do miRNA302c e 5’UTR dos mRNA identificamos potenciais alvos deste marcador atuando 

em diversas funções biológicas que favoreceriam a progressão do CG (Tabela 12). Ao 

investigamos a expressão desses potenciais alvos associados ao CG nas análises de RNA-seq 

verificamos que o miRNA302c alterado alinhou-se aos alvos (DLAT, PRKCI, ABI1e RAB14), 

os quais estão hiperexpressos e associados significativamente a vias de proliferação e invasão 

celular do CG (Goh et al., 2015; Hashimoto et al., 2019; Cui et al., 2010; Guo et al., 2017), 

além desses o miRNA302c alinhou-se ao mRNA-alvo ZBTB20, um supressor tumoral que 

apresentou a hipoexpressão associada a regulação da tumorigênese do CG e associação ao H. 

pylori (Zhang et al., 2019) (tabela 13). Este marcador apresentou dados relevantes de interação 

com alvos associados ao CG, o que faz dessa variante um forte candidato a marcador de risco 

a câncer gástrico. 

No biomarcador MIRNA4274, nossas análises moleculares não apresentaram valor 

estatístico significativo para avaliarmos este miRNA, porém apesar deste resultado, o 

biomarcador alinhou-se com os transcritos importantes como o KRAS e o TNF (Agarwal et al., 

2015). 

A variante de INDEL MIRNA630 não apresentou significância na análise de 

susceptibilidade para o CG, e os dados do transcriptoma não apresentaram genes 

diferencialmente expressos, porém dois genes importantes e que atuam em vias do CG 

alinharam-se com este MIRNA, contudo mais estudos são necessários para avaliarmos o 

potencial deste marcador  (Agarwal et al., 2015). 

Na variante MIR548h-4, em relação a susceptibilidade, encontramos associação 

significativa do alelo alterado del do MIRNA548h-4 com o risco aumentado para desenvolver 

CG (Tabela 4). Este INDEL tem sido mencionado em vários estudos importantes como, o 

estudo da expressão anormal do miRNA548h-4 e a interação como o KRAS em pacientes com 

osteossarcoma, na qual a análise correlacionou negativamente a expressão do miRNA548h-4 
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com a expressão do KRAS, gene atuante no processo de tumorigênese e de metástase de diversos 

tipos de câncer, sendo que, no adenocarcinoma gástrico a ativação do KRAS estimula a transição 

epitélio mesenquimal (EMT) e a geração de células-troncos cancerígenas, promovendo assim 

metástases. Além disso ocorreu alinhamento do MIRNA548h-4 com o transcrito KRAS o que 

favorece a hipótese de que haja uma possibilidade da perda de função do RNA-alvo em 

decorrência do complexo miRISC. Estudos mencionam a hipoexpressão deste miRNA 

revertendo os efeitos do silenciamento do KRAS, e com isso, estimulando o crescimento e a 

migração metastáticas (Chen et al., 2019b). Logo nosso estudo contribui com a interpretação 

de que o alelo alterado del possa atuar na perda de função do miRNA548h-4 em pacientes com 

CG e consequentemente reverter os efeitos do silenciamento do KRAS, o qual estimula o 

crescimento celular e o processo metastático do câncer (Chen et al., 2019b; NCBI, 1988; Yoon 

et al., 2019).  

Na validação do transcriptoma, o transcrito COL28A1 apresentou-se diferencialmente 

expresso quando associado a variante del do MIRNA548h-4 (Figura 18). Segundo Agarwal et 

al. (2015) este MIRNA está associado ao gene COL28A1, induzindo uma possível interpretação 

de que o alelo alterado del esteja contribuindo para a perda de função do miRNA548h-4, e 

possivelmente favorecendo a hiperexpressão do COL28A1 já que o mesmo não está sendo 

silenciado. O gene COL28A1 está associado a resistência ao tratamento imunoterápico e 

associado ao prognóstico de pacientes oncológicos (Chen et al., 2019a; Yang et al, 2019). 

Nossos dados demonstram uma associação significativa do alelo alterado del do 

MIRNA3652 ao risco diminuído para o desenvolvimento de CG (Tabela 4). A literatura aponta 

o miRNA3652 desempenhando papel importante na regulação da expressão de alguns membros 

da família BCL2. Alguns estudos apontam a Bcl-2 atuando como uma proteína antiapoptótica 

reguladora da fisiologia mitocondrial, e quando desregulada torna as células do câncer 

insensíveis aos medicamentos antineoplásicos indutores de apoptose (Singh; Saini, 2012), 

codificando uma proteína integral da membrana mitocondrial externa que bloqueia a morte 

apoptótica de algumas células, sendo que o bloqueio desta via favorece o processo neoplásico. 

Além disso a expressão do BCL2 está correlacionada ao tratamento radioterápico de alguns 

cânceres  (Chrysovergis et al., 2019; NCBI, 2022; Siddiqui; Ahad; Ahsan, 2015). Apesar das 

informações não serem suficientes para qualquer conclusão, uma possível interpretação dos 

dados deste INDEL é a de que o alelo alterado del no MIRNA3652 possa estar atuando 

negativamente na expressão de genes como o BCL2 e com isso, contribuindo para o risco 

diminuído de CG, o que corrobora com nossos dados, assim como com a nossa curva de 
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sobrevivência global na figura 6, na qual apontou o genótipo homozigoto del/del deste INDEL 

associado ao risco diminuído e com isso a uma sobrevida maior desses pacientes. 

Na validação dos dados da variante INDEL MIRNA3652 por RNA-seq, não obtivemos 

resultados diferencialmente significativos e relacionados com este miRNA. Talvez o número 

amostral reduzido (27 amostras do transcriptoma) tenha sido o fator limitante para obtermos 

resultados significativos para este marcador. 

O MIR920 apresentou diferença significativa quanto a susceptibilidade dos casos e 

controles, onde o alelo alterado del deste miRNA apresentou um risco diminuído para o CG 

(Tabela 4). Pesquisas envolvendo este miRNA estão associadas ao carcinoma hepatocelular 

(Chen et al., 2010), na qual o estudo associa níveis do hsa-miR-920 à  proteína βTrCP, e regula 

a via de sinalização NFKβ, ambas envolvidas na progressão do hepatocarcinoma. Além disso, 

o MIR920 atua em diversas vias do câncer, envolvendo genes de grande potencial na oncologia 

como o CEBPB, o MYC e o TGFBR2, relacionados à vias de proliferação, anti-apoptose, 

invasão e metástase em patologias como o câncer colorretal, leucemia, linfoma, sarcoma, câncer 

de próstata e neuroblastoma (Vlachos et al., 2015). Apesar da importância que o marcador 

apresentou em diversas vias associadas ao câncer, é necessário o aprofundamento maior do 

estudo deste marcador associado ao câncer gástrico. 

Nossos dados de RNA-seq não apresentaram genes associados com o MIRNA920, 

porém durante o alinhamento alvos importantes apresentaram similaridade entre as sequências, 

como o KRAS e o BCL2. Assim como outros marcadores, talvez o número amostral reduzido 

(27 amostras do transcriptoma) tenha sido o fator limitante para obtermos resultados 

significativos para este marcador. 

O gene MIR4463 apresentou associação significativa, em nosso estudo, para 

susceptibilidade em desenvolver o CG (Tabela 4). Quanto as características clínicas, nossos 

dados demonstraram que o alelo del do MIRNA4463 tem risco aumentado para o 

desenvolvimento do câncer gástrico precocemente. Quando categorizamos os tumores por 

região do estômago observamos que o alelo del deste miRNA apresentou um risco aumentado 

de desenvolver tumores na região da não-cardia. E quando analisados de acordo com a 

classificação de Lauren, o alelo del do gene MIRNA4463 apresentou diferença significativa e 

associado a uma chance maior de desenvolver o tumor gástrico do tipo difuso (Tabela 5). 

Segundo Assumpção (2020), o CG do tipo difuso apresenta uma frequência elevada em 

pacientes mais jovens e relevância aumentada a fatores genéticos do que ambientais, logo 
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encontrar associação significativa do alelo del do MIRNA4463 a tumores do tipo difuso a uma 

frequência significativa de chances de desenvolver o CG precocemente, reforça o potencial do 

marcador MIR4463, pois os tumores deste tipo são os que não estão ligados a lesões pré-

cancerosas que ocorrem em pacientes mais jovens apresentando pior prognóstico e possuem 

um padrão de crescimento invasivo (Assumpção et al., 2020). 

Ocelular no câncer colorretal (CCR), pois o miRNA4463 apresenta-se 

hiperexpresso nestes tipos de tecidos, tendo uma expressão ainda maior nos tecidos de CCR 

com metástase, sendo assim a expressão positiva do miRNA4463 tem como alvo o supressor 

tumoral PPP1R12B, o qual atua inibindo o processo de tumorigênese e metastático no CCR 

(Ding et al., 2019; Tan et al., 2022). Além disso, o marcador do tipo INDEL apresentou 

similaridade gênica com o transcrito PPP1R12B, o que corrobora com os dados da literatura, 

pois a deleção do MIRNA4463 pode estar possibilitando o silenciamento gênico do mRNA-

alvo. Neste caso, a hipótese é que nossos dados apontam para a deleção deste marcador atuando 

no complexo miRISC do gene supressor tumoral PPP1R12B, de modo que o silenciamento 

deste favoreceria a regulação de vias de sinalização e com isso, a progressão do CG. Portanto, 

entende-se que essa variante possa ser um excelente candidato a marcador de risco a câncer 

gástrico precoce e de pior prognóstico.  

A validação da variante INDEL MIRNA4463 pela técnica do RNA-seq apontou uma 

associação com o transcrito DCAF11, um gene regulador da progressão do ciclo celular  

(Agarwal et al., 2015), sendo que ao alinharmos as sequências do gene deste MIRNA com a do 

RNA-alvo, obtivemos um pareamento de 100% (Figuras 16 e 17). A hipótese desta validação 

é que a deleção deste marcador possa estar promovendo a transcrição ou aumentando a tradução 

do mRNA DCAF11, conforme observamos o transcrito superexpresso em 20 vezes nos dados 

de RNA-seq de CG (gráfico 3), logo esta hiperexpressão pode estar desregulando o 

funcionamento deste gene e com isso, descontrolando a progressão do ciclo celular e 

favorecendo a progressão do tumor no CG (Chen et al., 2017). 

Vale ressaltar que literatura aponta o marcador MIRNA4463 com potencial significativo 

associado ao pior prognóstico em pacientes com carcinoma hepatocelular, pois estes pacientes 

apresentaram níveis elevados de expressão do miRNA-4463 associado significativamente a um 

curto tempo de sobrevivência quando comparado ao grupo controle (Hu et al., 2017). Contudo 

o nosso estudo não obteve dados significativos para compor uma curva de sobrevivência dos 

casos de CG deste marcador, pois obtivemos dados de sobrevida apenas de 51 pacientes.  
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Zhang (2017), por sequenciamento, sugere o miRNA4463 como um potencial 

biomarcador de rastreamento não-invasivo para o câncer. Pela reação em cadeia da polimerase 

em tempo real (RT-PCR) validou o nível de expressão deste miRNA, sendo que esta variante 

apresentou uma hiperexpressão mais sensível na prevenção da progressão do câncer de colón, 

além disso Zhang mencionou o papel importante do miRNA4463  associado a resposta a danos 

no DNA, a apoptose celular, a proliferação celular e a desregulação transcricional no câncer 

(Zhang et al., 2017). 

Adicionalmente, em nosso estudo, realizamos a curva de sobrevivência (figura 7) 

apresentando casos de câncer gástrico do tipo difuso associado significativamente com o menor 

tempo de sobrevivência. Logo estes dados corroboram com o da literatura, caracterizado por 

uma forte histologia difusa, que compreende o câncer gástrico do tipo difuso (CGD) como um 

dos cânceres mais agressivos, na qual é diagnosticado em pacientes com idade precoce 

apresentando uma propensão a metástases à distância, o que demonstra a agressividade desta 

doença, havendo possibilidades de um número elevado de óbitos. Vale ressaltar que o câncer 

gástrico do tipo difuso está associado a hereditariedade e é considerado uma síndrome 

autossômica dominante, na qual 40 % dos casos possuem mutações germinativas no gene 

CDH1 (Liao et al., 2020). A E-caderina (CDH1) é um gene de predisposição ao câncer gástrico 

difuso hereditário, sendo que mutações neste gene contribui ainda mais para o menor tempo de 

sobrevida do paciente (Van Der Post et al., 2015). El-Husny et al. (2016), em seu estudo, 

realizado por sequenciamento de nova geração (NGS), avaliou mutações da linha 

germinativa CDH1 em indivíduos que correspondem aos critérios clínicos para câncer gástrico 

difuso hereditário (HDGC), ou que exibem diagnóstico muito precoce de câncer gástrico. Como 

resultado, enfatizou a existência de casos de câncer gástrico causados por mutações da linha 

germinativa CDH1 no norte do Brasil, embora as informações sejam regularmente ignoradas 

devido à existência de inúmeros fatores ambientais ofuscando os dados genéticos.  
Sendo assim, mutações no gene da E-caderina fornece estimativas confiáveis para o 

estudo e manejo do CGD em portadores de mutações germinativas (Hansford et al., 2015). 

Portanto, nossa curva de sobrevivência corrobora com os dados da literatura, porém sugerimos 

análises mais detalhadas dos casos de câncer gástrico difuso, buscando o histórico oncológico 

familiar desses pacientes, assim como a análise molecular de mutações importantes como as do 

gene CDH1, a fim de validar informações importantes para o estudo deste tipo de câncer 

gástrico.  
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6. CONCLUSÃO 

A incidência do câncer gástrico (CG) vem diminuindo pela evolução do tratamento, 

assim como melhorias no saneamento básico, diminuição de refrigerantes, aumento no 

consumo de frutas, diminuição de sal, erradicação do H. pylori e a intensificação na pesquisa 

(Moore MA, et al. 2010).  

O adenocarcinoma é o tipo mais comum, representando cerca de 90-95% dos tipos de 

cânceres. Biomarcadores na análise genética e clínica viriam contribuir no diagnóstico precoce 

e hereditário. Para a clínica, a identificação e o conhecimento da influência de determinados 

genes aumentariam a compreensão dos preditores e suas associações poderiam resultar em 

práticas clínicas melhorando a eficácia dos tratamentos.  

Nossos dados apontaram resultados relevantes em relação a susceptibilidade e a 

variantes clínicas diante de biomarcadores de INDELs pouco estudados em associação ao CG 

na Amazônia. A princípio nossos objetivos foram alcançados quando demonstramos a 

importância de variantes associadas ao CG. Encontramos associações significativas em três 

INDELs para risco aumentado: hsa-mir-4463_rs5877455, hsa-mir-3945_rs145931056 e hsa-

mir-548h-4_rs150141473 e dois INDELS para risco diminuído: o hsa-mir-920_rs66686007 e 

hsa-mir-3652_rs62747560, todos associados ao CG. 

A análise de 27 amostras de tecidos de CG pela técnica de RNA-seq possibilitou buscar 

a validação dessas variantes apontadas no estudo e na literatura como biomarcadores que 

influenciam o CG, porém o aumento do número amostral para validação pelo transcriptoma, 

análise de expressão de cada miRNA nos casos de CG pela técnica de PCR em tempo real, além 

da análise de expressão proteíca por western blotting possibilitarão estudos futuros a elucidar 

de forma mais precisa a ação de cada INDEL no CG, afinal descobertas de variantes de miRNAs 

associados a população da Amazônia é de extrema relevância para a utilização desses 

biomarcadores como ferramentas de auxílio no diagnóstico precoce e no tratamento a partir do 

perfil genético e ambiental da nossa população. 
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8.1. Apêndice A – Cronograma  

ATIVIDADES 
SEMESTRES 

2018 2019 2020/2021 2022 
I II I II I II I 

Coleta de amostras        
Padronização dos Métodos de Biologia Molecular        
Indels das Amostras        
Obtenção dos Resultados        

Elaboração do Plano de Qualificação        

Defesa do Plano de Qualificação        
Análise dos Resultados        
Preparação de Resumos para Publicação em 
Congressos na Área        

Preparação de Artigos Científicos para Publicação        
Elaboração da Tese        
Defesa da Tese        
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8.3. Apêndice C - Termo de Consentimento Livre e esclarecido 
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8.4. Apêndice D – Tabelas Suplementares 
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TABELA S9: Variantes alélicas em associações de MIRNAs para predisposição de GC. 

Análise de regressão logística com correção de Bon Ferroni. Genótipos: Del / Del = 

deleção homozigótica, Del / Ins = heterozigoto e Ins-Ins = inserção homozigótica. 

 

 
Fonte: autor da pesquisa. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Gene Modelo OR (IC 95%) Valor P
MIRNA630_rs139334001 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,40 (0,68-2,88) 0,344

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,68-2,0) 0,308
MIRNA516B_2_rs10670323 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,00 (0,50-1,50) 0,37

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 0,91 (0,56-1,48) 0,709
MIRNA4463_rs5877455_ Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,78 (1,16-2,71) 0,007

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,65-1,65) 0,122
MIRNA3171_rs35170395 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,34 (0,85-2,10) 0,203

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,42-1,50) 0
MIRNA3945_rs145931056 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,95 (1,08-3,53) 0,021

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,18-5,37) 0,974
MIRNA548H_4_rs150141473 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,75 (1,05-2,95) 0,028

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,15-14,2) 0,734
MIR548AJ_2_rs145326096 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,53 (0,97-2,41) 0,06

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,91-2,55) 0,102
MIRNA302C_rs199971565 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,00 (0,30-1,80) 0,034

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,35-2,00) 0,307
MIRNA4274_rs202195689 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 0,58 (0,31-1,06) 0,081

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,80-2,00) 1
MIRNA920_rs66686007 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 0,43 (0,24-0,77) 0,004

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 0,24 (0,02-2,71) 0,232
MIRNA3652_rs62747560 Ins / Ins + Ins / Del vs Del / Del 0,26 (0,10-0,62) 0,002

Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,02 (0,67-1,54) 0,93
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TABELA S10: Associações significativas de inserções e deleções na análise dos 11 

INDELs em relação às variantes clínicas no GC. Genótipos: Del / Del = deleção 

homozigótica, Del / Ins = heterozigoto e Ins-Ins = inserção homozigótica. 

 

 
 

 
 

OR (IC 95%) Valor P
MIRNA630_rs139334001 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,01 (0,46-2,21) 0,975

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,20-10,38) 0,718
MIRNA516B_2_rs10670323 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,00 (0,30-2,10) 0,514

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,43 (0,79-2,61) 0,242
MIRNA4463_rs5877455_ Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 2,30 (1,27-4,18) 0,004

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,83-2,22) 0,216
MIRNA3171_rs35170395 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 0,88 (0,51-1,50) 0,636

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,21-1,78) 0,351
MIRNA3945_rs145931056 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,22 (0,65-2,27) 0,539

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,05-4,79) 0,52
MIRNA548H_4_rs150141473 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,46 (0,84-2,53) 0,179

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,07-8,43) 0,816
MIR548AJ_2_rs145326096 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,41 (0,84-2,37) 0,199

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,47-1,53) 0,574
MIRNA302C_rs199971565 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,92 (0,50-7,31) 0,338

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,05-4,83) 0,524
MIRNA4274_rs202195689 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,39 (0,57-3,39) 0,474

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,10-0,95) 0,402
MIRNA920_rs66686007 Ins / Ins vs Del / Ins 1,00 (0,19-1,62) 0,271
MIRNA3652_rs62747560 Ins / Ins vs Ins / Del + Del / Del 0,97 (0,59-1,62) 0,922

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,56-17,29) 0,178
MIRNA630_rs139334001 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 0,83 (0,37-1,88) 0,659

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,20-10,38) 0,01
MIRNA516B_2_rs10670323 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,00 (0,03-7,57) 0,596

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,22 (0,64-2,33) 0,534
MIRNA4463_rs5877455_ Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 2,20 (1,26-3,84) 0,005

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,71-2,57) 0,344
MIRNA3171_rs35170395 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 0,81 (0,47-1,42) 0,469

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,21-1,47) 0,246
MIRNA3945_rs145931056 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 0,78 (0,41-1,46) 0,435

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,02-1,48) 0,07
MIRNA548H_4_rs150141473 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 0,90 (0,50-1,61) 0,72

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,02-2,54) 0,21
MIR548AJ_2_rs145326096 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 2,01 (1,11-3,63) 0,017

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,66-2,33) 0,502
MIRNA302C_rs199971565 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 3,86 (0,48-31,39) 0,137

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,14-13,74) 0,762
MIRNA4274_rs202195689 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 0,62 (0,26-1,46) 0,283

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,10-0,95) 1
MIRNA920_rs66686007 Ins / Ins vs Del / Ins 3,02 (0,86-10,54) 0,053
MIRNA3652_rs62747560 Ins / Ins vs Ins / Del + Del / Del 0,73 (0,43-1,23) 0,24

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,21-17,25) 0,545

Lauren (Cardia e não-cardia)

Tipo Difuso ou Intestinal
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Fonte: autor da pesquisa. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

MIRNA630_rs139334001 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,58 (0,74-3,39) 0,232
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,13-6,86) 0,961

MIRNA516B_2_rs10670323 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,00 (0,10-0,95) 0,237
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,33. (0,75-2,38) 0,331

MIRNA4463_rs5877455_ Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 2,80 (1,64-4,80) 0
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,19-1,62) 0

MIRNA3171_rs35170395 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,00 (0,01-0,06) 0
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 0,12 (0,07-0,21) 0

MIRNA3945_rs145931056 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,34 (0,74-2,42) 0,334
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,07-8,43) 0,058

MIRNA548H_4_rs150141473 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 0,97 (0,57-1,66) 0,918
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,59-1,74) 0,969

MIR548AJ_2_rs145326096 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,00 (0,87-5,07) 0
Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 7,41 (3,34-16,44) 0

MIRNA302C_rs199971565 Del / Del vs Ins / Del 1,00 (0,14-7,15) 0,994
MIRNA4274_rs202195689 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 0,98 (0,44-2,19) 0,955

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,13-6,86) 0,498
MIRNA920_rs66686007 Ins / Ins vs Del / Ins 1,59 (0,67-3,80) 0,385
MIRNA3652_rs62747560 Ins / Ins vs Ins / Del + Del / Del 0,96 (0,59-1,55) 0,867

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,07-2,04) 0,239
MIRNA630_rs139334001 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 0,23 (0,03-1,77) 0,08

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,02-2,54) 1
MIRNA516B_2_rs10670323 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 1,00 (0,45-121,44) 0,19

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 0,98 (0,38-2,52) 0,96
MIRNA4463_rs5877455_ Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 0,52 (0,23-1,13) 0,105

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,16-1,39) 0,141
MIRNA3171_rs35170395 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 0,65 (0,27-1,58) 0,326

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,19-3,94) 0,845
MIRNA3945_rs145931056 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 0,59 (0,19-1,76) 0,315

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,24-23,71) 0,183
MIRNA548H_4_rs150141473 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 0,75 (0,31-1,83) 0,52

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,32-40,92) 0,344
MIR548AJ_2_rs145326096 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 0,62 (0,25-1,50) 0,27

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,30-1,97) 0,572
MIRNA302C_rs199971565 Ins / Ins vs Del / Ins + Del / Del 0,00 (0,00 -0,00) 0,606

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0-0) 1
MIRNA4274_rs202195689 Ins / Ins vs Del / Ins 0,4 (0,05-3,09) 0,314
MIRNA920_rs66686007 Ins / Ins vs Del / Ins 0,42 (0,05-3,29) 0,352
MIRNA3652_rs62747560 Ins / Ins vs Ins / Del + Del / Del 1,48 (0,69-3,16) 0,316

Ins / Ins + Del / Ins vs Del / Del 1,00 (0,02-2,54) 1

Diagnóstico precoce ou 
tardio

Estadiamento                  
T1 vs T2 / T3 / T4
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8.5. Apêndice E – Artigos publicados como co-autor, durante o Doutorado. 
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