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RESUMO 

 

Introdução: O câncer colorretal é o terceiro câncer mais comum em homens e o 

segundo em mulheres no mundo. Apresenta etiopatogenia multifatorial, heterogênea 

e complexa, ainda não totalmente elucidada. A evolução da doença é muitas vezes 

distinta do exaustivo estadiamento cirúrgico e patológico, eventualmente pacientes 

com doença localizada evoluem com padrão agressivo apresentando mal 

prognóstico. Evidências recentes demonstram a heterogeneidade molecular do 

câncer colorretal. Neste contexto os microRNAs (miRNAs), pequenos RNAs com 19-

25 nucleotídeos não codificadores, que são capazes de regular a expressão de 

genes em nível pós-transcricional, têm sido identificados com diferentes expressões 

em diversas doenças, inclusive no câncer. O câncer colorretal apresenta alteração 

na expressão de diversos miRNAs. Estas alterações têm sido associadas ao 

diagnóstico, prognóstico, expressão de genes, quimiossensibilidade e estadiamento, 

sendo potencial biomarcador. 

Métodos: Foram revisados e analisados dados clínicos e anatomopatológicos de 

pacientes submetidos a ressecção cirúrgica do tumor primário e linfonodos regionais 

diagnosticados de setembro de 2002 à outubro de 2011 e incluídos no banco de 

tumores de câncer colorretal do Serviço de Oncologia do Hospital São Lucas – 

PUCRS. A análise da expressão dos miRNAs foi realizada no laboratório do Instituto 

de Biotecnologia da Universidade Católica de Brasília onde foram analisadas nos 

tumores primários e nos linfonodos regionais, com fins descritivos e frente aos dados 

clínico-patológicos dos casos estudados. A análise da quantificação dos seguintes 

miRNA (mir-570, mir-16, mir-338, Let-7, mir-1, mir-150, mir-183, mir-650 e mir-31) foi 

realizada por qPCR. Para análise estatística os testes: Exato de Fisher, Wilcoxon e 

de Kruskal Wallis, considerado nível de significância de 5%. 

Resultados: Dos 28 casos estudados, 28,6% tinham menos de 60 anos na ocasião 

do diagnóstico e 71,4% 60 anos ou mais. A idade média foi de 66,7 anos (26 à 86). 

A média de seguimento foi de 3,9 anos (0 à 9), DP=2,8 e mediana de 4 anos. A 

expressão dos miRNAs no tumor primário (N=28) apresentou padrão mais 

homogêneo, com uma tendência a superexpressão; enquanto que, nos linfonodos 

doentes (N=15) este padrão foi mais heterogêneo, com o mir-570, mir-338, mir-1, 

mir-183 e mir-31 apresentando-se superexpressos e mir-16, Let-7, mir-150 e mir-650 

com expressão reprimida. A expressão reprimida do mir-570 apresentou associação 



com mortalidade quando avaliado no tumor primário (N=28), onde a prevalência de 

óbito nos indivíduos com expressão reprimida foi de 63,64% e naqueles 

superexpressos foi de 17,65%, com valor p=0,020. No tumor primário dos pacientes 

com metástase linfonodal (N=15) a mediana de expressão do mir-183 foi de 4,42 

com intervalo interquartil p25 de 1,66 e p75 de 43,01; enquanto que, nas amostras 

de pacientes com linfonodos não doentes (N=13) a mediana de expressão do mir-

183 foi de 54,17 com intervalo interquartil p25 de 13,12 e p75 de 223,14, com valor 

p= 0,01, sugerindo doença localizada ao diagnóstico. No subgrupo de pacientes com 

metástase linfonodal (N=15), a expressão do mir-650 no linfonodo foi associada a 

prevalência de recidiva. A expressão do mir-650 esteve reprimida em 25% dos casos 

que recidivaram e superexpresso em 85% dos casos, com valor p=0,04. 

Conclusões: O padrão de expressão dos miRNAs difere conforme o sítio da doença 

estudada (tumor primário ou doença metastática). A expressão reprimida do mir-570 

no tumor primário provavelmente seja preditora de mortalidade. Superexpressão do 

mir-183 no tumor primário sugere doença localizada ao diagnóstico. A 

superexpressão do mir-650 no linfonodo metastático é preditor de recidiva. Novos 

estudos incluindo testes funcionais e metanálises poderão ratificar estes achados e 

otimizar a utilização destes miRNAs na prática clínica. 

 

Palavras-chave: microRNA, câncer colorretal, biomarcador. 

 



ABSTRACT 

 

COLORECTAL CANCER MICRORNAS EXPRESSION IN TUMOR AND LYMPH 

NODE SAMPLES 

 

Introduction: Colorectal cancer is the third most common cancer in men and the 

second in women worldwide. It presents multifactorial, heterogeneous and complex 

etiopathogeny, still not fully elucidated. The evolution of the disease is often distinct 

from the exhaustive surgical and pathological staging, eventually (possibly) patients 

with focal disease develop an aggressive pattern presenting poor prognosis. Recent 

evidence shows the molecular heterogeneity of colorectal cancer. In this context the 

microRNAs (miRNAs), small non-coding RNAs (containing 19-25 nucleotides) 

capable of regulating gene expression in post-transcriptional level, have been 

identified with different expressions for numerous diseases, including cancer. 

Colorectal cancer shows change in expression of several miRNAs. These changes 

have been associated with the diagnosis, prognosis, gene expression, 

chemosensitivity and staging, being a potential biomarker. 

Methods: Clinical and pathological data of patients submited to surgical resection of 

the primary tumor and regional lymph nodes diagnosed from September 2002 to 

October 2011 have been reviewed and analyzed, and included in the colorectal 

cancer tumor bank of the São Lucas Hospital's Oncology Department - PUCRS. The 

analysis of the expression of miRNAs was performed in the laboratory of the Institute 

of Biotechnology of the Catholic University of Brasilia where they were analyzed in 

primary tumor and regional lymph nodes for descriptive purposes and versus the 

clinical-pathological data of the cases studied. The quantification analysis of the 

following miRNA (mir-570, mir-16, mir-338, Let-7, miR-1, miR-150, mir-183, mir-650 

and mir-31) were determined by qPCR. Statistical analysis tests: Fisher's, Wilcoxon 

and Kruskal Wallis Exact, considered a significance level of 5%. 

Results: Of the 28 cases studied, 28.6% were less than 60 years old at diagnosis 

and 71.4% aged 60 or over. The average age was 66.7 years (26 to 86). The mean 

(average) follow-up (period, age) was 3.9 years (0 to 9), SD= 2.8 and a median of 4 

years. The expression of miRNAs in the primary tumor (N=28) showed more 

homogeneous pattern, with a tendency to overexpression; whereas, in ill lymph 

nodes (N=15) this pattern was more heterogeneous, with mir-570, mir-338, mir-1, 



mir-183 and mir-31 being presented overexpressed and mir-16, Let-7, mir-150 and 

mir-650 with a more repressed expression. The suppressed expression of mir-570 

was associated with mortality when evaluated in the primary tumor (N=28), where the 

prevalence of death in individuals with suppressed expression was 63.64% and 

those overexpressed was 17.65%, with p=0.020. In the primary tumor of patients with 

lymph node metastasis (N=15) the median expression of mir-183 was 4.42 with 

interquartile range (IQR) p25 of 1,66 and p75 of 43.01; whereas in the samples from 

patients with no ill lymph nodes (N=13) the median expression of mir-183 was 54.17 

with IQR p25 of 13.12 and p75 of 223.14, with p=0.01, suggesting focal disease at 

diagnosis. In the subgroup of patients with lymph node metastasis (N=15), the 

expression of mir-650 in lymph node was associated with the prevalence of 

recurrence. The expression of mir-650 showed suppressed expression in 25% of the 

recurrence cases and was overexpressed in 85% of cases, with p=0.04. 

Conclusions: The expression pattern of miRNAs differs depending on the site of the 

disease studied (primary tumor or metastatic disease). The suppressed expression of 

mir-570 in the primary tumor is likely to be predictor of mortality. Overexpression of 

mir-183 in the primary tumor suggests focal disease at diagnosis. The 

overexpression of mir-650 in the metastatic lymph node is a recurrence predictor. 

New studies including functional tests and meta-analyzes may confirm these 

findings and optimize the use of these miRNAs in clinical practice. 

 

Keywords: microRNA, colorectal cancer, biomarker 
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1 INTRODUÇÃO 

 

O câncer colorretal é o terceiro câncer mais comum em homens e o segundo 

em mulheres no mundo. Mais de 55% dos casos ocorrem nas regiões mais 

desenvolvidas (1). Apresenta etiopatogenia multifatorial, heterogênea e complexa, 

ainda não totalmente elucidada. 

Apesar da melhora nas medidas preventivas e terapêuticas, a incidência do 

câncer colorretal não diminuiu substancialmente nas últimas décadas, estando, 

inclusive, em elevação nas populações em ritmo acelerado de crescimento 

econômico (1). O ganho, em termos de sobrevida, é inferior aos avanços 

tecnológicos. 

Ainda não sabemos qual paciente, após ressecção com intuito curativo, irá 

evoluir com recidiva e qual irá responder ao tratamento adjuvante ou paliativo. A 

melhor conduta para o tratamento do câncer colorretal tem sido intensamente 

discutida nos últimos anos, porém sua indicação ainda depende fundamentalmente 

do estadiamento cirúrgico (2-4). A busca de melhores alternativas terapêuticas, de 

novos marcadores biológicos e o melhor entendimento dos mecanismos moleculares 

para compreensão dos fenômenos envolvidos na gênese e desenvolvimento do 

câncer são de suma importância para individualizar o tratamento desta doença. 

Os miRNAs são pequenos RNAs, com 19-25 nucleotídeos não codificadores 

(5). São capazes de regular a expressão de genes em nível pós-transcricional 

através da repressão da tradução ou degradação de moléculas-alvo de RNA 

mensageiro (6, 7). 

Os miRNAs têm sido implicados na maioria das principais funções celulares 

como proliferação, diferenciação, apoptose, resposta ao estresse e regulação 

transcricional. Os miRNAs, possivelmente, são responsáveis pela regulação de 1/3 

dos genes em humanos e um único miRNA pode regular até 200 genes humanos (6, 

8-12), podendo atuar como oncogenes ou supressores tumorais (6, 7). 

Diversos estudos descreveram biomarcadores que reforçam a 

heterogeneidade molecular do câncer colorretal, como mutações de BRAF e KRAS. 

Tais expressões estão associadas a um pior prognóstico, eventualmente distintas do 

prognóstico esperado por TNM (13-15).  
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A expressão alterada de miRNAs tem sido reportada no câncer colorretal, 

sendo associada a diagnóstico, prognóstico, quimiossensibilidade, estadiamento, 

expressão gênica e grau de malignidade (16-27).  

Este trabalho tem como objetivo principal a identificação do padrão de 

expressão dos miRNAs mir-570, mir-16, mir-338, Let-7, mir-1, mir-150, mir-183, mir-

650 e mir-31 no tumor primário e linfonodos (primeiro sítio de metástase do câncer 

colorretal e importante marcador prognóstico e definidor de terapêutica na doença 

inicial) e correlacionar com características clínico-patológicas dos casos estudados. 
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2 REVISÃO BIBLIOGRÁFICA 

 

Para esta revisão, a Base de Dados eletrônicos PubMed foi consultada 

retrospectivamente até o ano de 2005 usando as seguintes palavras-chave: 

microRNA (microRNA) e câncer colorretal (colorectal cancer). A busca se limitou aos 

artigos escritos em inglês, realizados em humanos.  

Em um segundo momento, a Base de Dados eletrônicos PubMed foi 

consultada retrospectivamente até o ano de 2010, usando os mesmos critérios de 

busca e as seguintes palavras-chave: câncer (cancer) e “microRNAnome” (mir-31, 

mir-183, mir-650, mir-150, Let-7, mir-338, mir-16, mir-570 e mir-1). 

 

2.1 EPIDEMIOLOGIA 

 

Estima-se 746.000 casos de câncer colorretal em homens no mundo, 10% do 

total de neoplasias malignas e 614.000 casos em mulheres, correspondendo a 9,2% 

dos cânceres nesta população (1). A distribuição desta neoplasia em mulheres e 

homens no mundo está demonstrada na figura 1.  

A mortalidade é baixa nas regiões mais ricas (8,5%) e alta nas regiões menos 

desenvolvidas (52%), como apresentado na figura 2. 

Nos EUA a incidência em 2012 foi de, aproximadamente, 75.000 homens e 

69.000 mulheres, como demonstrado na figura 3. 

Cinquenta e cinco por cento dos casos ocorrem nas regiões mais 

desenvolvidas. Os padrões geográficos são semelhantes em relação ao gênero, 

sendo que a razão de incidência do sexo masculino para o feminino é de 1,4:1(1, 

28). Em populações em ritmo acelerado de crescimento econômico, como a China, 

tem se observado um aumento preocupante da incidência desta neoplasia (29, 30). 

Por outro lado, mesmo em países com índices favoráveis em relação ao controle de 

doenças e uso de tecnologias, como Estados Unidos, não mostram redução da 

mortalidade em relação a incidência ao longo das últimas décadas (1). 

O número de casos novos de câncer de cólon e reto estimado para o Brasil 

em 2016 é de 16.660 casos em homens e de 17.620 em mulheres. Sem considerar 

os tumores de pele não melanoma, o câncer de cólon e reto em homens é o 

segundo mais frequente na região Sudeste e terceiro nas regiões Sul e Centro-

Oeste. Nas regiões Nordeste e Norte ocupa a quarta posição. Para as mulheres é o 
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segundo mais frequente nas regiões Sudeste e Sul. Nas regiões, Centro-Oeste, 

Nordeste e na região Norte é o terceiro mais frequente. 

Estes valores correspondem a um risco estimado de 16 casos novos a cada 

100 mil homens e 17 a cada 100 mil mulheres como demonstrado na figura 4 (28). 

Aproximadamente 25% dos pacientes se apresentam com metástase a 

distância ao diagnóstico e 50% desenvolverão metástases. A sobrevida geral em 5 

anos para pacientes com diagnóstico de câncer colorretal é de 60% (31). 

 

Figura 1: Incidência e mortalidade do câncer colorretal em diferentes lugares do 

mundo em 2012 – acesso em junho de 2015 

 

Fonte: www.globocan.iarc 
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Figura 2: Estimativa da incidência de câncer colorretal no mundo em 2012 – acesso 

em junho de 2015 

 

Fonte: www.globocan.iarc 

 

 

Figura 3: Estimativa de incidência de câncer colorretal para 2012 nos EUA em 

ambos os sexos e o efeito demográfico – acesso em junho de 2015 

 

Fonte: www.globocan.iarc 
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Figura 4: INCA – Estimativa do câncer em 2016-2017– acesso em dezembro de 

2015. 

 

Taxas brutas de incidência, estimadas para 2016, das localizações primárias*, 
em homens e mulheres, Brasil 

 
Valores por 100 mil. *Exceto pele não melanoma. 
Fonte: www.inca.gov.br  

 

2.2 ASPECTOS CLÍNICOS 

 

2.2.1 Sinais e Sintomas 

 

O câncer colorretal, quando em estádio inicial, usualmente não causa 

sintomas e sua detecção só é possível por rastreio (3, 4). Usualmente, em tumores 

grandes e/ou doença avançada, identificam-se sintomas inespecíficos como fadiga, 

anemia, alteração do hábito intestinal, sangramento digestivo baixo, dor abdominal e 

perda de peso sem causa específica. Tumores no cólon direito estão mais 

associados a diarreia e no cólon esquerdo a constipação e sintomas obstrutivos. No 

câncer de reto além dos sintomas obstrutivos pode haver descrição de fezes em fita 

e tenesmo (3, 4). 

Em casos avançados localmente, a doença poderá se apresentar já com 

obstrução intestinal. Na ocorrência de metástases a distância, possivelmente haverá 

sintomas específicos do órgão afetados, como dispneia e tosse no caso de 

metástases pulmonares, e disfunção hepática ou icterícia no caso de metástases 

hepáticas (3, 4, 31, 32). 
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2.2.2 Fatores de Risco 

 

Oitenta por cento dos cânceres de cólon são esporádicos e não associados a 

síndromes hereditárias (31). 

A idade é importante fator de risco, com 90% dos casos ocorrendo depois dos 

50 anos (3, 4, 28, 31, 32). 

Estilo de vida e fatores pessoais como obesidade, tabagismo, alto consumo 

de carne vermelha e sedentarismo são fatores de risco reconhecidos no câncer 

colorretal. São considerados de alto risco para desenvolvimento de câncer de cólon 

história pessoal de doença inflamatória intestinal, adenomas ou câncer colorretal e 

história familiar de câncer de cólon ou síndromes hereditárias como Polipose 

Adenomatosa Familiar (FAP) e Síndrome de Lynch (3, 4, 31, 33). 

 

2.2.3. Estadiamento Geral do câncer colorretal 

 

O estadiamento da neoplasia colorretal é cirúrgico e ainda é a melhor maneira 

de avaliar o prognóstico individual de cada paciente. A classificação de Dukes foi 

substituída pelo TNM, mais atual e com grupos prognósticos. A modificação mais 

importante nos últimos anos foi o entendimento que o número de linfonodos 

analisados pelo patologista é um dos fatores prognósticos mais importantes. Em 

pacientes com linfonodos negativos, um mínimo de 12 linfonodos devem ser 

analisados (34). 

A presença de metástases a distância pode ser avaliada com ecografia 

abdominal total na indisponibilidade de tomografia computadorizada ou ressonância 

nuclear magnética e radiologia do tórax na ausência de tomografia de tórax. O PET-

CT pode ser útil na avaliação de metástases hepáticas potencialmente ressecáveis 

(31, 32). A sobrevida para doença específica estimada em 5 anos de acordo com o 

banco de dados do Surveillance, Epidemiology, and End Results (SEER) estão 

descritos no quadro 1 (35, 36). 
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Quadro 1: Estadiamento do câncer colorretal por TNM (34) 
T = tumor N = linfonodo        M = metástase 

TX: tumor não avaliável; 
T0: sem evidência de tumor primário 
Tis: carcinoma in situ intraepitelial ou com invasão de lâmina própria 
T1: tumor infiltra a submucosa 
T2: tumor infiltra a muscular própria 
T3: tumor infiltra através da muscular própria até os tecidos pericolorretais 
T4a: tumor penetra a superfície do peritônio visceral 
T4b: tumor invade diretamente ou está aderido a outros órgãos ou estruturas. 

NX: linfonodos regionais não avaliáveis 
N0: sem metástases linfonodais 
N1: metástases em 1 a 3 linfonodos regionais 
N1a: metástase em 1 linfonodo regional 
N1b: metástase em 2 a 3 linfonodos regionais 
N1c: depósito de tumor na subserosa, no mesentério, ou nos tecidos pericólicos não 

peritonizados ou perirretais, sem metástases linfonodais regionais. 
N2: metástases em 4 ou mais linfonodos regionais 
N2a: metástases em 4 a 6 linfonodos regionais 
N2b: metástases em 7 ou mais linfonodos regionais 

M0: sem metástases à distância 
M1: metástases à distância 
M1a: metástase(s) confinada(s) a um órgão ou sítio (ex: fígado, pulmão, ovário, linfonodo 

não regional) 
M1b: metástase(s) em mais de 1 órgão ou sítio ou no peritônio.  

 

 

O estadiamento agrupado do câncer cólon e reto define os grupos 

prognósticos descritos abaixo e a sobrevida (doença específica) estimada em 5 anos 

de acordo com o banco de dados do Surveillance, Epidemiology, and End Results 

(SEER) está colocada entre parênteses (37).  

 

Cólon 

0: TisN0M0; I: T1-2N0M0 (>95%) 

IIA: T3N0M0 (85,5%) 

IIB: T4aN0M0 (79,6%) 

IIC: T4bN0M0 (58,4%) 

IIIA: T1-2 N1/N1cM0 (87,6%) ou T1N2aM0 (68,5%) 

IIIB: T3-T4aN1/N1cM0 ou T2-3N2aM0 ou T1-2N2bM0 (60 a 68,7%) 

IIIC: T4aN2aM0 ou T3-4aN2bM0 ou T4bN1-2M0 (19,7 a 34,9%) 

IV: qqTqqNM1 
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Reto 

Análise de 3.791 pacientes submetidos a estudos clínicos multicêntricos 

americanos agrupou os pacientes em quatro grupos de risco, de acordo com a 

porcentagem de sobrevida em 5 anos (38): 

 baixo (T1-T2N0), 90%; 

 intermediário (T1-T2N1 e T3N0), 65 a 73%; 

 moderadamente alto (T1-2N2, T3N1e T4N0), 48 a 58% e 

 alto (T3N2, T4N+), 30 a 36%.  

Recentemente, o Banco de Dados SEER, em revisão de 35.829 pacientes 

com câncer do reto validou a análise anterior, embora com taxas 7-10% menores em 

sobrevida para a maioria das categorias T e N, e ressaltou a importância da relação 

entre o número de linfonodos positivos com o prognóstico (36). 

 

2.3 TERAPÊUTICA, FATORES PREDITIVOS E PROGNÓSTICOS 

 

O tratamento do câncer colorretal se baseia na ressecção cirúrgica, 

quimioterapia citotóxica e radioterapia nos casos de carcinoma de reto. Há um 

grande interesse em alvos moleculares, tendo em vista que apesar do exaustivo 

estadiamento cirúrgico, há um comportamento heterogêneo na evolução, resposta à 

quimioterapia e progressão da doença. 

O estadiamento da neoplasia colônica inicial é cirúrgico, e o número de 

linfonodos analisados pelo patologista é um fator prognóstico importante. A definição 

N0 requer no mínimo 12 linfonodos avaliados, e negativos (39).  

Os paciente com câncer de cólon e estadiamento I tem a recomendação de 

tratamento cirúrgico exclusivo, já que a probabilidade de cura é alta neste grupo. Já 

o benefício do acréscimo de quimioterapia após a ressecção cirúrgica completa no 

estagio II é controverso e depende de grupos de risco frente ao número de 

linfonodos avaliados, avaliação de margens, lesões T4, presença de perfuração e/ou 

obstrução, avaliação da instabilidade microssatélite, invasão perineural e/ou 

angiolinfática (3, 4). Algumas séries identificaram níveis elevados de CEA (antígeno 

carcino-embrionário) pré-operatório como fator de risco alto (40). 

Nos pacientes com estadiamento III, o tratamento adjuvante confere benefício 

na redução de recorrência predominantemente nos 2 primeiros anos de 
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acompanhamento, resultando no aumento de sobrevida global (SG), principalmente 

no estádio III (3, 4, 41, 42). 

Nos pacientes com metástases, vários fatores influenciam no resultado do 

tratamento. Naqueles com doença sincrônica, o tratamento sistêmico exclusivo, isto 

é, sem ressecção do tumor primário, é seguro quando não há sinais de obstrução ou 

sangramento (43). Entretanto, nos indivíduos em que se considera a ressecção das 

lesões metastáticas, a ressecção com intento curativo do tumor primário é 

imprescindível (44). A ressecabilidade de metástases é fator associado a ganhos 

significativos em sobrevida e deve ser considerada na escolha da estratégia 

terapêutica em pacientes em estádio IV. Embora se observe um aumento real na 

sobrevida de pacientes selecionados submetidos a ressecção hepática (sobrevida 

em 5 anos da ordem de 60%), o índice de recorrência pode chegar a 80% dos casos 

(32, 45, 46). 

Cerca de 40% dos indivíduos apresentam tumores com mutações no gene 

KRAS, o que leva a uma resistência total a tratamentos direcionados à via do EGFR, 

incluindo o Cetuximabe e o Panitumumabe. Portanto, somente aqueles com KRAS 

selvagem devem ser tratados com essas drogas (47). Aproximadamente 8-12% dos 

pacientes têm mutação do BRAF (48). O BRAF mutado é um marcador somente de 

mau prognóstico, mas não preditivo de benefício ao Cetuximabe (49). 

No caso do câncer de reto, a introdução da ressecção total do mesorreto 

claramente influenciou os resultados observados em séries recentes, tornando o 

treinamento do cirurgião um fator prognóstico de alta relevância (50). 

Estágios clínicos iniciais (0 e I) com lesão bem ou moderadamente 

diferenciada, sem invasão vascular, linfática ou perineural, sem componente 

mucinoso e ausência de budding (definido como pequeno aglomerado de células 

indiferenciadas na fronteira invasiva do tumor) a recomendação padrão é a 

ressecção cirúrgica exclusiva. Já os T2N0 parecem se beneficiar de RT adjuvante. A 

excisão tumoral transanal é uma alternativa aceitável para os tumores T1 de reto 

baixo (até 8cm margem anal) com baixo risco de envolvimento linfonodal. O câncer 

de reto distal apresenta peculiaridades em decorrência da sua drenagem venosa 

para a veia cava inferior. Apenas o reto proximal é peritonizado. No caso de lesão 

em reto médio e alto a recomendação é a ressecção anterior baixa com ressecção 

total do mesorreto, buscando margem proximal de 5 cm e distal de 2 cm. Neste 

caso, não há necessidade de tratamento adjuvante.  

http://mocbrasil.com/wp-content/themes/moc/ajax_get_glossary_item.php?item=cetuximabe
http://mocbrasil.com/wp-content/themes/moc/ajax_get_glossary_item.php?item=panitumumabe
http://mocbrasil.com/wp-content/themes/moc/ajax_get_glossary_item.php?item=cetuximabe
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A presença de budding confere pior prognóstico ao paciente (51). Nos 

Estágios II e III (T3N0 ou T1-4N1-2), a recomendação é tratamento neoadjuvante 

seguido, após 6 a 8 semanas, de ressecção anterior baixa com ressecção total do 

mesorreto. O tratamento neoadjuvante consiste de radioterapia combinada à 

quimioterapia. O tratamento quimioterápico adjuvante (por 4 meses) deve ser 

considerado após a cirurgia definitiva (32, 52). 

Não há recomendação padrão para o estadiamento IV, a conduta é similar do 

câncer de cólon com estadiamento equivalente, com a opção do acréscimo de 

radioterapia para otimizar o controle da doença pélvica (32).  

Atualmente, o prognóstico e o tratamento dos pacientes ainda são decididos a 

partir do estadiamento cirúrgico e histológico, usando a classificação TNM. Em 

pacientes com doença sistêmica (metástase a distância) podemos utilizar a 

avaliação do KRAS e BRAF para definir a melhor terapêutica, mas não são úteis 

para definir tratamento em tumores localizados ou localmente avançados (32, 53-

58). 

O tratamento quimioterápico adjuvante no estádio III do câncer de cólon 

agrega um ganho de aproximadamente 20% no intervalo livre de doença e a 

sobrevida global dos pacientes (59, 60); enquanto que, para estádio II o benefício 

absoluto é de 3 à 6% em 5 anos (baixo e alto risco respectivamente) (61). 

Diversos estudos descreveram biomarcadores que reforçam a 

heterogeneidade molecular do câncer colorretal como mutações de BRAF e KRAS 

se associando ao pior prognóstico e similar prognóstico em estádios TNM distintos 

(13-15). Assinaturas genômicas também validadas como OncotypeDX colon câncer 

(62), ColoPrint, Veridex e GeneFxColon (2, 63) são ferramentas úteis para identificar 

o prognóstico dos casos.  

É fato que o prognóstico dos pacientes com câncer colorretal melhorou 

durante as últimas décadas em detrimento de diagnóstico mais precoce e 

tratamentos mais efetivos. A média de sobrevida de pacientes com CCR avançado 

era de 10 a 12 meses quando a terapia era exclusivamente com 5-fluorouracil para 

mais de 24 meses quando os regimes adicionaram oxaliplatina ou irinotecano e 

anticorpos monoclonais anti-EGFRe anti-VEGF. O melhor entendimento da via RAS 

(HRAS, KRAS e NRAS) e sua utilização para definição terapêutica também 

proporcionou melhores resultados em paciente com CCR avançado, mas sem 

benefício para outros estadiamentos (64, 65). 
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Em uma doença heterogênea como o CCR há número expressivo de casos 

em que não sabemos qual o real benefício do tratamento quimioterápico ou qual 

paciente agrega a toxicidade e custo do tratamento sem ganho efetivo. Não é 

incomum identificar casos com excelente prognóstico evoluir mal e casos com 

prognóstico reservado ao diagnóstico ter longa sobrevida. 

Neste contexto a busca de marcadores que possam guiar a terapêutica e o 

seguimento de cada caso a partir do seu perfil molecular são de suma importância 

para melhorar não só a quantidade, mas também a qualidade de vida de pessoas 

com diagnóstico de câncer de cólon e reto, ofertando um tratamento mais eficaz 

quando necessário e poupando pacientes de tratamentos sem beneficio real. 

 

2.4 miRNA 

 

2.4.1 miRNA e Câncer 

 

Os miRNAs foram descritos pela primeira vez em 1993 por Victor Ambros e 

colaboradores que identificaram um gene, lin-4, que afetava o desenvolvimento de 

Caenorhabditis elegans e produzia um pequeno RNA não codificante, 

posteriormente denominado miRNA (6, 66). 

O primeiro banco de microRNAs (miRBase) registrado, nomeados e descritos 

foi estabelecido em 2002 e continha 218 miRNAs descritos de 5 espécies (67, 68). 

Desde então o número de miRNAs identificados em diferentes organismos, plantas e 

animais, inclusive humanos, expandiu substancialmente e continua aumentando 

rapidamente. 

Os primeiros indícios do envolvimento dos miRNAs na carcinogênese datam 

de 2002, quando foram identificadas as sequências que codificam o mir-15 e o mir-

16 em uma região crítica do cromossomo 13q/14, que está deletada na maioria dos 

casos de Leucemia Linfocítica Crônica, a partir deste relato, a expressão alterada de 

miRNAs foi descrita em outras neoplasias malignas (69). Em 2004 miRNAs humanos 

foram identificados em regiões do genoma associadas a alterações neoplásicas (70), 

como a superexpressão do mir-155 em linfoma Burkitt (71), seguindo-se de 

avaliação da expressão em Doença de Hodgkin e Linfoma Difuso de Grandes 

Células B (72). A partir de então, outros miRNAs passaram a ser estudados 

originando série de estudos e associações da expressão em diversos cânceres. 
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Identificado como marcador prognóstico e de diagnóstico, como a superexpressão 

de mir-191 e mir-199a associados a pior prognóstico em leucemia linfocítica crônica 

(73), superexpressão de mir-155 e baixa expressão de Let-7a em câncer de pulmão 

(74), mir-335 e mir-126 associado a inibição de metastáses em câncer de mama 

(75), assim como alterações na expressão de outros miRNAs têm sido descritas em 

diversos tumores (76). 

Os mecanismos responsáveis pelas alterações na expressão dos miRNAs no 

câncer são diversos. Possivelmente as funções dos miRNAs nas neoplasias 

malignas sofrem alterações pelos mesmos mecanismos pelos quais afetam a 

expressão dos genes que codificam proteínas (alterações epigenéticas ou mutações 

na sequência de DNA) (7). 

Em 2008 já havia descrição de miRNAs circulantes, surgindo como potencial 

biomarcador (77, 78). Devido a estabilidade dos miRNAs, maior facilidade em obter 

amostras sanguíneas e menor invasividade, estudos com miRNAs circulantes tem 

sido de especial interesse como o mir-141 que identifica pacientes portadores de 

câncer de próstata (77) e padrões de expressão associados a câncer de pulmão, 

colorretal e diabete mellitus (78). 

Em junho de 2013 o mesmo banco de miRNAs, miRBase, já descrevia 24.521 

miRNAs de 206 espécies (67). 

Atualmente o miRBase descreve 1881 precursores e 2588 miRNAs em 

humanos, muitos associados ao desenvolvimento e progressão do câncer (79-81). 

Estes pequenos RNAs não codificadores são conservados durante a evolução 

e são capazes de regular a expressão de genes em nível pós-transcricional através 

da repressão da tradução ou degradação de moléculas-alvo de RNA mensageiro (6, 

7). 

Os miRNAs têm sido implicados na maioria das principais funções celulares 

como proliferação, diferenciação, apoptose, resposta ao estresse e regulação 

transcricional. Um único miRNA pode regular vários genes-alvo diferentes (6, 8-11). 

A expressão de miRNAs pode se apresentar desregulada em diversos 

processos patológicos, incluindo o câncer. A localização dos genes miRNA em sítios 

frágeis do genoma e as variações na expressão destas moléculas em diversas 

neoplasias fornecem evidências circunstanciais para a participação das mesmas na 

tumorigênese. Assim os miRNAS são importantes na manutenção do equilíbrio entre 

oncogenes e genes supressores tumorais (10, 82-85).  
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Alguns miRNAs promovem a proliferação celular e inibem a apoptose, outros 

determinam diminuição da sobrevida e proliferação celular. São por isso nomeados 

miRNAs oncogênicos (oncomiRs) e miRNAs supressores tumorais (anti-oncomiRs), 

que regulam negativamente os genes supressores de tumor e os oncogenes, 

respectivamente (6, 7, 86). 

Os miRNAs podem atuar como supressores tumorais em alguns cânceres, 

mas como oncogênicos em outros e, eventualmente, com funções opostas (ativação 

de um gene e desativação de outro) em uma mesma patologia (6). 

Discute-se ainda a utilização dos miRNA para o tratamento do câncer, como 

possível terapia epigenética (87, 88). O fato de em laboratório e em modelos animais 

a inibição de miRNAs ter resultado em regressão tumoral favorece esta 

possibilidade. O mir-421, descrito como potencial marcador em câncer gástrico, ao 

ser inibido promoveu regressão tumoral in vitro (89). 

Evidências apontam que a quimioprevenção é capaz de regular a atividade de 

miRNAs inibindo ou revertendo o processo de carcinogênese, através da ingestão 

de agentes que ocorrem naturalmente na alimentação ou são ingeridos a partir de 

fórmulas farmacêuticas como vitaminas (90). 

Tantas possibilidades apontam os miRNAs como importantes na patogênese 

e evolução de doenças humanas como o câncer e que necessariamente devem ser 

melhor estudados. 

 

2.4.2 LOCALIZAÇÃO E BIOGÊNESE DOS MICRORNAS 

 

Análises genômicas de miRNAs revelam que mais de 50% dos miRNAs em 

mamíferos estão localizados nas regiões intrônicas. Outros estão localizados nas 

regiões intergênicas e constituem unidades transcripcionais independentes (91). 

A biogênese dos miRNAs inclui sua transcrição no núcleo celular, exportação 

para o citoplama e subseqüente processamento e maturação. Na maioria dos casos, 

a transcrição dos genes dos miRNAs é mediada pela polimerase II, enquanto um 

pequeno grupo de miRNAs pode ter a transcrição mediada pela polimerase III. 

Os nucleotídeos dos transcritos primários nos miRNAs (pri-miRNA) formam 

estruturas secundárias como bastões, em que dois segmentos de RNA com bases 

complementares são pareadas e as regiões de alças circulares, nas quais os pares 

de bases não são complementares.  
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No núcleo, os pri-miRNA são processados por um complexo que inclui a 

Drosha RNase III ribonuclease e seu co-fator DGCR8 (do inglês DiGeorge syndrome 

critical region gene 8), uma proteína ligadora de RNA de dupla fita. A estrutura 

resultante, nomeada miRNA precursor é exportada para o citoplasma por meio da 

Exportina-5 (EXP5) e seu cofator Ran-guanosina trifosfato (Ran-GTP) (6, 91, 92). 

No citoplasma os pré-miRNAs são processados pela enzima Dicer, codificada 

pelo gene DICER1, que remove a alça do bastão, resultando na formação de um 

duplex de RNA. Este é incorporado ao complexo de silenciamento no qual duas fitas 

de RNA são separadas. Uma destas fitas permanece associada ao Complexo de 

silenciamento induzido por RNA (RISC) e constitui o miRNA maduro, ao passo que a 

outra fita sofre degradação (6, 93, 94). 

O complexo miRNA e RISC pode regular a expressão gênica por meio de dois 

mecanismos: degradação do mRNA e repressão da tradução do mRNA (10), como 

esquematizado na figura 5 (6).  

 

Figura 5: Biogênese dos miRNAs (Modificado de Garofalo M, 2011). (6) 
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2.4.3. MiRNA no câncer colorretal 

 

Muitos estudos descreveram a expressão dos miRNAs com associação ao 

câncer colorretal, desde a primeira associação descrita em 2003, identificando mir-

143 e mir-145 como potenciais fatores na carcinogênese do câncer colorretal (95, 

96). Estudos subsequentes identificaram famílias de miRNAs como a Let-7 que se 

apresentam desreguladas no câncer colorretal (81, 97, 98) elevados níveis de mir-

31, mir-96, mir-135 e mir-183 foram identificados em células de câncer colorretal 

(99), associação com mutação de KRAS, BRAF e p53 (100, 101), mir-101 foi 

inversamente associado a superexpressão de COX-2, que sabidamente está 

envolvida na invasividade e crescimento celular no CCR (102) apresentados na 

Tabela 1 (81). 

Slattery e colaboradores avaliaram a expressão de miRNAs em CCR de 

diferentes localizações e subtipos com padrão de expressão diferente quando 

comparado com tecido normal (103). 

Lin e colaboradores compararam a expressão de miRNAs em amostras de 

tumor colorretal e metástases hepáticas identificando um padrão similar em ambas 

malignidades, sugerindo uma importante função destes miRNAs na patogênese e 

progressão do câncer e não somente na carcinogênese (104). 
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Tabela 1: MiRNAs envolvidos na patogênese dos câncer colorretal em humanos (81) 

miRNA Gene target Up (↑) or down (↓) regulated 

miR-16-1  p53  ↑ 

miR-17-5p  PTEN, DLC1 and ZBP1 ↑ 

miR-18a  K-RAS  ↑ 

miR-20a  PTEN, RUNX1 and TP53INP1 ↑ 

miR-21  PTEN and PDCD4 ↑ 

miR-29a  DNMT3a, DNMT3b and MCL1 ↑ 

miR-31  BMP2  ↑ 

miR-92  p63  ↑ 

miR-96  K-RAS  ↑ 

miR-122a  APC  ↑ 

miR-135a  MSH2 and APC ↑ 

miR-135b  APC  ↑ 

miR-181b  VSNL1  ↑ 

miR-182  IGFR1  ↑ 

miR-183  Ezrin  ↑ 

miR-196b  HOXB8  ↑ 

miR-9-1  TCF4 and MSH2 ↓ 

miR-34b  CDK4, CDK6, E2F3 and CyclinE2 ↓ 

miR-34c  CDK4, CDK6, E2F3 and CyclinE2 ↓ 

miR-101  COX-2  ↓ 

miR-129-2  NOTCH1 and CAMTA1 ↓ 

miR-137  MITF  ↓ 

miR-143  DNMT3a, K-RASand p53 ↓ 

miR-145  IRS-1 and p53 ↓ 

 

Outros estudos foram publicados com novos miRNAs priorizando novas 

associações, prognósticos e diagnóstico de câncer colorretal e perfil de 

quimiosensibilidade. Novas informações sobre a expressão em diferentes locais e 

tecidos como tumor primário, linfonodos metastáticos, metástases a distância, tecido 

normal, doença pré-maligna como adenomas, fezes e sangue agregaram outras 

interpretações sobre os miRNAs (16-27). 

 Os miRNAs mir-29a e mir-92a estão superexpressos no plasma de pacientes 

com CCR e associados a estádios avançados por TNM, sendo potenciais 

marcadores não invasivos desta doença (105). 

 Os miRNAs mir-135 e mir-21 se apresentam superexpressos nas fezes de 

pacientes com CCR, descritos como potencial método de rastreio a ser desenvolvido 

(106, 107). 

A superexpressão do mir-21 está associada a baixa sensibilidade e pior 

resposta a quimioterapia em pacientes com CCR, sua inibição promoveu aumento 
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da resposta a quimioterapia (108). A expressão do mir-145 está comumente 

suprimida em CCR, a restauração desta expressão in vitro tem sido associada a 

inibição da proliferação tumoral e aumento da sensibilidade a radioterapia (25, 109). 

Estudos apontam a possibilidade de quimioprevenção em CCR com uso de 

vitamina D regulando o mir-22 (comumente superexpresso) e com cúrcuma 

(Curcuma longa) regulando o mir-21 (comumente reprimido) (110, 111). 

Dentre as muitas possibilidades de estudo com miRNAs, foram selecionados 

os miRNAs mir-570, mir-16, mir-338, Let-7, mir-1, mir-150, mir-183, mir-650 e mir-31, 

tendo em vista sua associação com tumores colorretais, mas ainda não estudados 

em relação as metástases linfonodais e características clinico patológicas de câncer 

colorretal. A principal função e características destes miRNAs, bem como as 

referências que guiaram esta escolha, estão descritos no quadro 2.  

A busca por marcadores moleculares tem sido o “Graal” dos pesquisadores 

de miRNAs, pois podem apontar o caminho para diagnósticos mais precoces, 

prognósticos mais realistas, terapias mais efetivas e menos onerosas do ponto de 

vista financeiro, de toxicidade e psicológico e de uma futura terapia epigenética. 

Este trabalho pretende contribuir com a identificação do padrão de expressão 

dos miRNAs mir-570, mir-16, mir-338, Let-7, mir-1, mir-150, mir-183, mir-650 e mir-

31 no tumor primário e linfonodos, primeiro sítio de metástase do câncer colorretal e 

importante marcador prognóstico e definidor de terapêutica na doença inicial, e 

correlacionar com características clínico patológicas dos casos estudados. 
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Quadro 2: Principais características dos miRNas selecionados para este trabalho.  
miRNA Características Referência 

miR-570 Inibe a tradução da proteína B7-H1, associada com progressão de câncer 
gástrico quando superexpressa. Um dos 4 miRNAs superexpressos 
fortemente associados com pacientes sem recorrência de CCR. 
 

(112, 113);(114)  

miR-16 Supressor tumoral. Quando subexpresso é fator preditivo de pior 
prognóstico em câncer colorretal. Subexpresso em 67% dos CCR. Ligado à 
via de sinalização p53 e Survivina em câncer colorretal. Superexpressão 
induz apoptose e inibe proliferação. 
 

(115) (116-118) 

miR-338 Supressor tumoral. Subexpresso em CCR. Baixa expressão causa 
superexpressão da proteína Smoothened (SMO) com diminuição da 
proliferação. 
 

(119, 120)  

Let-7g Função de supressão tumoral. Altos níveis associados com melhor taxa de 
sobrevida. Tem como alvo o mRNA do gene KRAS. Expressão associada a 
radiossensibilidade tumoral.  
 

(121-124) 

miR-1 Um dos miRNAs mais subexpressos em cânceres e em CCR. Associado à 
inibição de TAGLN2 (Transgelin 2 gene). Dados sugerem que possa 
funcionar como ativador da doença metastática. 
 

(125-129) 

miR-150 Subexpresso em CCR, metástases hepática de CCR e outros cânceres. 
Função de supressão tumoral. Expressão associada a maior sobrevida e 
resposta a quimioterapia adjuvante. Importante na tumorigênese do CCR.  
 

(130-133) 

miR-183 Superexpresso em CCR com pior prognóstico, estádios avançados ao 
diagnóstico, metástases linfonodais e a distância. Associada ao status da 
expressão de instabilidade microssatélite. 
 

(22, 134, 135) 

miR-650 Envolvido com metástase linfonodal e a distância em CCR. Associado ao 
gene NDRG2 (N-Myc Downstream-regulated gene 2), um supressor de 
tumor associado com crescimento celular, diferenciação e apoptose, 
subexpresso em vários tipos de câncer. 
 

(136) 

miR-31 Superexpresso em CCR. Tem como alvo RASA1 (uma proteína que quando 
inibida leva à ativação da via de sinalização RAS em CCR). Superexpressão 
associada com pior sobrevida global e câncer específica para diversos 
cânceres a carcinogênese no CCR Associado com mutação de BRAF e 
mortalidade em CCR. 

(137-144) 
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3 OBJETIVOS 

 

3.1 Objetivo Geral 

 

Analisar os padrões de expressão diferencial dos miRNAs no tumor primário e 

linfonodos de amostras de câncer colorretal.  

 

3.2 Objetivos específicos 

 

-Verificar a expressão dos miRNAs em pacientes com câncer colorretal e 

relacionar com o gênero, idade ao diagnóstico, cor da pele, localização do tumor, 

estadiamento ao diagnóstico, sobrevida livre de progressão e status vital ao final do 

estudo. 

 

-Verificar se existe diferença na expressão dos miRNA entre as amostras dos 

tumores primários e os respectivos linfonodos metastáticos. 
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4 MÉTODOS 

 

4.1 DELINEAMENTO 

 

Este Projeto foi submetido e aprovado pela Comissão Científica do Sistema 

de Pesquisa da PUCRS sob código SIPESQ 5960 e após aprovação do orçamento, 

foi submetido e aprovado pelo Comitê de Ética via Plataforma Brasil sob número 

CAAE 44457915.0.0000.5336. Foi desenvolvido estudo de observação, descritivo e 

analítico. 

Inicialmente foi realizado um estudo transversal para determinar a prevalência 

da expressão dos miRNAs nas amostras de tumores primários e de casos de câncer 

colorretal do banco de tumores do Serviço de Oncologia do Hospital São Lucas – 

PUCRS. 

Em um segundo momento, foi desenvolvido um estudo tipo coorte 

retrospectivo com componentes contemporâneos para determinar a ocorrência dos 

desfechos clínicos nos pacientes. 

Foram revisados e analisados dados clínicos e anatomopatológicos de 

pacientes submetidos a ressecção cirúrgica do tumor primário e linfonodos regionais 

diagnosticados entre setembro de 2002 à outubro de 2011 e incluídos no banco de 

tumores de câncer colorretal do Serviço de Oncologia do Hospital São Lucas – 

PUCRS. 

Os dados epidemiológicos foram analisados mediante seguimento dos 

pacientes no ambulatório de Oncologia do Hospital São Lucas – PUCRS, através da 

revisão do prontuário. Dados pendentes foram resgatados mediante coleta de dados 

diretamente do paciente ou familiar através do contato telefônico do prontuário 

hospitalar do paciente ou diretamente com o médico assistente do caso na ocasião 

do diagnóstico. 

A principal variável do estudo (expressão dos miRNAs) foi analisada através 

da quantificação de miRNA por meio de qPCR nas amostras de tumor e linfonodos. 

 

4.2 POPULAÇÃO E AMOSTRA 

 

Foram utilizadas amostras frescas conservadas em nitrogênio líquido de 

tumores de câncer colorretal e linfonodos do banco de tumores do Serviço de 



37 

 

Oncologia do Hospital São Lucas – PUCRS de pacientes que fazem 

acompanhamento no mesmo serviço conforme concordância prévia em participar da 

pesquisa e mediante a assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido 

na inclusão dos tecidos no Banco de Tumores (Anexo A). Além disso, o pesquisador 

se compromete, através da assinatura de um Termo de Compromisso de 

Confidencialidade dos Dados coletados dos prontuários dos pacientes. 

Das 150 amostras de tumor primário e linfonodos metastáticos do banco de 

tumores de câncer colorretal do Serviço de Oncologia do Hospital São Lucas – 

PUCRS com data do diagnóstico de setembro de 2002 à outubro de 2011, foram 

selecionados 28 amostras viáveis para este trabalho.  

Para auxiliar na coleta dos dados clínicos foi utilizada uma ficha clínica 

contendo as variáveis de interesse (Anexo B). 

 

4.3 CRITÉRIOS DE INCLUSÃO 

 

Foram incluídos pacientes maiores que 18 anos de idade com diagnóstico 

histopatológico de câncer colorretal submetidos a ressecção cirúrgica do tumor 

primário e diagnosticados de setembro de 2002 à outubro de 2011 e incluídos no 

banco de tumores de câncer colorretal do Serviço de Oncologia do Hospital São 

Lucas – PUCRS. 

 

4.4 CRITÉRIOS DE EXCLUSÃO 

 

Foram excluídos todos os pacientes que apresentaram uma ou mais das 

condições abaixo listadas: 

 Paciente submetido a tratamento quimioterápico prévio; 

 Paciente submetido a tratamento radioterápico prévio do abdômen ou 

pelve; 

 Paciente com diagnóstico de outra neoplasia concomitante ou prévia, 

exceto câncer de pele não melanoma; 

 Pacientes com amostras tumorais inadequadas para análise da 

expressão dos miRNAs. 
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4.5 VARIÁVEIS DO ESTUDO 

 

4.5.1 Variáveis dependentes 

 

Foi analisada a expressão dos miRNAs no tumor primário de câncer colorretal 

e linfonodos regionais. Descritos como variável contínua e como categórica. Na 

dicotomização da variável categórica, valores <1 foram considerados como 

reprimidos e >1 superexpressos. 

 

4.5.2 Varáveis independentes 

 

As variáveis analisadas em relação a expressão dos miRNAs estão descritas 

abaixo e foram coletada e/ou do prontuário médico dos pacientes em questão e/ou 

mediante coleta de dados diretamente do paciente ou familiar e/ou com o médico 

asssitente na ocasião do diagnóstico. 

 Sexo. 

 Cor da pele. 

 Idade ao diagnóstico. 

 Data do diagnóstico = data da biópsia. 

 Localização do tumor. 

 Invasão camadas do intestino por TNM (T). 

 Comprometimento linfonodal por TNM (N). 

 Estadiamento ao diagnóstico (TNM). 

 Tempo para progressão da doença em meses, definido como o tempo 

decorrido entre o diagnóstico e a recorrência da doença. 

 Status vital ao final do estudo e/ou do acompanhamento. 
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4.6 AVALIAÇÃO DA EXPRESSÃO DOS miRNAS 

 

4.6.1 Análise das amostras tumorais 

 

A análise da expressão dos miRNAs foi realizada no laboratório do Instituto 

de Biotecnologia da Universidade Católica de Brasília em caráter de parceria entre 

as duas instituições. 

 

5.6.2 Purificação dos miRNA 

 

As amostras foram conservadas em RNAlater e/ou nitrogênio líquido, ambas 

armazenadas a -80°C. 

O kit mirVana (Ambion, EUA) foi utilizado para extrair RNA total dos tecidos 

de acordo com as recomendações do fabricante. Após a extração os RNA foram 

analisados em gel de agarose 1% (eletroforese) e tiveram sua concentração e 

pureza determinados pelo Qibut e Nanodrop.  

 

4.6.3 Quantificação de miRNA  

 

A quantificação de miRNA foi realizada por meio de qPCR, utilizando o 

sistema TaqMan (Applied Biosystems, Foster City, EUA) e o kit TaqMan MicroRNA 

Assay (Applied Biosystems). Esse kit inclui adaptadores que permitem a produção 

de cDNA representando o miRNA de interesse, além de iniciadores e uma sonda 

que permite a reação. A reação foi feita utilizando a máquina StepOnePlus Real-

Time PCR System (Applied Biosystems, EUA) conforme recomendações do 

fabricante. Para este trabalho o mir-570, mir-16, mir-338, Let-7, mir-1, mir-150, mir-

183, mir-650, mir-31 foram analisados e como controle endógeno foi utilizado o 

“small RNA RNU-6B”. A Tabela 2 mostra a nomenclatura e localização destes 

miRNAs nos cromossomos (67, 145) 
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Tabela 2: Nomenclatura e localização dos miRNAs nos cromossomos 
 

miRNA Localização Cromossomo 

hsa-miR-650 22 
hsa-miR-570 3 
hsa-let-7g 3 
hsa-mir-183 7 
hsa-miR-31 9 
hsa-miR-338–3p 17 
hsa-mir-150 19 

hsa-mir-1-1 20 
hsa-miR-16-1 13 
RNU-6B (controle) 10 

 

4.6.4 Análise dos dados de miRNA 

 

A quantificação relativa (RQ) dos miRNA foi determinada utilizando o método 

comparativo de ΔΔCq. Este é um método no qual a expressão do gene da amostra é 

medido com base em uma amostra de referência, ou controle endógeno (calibrador). 

O método de ΔΔCq calcula as diferenças nas expressões gênicas primeiramente 

calculando o ΔCq (média da triplicata do Cq do gene alvo menos a média da 

triplicata do Cq do gene constitutivo). A partir desses dados, se calcula o ΔΔCq 

(subtração de dois ΔCq que se quer analisar, como por exemplo o ΔCq do tumor ou 

linfonodo menos o ΔCq do normal). A partir daí, é dado um número que varia entre 0 

e 1 quando a amostra é reprimida (já que a amostra padrão tem valor igual a 1), e se 

o número é acima de 1, essa amostra é superexpressa em relação ao tecido normal 

(146). 

 

4.7 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A partir das fichas com os dados clínicos e histopatológicos devidamente 

preenchidas, as mesmas foram digitalizadas no programa EXCEL para posterior 

tratamento estatístico. 

Foi utilizado o software Stata, versão 11.2. Para a descrição das variáveis 

numéricas, média e desvio-padrão (DP) ou mediana e intervalo interquaril (IQ), 

juntamente com a amplitude. 
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Para a descrição das variáveis categóricas, frequência absoluta e relativa, os 

testes estatísticos empregados foram o teste exato de Fisher (para variáveis 

categóricas) ou os testes não paramétricos de Wilcoxon e de Kruskal Wallis (para 

variáveis numéricas). 

As variáveis de miRNAs foram avaliadas como contínuas inicialmente e, em 

um segundo momento como categóricas. Foram consideradas expressões <1 como 

reprimida e >1 como superexpressa. 

Foi gerada uma variável padrão de miRNA no tumor primário e no subgrupo 

de linfonodos doentes a partir de uma análise fatorial de componentes principais. 

Esta variável “padrão” foi posteriormente dividida em tercis (menor para maiores 

expressões) para fins de análise (147, 148). 

O cruzamento entre as diferentes expressões de RNA foi feito mediante a 

correlação de Spearman. 

Foi considerado o nível de significância de 5% para testes bicaudais. 
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5 RESULTADOS 

 

5.1 QUALIDADE DAS AMOSTRAS DE RNAs 

 

Para a detecção dos miRNAs, o RNAtotal das amostras  foi extraído e como 

pode ser visto na figura 5, preenchendo os critérios de qualidade da amostra, uma 

vez que as bandas 28 e 18s são visíveis e não apresenta contaminação com DNA 

genômico e nem presença de Rastro representadando degradação. (Figura 6). 

 

Figura 6: Eletroforese mostrando o RNA extraído das amostras tumorais dos  

indivíduos com CCR selecionados.  

 

28S

18S

1     2     3      4     5     6      7     8

 

Poço: 1 - Marcador de massa molecular 1Kb Ladder (Invitrogen). 
Poço:  2 - controle negativo – água destilada 
3 a 8 - RNA de diferentes amostras tumorais obtidos após a extração e quantificação no Qibut.  

 

5.2 CARACTERÍSTICAS CLÍNICO-PATOLÓGICAS DOS CASOS 

 

Dados coletados dos 28 pacientes caracterizam a amostra quanto a idade, 

gênero, estadiamento inicial, cor da pele, sítio anatômico da neoplasia, recidiva, 

tempo de seguimento e status vital, conforme descrição individual apresentada na 

tabela 3 e agrupada na tabela 4. 
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Todas as amostras tumorais são de adenocarcinoma primário do cólon ou do 

reto. 

A data do diagnóstico variou de 27/9/2005 à 26/7/2011, sendo que metade 

dos pacientes foi recrutada até 13/12/2007.  

O tempo de seguimento variou de 0 à 9 anos com média=3,9 (DP=2,8), com 

mediana de 4 anos. 

Quanto a faixa etária dos casos estudados, 28,6% tinham menos de 60 anos 

na ocasião do diagnóstico e 71,4% 60 anos ou mais. A idade média foi de 66,7 anos, 

com mediana de 70 anos, variando de 26 à 86 anos. 

Dos 10 casos (35,7%) que apresentaram recidiva, o intervalo para recidiva 

variou de 1 à 42 meses, com média=14,6 meses (DP=13,8), com mediana de 9 

meses. 

Quanto a causa do óbito 60% (6 pacientes) foram devido a progressão do 

câncer, 40% (4 pacientes) não relacionada a progressão da doença e 1 paciente não 

teve a causa do óbito identificada. 
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Tabela 3: Características clínico-patológicas dos casos. 
 Idade Gênero TNM EC Cor Sítio Recidiva 

(meses) 
Seguimento 

(anos) 
SV 

1 77 F T3N0M0 IIA B COLON NÃO 5 V 

2 81 M T3N2bM0 IIIB B COLON 7  3 V 

3 67 M T3N1bM0 IIIB B RETO NÃO 5 V 

4 78 M T3N1aM1a IVA B COLON NÃO 0,3 M 

5 83 M T4aN2bM0 IIIC B RETO 10  1 M 

6 84 F T4aN0Mx IIB B COLON NÃO 8 V 

7 80 M T3N1bMx IIIB B RETO 2  0,5 M 

8 83 M T3N2bM0 IIIC NB COLON NÃO 4 V 

9 52 M T3N0M0 IIA B COLON 8  2 M 

10 76 M T3N1M0 IIIB B COLON NÃO 7 V 

11 53 M T1N0M0 I B COLON NÃO 7 V 

12 86 F T4aN0Mx IIB B COLON 36  4 V 

13 65 M T3N0M0 IIA B COLON 42 8 V 

14 60 M T3N1aMx IIIB B COLON NÃO 6 V 

15 46 F T3N0M0 IIA B COLON NÃO 7 V 

16 70 F T4aN1aM1 IV B COLON 6  2 M 

17 70 M T4aN0M0 IIB B COLON NÃO 7 V 

18 77 F T4aN0Mx IIB B COLON * * * 

19 80 M T4aN0Mx IIB B COLON NÃO 3 V 

20 67 M T4aN1bMx IIIC B COLON NÃO 0,1 M 

21 59 F T4aN1bM0 IIIB B COLON 11  1 M 

22 59 M T3N2bM1 IV B COLON 12  1 M 

23 26 F T3N2bM0 IIIC NB COLON 26  1 M 

24 60 F T3N0M1 IV B COLON NÃO 2 V 

25 38 F T3N2aM0 IIIB B COLON NÃO 4 V 

26 80 M T4aN0M0 IIB B COLON NÃO 0,6 M 

27 30 F T3N1bM0 IIIB NB COLON NÃO 4 V 

28 82 F T3N0M0 IIA B COLON NÃO 4 V 

Idade – em anos 
sexo-  F=feminino M=masculino 
EC=estadiamento clínico agrupado TNM 
Cor da pelo= B=branco NB=não branco 
SV=status vital V=vivo  M=morto 
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Tabela 4: Características clínico-patológicas dos casos 

Idade 

<60  8 28,6% 

≥60  20 71,4% 

Gênero 

Feminino  12 43% 

Masculino  16 57% 

EC 

I    1   3,6% 

II  11 39,3% 

III  12 42,8% 

IV    4 14,3% 

Cor da pele 

Branca  25 89,3% 

Não branca 3 10,7% 

Sítio primário 

Cólon  25 89,3% 

Reto  3 10,7% 

Status vital ao final do seguimento 

Vivos  17 60,7% 

Mortos  10 35,7% 

Ignorado    1   3,6% 

 

5.3 EXPRESSÃO DE MIRNAS NA AMOSTRAS 

 

O padrão de expressão dos miRNAs foram estudados nas amostras tumorais 

em relação ao linfonodo, N=28 apresentados na figura 7 e descritos na tabela 5. 

Como é possível observar na figura 7, o mir-570 e mir-338 foram 14 vezes 

mais expressos no tumor em relação ao seu linfonodo, o mir-16 2,5 vezes mais 

expresso, Let-7 1,5 vezes mais expresso, mir-1 esteve 29 vezes mais expresso, mir-

183 apresentou expressão aberrante estando 260 vezes mais expresso, mir-650 2,5 

vezes mais expresso, mir-31 15 vezes mais expresso e o mir-150 se apresentou 

reprimido quase 2 vezes menos que no linfonodo. 
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O mir-570 apresentou média de expressão de 12,2 (0,3 -272,5), mir-16 2,5 

(0,006–42), mir-338 7,0 (0,05-135), Let-7 1,5 (0,04–24,6), mir-1 30,0 (0,02-471,6), 

mir-150 0,1 (0,0-1,5), mir-183 268 (0,3-5374), mir-650 1,9 (0,01-13,7) e mir-31 18,9 

(0,03-206,1) conforme apresentado na tabela 5.  

 

Figura 7: Expressão dos miRNAs estudados nas amostras tumorais e nos linfonodos 

   

   

   

Tumoral               Linfonodo 
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Tabela 5: Padrão de expressão dos miRNAs no tumor primário. 
 

MICRORNA MÉDIA VARIAÇÃO DP MEDIANA IQ 

MIR-570 12,2 0,3 a 272,5 52,1 1,2 0,65 a 2,32 

MIR-16 2,5 0,06 a 42,0 8,0 0,5 0,27 a 1,20 

MIR-338 7,0 0,05 a 135,4 25,8 1,2 0,53 a 3,00 

LET-7 1,5 0,04 a 24,6 4,7 0,4 0,22 a 1,09 

MIR-1 30,0 0,02 a 471,6 101 1,3 0,73 a 6,27 

MIR-150 0,1 0,0 a 1,5 0,3 0,03 0,01 a 0,06 

MIR-183 268 0,3 a 5374 1028 13,2 3,94 a 83 

MIR-650 1,9 0,01 a 13,7 3,4 0,4 0,14 a 2.21 

MIR-31 18,9 0,03 a 206,1 48,7 1,3 0,30 a 4,51 

 

A distribuição dos casos conforme a expressão dos miRNAs está apresentada 

nas figura 8 e 9, onde é possível observar que todos estão mais superexpressos. 

O mir-183 está apresentado na figura 10. Este está sendo apresentado 

separadamente pois apresenta grande variação e expressões aberrantes em relação 

aos demais miRNAs estudados, variou de 0,3 a 5374, com média=268 (DP=1028) e 

mediana=0,3. 
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Figura 8: Expressão dos miRNAs nas amostras de tumor primário, excluindo miRNA 

183 (N=28) 
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Figura 9: Expressão dos miRNAs no tumor primário, excluindo valores aberrantes. 
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Excluidos: mir-1>100 (n=3) e mir-31>30 (n=3), totalizando N=22. 
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Figura 10: Padrão de expressão do mir-183 nas amostras do tumor primário, 

excluindo dois pacientes com valores > 500 
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Foi realizada uma análise do subgrupo dos casos com comprometimento 

linfonodal, N=15, onde foi avaliada a expressão dos miRNAs nos linfonodos 

metastáticos em relação a linfonodo normal, apresentados na figura 11 e descritos 

na tabela 6. 

É possível observar na figura 11 que o mir-31 e mir-650 no linfonodo 

metastático estão 1,2 vezes mais expresso que no linfonodo sem doença, mir-183 

está 40 vezes mais expresso, mir-1 e mir-338 6 vezes mais expresso, Let-7 1,3 

vezes mais expresso, mir-16 1,4 vezes mais expresso, mir-570 1,6 vezes mais 

expresso e o mir-150 mais reprimido em relação ao linfonodo 1,5 vezes. 

O média de expressão do mir-570 nos linfonodos metastáticos foi de 1,61 

(0,02-6,99), mir-16 1,43 (0-6,79), mir-338 5,49 (0-38,79), Let-7 1,28 (0-5,52), mir-1 

5,78 (0-55,68), mir-150 0,57 (0-2,16), mir-183 39 (0,01-449), mir-650 1,19 (0-4,13) e 

mir-31 1,16 (0-4,87) conforme descrição na tabela 6. 

O distribuição da amostra dos linfonodos metastáticos em relação a 

expressão dos miRNAs está apresentada na figura 12. É possível observar que há 

uma maior variação da expressão dos miRNAs, onde mir-570, mir-338, mir-1, mir-

183 e mir-650 estão superexpressos e mir-31, mir-150, Let-7 e mir-16 apresentam 

expressão reprimida.  
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Figura 11: Expressão dos miRNAs nos linfonodos metastáticos. 

 
  

   

   

Linfonodo doente              Linfonodo sem doença 
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Tabela 6: Padrão de expressão diferencial dos miRNAs nos linfonodos metastáticos. 

MICRORNA MÉDIA VARIAÇÃO DP MEDIANA IQ 

MIR-570 1,61 0,02 a 6,99 1,96 0,99 0,27 a 2,33 

MIR-16 1,43 0 a 6,79 1,73 0,88 0,36 a 1,98 

MIR-338 5,49 0 a 38,79 9,68 2,05 0,77 a 7,13 

LET-7 1,28 0 a 5,52 1,55 0,68 0,38 a 1,72 

MIR-1 5,78 0 a 55,68 14,09 0,99 0,04 a 4,92 

MIR-150 0,57 0 a 2,16 0,57 0,50 0,07 a 0,98 

MIR-183 39,0 0,01 a 449 115 4,22 0,62 a 5,33 

MIR-650 1,19 0 a 4,13 1,21 0,80 0,22 a 1,81 

MIR-31 1,16 0 a 4,87 1,42 0,52 0,17 a 1,46 

 

Figura 12. Expressão dos miRNAs na amostra de linfonodos metastáticos, excluindo 

expressões aberrantes.  
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5.4 ANÁLISES ESTATÍSTICAS E COMPARAÇÃO COM DADOS CLÍNICOS 

 

Foi realizada análise fatorial dos miRNAs estudados, criando uma variável 

padrão dos miRNAs a partir das nove variáveis. Para isso, foi excluído o paciente 

identificado como número 20, com expressões distintas dos demais, a fim de 

melhorar a qualidade da variável.  

Tal variável foi categorizada em tercis a partir de uma análise fatorial de 

componentes principais (miRNAs). A variável gerada explicou 82% da variabilidade 

das nove variáveis de miRNAs. Todas elas ficaram com carga fatorial acima de 0,5, 

o que é considerado satisfatório (147, 148). No entanto, apesar de a variável padrão 

haver expressado bem todas as variáveis de miRNA, ela não se associou com as 

demais variáveis estudadas. 

Dicotomizando as variáveis de miRNA, surgiram duas associações 

estatisticamente significativas em relação aos miRNAs mir-570 e mir-183. 

A prevalência de óbito nos indivíduos com expressão reprimida (menor que 1) 

do mir-570 no tumor primário foi 63,64% e naqueles superexpressos (maior que 1) 

foi de 17,65%, com valor p do teste exato de Fisher de 0,020. Apresentado na tabela 

7.  

 

Tabela 7: Prevalência de óbito e expressão do mir-570 
 

Mir570 não sim total 

<1 4 (36,36%) 7 (63,64%) 11 (100%) 

>1 14 (82,35%) 3 (17,65%) 17 (100%) 

Total 18 (64,29%) 10 (35,71%) 28 (100%) 

Teste Exato de Fisher=0,020 

 

Ao comparar a expressão do mir-183 no tumor primário de pacientes com 

linfonodos metastáticos versus a expressão no tumor primário de pacientes com 

linfonodos sem doença, vê-se que este miRNA está superexpresso nos tumores com 

linfonodos sem a doença.  

No grupo com linfonodos comprometidos (15 pacientes) a mediana de 

expressão do mir-183 foi de 4,42 com intervalo interquartil p25 de 1,66 e p75 de 

43,01; enquanto que, no grupo sem comprometimento linfonodal (13 pacientes) a 
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mediana de expressão do mir-183 foi de 54.17 com intervalo interquartil p25 de 

13,12 e p75 de 223,14. Com valor p=0,01 do teste de Wilcoxon. Para esta análise foi 

excluído o caso número 20 com expressões aberrantes. 

Ao comparar a ocorrência de óbito em relação ao status linfonodal, 

(metastático ou não) houve uma maior ocorrência de óbito no grupo com linfonodos 

doentes (53,33%) do que no grupo com linfonodos normais (15,38%), com 

associação limítrofe, p= 0,055 conforme apresentado na tabela 8. 

Todos os pacientes que morreram devido ao câncer (6 pacientes) tinham 

linfonodos metastáticos, com tempo de acompanhamento menor em relação aos 

demais (p=0,03). 

 

 

Tabela 8: Ocorrência de óbito em relação ao status linfonodal 

linfonodo não sim total 

sem doença 11 (84,62% 2 (15,38%) 13 (100%) 

metastático 7 (46,67%) 8 (53,33%) 15 (100%) 

total 18 (64,29%) 10 (35,71%) 28 (100%) 

Teste Exato de Fisher=0,055  

 
 

Quanto maior o estadiamento, maior foi a ocorrência de óbito (0, 18, 42 e 75% 

para os estádios I, II, III e IV, respectivamente), observando-se um gradiente dose-

resposta na predição de letalidade, mas com valor p de 0,16. 

 

Pacientes com mais miRNAs expressos tenderam a morrer mais por outras 

causas que não o câncer. Dos 3 pacientes analisados que morreram por outras 

causas, 2 deles (67%) pertenciam ao grupo com superexpressão de miRNA. Já os 

dois pacientes do grupo com de miRNAs reprimidos que morreram, tiveram como 

causa a progressão do câncer, p=0,17. No subgrupo de pacientes com linfonodos 

doentes (metastáticos) N=15, onde foi avaliada a expressão dos miRNAs nos 

linfonodos doentes em relação o linfonodo normal, a variável fatorial criada para 

representar a expressão dos microRNAs não apresentou poder para tal, onde alguns 

miRNAs tiveram correlação negativa. Ou seja, pacientes com maior número de 
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miRNA expressos para um tiveram miRNAs reprimidos para outro, como o mir-183 e 

mir-150 com correlação negativa de -0,23. 

No subgrupo em questão, a expressão do mir-650 foi associada a prevalência 

de recidiva. 

A expressão do mir-650 esteve reprimida em 25% dos casos que recidivaram 

e superexpresso em 85% dos casos, com valor p=0,04, conforme apresentado na 

tabela 9. 

 

Tabela 9: Prevalência de recidiva e expressão do mir-650. 

 Mir-650 não sim total 

<1 6 (75%) 2 (25%) 8 (100%) 

>1 1 (14,29%) 6 (85,71%) 7 (100%) 

Total 7 (46,67%) 8 (53%) 15 (100%) 

Teste Exato de Fisher = 0,041 

 

Analisando separadamente o subgrupo de pacientes com linfonodos 

metastáticos (15 pacientes), em relação a expressão dos miRNAs no tumor primário 

(em relação ao seu linfonodo) e no linfonodo doente (em relação ao linfonodo 

normal), observa-se uma correlação negativa para a maioria dos microRNAs. Esta 

correlação chega a -0,73 para o mir-183 e -0,67 para o mir-16.  

Nos outros casos não houve correlação, mas nenhum caso a correlação foi 

positiva. Isto significa que maiores valores em um grupo repercutem em menores 

valores no outro e vice-versa. 
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6 DISCUSSÃO 

 

Os miRNAs surgem como uma nova possibilidade na interpretação do 

comportamento de doenças heterogêneas como o câncer (19). Estudos publicados 

recentemente trazem novas possibilidades e associações do diagnóstico precoce e 

rastreio, melhor definição do prognóstico e terapêutica e no tratamento de doenças 

com manipulação de miRNAs (108, 110, 112, 124, 126). 

Neste trabalho foram utilizadas amostras tumorais e linfonodais de um banco 

de tumores iniciado em 2002, com o intuito de termos um período adequado de 

seguimento dos casos. Esta escolha possibilitou um longo seguimento, com a 

possibilidade de acompanhar a evolução individual de cada caso. 

No entanto, tivemos um baixo aproveitamento das amostras mais antigas, 

tendo em vista que o trabalho com RNAs exige material ideal para tal. A qualidade 

final depende de múltiplos fatores incluindo a coleta no bloco cirúrgico, resgate de 

material na patologia após confirmação da histologia (como nos linfonodos por 

exemplo), armazenamento e transporte adequados e rotina exaustiva na extração 

dos RNAs (evitar contaminação, escolher a melhor amostra). 

Provavelmente a qualidade da coleta e a conservação foi melhorada ao longo 

dos anos possibilitando a utilização de amostras a partir do ano de 2005 de um 

banco iniciado em 2002. 

Assim, dos 150 casos selecionados, 28 foram elegíveis para este estudo. 

O fato de a amostra ser pequena dificulta associações estatisticamente 

significativas. Sendo possível somente quando a variável estudada apresenta uma 

grande diferença em estar ou não presente. Assim podemos não identificar 

associações que existam, mas por outro lado as associações encontradas passam a 

ser de grande interesse. 

Quanto as características clínico-patológicas da amostra, é possível observar 

que seguem o padrão da patologia estudada quanto a distribuição por faixa etária, 

sexo, sítio anatômico, estadiamento e histologia. Assim, apesar da amostra ser 

pequena é representativa da patologia em questão. 

Confirmando este raciocínio, a ocorrência de óbito foi maior no grupo com 

linfonodos metastáticos, bem como o tempo de seguimento foi menor, com 

associação limítrofe. Os 6 pacientes que tiveram como a causa do óbito o câncer 

tinham linfonodos doentes. É fato que o comprometimento linfonodal é o principal 
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fator prognóstico em câncer colorretal. Concluímos que o dado encontrado está de 

acordo com o padrão desta patologia e a associação foi limítrofe porque a amostra é 

pequena. 

O estadiamento por TNM é o padrão para avaliação prognóstica em muitos 

cânceres, incluindo o câncer colorretal. Os achados de ocorrência de óbito são 

diretamente proporcionais ao estadiamento, sendo possível identificar um gradiente 

dose-resposta na predição de letalidade o que ratifica a qualidade da amostra 

estudada. 

O padrão de expressão dos miRNAs no tumor primário em comparação ao 

seu linfonodo se direciona para superexpressão. 

O padrão de expressão dos miRNAs estudados nos linfonodos doente 

apresentou direções distintas, mantendo o padrão de superexpressão para o mir-

570, mir-338, mir-1, mir-183 e mir-31 mas reprimido no mir-16, Let-7, mir-150 e mir-

650.  

Confirmando este dado, a variável fatorial criada para representar a 

expressão dos miRNA apresentou poder quando analisamos a expressão no tumor 

primário, onde todas as expressões estão na mesma direção (superexpressão). Ou 

seja, indivíduos com maiores valores de um miRNA tenderam a apresentar maiores 

valores para os demais também. 

Já a variável fatorial criada para representar a expressão dos miRNAs dos 

linfonodos metastáticos não apresentou poder para tal, já que as expressões aqui 

nem sempre estiveram na mesma direção, onde alguns miRNAs tiveram correlação 

negativa. Ou seja, pacientes com superexpressão para alguns apresentaram-se 

reprimidos para outro, como o mir-183 e mir-150 com correlação negativa de -0,23. 

Assim podemos concluir que nos linfonodos doentes a expressão dos 

miRNAs estudados é mais heterogênea (diferentes sentidos de associação) e no 

tumor primário este padrão de expressão é mais homogêneo. 

Corroborando com a heterogeneidade destes achados, Slattery e 

colaboradores descreveram diferentes expressões de miRNA dependendo da 

localização, subtipo, síndrome genética ou doença inflamatória intestinal, mostrando 

que a expressão dos miRNAs não segue sempre um padrão tecidual, mas uma 

característica da doença encontrada (149). Zhou e colaboradores mostrou que o 

padrão da expressão dos miRNAs é modificável pela exposição a quimioterápicos 

(150). Huynt e colaboradores revisaram a importância de estudar aberrações 
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epigenéticas nos linfonodos de malignidades como o câncer colorretal, tendo em 

vista sua potencial utilidade como biomarcador, eventualmente diferente de outros 

tecidos (151). 

Estes dados sugerem que na interpretação dos achados em estudos com 

miRNAS a amostra tecidual é muito relevante, bem como o miRNA em questão. 

Talvez, em câncer colorretal, a informação dos linfonodos regionais comprometidos 

seja mais representativa que o tumor primário. 

Christensen e colaboradores descreveram quatro miRNAs, entre eles o mir-

570, que quando superexpressos em câncer colorretal apresentavam associação 

com recorrência, quando comparados a pacientes sem recorrência (114). 

Em câncer gástrico, a superexpressão do mir-570 foi associada ao grau de 

diferenciação e infiltração tumoral e metastatização linfonodal, possivelmente 

através da inibição da tradução da proteína B7-H1. Indicando que o mir-570 pode 

influenciar na expressão proteica e modificando a suscetibilidade tecidual ao câncer 

e sua progressão (113). 

Neste estudo, a expressão reprimida do mir-570 no tumor primário se 

associou com óbito. Assim, supõe-se que este miRNA é preditor de expectativa de 

óbito quando avaliado no tumor primário de câncer colorretal. Este achado vai de 

encontro com os achados descritos na literatura.  

O mir-183 está habitualmente superexpresso em amostras de CCR em 

comparação com o tecido normal e sua ação se dá através da inibição de genes 

supressores tumorais (22, 135, 152, 153). A superexpressão do mir-183 está 

associada a estadiamento avançado de câncer colorretal, metástase linfonodal e a 

distância e pior prognóstico. Sendo, portanto, um biomarcador de pior prognóstico 

(134). 

Neste estudo a maior expressão de mir-183 no tumor primário sugere doença 

localizada ao diagnóstico, distinto dos dados descritos até então. No entanto, não 

sabemos se a doença inicial aumenta a expressão ou a menor expressão faz com 

que a doença tenha maior poder de metastatização. É possível que esta 

discrepância se deva a heterogeneidade dos estudos em diferentes tecidos e 

estádios tumorais, localização e técnicas. 

A superexpressão do mir-650 está associado a metástases linfonodais e a 

distância de CCR. N-myc downstream-regulated gene 2 (NDRG2) é um gene 

supressor tumoral, está presente nos tecidos normais e praticamente indetectável 
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em vários cânceres. Feng L e colaboradores demonstraram que este gene, em 

câncer colorretal, está suprimido quando na presença do mir-650. Este dado sugere 

que este miRNA é um regulador direto da expressão gênica em câncer colorretal 

(136). 

Xueli Zhang e colaboradores descreveram a superexpressão do mir-650 em 

câncer gástrico promovendo a proliferação e metastatização linfonodal e a distância 

(154). 

Neste estudo, no linfonodo doente de câncer colorretal, a superexpressão do 

mir-650 se associou com recidiva. Corroborando com os dados da literatura citados 

acima. No entanto, esta associação não foi demonstrada no tecido do câncer no 

intestino. Talvez a avaliação deste miRNA seja mais importante no linfonodo do que 

no tumor primário para prever recidiva, já que não houve associação identificada na 

expressão deste miRNA na análise do tumor primário. 

Não foi possível analisar separadamente as amostras de câncer de cólon das 

amostras de câncer de reto, devido ao número limitado de casos. Talvez ao analisar 

separadamente pudéssemos identificar expressões e associações distintas, já que 

são doenças com terapêutica e prognóstico também distintos (3, 4). No entanto, 

outros miRNAs estudados em câncer colorretal como mir-143, mir-145 e mir-31 não 

demonstraram diferença estatística na expressão ou associação com dados clínico-

patológicos ao comparar câncer de colon e câncer de reto separadamente (96). Mas 

é um dado passível de discussão, que merece elucidação em outros estudos com 

maior número de casos. 
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7 CONSIDERAÇÕES FINAIS E PERPECTIVAS FUTURAS 

 

A identificação da expressão de miRNAs e sua associação com dados clínico-

patológicos e evolução da doença amplia o entendimento do complexo mecanismo 

para formação e evolução de doenças como o câncer. 

Somente a partir destes dados há possibilidade de desenvolver testes 

diagnósticos e prognósticos. 

A possibilidade de avaliar miRNAs em soro/plasma/fezes fornece grande 

vantagem em relação a tecido/biópsia/material cirúrgico, havendo a necessidade da 

validação da expressão em amostras não teciduais e desenvolvimento de técnicas 

adequadas. 

A partir da identificação da expressão dos miRNAs é fundamental o 

desenvolvimento de estudos com análise funcional destes miRNAs. Assim é possível 

verificar se o aumento da expressão ou o silenciamento destes miRNAs em culturas 

de células é capaz de inibir ou promover crescimento celular, confirmando os 

achados dos estudos iniciais. 

Para cada potencial biomarcador é necessário identificar a função molecular e 

o mecanismo de desregulação que dê suporte ao uso clínico e possibilite alvos 

terapêuticos. 

Há grande potencial e expectativas em relação aos miRNAs se tornarem 

alvos terapêuticos de agentes anticâncer. Antes há um grande desafio no 

desenvolvimento de animais modelo, avaliação detalhada da farmacocinética e 

farmacodinâmica dessas moléculas, via segura para aplicação, quanto e por quanto 

tempo é necessária exposição. Assegurar que o miRNA seja efetivo na doença em 

questão e não em outros tecidos, tendo em vista que pode ter ações distintas em 

diferentes tecidos. 

Assinaturas epigenéticas poderão ser consideradas, usando uma combinação 

de expressão de diferentes miRNAs, isto poderia minimizar a discrepância 

encontrada entre os estudos. 

Estudos de metanálises são importantes para agregar e validar o grande 

volume de informações sobre miRNAs, gerando informações para pesquisas futuras. 

O acúmulo de informações sobre miRNAs e a adequada interpretação destes 

achados serão determinantes para que se tornem marcadores mais efetivos, 
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possam melhorar o entendimento da doença e o desenvolvimento de possíveis alvos 

terapêuticos com a tão sonhada terapia epigenética. 

Outros estudos são necessários para ampliar o conhecimento dos miRNAs 

em câncer colorretal e validar as associações encontradas neste trabalho. 
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8 CONCLUSÕES 

 

Foi possível analisar o padrão de expressão dos miRNAs propostos neste 

estudo nas amostras tumorais e linfonodais de câncer de cólon e reto de um banco 

de tumores com amostras frescas de tecidos posteriormente conservados em 

nitrogênio líquido. 

Ao verificar a expressão dos miRNAs frente aos dados clínicos (idade, 

gênero, estadiamento inicial, cor da pele, sítio anatômico da neoplasia, recidiva, 

tempo de seguimento e status vital) foi possível identificar associação 

estatisticamente significativa nas seguintes situações: expressão reprimida do mir-

570 no tumor primário provavelmente seja preditora de mortalidade, superexpressão 

do mir-183 no tumor primário sugere doença localizada ao diagnóstico e 

superexpressão do mir-650 no linfonodo metastático é preditor de recidiva. 

Houve diferentes padrões de expressão quando analisados no tumor primário 

ou linfonodo, sugerindo que a interpretação deverá estar relacionada com o tecido 

estudado e não somente com o miRNA. 

Novos estudos são necessários, com maior número de casos, diferentes 

sítios de metástases, fezes e sangue para validar os dados deste trabalho e ampliar 

o conhecimento sobre miRNAs. O acúmulo destas informações é determinante para 

que os miRNAs possam se tornar efetivos biomarcadores em câncer colorretal com 

utilidade na prática clínica. 
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Anexo A - Termo de Consentimento Livre e Esclarecido na Inclusão dos 

tecidos no Banco de Tumores 
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Anexo B – Carta de Confirmação do Estudo ao Programa de Pós-Graduação 
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Anexo E – Artigo Submetido 

 

MICRORNAS: PROGNOSTIC MARKERS AND PREDICTORS OF COLORECTAL 

CANCER 

Petrarca, C.R., Silva, V.D.; Andrade, R.V., Rovere, R.K., Fillmann, H.S. and Garicochea, B. 

 

SUMMARY 

Introduction : Recent evidence attest to the molecular heterogeneity in colorectal cancer at 

different levels of expression and especially in post-transcriptional gene regulation. One of the 

agents involved in this regulation are the small RNAs noncoding ( microRNAs ) . Changes in 

them have been linked to diagnosis, prognosis , gene expression , chemosensitivity and 

staging , are considered potential biomarkers. 

Methods: Analysis of differential expression of microRNAs mir-570, mir-16, mir-338, let-7, 

mir-1, mir-150, mir-183, mir-650 and mir-31 by qPCR in tumor samples and lymph node of 

patients diagnosed with colorectal cancer. Samples were taken from colorectal cancer tumor 

bank's Hospital Oncology Service São Lucas - PUCRS - Porto Alegre – Brazil,  

clinicopathological data collected from September 2002 to October 2011 are included. 

Results: The mean age of the 28 patients studied was 66.7 years (26 to 86) with mean follow-

up of 3.9 years (0 to 9), SD = 2.8 and a median of four years. The expression of repressed 

mir570 was associated with mortality when evaluated in the primary tumor (N = 28), 63.64% 

vs. 17.65%, p = 0.020. In primary tumors of patients with lymph node metastasis (N = 15) 

median expression mir183 it was 4.42 whereas in the samples from patients with no lymph 

nodes patients (N = 13) median expression of miR183 was 54.17, p = 0.01, suggesting 

localized disease at diagnosis. In the subgroup of patients with lymph node metastasis (N = 

15) to mir650 expression was suppressed in 25% of cases with recurrence and overexpressed 

in 85% of cases, with p = 0.04 and is associated with prevalence of relapse.  
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Conclusions: The expression pattern of miRNAs differs depending on primary site of the 

studied disease ( primary tumor or metastatic disease ). The expression of repressed mir570 in 

the primary tumor was predictor of mortality. Overexpression of mir183 the primary tumor 

suggests localized disease at diagnosis. The overexpression of mir650 in metastatic lymph 

node recurrence predictor . Thus, the present data generated on miRNA expression levels in 

tumors and lymph nodes in patients with colorectal cancer their high degree of involvement in 

the development and progression of cancer due to their activity on the regulation of 

expression of proteins encoded by oncogenes, makes these molecules promising candidates 

for distinguishing different subtypes of tumors and tumors as well as to predict its behaviour. 

 

Keywords : microRNA , differential expression , colorectal cancer biomarker 

 

INTRODUCTION 

Colorectal cancer is the third most common cancer in men and the second in women 

worldwide. An estimated 746,000 cases in men worldwide, 10% of all malignancies in 

women cases and 614,000, corresponding to 9.2% of cancers in this population (1). 

Approximately 25% of patients present with distant metastases at diagnosis, and 50% will 

develop metastasis. The overall 5-year survival for patients diagnosed with colorectal cancer 

is 60% (2) 

Despite the improvement in preventive and therapeutic measures, the incidence of colorectal 

cancer has not declined substantially in recent decades, and is even on the rise in population at 

a rapid pace of economic growth (1). 

The best option for the treatment of colorectal cancer has been intensely discussed in recent 

years, but still depends largely on surgical staging. The understanding that the number of 

lymph nodes examined by the pathologist is one of the most important prognostic factors (3-
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5). The prognosis of patients with colorectal cancer has improved in recent decades at the 

expense of earlier diagnosis and more effective treatments. The average survival of patients 

with advanced RCC was 10 to 12 months was exclusively when therapy with 5-fluorouracil 

for more than 24 months when the schemes added oxaliplatin or irinotecan and anti-EGFR 

monoclonal antibodies and anti-VEGF. A better understanding of via RAS (HRAS, KRAS 

and NRAS) and their use for therapeutic setting also provided better results in patients with 

advanced RCC, but without benefit to other staging (6, 7). 

Genomic signatures also validated as OncotypeDX colon cancer (8), ColoPrint, Veridex and 

GeneFxColon (3, 9) are useful tools for identifying the prognosis of cases, but also of little 

use in clinical practice. Change to little clinical practice given Beheerder not many centers 

have access to these tests 

MiRNAs are small RNAs with 19-25 nucleotide non-coding (10). They are able to regulate 

gene expression at post-transcriptional level through the repression of translation or 

degradation of mRNA target molecules (11, 12). 

The mechanisms responsible for changes in the expression of miRNAs in cancer are many. 

Perhaps the function of miRNAs in malignant neoplasms undergo changes by the same 

mechanisms by which affect the expression of genes that encode proteins (epigenetic 

alterations or mutations in the DNA sequence) (12). They have been implicated in most major 

cellular functions such as proliferation, differentiation, apoptosis, stress response and 

transcriptional regulation. A single miRNA can regulate several different target genes (11, 20-

23). 

The location of miRNA genes in the genome fragile sites and the variations in the expression 

of these molecules in various malignancies provide circumstantial evidence for the 

involvement of the same in tumorigenesis. Thus miRNAs are important in maintaining 

balance between oncogenes and tumor suppressor genes (22, 24-27). 
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The altered expression of microRNAs have been reported in colorectal cancer, being 

associated with diagnosis, prognosis and chemosensitivity, staging, gene expression and 

degree of malignancy (32-43). 

Among the many educational opportunities with miRNAs were selected miRNAs mir-570, 

mir-16, mir-338, let-7, mir-1, mir-150, mir-183, mir-650 and mir-31, and in view of its 

association with colorectal tumors, but not been studied in relation to lymph node metastasis 

and clinicopathologic features of colorectal cancer. 

 

METHODS 

 

POPULATION AND SAMPLE 

A total of 28 samples viable .de primary tumor and lymph node metastasis of colorectal 

cancer tumor bank's Hospital Oncology Service São Lucas - PUCRS with date of diagnosis 

from September 2002 to October 2011.  

Older patients were included 18 years of age with histopathological diagnosis of colorectal 

cancer underwent surgical resection of the primary tumor and were excluded all patients who 

had one or more of the conditions listed below: prior chemotherapy, prior radiotherapy of the 

abdomen or pelvis, diagnosis of previous or other concomitant cancer. 

The gender, skin colour, age at diagnosis, date of diagnosis / biopsy, tumor location, stage at 

diagnosis (TNM), time to disease progression in months, defined as the time elapsed between 

diagnosis and recurrence of disease and vital status at the end of the study and / or follow-up 

were analysed. 

One retrospective cohort study with contemporary components to determine the occurrence of 

clinical outcomes in patients. 

The expression of miRNAs in primary tumors of colorectal cancer and regional lymph nodes 

were analyzed by qPCR. The samples were stored in RNAlater and / or liquid nitrogen, stored 
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at both -80 ° C. The mirVana kit (Ambion, USA) was used to extract miRNA tissue according 

to the manufacturer's recommendations. 

The quantification of miRNA was performed by qPCR using TaqMan system ( Applied 

Biosystems , Foster City , USA ) using the TaqMan MicroRNA Assay kit ( Applied 

Biosystems ) . The reaction by real-time PCR was performed using the StepOnePlus System 

Real-Time PCR machine ( Applied Biosystems , USA ) according to manufacturer's 

recommendations . For this work the mir -570 , mir -16 , mir -338 , let -7 , mir -1 , mir -150 , 

mir -183 , mir -650 , mir -31 were analyzed and as an endogenous control was used "small 

RNU -6B RNA . " (14, 52 ) 

Relative quantification ( RQ ) of the miRNA was determined using the comparative method 

ΔΔCq . ( Add a reference as it is made the analysis ) . 

 

STATISTICAL ANALYSIS 

Stata software, version 11.2 was used. For a description of numeric variables, mean and 

standard deviation (SD ) or median and interquaril interval ( CI) , along with the amplitude . 

For a description of categorical variables, absolute and relative frequency, statistical tests used 

were the Fisher exact test ( for categorical variables ) or non- parametric Wilcoxon test and 

Kruskal Wallis ( for numeric variables ) . 

The miRNAs variables were evaluated as continuous initially and in a second time as 

categorical. Expressions were considered < 1 underexpressed and > 1 as overexpressed . 

The crossing between the different expressions of RNA was done by Spearman correlation . 

It was considered the 5 % significance level for two-tailed tests. 
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RESULTS 

Data collected from medical records of 28 patients characterize the sample in terms of age, 

gender, initial staging, skin color, anatomical site of the tumor, recurrence, follow-up and vital 

status, as described in Table 1. 

All tumor samples are primary colon or rectal adenocarcinoma. 

The date of diagnosis ranged from 09/27/2005 to 07/26/2011, unnecesary information follow-

up time ranged from 0 to 9 years with a mean = 3.9 (SD = 2.8), with a median of 4 years. 

 The clinical data is summarised in the table below.Dos 11 cases (36.6%) relapsed, and the 

interval to recurrence ranged from 1 to 42 months, mean = 14.6 months (SD = 13.8), with 

median of 9 months. 

At the end of follow-up 17 (60.7%) were alive and 10 (35.7) were killed with 1 (3.6%) 

ignored. 

As the cause of death 60% (6 patients) were due to cancer progression, 40% (4 patients) not 

related to disease progression and 1 patient was not the cause of death identified. 
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Table 1: Clinicopathologic features of the cases studied . 

 
 Age Gender TNM Clinical 

stage 

Colour Primary 

tumour 

Recurrence 

(months) 

Follow 

up 

(years) 

Overall 

survival 

1 77 F T3N0M0 IIA B COLON NO 5 A 

2 81 M T3N2bM0 IIIB B COLON 7  3 A 

3 67 M T3N1bM0 IIIB B RECTAL NO 5 A 

4 78 M T3N1aM1a IVA B COLON NO 0,3 D 

5 83 M T4aN2bM0 IIIC B RECTAL 10  1 D 

6 84 F T4aN0Mx IIB B COLON NO 8 A 

7 80 M T3N1bMx IIIB B RECTAL 2  0,5 D 

8 83 M T3N2bM0 IIIC NB COLON NO 4 A 

9 52 M T3N0M0 IIA B COLON 8  2 D 

10 76 M T3N1M0 IIIB B COLON NO 7 A 

11 53 M T1N0M0 I B COLON NO 7 A 

12 86 F T4aN0Mx IIB B COLON 36  4 A 

13 65 M T3N0M0 IIA B COLON 42 8 A 

14 60 M T3N1aMx IIIB B COLON NO 6 A 

15 46 F T3N0M0 IIA B COLON NO 7 A 

16 70 F T4aN1aM1 IV B COLON 6  2 D 

17 70 M T4aN0M0 IIB B COLON NO 7 A 

18 77 F T4aN0Mx IIB B COLON * * * 

19 80 M T4aN0Mx IIB B COLON NÃO 3 A 

20 67 M T4aN1bMx IIIC B COLON NÃO 0,1 D 

21 59 F T4aN1bM0 IIIB B COLON 11  1 D 

22 59 M T3N2bM1 IV B COLON 12  1 D 

23 26 F T3N2bM0 IIIC NB COLON 26  1 D 

24 60 F T3N0M1 IV B COLON NÃO 2 A 

25 38 F T3N2aM0 IIIB B COLON NÃO 4 A 

26 80 M T4aN0M0 IIB B COLON NÃO 0,6 D 

27 30 F T3N1bM0 IIIB NB COLON NÃO 4 A 

28 82 F T3N0M0 IIA B COLON NÃO 4 A 

Age in years 

GENDER-  F=female M=male 

VS=vital status A alive D dead 
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The pattern of expression of miRNAs were studied in the tumor samples compared to the 

lymph node, n = 28 . 

The distribution of cases according to the expression of miRNAs , except the mir -183 with 

aberrant expression in relation to the other studied miRNAs , is presented in Figure 1 , where 

it can be seen that all expressions tend to overexpression . 

 

Figure 1: Expression of miRNAs in the primary tumour, excluding aberrant values 
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Excluded: mir-1>100 (n=3) e mir-31>30 (n=3), totalising N=22. 

 

An analysis of the subset of cases with lymph node involvement , N = 15 , which was 

evaluated the expression of miRNAs in metastatic lymph node compared to standard. 

The average mir -570 expression in metastatic lymph nodes was 1.61 ( 0.02 to 6.99 ) , mir -16 

1.43 (0-6,79) , mir -338 5.49 ( 0-38 , 79) , LET7 1.28 ( 0 to 5.52 ) , mir -1 5.78 (0-55,68) , mir 

-150 0.57 (0-2,16) , mir -183 39 ( 0 , 01-449 ) , mir -650 1.19 (0-4,13) and mir -31 1.16 (0-

4,87). 
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The distribution of the sample of metastatic lymph nodes compared the expression of 

miRNAs is shown in Figure 2. You can see that there is a greater variation in the expression 

of miRNAs where mir -570 , mir -338 , mir -1 , mir -183 and mir -650 overexpression and mir 

-31 , mir -150 , mir -16 Let7 and the expression repressed. Or are super or underexpressed ! 

 

Figure 2: Expression of miRNAs in the sample of metastatic lymph nodes 
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ASSOCIATIONS 

Dichotomizing  variables miRNA, were two statistically significant associations with the 

miRNA mir-570 and mir-183. 

The prevalence of death in individuals with suppressed expression (less than 1) of the mir-570 

in the primary tumor was 63.64% and those overexpressed (greater than 1) was 17.65%, with 

p value Fisher's exact test 0.020. 

By comparing the expression of mir-183 on primary tumor of patients with lymph node 

metastasis versus the expression in the primary tumor in the lymph nodes of patients free of 

disease, it is seen that this miRNA is overexpressed in tumors with lymph nodes without the 

disease. 

In the group with lymph node involvement (15 patients) the median expression of mir-183 

was 4.42 with interquartile range 1.66 p25 and p75 43.01; while in the group without lymph 

node involvement (13 patients) the median expression of mir-183 was 54.17 with interquartile 

range p25 and p75 of 13.12 to 223.14. With p 0.01 the Wilcoxon test. For this analysis we 

excluded the number 20 case with aberrant expressions. 

When comparing the occurrence of death in relation to lymph node status (metastatic or not) 

there was a higher incidence of death in patients with lymph node group (53.33%) than in the 

group with normal lymph nodes (15.38%), with association borderline, p = 0.055. 

All patients who died due to cancer (6 patients) had metastatic lymph nodes, with less follow-

up in relation to the others (p = 0.03). 

The higher the stage, the higher the occurrence of death (0, 18, 42 and 75% for stage I, II, III 

and IV, respectively), noticing a dose-response gradient in predicting mortality, but with value 

P. 0.16. 

Patients with higher miRNAs values tended to die more by causes other than cancer. Of the 3 

patients studied who died from other causes, two of them (67%) belonged to the group with 
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the highest expression of miRNA. Since the two groups of patients with lower expression of 

miRNA who died, they were caused cancer progression. With p = 0.17. 

In the subgroup of patients with diseased lymph nodes ( metastatic ), N = 15 , where we 

evaluated the expression of miRNAs in patients lymph nodes in relation normal lymph node , 

the expression of mir -650 was suppressed in 25% of cases with recurrence and overexpressed 

in 85 % of cases, with p = 0.04 , associated with the prevalence of recurrence. 

separately analyzing the subgroup of patients with lymph node metastasis (15 patients ) 

compared the expression of miRNAs in the primary tumor ( in relation to its node ) and node 

patient ( compared to normal lymph node ) , a negative correlation is observed for most 

microRNAs . This correlation reaches -0.73 to -0.67 mir - 183 and mir -16 to . 

In other cases there was no correlation , but no case the correlation was positive . This means 

that higher values in a group of smaller echo values in the other and vice versa. 

 

DISCUSSION 

MiRNAs emerge as a new possibility in the interpretation of heterogeneous disease behavior 

such as cancer (35). Future studies should bring new possibilities and associations of early 

diagnosis and screening, better definition of the prognosis and therapy and in the treatment of 

diseases miRNAs manipulation. 

 So of the 150 selected cases, 28 were selected by presenting them here established 

selection criteria. 

The fact that the sample is little difficult statistically significant associations. It is possible 

only when the variable studied presents a big difference in being present or not. So we can not 

identify associations that exist, but otherwise spend the associations found to be of great 

interest.  
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As the clinical and pathological characteristics of the sample, you can see that follow the 

pattern of the studied pathology as the distribution by age, gender, tumor site, stage and 

histology. Thus, in spite of the small sample is representative of the pathology in question. 

Confirming this reasoning, the occurrence of death was higher in patients with metastatic 

lymph nodes as well as the follow-up period was lower, with borderline association. The 6 

patients who had the cause of death cancer patients had lymph nodes. It is a fact that lymph 

node involvement is the main prognostic factor in colorectal cancer. We conclude that the 

data is found in accordance with this standard pathology and the association was borderline 

because the sample is small. 

The expression pattern of miRNAs in the primary tumor compared to their lymph node is 

directed to overexpression. 

The pattern of expression of miRNAs studied in patient lymph nodes showed different 

directions while maintaining the standard of overexpression for mir-570, mir-338, mir-1, mir-

183 and mir-31 but suppressed in the mir-16, Let7, mir miR-650 and -150. 

Confirming this finding, the factor variable created to represent the expression of miRNAs 

had power when we analyzed the expression in the primary tumor, where all the expressions 

are the same direction (overexpression). That is, individuals with higher values of a miRNA 

tended to have higher values for the others as well. 

Since the factor variable created to represent the expression of miRNAs of metastatic lymph 

nodes showed no power to do so, since the expressions here are not always in the same 

direction, where some miRNAs were negative correlation. That is, patients with the highest 

expression were lower for some expressions to another, such as mir-183 and mir-150 with a 

negative correlation -0.23. 
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Thus we may conclude that nodes in patients studied the expression of miRNAs is more 

heterogeneous (different senses of association), and this primary tumor expression pattern is 

more homogeneous. 

Corroborating the heterogeneity of these findings, Slattery et al described different 

expressions miRNA depending on the location, subtype, genetic syndrome or inflammatory 

bowel disease, showing the expression of miRNAs not always follows a tissue pattern, but a 

characteristic of the detected disease (91) . Zhou et AL showed that the pattern of expression 

of miRNAs can be modified by exposure to chemotherapy (92). Huynt et al reviewed the 

importance of studying epigenetic aberrations in malignancies nodes such as colorectal 

cancer, in view of their potential utility as a biomarker, which may be different in other 

tissues (93). 

These data suggest that the interpretation of miRNAs found in studies with the tissue sample 

is very relevant as well as the miRNA in question. Perhaps in colorectal cancer, information 

of affected lymph nodes is more representative of the primary tumor. 

Christensen et al described four miRNAs, including mir-570, which when overexpressed in 

colorectal cancer showed association with recurrence compared to patients without recurrence 

(59). 

In gastric cancer, the overexpression of miR-570 was associated with the degree of 

differentiation, and tumor invasion and lymph node metastasis possibly by inhibiting 

translation of B7-H1 protein. Indicating that the mir-570 may influence protein expression 

and modifying tissue susceptibility to cancer and its progression (58). 

In this study, the repressed expression of mir-570 in the primary tumor was associated with 

death. Thus, it is assumed that this miRNA is expected death predictor when evaluated in the 

primary tumor of colorectal cancer. This finding is similar to the findings reported in the 

literature. 
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MiR-183 is commonly overexpressed in RCC samples compared to normal tissue and its 

action is through inhibition of tumor suppressor genes (38, 80, 94, 95). mir-183 

overexpression is associated with advanced stage colorectal cancer, lymph node metastasis 

and the distance and worse prognosis. And therefore, a biomarker of poor prognosis (79). 

In this study, the greatest expression of mir-183 on primary tumor suggests localized disease 

at diagnosis, distinct from the data reported so far. However, we do not know if the initial 

disease increases the expression or lower expression causes the disease has greater power to 

metastasize. It is possible that this discrepancy is due to heterogeneity of eestádios studies 

using different tumor tissues, and location techniques. 

The overexpression of the mir-650 is associated with lymph node metastasis and the distance 

of CCR. N-myc downstream-regulated gene 2 (NDRG2) is a tumor suppressor gene. It is 

present in normal tissues and virtually undetectable in various cancers. Feng L, et al 

demonstrated that this gene in colorectal cancer are suppressed when in the presence of miR-

650. This suggests that this miRNA is a direct regulator of gene expression in colorectal 

cancer (81). 

Xueli Zhang and colleagues described the overexpression of the mir-650 in gastric cancer by 

promoting proliferation and lymph node metastasis and the distance (96). 

In this study, the patient lymph node of colorectal cancer, overexpression of the mir-650 was 

associated with relapse. Corroborating the literature data. 

However, this association has not been established in the cancer tissue in the intestine. 

Perhaps the evaluation of this miRNA is more important in the lymph node than in the 

primary tumor to predict recurrence, since there was no association identified in the 

expression of miRNA in the analysis of the primary tumor. 

 

CONCLUSION AND FUTURE PERSPECTIVES 
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The identification of miRNA expression and its association with clinicopathological data and 

course of the disease increases the understanding of the complex mechanism for the formation 

and evolution of diseases such as cancer. 

From these data it is possible to develop diagnostic and prognostic tests. 

The ability to evaluate miRNAs in serum / plasma / stool provides great advantage over tissue 

/ biopsy / surgical supplies, there is the need for validation of expression in non tissue samples 

and development of appropriate techniques. So called liquid biopsies Avoiding the need of 

repeated tissue biopsies 

From the identification of the expression of miRNAs is fundamental to develop studies on 

functional analysis of these miRNAs. So you can check whether the increased expression or 

silencing of these miRNAs in cell cultures are able to inhibit or promote cell growth, 

confirming the findings of the initial studies. 

For each potential biomarker is necessary to identify the molecular function and disrupting 

mechanism which supports the clinical use and enable therapeutic targets. 

epigenetic signature may be considered, using a combination of expression of different 

miRNAs, it could minimize the discrepancy found between studies. 

The accumulation of information about miRNAs and the proper interpretation of these 

findings will be crucial for them to become more effective markers can improve the 

understanding of the disease and the development of possible therapeutic targets (forseen- 

long awaited) epigenetic therapy. 
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