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“Quando deixamos determinado lugar, deixamos para trás um pedaço de 

nós – permanecemos lá, apesar de partirmos. E há coisas em nós que só 

podemos recuperar se voltarmos para lá.  

Viajamos até perto de nós, para dentro de nós mesmos, quando um ruído 

monótono das rodas nos transporta em direção a um lugar onde passamos 

uma parte de nossa vida, por mais breve que tenha sido.  

Assim que colocamos, pela segunda vez, o pé numa estação estranha, 

escutando as vozes nos alto-falantes, sentindo os cheiros inconfundíveis, 

não apenas chegamos ao lugar distante, mas também na distância do 

próprio interior, num ângulo talvez bem remoto do nosso eu que, quando 

estamos em outro lugar, permanece oculto e completamente entregue à 

invisibilidade.” (Trem noturno para Lisboa – Pascal Mecier) 
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RESUMO 

 

 

Flores BCTCP. Avaliação da expressão de microRNAs reguladores da 

apoptose em tumores de glândula salivar. São Paulo; 2015. [Dissertação 

de Mestrado-Fundação Antônio Prudente]. 

 

Os tumores de glândulas salivares compreendem um grupo heterogêneo de 

lesões, apresentando diferentes características histológicas e 

comportamento clínico diverso, tornando seu diagnóstico uma atividade 

desafiadora. Por isso, a identificação de marcadores moleculares de 

diagnóstico e prognóstico é tão importante, especialmente para este grupo 

de neoplasias. Os miRNAs são pequenas moléculas e modulam múltiplas 

vias oncogênicas, incluindo as vias apoptóticas. Diversos trabalhos têm 

demonstrado alterações na expressão de microRNAs em diversos tumores. 

O processo de apoptose desempenha um papel importante na formação do 

lúmen durante a organogênese de estruturas glandulares, incluindo o 

desenvolvimento das glândulas salivares. Por isso a necessidade de novos 

estudos na busca por novos marcadores moleculares. O objetivo desse 

trabalho foi a determinação da expressão de microRNAs relacionados à 

regulação da apoptose (miR-15a, miR-16, miR-17-5p, miR-20a, miR-21, 

miR-29a, miR-34a) e a determinação da expressão de genes relacionados 

ao processo de apoptose (BAD, BAX, BCL2, BID, APAF1, CASP2, CASP3, 

CASP6, CASP7, CASP8, DIABLO e TP53) e alvos desses microRNAs em 

amostras de tumores de glândula salivar através da metodologia de RT-PCR 

em tempo real. Para tanto, foram selecionadas 25 amostras de adenoma 

pleomórfico 23 de carcinoma mucoepidermóide e 10 amostras de glândulas 

salivar não neoplásicas, provenientes do Biobanco de tumores do AC 

Camargo Cancer Center. Como resultado, obtivemos os miR-15a, miR-16, 

miR-17-5p, miR -21, miR-29a e miR-34a com aumento de expressão em 

76,0%, 60,0%, 47,8%, 80,0%, 84,0% e 96,0% das amostras de adenoma 

pleomórfico, respectivamente. Por outro lado, na análise da expressão do 

miR-20a, pode-se observar a diminuição da sua expressão em 75,0% das 

amostras. Nas amostras de carcinoma mucoepidermóide, os microRNAs 



miR-15a, miR-17-5p e miR-29a apresentaram expressão similar à observada 

no tecido não-neoplásico em 47,8%, 52,1% e 73,9%, respectivamente. O 

miR-20a apresentou expressão diminuída em 56,5% das amostras e os 

microRNAs miR-21 e miR-34 que apresentaram aumento de expressão em 

90,9% e 73,9% das amostras de carcinoma mucoepidermóide, 

respectivamente. O miR-16 não apresentou um padrão de expressão 

predominante. Na análise dos resultados da expressão gênica, 

encontramos, nas amostras de adenoma pleomórfico, os genes APAF-1, 

BAD, BAX, BCL-2, CASP8, DIABLO e TP53 com a expressão aumentada, 

enquanto os genes CASP2, CASP3, CASP6 e CASP7 se apresentaram com 

equivalente à observada no tecido não neoplásico. O gene BID não 

apresentou um padrão predominante de expressão. Nas amostras de 

carcinoma mucoepidermóide os genes APAF-1, BAX, BCL-2, BID, CASP2, 

CASP3, CASP6, CASP8, DIABLO e TP53 apresentaram sua expressão 

aumentada. Os genes CASP7 e BAD encontraram-se com a expressão 

similar às amostras não-neoplásicas utilizadas como controle. Nossos 

resultados demonstraram alteração na expressão dos microRNAs miR-15a, 

miR-16, miR-17-5p, miR-20a, miR-21, miR-29 e miR-34a em amostras de 

adenoma pleomórfico e carcinoma mucoepidermóide das glândulas 

salivares. Poucos estudos têm avaliado o papel dos microRNAs em tumores 

de glândula salivar e não existem estudos avaliando a expressão desses 

microRNAs em tumores de glândula salivar. Os resultados também 

demonstram alterações na expressão dos genes APAF1, BAD, BAX, BCL-2, 

CASP8, DIABLO e TP53 nas amostras de adenoma pleomórfico e alteração 

dos genes APAF1, BAX, BCL2, BID, CASP2, CASP3, CASP6, CASP8, 

DIABLO e TP53 nas amostras de carcinoma mucoepidermóide. Alguns 

genes estudados podem ser regulados por mais de um microRNA avaliado 

em nosso estudo, bem como pelo fato de que diversos outros microRNAs 

não avaliados neste estudo, podem regular esses mesmos genes; isso 

poderia explicar a razão de existirem resultados contraditórios. 
 



SUMMARY 

 

 

Flores BCTCP. [Evaluation of apoptosis-regulating microRNAs in 

salivary gland tumors]. São Paulo; 2015. [Dissertação de Mestrado-

Fundação Antônio Prudente]. 

 

Salivary gland tumors comprise a heterogeneous group of lesions, with 

different histological features and different clinical behavior, imposing a 

significant challenge on the diagnosis of these tumors. Therefore, the 

identification of molecular markers for diagnosis and prognosis is so 

important, especially for this group of malignancies. miRNAs are small non-

coding RNAs that modulate several biological processes, including apoptotic 

pathways. Several studies have demonstrated changes in microRNA 

expression in various tumors. The process of apoptosis plays an important 

role during the organogenesis of glandular structures, including the 

development of salivary glands. For that reason the need for further studies 

in the search for new molecular markers. The aim of this study was to 

determine the expression of microRNAs related to the regulation of apoptosis 

(miR-15a, miR-16, miR-17-5p, miR-20a, miR-21, miR-29a, miR-34a) and the 

expression of genes (BAD, BAX, BCL2, IDB, APAF1, CASP2, CASP3, 

CASP6, CASP7, CASP8, DIABLO and TP53) related to the apoptotic 

process and that are target of these microRNAs in salivary gland tumor 

samples by real time RT-PCR methodology. Twenty-five pleomorphic 

adenoma samples 23 mucoepidermoid carcinoma samples and 10 non-

neoplastic salivary gland samples were selected from the Biobank of the AC 

Camargo Cancer Center. Our results demonstrated that microRNAs  miR-

15a, miR-16, miR-17-5p, miR-21, and miR-29a miR-34a presented an 

increased expression in 76.0%, 60.0%, 47.8%, 80.0% 84.0% and 96.0% of 

the pleomorphic adenoma samples, respectively. Moreover, miR-20a 

expression was decreased in 75.0% of samples. microRNAs miR-15a, miR-

17-5p and miR-29a presented expression similar to that observed in non-



neoplastic tissue. The miR-20a expression was decreased in 56.5% of 

samples and microRNAs miR-21 and miR-34 presented increased 

expression in 90.9% and 73.9% of the mucoepidermoid carcinoma samples, 

respectively, and miR-16 presented the same number of samples with 

increased expression and expression similar to that observed in non-

neoplastic samples (43.5%). With regard to gene expression, we have 

observed APAF-1, BAD, BAX, BCL-2, CASP8, DIABLO and TP53 genes with 

increased expression in pleomorphic adenoma samples, while CASP2, 

CASP3, CASP6 and CASP7 genes presented expression similar to that 

observed in non-neoplastic samples. The BID gene did not presented a 

predominant pattern of expression. In mucoepidermoid carcinoma samples, 

APAF-1, BAX, BCL-2, BID, CASP2, CASP3, CASP6, CASP8, DIABLO and 

TP53 genes presented increased expression. The CASP7 and BAD genes 

presented expression similar to that observed in non-neoplastic samples.  

Our results demonstrated normal expression of microRNAs miR-15a, miR-

16, miR-17-5p, miR-20a, miR-21, miR-29 and miR-34a in mucoepidermoid 

carcinoma and pleomorphic adenoma of the salivary glands. Few studies 

have evaluated the role of microRNAs in salivary gland tumors and there are 

no studies evaluating the expression of these microRNAs in salivary gland 

tumors. The results also demonstrated changes in the expression of APAF1, 

BAD, BAX, BCL-2, CASP8, DIABLO and TP53 genes in pleomorphic 

adenoma samples and alteration of APAF1, BAX, BCL2, IDB, CASP2, 

CASP3, CASP6, CASP8, DIABLO and TP53 genes in mucoepidermoid 

carcinoma samples. Some studied genes may be regulated by more than 

one microRNA evaluated in our study as well as the fact that several other 

microRNAs not evaluated in this study, can regulate these same genes; this 

could explain why there are contradictory results. 



LISTA DE FIGURAS 

 

 

Figura 1 Estrutura da glândula salivar.......................................................  3 

   

Figura 2 Aspectos histopatológicos do adenoma pleomórfico e do 

carcinoma mucoepidermóide.......................................................  7 

   

Figura 3 Processo de apoptose................................................................. 10

   

Figura 4 As duas principais vias apoptóticas............................................. 15

   

Figura 5 Biossíntese do microRNA............................................................ 17

   

Figura 6 Classificação dos microRNAs com relação a apoptose.............. 19

   

Figura 7 Seleção da referência para a normalização dos resultados de 

expressão dos microRNAs.......................................................... 26

   

Figura 8 Esquema representativo da avaliação de alvos de microRNAs 

utilizando a ferramenta miRTarBase........................................... 28

   

Figura 9 Seleção da referência para a normalização dos resultados de 

expressão gênica......................................................................... 30

   

Figura 10 Visão global procedimentos......................................................... 32

   

Figura 11  Análise da expressão dos microRNAs reguladores de apoptose 

em amostras de adenoma pleomórfico........................................ 36

   

Figura 12 Análise da expressão dos microRNAs reguladores de apoptose 

em amostras de carcinoma mucoepidermóide............................ 37

    



Figura 13 Esquema da ferramenta miRTarBase......................................... 39

   

Figura 14 Análise da expressão dos genes reguladores de apoptose em 

amostras de adenoma pleomórfico.............................................. 41

   

Figura 15 Análise da expressão dos genes reguladores de apoptose em 

amostras de carcinoma mucoepidermóide.................................. 44

 

 

 



LISTA DE QUADROS E TABELAS  

 

 

Quadro 1 Classificação histopatológica dos tumores benignos epiteliais 

das glândulas salivares e incidência dos mais frequentes..........  4 

   

Quadro 2 Classificação histopatológica dos tumores malignos epiteliais 

das glândulas salivares e incidência dos mais frequentes..........  4 

   

Tabela 1 Aspectos demográficos, clínicos e patológicos dos pacientes 

com adenoma pleomórfico........................................................... 33

   

Tabela 2 Aspectos demográficos, clínicos e patológicos dos pacientes 

com carcinoma mucoepidermóide............................................... 34

   

Tabela 3 Expressão relativa de microRNAs reguladores da apoptose em 

amostras de adenoma pleomórfico em comparação com 

amostras de glândula salivar não neoplásicas............................ 35

   

Tabela 4 Expressão relativa de microRNAs reguladores da apoptose em 

amostras de carcinoma mucoepidermóide em comparação 

com amostras de glândula salivar não neoplásicas.................... 37

   

Tabela 5 Comparação da expressão dos microRNAs reguladores de 

apoptose em carcinoma mucoepidermóide e adenoma 

pleomórfico.................................................................................. 38

   

Tabela 6 Genes alvo de microRNAs reguladores da apoptose avaliados 

em amostras de carcinoma mucoepidermóide e adenoma 

pleomórfico.................................................................................. 40

   

Tabela 7 Expressão relativa dos genes reguladores da apoptose em 

amostras de adenoma pleomórfico em comparação com 

amostras de glândula salivar não neoplásicas............................ 42



   

Tabela 8 Expressão relativa dos genes reguladores da apoptose em 

amostras de carcinoma mucoepidermóide em comparação 

com amostras de glândula salivar não neoplásicas................... 43

   

Tabela 9 Comparação da expressão dos genes reguladores de 

apoptose em carcinoma mucoepidermóide e adenoma 

pleomórfico.............................................................................. 
46

 

 

 

 



LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS 

 

 

cDNA DNA complementar  

CEP Comitê de Ética em Pesquisa  

CIPE Centro Internacional de Pesquisa  

Ct* CycleThreshold  

DNA Ácido desoxiribonucleico  

dNTP Desoxinucleotídeos trifosfatados  

EMT* Epithelial-mesenchymal transition  

INCA Instituto Nacional do Câncer  

MgCl2 Cloreto de magnésio  

Mirna microRNA  

mRNA* RNA mensageiro  

pb Pares de base  

PCR* Polymerase Chain Reaction  

pri-miRNA microRNA primário  

RISC* RNA-Induced Silencing Complex  

RNA Ácido ribonucleico  

RT-qPCR* Reverse Transcription-quantitative PCR  

SAME Serviço de Arquivo Médico e Estatístico  

SNPs* Single-Nucleotide Polymorphism  

 

* Siglas ou abreviaturas derivadas do inglês 



ÍNDICE 

 

 

1 INTRODUÇÃO ......................................................................................  1 

1.1 Desenvolvimento das Glândulas Salivares ............................................  1 

1.2 Neoplasias de Glândulas Salivares .......................................................  3 

1.3 Apoptose ...............................................................................................  9 

1.4 MicroRNAs ............................................................................................ 16 

1.5 Justificativa ............................................................................................ 21 

 

2 OBJETIVOS .......................................................................................... 22 

2.1 Objetivo Geral ........................................................................................ 22 

2.2 Objetivos Específicos ............................................................................ 22 

 

3 MATERIAIS E MÉTODOS .................................................................... 23 

3.1 Casuística .............................................................................................. 23 

3.2 Análise da expressão de microRNAs .................................................... 23 

3.2.1 Extração do RNA total ........................................................................... 23 

3.2.2 Síntese do cDNA ................................................................................... 24 

3.2.3 Amplificação por PCR quantitativa em tempo real (qPCR).................... 25 

3.3 Análise da expressão de gênica ............................................................ 27 

3.3.1 Determinação dos RNA mensageiros (mRNAs) alvo ............................ 27 

3.3.2 Síntese do cDNA ................................................................................... 28 

3.3.3 Amplificação por PCR quantitativa em tempo real (qPCR).................... 29 

3.4 Análise Estatística ................................................................................. 31 

 

4 RESULTADOS ...................................................................................... 33 

4.1 Dados demográficos, clínicos e patológicos .......................................... 33 

4.2 Análise da expressão de microRNAs .................................................... 35 

4.2.1 Análise estatística .................................................................................. 38 

4.3 Análise da expressão gênica ................................................................. 39 

4.3.1 Determinação dos RNA mensageiros (mRNAs) alvo ............................ 39 



4.3.2 Análise Estatística ................................................................................. 45 

5 DISCUSSÃO ......................................................................................... 47 

 

6 CONCLUSÔES ..................................................................................... 60 

 

7 REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ..................................................... 62 

 

ANEXOS 

Anexo 1 Aprovação Comitê de Ética em Pesquisa-CEP 

Anexo 2 Lista dos ensaios utilizados para os experimentos de RT- 

 qPCR 

Anexo 3 Expressão de microRNAs e genes 

 



1 

1 INTRODUÇÃO 

 

 

1.1 DESENVOLVIMENTO DAS GLÂNDULAS SALIVARES 

 

As glândulas salivares se originam como uma proliferação das células 

do epitélio oral, formando um espessamento focal que cresce para o interior 

do ectomesênquima subjacente. A continuidade do crescimento resulta na 

formação de um pequeno botão ligado à superfície por um vestígio de 

cordão de células epiteliais, com células mesenquimais condensadas em 

torno do botão. Fissuras desenvolvem-se no botão, formando dois ou mais 

novos botões; continuando este processo, chamado de ramificação 

morfogênica, produzindo novos botões e ramificações da glândula (NANCI 

2013; HOLMBERG e HOFFMAN 2014). 

As glândulas salivares são exócrinas e produzem saliva, fluido que 

possui funções digestivas, lubrificantes e protetoras. Além das glândulas 

pequenas dispersas pela cavidade oral, existem três pares de glândulas 

salivares maiores: as glândulas parótida, submandibular (submaxilar) e 

sublingual. 

 Uma cápsula de tecido conjuntivo rico em fibras colágenas circunda e 

reveste as glândulas salivares maiores. O parênquima destas glândulas 

consiste em terminações secretoras e em um sistema de ductos ramificados 

que se arranjam em lóbulos, separados entre si por septos de tecido 

conjuntivo que se originam da cápsula. As terminações secretoras possuem 
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dois tipos de células secretoras – serosas ou mucosas, além das células 

mioepiteliais não secretoras. Esta porção secretora precede um sistema de 

ductos cujos componentes modificam a saliva, à medida que a conduzem 

para a cavidade oral (JUNQUEIRA e CARNEIRO 2004; HOLMBERG e 

HOFFMAN 2014). 

O ducto excretor principal, que desemboca dentro da cavidade oral, 

divide-se progressivamente em ductos secretores menores interlobares ou 

interlobulares que entram nos lobos e lóbulos da glândula. O componente 

predominante do ducto interlobular é o ducto estriado, que causa a maior 

modificação da saliva primária produzida pela porção terminal secretora. A 

ligação dos ductos estriados à porção secretora terminal é dada pelos 

ductos intercalares, que antes se ramificam uma ou duas vezes, terminando 

em uma única porção terminal. O lúmen da porção terminal é contínuo com 

o ducto intercalar (Figura 1) (NANCI 2013; HOLMBERG e HOFFMAN 2014). 
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Fonte: Modificado de ADAMS et al. (2013) 

Figura 1 - Estrutura da glândula salivar. Diagrama ilustrativo representando as 

porções da glândula salivar.  

 

1.2 NEOPLASIAS DE GLÂNDULAS SALIVARES 

 

Os tumores de glândulas salivares compreendem um grupo 

heterogêneo de lesões, apresentando diferentes características histológicas 

e comportamento clínico diverso. Esses tumores são classificados em 

benignos (adenoma pleomórfico, mioepitelioma, adenoma de células basais 

e tumor de Warthin) e malignos (adenocarcinoma de células basais, 

carcinoma de células acinares, carcinoma mucoepidermóide, carcinoma 

adenóide-cístico, adenocarcinoma polimorfo de baixo grau, carcinoma ex-

adenoma pleomórfico e carcinoma mioepitelial) (Quadros 1 e 2). 
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Quadro 1 - Classificação histopatológica dos tumores benignos epiteliais 
das glândulas salivares e incidência dos mais frequentes 
 

Tipo histológico Variações Incidência 
Adenoma Pleomórfico  50% 

Mioepitelioma  1,5% 
Adenoma de Células Basais  1 – 3% 

Tumor de Warthin  5 – 10% 
Oncocitoma  1% 

Adenoma canalicaular  1% 
Adenoma sebáceo  0,1% 

Linfoadenoma Sebáceo e não sebáceo  

Papiloma Ductal 
Invertido, intraductal, 

sialoadenoma papilífero 
 

Cistoadenoma   
Fonte: BARNES et al. (2005) 

 

Quadro 2 - Classificação histopatológica dos tumores malignos epiteliais das 
glândulas salivares e incidência dos mais frequentes 
 

Tipo histológico Incidência 
Carcinoma de Células Acinares 5% 
Carcinoma Mucoepidermóide 15% 
Carcinoma Adenoide Cístico 5% 

Adenocarcinoma Polimorfo de baixo grau  
Carcinoma Epitelial-Mioepitelial 1% 

Carcinoma de Células Claras, sem outra especificação  
Adenocarcinoma de Células Basais  

Carcinoma Sebáceo  
Linfoadenomacarcinoma Sebáceo  

Cistadenocarcinoma  
Cistadenocarcinoma Cribriforme de baixo grau  

Adenocarcinoma Mucinoso  
Carcinoma Oncocítico < 1% 

Carcinoma do Ducto Salivar 9% 
Adenocarcinoma, sem outra especificação 10% 

Carcinoma Mioepitelial  
Carcinoma Ex-Adenoma Pleomórfico 0,9 – 14% 

Carcinossarcoma  
Adenoma Pleomorfico Metastático  
Carcinoma de Células Escamosas 1% 
Carcinoma de Células Pequenas < 1% 
Carcinoma de Células Grandes  

Carcinoma Linfoepitelial < 1% 
Sialoblastoma  

Fonte: BARNES et al. (2005) 
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 Essas neoplasias são relativamente incomuns e representam menos 

de 2% de todos os tumores humanos e 5% dos tumores de cabeça e 

pescoço. Cerca de 65% a 80% são originados nas parótidas 10% nas 

glândulas submandibulares e o restante nas glândulas salivares menores e 

sublinguais. Os tumores de glândula salivar geralmente ocorrem em adultos, 

com discreta predominância pelo sexo feminino, mas cerca de 5% ocorrem 

em crianças com menos de 16 anos. Os tumores benignos ocorrem mais 

frequentemente em torno da 5a a 7a décadas de vida. Os tumores malignos, 

em média, tendem a ocorrer posteriormente (BARNES et al. 2005; KUMAR e 

PERKINS 2010; CARLSON 2013; NAGAO 2013). 

Os tumores da glândula parótida geralmente se manifestam como um 

inchaço indolor. A presença de paralisia do nervo facial, dor, a fixação da 

massa na pele ou estruturas subjacentes, e adenopatia cervical associada 

geralmente indicam a presença de extensão local ou regional de um tumor 

maligno (ADELSTEIN et al. 2012). Os tumores da glândula submandibular 

são relativamente incomuns e geralmente se apresentam como uma massa 

indolor, móvel no triângulo submandibular. Envolvimento da pele 

sobrejacente ou fixação à mandíbula, muitas vezes indica extensão local de 

um tumor maligno (ADELSTEIN et al. 2012). Já os tumores originados a 

partir das glândulas salivares menores são geralmente malignos e sua 

apresentação clínica depende do local de origem, mais comumente o palato, 

espaço parafaríngeo, e glândula lacrimal (ADELSTEIN et al. 2012). 

O principal tratamento para as neoplasias de glândula salivar é a 

cirurgia. Radioterapia pós-operatória tem sido utilizada para melhorar o 
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controle local da doença e aumentar as taxas de sobrevida para pacientes 

com tumores de alto grau, com margens cirúrgicas positivas ou com 

infiltração perineural. O papel da quimioterapia no manejo desses tumores 

ainda é controverso, sendo que alguns quimioterápicos apresentam 

respostas em torno de 15-50% e de curta duração (MILANO et al. 2007; 

ADELSTEIN et al. 2012). 

 O adenoma pleomórfico é o tumor benigno de glândula salivar mais 

frequente. Representa cerca de 60% dos tumores das glândulas parótidas, 

sendo menos comum nas glândulas submandibulares e relativamente raro 

nas glândulas salivares menores. O adenoma pleomórfico se apresenta 

como uma mistura de células ductais (epiteliais) e mioepiteliais, 

demonstrando diferenciação epitelial e mesenquimal. Apresenta elementos 

epiteliais dispersos por toda a matriz, com graus variados de tecido 

condróide (cartilaginoso), hialino, mixóide e até mesmo ósseo. Por sua 

grande diversidade histopatológica, essa neoplasia foi chamada de tumor 

misto (JAIN et al. 2015). Imagens representativas da histologia do tumor 

podem ser observadas na Figura 2. 

Conhece-se pouco sobre a origem dessa neoplasia, exceto que a 

exposição à radiação aumenta o risco de desenvolvimento (MENDENHALL 

et al. 2008). Taxas de recorrência de até 15% foram relatadas (ZHANG et al. 

2009). Os fatores de risco para o adenoma pleomórfico ainda não estão bem 

definidos, embora haja uma preponderância feminina bem reconhecida e 

uma distribuição etária bimodal que cai na gravidez e na menopausa. 

Análise citogenética de tumores de glândula salivar tem consistentemente 
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revelado translocações cromossômicas nas regiões 8q12 12q13 e 3p21-155 

correspondentes aos genes PLAG1, β-catenina e HMGIC, respectivamente 

(ZHANG et al. 2009). 

 

 

Figura 2 - Aspectos histopatológicos do adenoma pleomórfico e do 

carcinoma mucoepidermóide. A, Adenoma pleomórfico: neoplasia mista contida sob 

pseudocápsula fibrosa; B, Adenoma pleomórfico: neoplasia composta de ductos 

neoplásicos e células mioepiteliais modificadas em um estroma mixóide; C, Carcinoma 

mucoepidermóide: neoplasia infiltrativa composta por células mucosas e intermediárias; D, 

Carcinoma mucoepidermóide: células mucosas circundando área de comedonecrose. 

 

O carcinoma mucoepidermóide é o tumor maligno de glândula salivar 

mais frequente. Representa 40% dos tumores malignos ocorridos nas 

glândulas salivares (MCHUGH et al. 2012), ocorrendo principalmente (70%) 

nas parótidas. É composto por células escamosas, células secretoras de 
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muco e células intermediárias. Imagens representativas da histologia do 

tumor podem ser observadas na Figura 2.  

Em mais da metade dos casos esse tumor está associado a uma 

translocação cromossômica (q21; p13) balanceada (11;19), que permite a 

fusão de um gene composto de porções dos genes MECT1 e MAML2. 

Acredita-se que o gene MECT1 – MAML2 desempenhe um papel importante 

na gênese desse tumor, possivelmente por desequilibrar as vias de 

sinalização Notch e dependentes de AMP-cíclico (MARTINS et al. 2004).  

A baixa incidência dos tumores de glândula salivar, aliada à grande 

quantidade de lesões diferentes presentes neste grupo faz do diagnóstico 

destas lesões uma atividade desafiadora. Por isso, a identificação de 

marcadores moleculares de diagnóstico e prognóstico é tão importante, 

especialmente para este grupo de neoplasias (KUMAR e PERKINS 2010; 

CARLSON 2013; NAGAO 2013). 

O processo de apoptose desempenha um papel importante na 

formação do lúmen durante a organogênese de estruturas glandulares 

(CHUNG e ANDREW 2008; ANDREW e EWALD 2010), incluindo o 

desenvolvimento das glândulas salivares (MELNICK e JASKOLL 2000; 

JASKOLL et al. 2001; PATEL et al. 2006; PRADHAN et al. 2010).  
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1.3 APOPTOSE 

 

Os processos de morte celular podem ser classificados de acordo 

com suas características morfológicas e bioquímicas em: apoptose, 

autofagia, necrose, mitose catastrófica e senescência. Em 1964, foi proposto 

o termo "morte celular programada" para designar um tipo de morte celular 

que ocorre de forma não acidental. Em 1972, KERR et al. sugeriram o termo 

apoptose para indicar esse tipo de morte celular. 

Historicamente, a apoptose foi descrita como um fenômeno 

caracteristicamente morfológico e distinto da morte celular por necrose. 

Neste último caso, a célula aumenta de volume, a cromatina se agrega sem 

uma nítida mudança de distribuição, há uma certa desorganização do 

citoplasma, as mitocôndrias ficam “inchadas” e com a matriz floculenta, os 

ribossomos se dissolvem e a membrana celular perde a continuidade com 

vazamento de conteúdo citoplasmático e a consequente reação inflamatória 

local (BARCINSKI 2006). 

Na apoptose, no entanto, as modificações na morfologia celular 

ocorrem de maneira temporalmente coordenada no núcleo, no citoplasma e 

na membrana citoplasmática. Ocorre uma retração da célula que causa 

perda da aderência com a matriz extracelular e células vizinhas. As 

organelas celulares mantêm a sua morfologia, com exceção, em alguns 

casos, das mitocôndrias, que podem apresentar ruptura da membrana 

externa. A cromatina sofre condensação e se concentra junto à membrana 

nuclear, que se mantém intacta (BARCINSKI 2006). A seguir, a membrana 



10 

celular forma prolongamentos (blebs) e o núcleo se desintegra em 

fragmentos envoltos pela membrana nuclear. Os prolongamentos da 

membrana celular aumentam de número e tamanho e rompem, originando 

estruturas contendo o conteúdo celular. Estas porções celulares envoltas 

pela membrana celular são denominadas corpos apoptóticos (Figura 3). Os 

corpos apoptóticos são rapidamente fagocitados por macrófagos e 

removidos sem causar um processo inflamatório, diferentemente do 

processo necrótico (DEGTEREV et al. 2003). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3 - Processo de apoptose. Principais etapas do processo de apoptose: 

iniciando pela retração celular e formação dos corpos apoptóticos, até o momento em que 

estes corpos apoptóticos são fagocitados, finalizando a apoptose celular, sem causar 

processo inflamatório. 
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A apoptose pode ser iniciada por diferentes estímulos como, por 

exemplo, privação de fatores de crescimento, sinalização proveniente de 

outras células ou alguma forma de dano/estresse celular (LYNAM-LENNON 

et al. 2009). 

 A maioria das mudanças morfológicas observadas por HERR et al. 

em 1972 foram associadas à ativação de cisteína proteases especificamente 

ativadas em células apoptóticas. Essas proteases são homólogas entre si e 

são parte de uma família de proteínas conhecidas como caspases (TAYLOR 

et al. 2008). 

As caspases estão normalmente inativas dentro da célula saudável, 

mas em resposta a estímulo apoptótico são convertidas em enzimas ativas. 

A ativação das caspases é normalmente iniciada por processamento 

proteolítico entre as subunidades grandes e pequenas para formar um 

heterodímero. Esse evento de processamento rearranja o sítio ativo das 

caspases na sua conformação ativa (TAYLOR et al. 2008). 

As caspases podem ser subdivididas entre iniciadoras, que são 

capazes de se auto-ativar e iniciar processamento proteolítico de outras 

caspases; e efetoras, que são ativadas por outras caspases. As caspases 

efetoras clivam a grande maioria de substratos durante a apoptose 

(TAYLOR et al. 2008). 

Existem duas vias apoptóticas principais, denominadas Via Intrínseca 

e Via Extrínseca, explicadas e ilustradas (Figura 4) a seguir: 

 Via Extrínseca: Uma subfamília da superfamília de receptores de 

fator de necrose tumoral (TNF-R) pode recrutar e ativar caspases em 
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resposta a sinais extracelulares específicos. Como a consequência do 

recrutamento de caspases geralmente é a morte celular, esses 

receptores são conhecidos como receptores de morte. Além disso, os 

receptores de morte são definidos por um domínio citoplasmático de 

aproximadamente 80 aminoácidos chamado domínio de morte (DD, 

do inglês Death Domain), que tem papel crucial na transmissão do 

sinal de morte da superfície da célula para vias de sinalização 

intracelulares (CONTASSOT et al. 2007).  

Após exposição ao seu ligante, o receptor se multimeriza, recrutando 

a proteína adaptadora FADD através de interação homotípica de seus 

DDs (SCHULZE-OSTHOFF et al. 1998). FADD, por sua vez, liga a 

caspase-8 por interação homotípica entre seus domínios efetores de 

morte (DED). Uma vez ativa, a caspase-8 ativa cliva as caspases 

efetoras -3 e -7 ativando-as e fazendo com que as células entrem em 

apoptose como conseqüência da clivagem de várias proteínas vitais 

por estas caspases efetoras (FISCHER et al. 2003). 

 

 Via Intrínseca: A liberação de citocromo c da mitocôndria para o 

citosol é fundamental para a formação do apoptossomo e 

subseqüente ativação de caspases na via de apoptose intrínseca. O 

mecanismo pelo qual ocorre a liberação do citocromo c ainda é 

controverso, mas existem inúmeras evidências de que membros da 

família de proteínas Bcl-2 (Bid truncado – tBid) são mediadores 

chave para essa liberação no contexto do estímulo apoptótico. A 
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família de proteínas Bcl-2 é composta por inúmeros membros que, 

de acordo com sua estrutura e função, podem ser divididos em três 

subfamílias. Uma delas é a subfamília dos membros anti-

apoptóticos, que apresentam quatro domínios de homologia a Bcl-2 

(Bcl-2 homólogo – BH1-4) e tem como membros as proteínas Bcl-2, 

Bcl-xL, Bcl-W, Mcl-1, Bcl2A1 e Bcl-B. As duas outras subfamílias são 

compostas por membros pró-apoptóticos, que podem ter três 

domínios BH (BH1-3), como Bax, Bak e Bok, ou apenas o domínio 

BH-3, chamadas de BH3-only, como Bim, Bad, Bik, Bid, Noxa, 

Puma, Bmf e Hrk (TAYLOR et al. 2008).  

As proteínas responsáveis pela permeabilização da membrana 

externa mitocondrial são Bax e Bak, e sua atividade seria controlada pelos 

membros anti-apoptóticos e BH3-only de maneiras distintas. Em células 

saudáveis, Bax existe como um monômero citosólico (HSU e YOULE 1998), 

enquanto Bak reside na membrana externa mitocondrial onde parece estar 

ligado a Mcl-1 (CUCONATI et al. 2003) e Bcl-xL (WILLIS et al. 2005). Na 

ausência de estímulo apoptótico, acredita-se que os membros anti-

apoptóticos da família impeçam a permeabilização mitocondrial pelos 

membros pró-apoptóticos Bax e Bak através de uma interação direta entre 

essas proteínas. Após a indução de apoptose, membros pró-apoptóticos 

BH3-only seriam capazes de se ligarem a uma cavidade hidrofóbica formada 

pelos domínios BH1-3 nos membros anti-apoptóticos, liberando as proteínas 

Bax e Bak da inibição. Bax sofreria uma mudança conformacional, 

integrando a membrana externa mitocondrial através de seu C-terminal 
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(CARTRON et al. 2002) onde oligomerizaria assim como Bak. Acredita-se 

que a oligomerização de Bax e Bak cause a permeabilização da membrana 

externa mitocondrial ou ativação das proteínas responsáveis pela 

permeabilização mitocondrial permitindo o e fluxo de proteínas apoptóticas 

para o citosol (HUNTER et al. 2007).  
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Figura 4 - As duas principais vias apoptóticas. A via extrínseca é induzida pela 

ativação de receptores como o FAS, o receptor de TNF-α, DR3 (death receptor 3), DR4 

(death receptor 4), DR5 (death receptor 5) por seus ligantes, que ativam as caspases 

iniciadoras 8 e 10. Ativada, a caspase 8 estimula a apoptose via duas cascatas paralelas: 

ele pode diretamente clivar e ativar a caspase-3 (via extrínseca), ou alternativamente, pode 

clivar Bid, uma proteína pró-apoptótica da família do Bcl-2 (via intrínseca). Bid truncado 

(tBid) estimula a liberação várias moléculas pró-apoptóticas da mitocôndria, como Smac / 

Diablo, AIF, HtrA2 e EndoG, além do citocromo c. O citocromo c liga-se ao fator de ativação 

de protease de apoptose 1 (APAF-1) e forma um complexo de ativação (o apoptossoma) 

juntamente com a caspase 9. As proteínas da família Bcl-2 regulam a apoptose através do 

controle da permeabilidade mitocondrial. 
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Alguns estudos avaliaram a participação da via apoptótica no 

desenvolvimento de tumores de glândula salivar, analisando a expressão de 

poucas moléculas por imunoistoquímica e expressão gênica, especialmente 

o papel do Bcl-2 e da survivina. Contudo os resultados ainda são 

contraditórios (SOINI et al. 1998; AOKI et al. 2004; STENNER et al. 2010; 

GOMES et al. 2012; FERREIRA et al. 2014).  

Recentes estudos têm demonstrado a regulação do processo de 

apoptose por microRNAs (LYNAM-LENNON et al. 2009; REYNOLDS et al. 

2009). 

 

1.4 MICRORNAS 

 

MicroRNAs (miRNAs) são moléculas de RNA fita simples de 19–25 

nucleotídeos, não codificadores de proteínas, que agem como reguladores 

pós-transcricionais da expressão gênica (LYNAM-LENNON et al. 2009). Em 

humanos já foram identificados 2588 microRNAs maduros 

(http://www.mirbase.org/, Release 21: June 2014). Os miRNAs exercem 

seus efeitos regulatórios ligando-se à região 3’ (e, eventualmente, na região 

5’) não traduzida de RNAs mensageiros (RNAm) alvo. Este mecanismo de 

atuação permite a redução dos níveis protéicos de seus genes-alvo, 

raramente afetando o nível de expressão transcricional (Figura 5). Apesar de 

não terem suas funções totalmente esclarecidas, a descoberta dos miRNAs 

atraiu a comunidade científica pelas evidências sugestivas de que estas 

moléculas apresentam papel fundamental em diversos processos biológicos. 
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Em mamíferos, estes pequenos RNAs foram associados à regulação da 

proliferação, apoptose, diferenciação, hematopoese, entre outras funções 

(LYNAM-LENNON et al. 2009; SU et al. 2015). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Modificado de LYNAM-LENNON et al. (2009). 

Figura 5 - Biossíntese do microRNA. Primeiramente a RNA polimerase II (Pol II) 

facilita a transcrição do gene do miRNA no núcleo. O transcrito primário resultante (pri-

miRNA) é então clivado pelo Drosha e pelo DGCR8, produzindo o precursor molecular (pré-

miRNA). O pré-miRNA é transportado para o citoplasma pelo Exportina-5 e pelo Ran-GTP. 

O pré-miRNA sobre seu processamento final, que envolve sua clivagem pelo Dicer e pelo 

TRBP abaixo da haste-laço. Isto produz uma molécula dupla, composta pela fita única de 

miRNA maduro e uma molécula de miRNA fragmentado*. O complexo miRNA/miRNA* é 

incorporado ao complexo indutor de silenciamento de RNA (RISC). O fragmento de miRNA* 

é degradado, ao passo que a molécula de miRNA maduro orienta o RISC com o mRNA 

alvo. 
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A interação entre um miRNA e seu mRNA alvo é restrita à 

extremidade 5' do miRNA. Uma sequência complementar entre nucleotídeos 

é vital para o reconhecimento (LEWIS et al. 2003). Se o miRNA tem 

suficiente complementaridade em sua sequência (quase idêntico) com o 

mRNA alvo; e baseando-se em sua estabilidade bioquímica para a escolha 

da fita funcional, então a regulação é efetuada por um processo chamado 

interferência de RNA, em que o complexo RISC cliva o mRNA alvo 

(HUTVAGNER e ZAMORE 2002). Se houver complementaridade 

insuficiente, o qual é geralmente o caso em mamíferos (LEWIS et al. 2003), 

a regulação é alcançada pela repressão da tradução (OLSEN e AMBROS 

1999; PILLAI et al. 2005; PETERSEN et al. 2006; WANG et al. 2006).  

 Os miRNAs estão envolvidos em processos homeostáticos 

importantes, tais como a proliferação e a morte celular (EVAN e VOUSDEN 

2001; CHENG et al. 2005). A expressão aberrante de miRNAs tem 

importante papel no desenvolvimento do câncer (LYNAM-LENNON et al. 

2009). Os miRNAs tanto podem agir como oncogenes quanto genes 

supressores de tumor. A literatura tem apresentado os miRNAs que atuam 

diretamente nos processos neoplásicos divididos em duas classes: 

reguladores de genes supressores de tumores (oncomiRs) e reguladores de 

oncogenes (antioncomiRs) (GASCHE e GOEL 2012; SU et al. 2015). Alguns 

microRNAs podem ter função oncogênica em uma célula ou tecido 

específico, mas supressor de tumor em outro, dependendo do contexto do 

tecido e genes alvos (GASCHE e GOEL 2012).  
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 Um exemplo de função oncogênica dos microRNAs é o aumento da 

expressão dos microRNAs da família 29 que induz o processo de transição 

epitélio-mesênquima e a metástase tumoral. De maneira recíproca, os 

microRNAs podem ser caracterizados como supressores de tumor se sua 

ação normal é oposta a oncogênese (let-7, miR-15a/16-1, miR-34a, miR-

143/145) (SPIZZO et al. 2009). 

A expressão aberrante de microRNAs relacionados ao processo de 

apoptose pode levar ao estímulo ou inibição desse processo. Um exemplo é 

o miR-15a, que é capaz de se ligar ao gene que codifica a proteína Bcl-2, 

que é anti-apoptotica, sendo considerado um microRNA pró-apoptótico 

(LIMA et al. 2011). Outro exemplo é, o miR-29 cuja diminuição de expressão 

pode levar à indução da apoptose pela via do p53 e do MCL1 (SPIZZO et al. 

2009; SU et al. 2015) (Figura 6). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 6 - Classificação dos microRNAs com relação a apoptose. Um 

microRNA que possui complementaridade com um gene pró-apoptótico, por exemplo, é 

denominado como um miR anti-apoptótico. 
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Poucos estudos têm avaliado o papel dos miRNAs no 

desenvolvimento/progressão dos tumores de glândula salivar. ZHANG et al. 

(2009), comparando amostras de adenoma pleomórfico e glândula salivar 

normal, identificaram um conjunto de 22 miRNAs diferencialmente expressos 

com um aparente aumento de expressão nos tumores, sendo os microRNAs 

-376a, -301 e -21 já descritos como apresentando aumento de expressão em 

diversos tumores sólidos. 

MITANI et al. (2013) identificaram diferentes padrões de expressão de 

miRNAs comparando glândula salivar normal e carcinoma adenoide cístico 

(ACC), sugerindo que o aumento de expressão do cluster miR-17-92 possa 

desempenhar um papel importante na biologia do ACC e ser potencialmente 

alvo de novos estudos terapêuticos. Um outro estudo, utilizando linhagem 

celular de carcinoma adenoide cístico (ACC-2) demonstrou que o miRNA-

155 parece ter um papel importante para o crescimento e invasão do ACC, 

regulando a via EGFR/NFκB (LIU et al. 2013). 

Análise global de expressão de microRNAs identificou 4 microRNAs 

diferencialmente expressos entre linhagens de carcinoma adenóide cístico 

metastática e não-metastática (miR-4487 e miR-4430 estavam com 

expressão aumentada e miR-5191 e miR-3131 estavam com a expressão 

diminuída na linhagem metastática) (CHEN et al. 2014). 

MATSE et al. (2013) utilizando amostras de saliva de pacientes com 

tumores benignos e malignos da glândula parótida também identificaram 

miRNAs diferencialmente expressos: miR-374, miR-222, miR-15b, let-7g e 

miR-132. 
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ANDREASEN et al. (2015) analisaram a via da IL-6/STAT3 e 

demonstraram por imunoistoquímica que IL-6, JAK1, JAK2 e STAT3 

estavam com expressão aumentada em adenoma pleomórfico. 

Experimentos de hibridização in situ demonstraram que o miR-181b estava 

com expressão aumentada no adenoma pleomórfico e a expressão do miR-

21 foi indetectável tanto em adenoma pleomórfico quanto em amostras de 

glândulas normais.  

 

1.5 JUSTIFICATIVA 

 

Os tumores de glândulas salivares compreendem um grupo 

heterogêneo de lesões, apresentando diferentes características histológicas 

e comportamento clínico diverso, tornando a identificação de marcadores 

moleculares de diagnóstico e prognóstico importante. O processo de 

apoptose desempenha um papel importante na formação do lúmen durante 

a organogênese de estruturas glandulares, incluindo o desenvolvimento das 

glândulas salivares. Os miRNAs são pequenas moléculas e modulam 

múltiplas vias oncogênicas, inclusive a apoptose. Diversos trabalhos têm 

demonstrado alterações na expressão de miRNAs em diferentes tumores. 

Contudo, poucos estudos têm avaliado o papel dos miRNAs no 

desenvolvimento/progressão dos tumores de glândula salivar.  
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 OBJETIVO GERAL 

 

Avaliar a expressão de microRNAs relacionados à regulação da 

apoptose em amostras de adenoma pleomórfico e carcinoma 

mucoepidermóide  

 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 

1 Avaliar a expressão dos microRNAS miR-15a, miR-16, miR-17-5p, 

miR-20a, miR-21, miR-29a e miR-34a utilizando a técnica de qRT-

PCR; 

2 Comparar a expressão dos microRNAs entre o adenoma pleomórfico 

e carcinoma mucoepidermóide; 

3 Associar a expressão dos miRNAs com características clínicas e 

patológicas dos tumores; 

4 Avaliar a expressão de genes APAF-1, BAD, BAX, BCL-2, BID, 

CASP2, CASP3, CASP6, CASP7, CASP8, DIABLO e TP53, regulados 

por esses microRNAs, utilizando a técnica de qRT-PCR. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1 CASUÍSTICA 

 

Foram selecionadas 48 amostras congeladas de tumores de glândula 

salivar provenientes de cirurgias realizadas no período do ano 2000 a 2012; 

sendo 25 casos de adenoma pleomórfico e 23 casos carcinoma 

mucoepidermóide e 10 amostras de glândulas salivares não neoplásicas, 

derivadas do Biobanco de tumores do A.C. Camargo Cancer Center. Dados 

demográficos, clínicos e patológicos de cada paciente foram coletados nos 

prontuários arquivados no SAME do A.C. Camargo Cancer Center. 

O estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética e Pesquisa da Instituição 

(CEP) sob o n°. 1578/11E, no dia 22 de outubro de 2013 (Anexo 1). 

 

3.2 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE MICRORNAS 

 

3.2.1 Extração do RNA total 

As amostras de tecido foram macrodissecadas para retirada de 

material contaminante e o tecido congelado foi homogeneizado pelo 

equipamento Precelly®s (Carlsbad, California, USA) sendo o RNA total 

extraído utilizando-se o miRNeasy Mini kit (Qiagen, Venlo, Netherlands), de 

acordo com as recomendações do fabricante. 
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A concentração e a pureza do RNA foram avaliadas no equipamento 

Nanodrop™ ND-1000 (Thermo Scientific) e a integridade foi determinada 

pelo equipamento Bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent Technologies, Palo Alto, 

Califórnia, EUA).  

O RNA total foi incubado em solução 20 mM de Tris HCl pH 8.4 2 mM 

MgCl2, 50 mM de KCl e 1U de DNase I (Invitrogen)/1ug de RNA a 

temperatura ambiente por 15 minutos. A enzima foi posteriormente inativada 

pela adição de 2,5 mM de EDTA e incubação a 65oC por 10 minutos. Após o 

período de incubação, as amostras foram precipitadas por 16 horas a - 20oC 

em solução de acetato de sódio 0,2 M e 2,5 volumes de etanol absoluto e 

centrifugadas a 10000 rpm por 15 minutos, sendo o sobrenadante 

desprezado e o precipitado lavado com etanol 75% e centrifugado a 10000 

rpm por 15 minutos. O precipitado foi então seco e ressuspenso em água 

livre de DNase/RNase. 

 

3.2.2 Síntese do cDNA 

Dez nanogramas de RNA total foram submetidas a uma reação 

enzimática modulada pela ação da enzima transcriptase reversa, permitindo 

a síntese do DNA complementar (cDNA), utilizando o kit TaqMan microRNA 

RT (Life Technologies). A reação continha solução tampão (1,5 µL), 

deoxinucleotídeos trifosfatados (dNTPs) (0,15µL), transcriptase reversa 

(Multiscribe reverse transcriptase) (1µL), enzima inibidora de RNase (RNase 

Inhibitor) (0,19 µL) e água ultrapura (4,16 µL). Sendo que para cada 15µL de 

reação, seguiu-se a seguinte proporção: 
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 7 μL de RT master mix : 5 μL RNA total (10 ng por reação) : 3 μL de 

RT oligonucleotídeo específico  (concentrado 5X) 

A reação foi incubada a 16oC por 30 minutos, 42oC por 30 minutos e 

85oC por 5 minutos em um termociclador Veriti 96 Well (Applied Biosystems) 

e o produto da síntese armazenado a -20oC. 

 

3.2.3 Amplificação por PCR quantitativa em tempo real (qPCR) 

O volume final de reação foi de 20 μL, sendo que cada tubo continha 

10 μL de TaqMan® Universal PCR Master Mix II, 7,67 μL de água ultrapura 

1 μL de TaqMan Small RNA Assay (específico para cada microRNA) e 1,33 

μL de produto de síntese de cDNA. Os experimentos foram realizados em 

duplicata. Foram analisados os miRNAs miR-15a, miR-16, miR-17-5p, 

miR20a, miR21, miR-29a e miR-34a, descritos como relacionados à via da 

apoptose (Anexo 2).  

A amplificação foi feita em 40 ciclos de 95oC por 15 segundos e 60oC 

por 1 minuto, precedidos por um período de 50oC por 2 minutos e 95oC por 

10 minutos. A amplificação foi feita no aparelho 7900HT Fast Real-Time 

PCR System (Applied Biosystems). 

 A detecção dos produtos foi feita pelo contínuo monitoramento do 

sinal fluorescente emitido. O nível de expressão de cada microRNA foi 

quantificado relativamente à expressão de um controle (referência). Para a 

determinação do controle foi utilizada a ferramenta RefFinder 

(http://www.leonxie.com/referencegene.php). Esse software, através da 

análise do perfil de amplificação dos controles, calcula aqueles com 
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expressão mais estável no conjunto de amostras analisadas. Para essa 

análise foram utilizadas 11 amostras de adenoma pleomórfico, 12 amostras 

de carcinoma mucoepidermóide e 1 pool composto por 10 amostras de 

glândula salivar não neoplásicas. Foram testados microRNAs e small 

nuclear RNAs, sendo selecionado como referência o small nuclear RNA 

RNU48, conforme demonstrado na Figura 7. 

 

 
Fonte: Modificado de http://www.leonxie.com/referencegene.php (Acessado em 2015). 

Figura 7 - Seleção da referência para a normalização dos resultados de 

expressão dos microRNAs. Resultado da análise de seleção de microRNAs e small 

nuclear RNAs mais estáveis para a normalização dos experimentos de RT-PCR em tempo 

real utilizando-se amostras de glândulas salivares humanas normais e tumorais (adenoma 

pleomórfico e carcinoma mucoepidermóide). 

 

O nível de expressão de cada microRNA também foi quantificado 

relativamente à expressão de uma amostra calibradora (pool de 10 amostras 

de glândula salivar não neoplásicas). O resultado final (Rq microRNA) foi 
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expresso como um aumento ou diminuição da expressão do microRNA em 

n-vezes quando comparado à referência e ao calibrador, da seguinte forma: 

Rq microRNA = 2 –(∆Ct amostra – ∆Ct calibrador), onde ∆Ct da amostra e do calibrador 

são determinados subtraindo-se o valor médio de Ct do microRNA estudado 

do valor médio de Ct do small nuclear RNA usado como referência. 

Para a determinação de aumento ou diminuição da expressão dos 

miRNAs nas amostras tumorais em comparação com as amostras não 

neoplásicas foi utilizado o seguinte valor:  

 

Diminuição de expressão: Expressão (Rq) <= 0,5 

Aumento de expressão: Expressão (Rq) >=2,0 

 

As amostras com expressão relativa com valores entre 0,5 e 2,0 não 

foram consideradas com expressão alterada em relação ao tecido não 

neoplásico.  

 

3.3 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE GÊNICA 

 

3.3.1 Determinação dos RNA mensageiros (mRNAs) alvo 

Foi realizada uma análise in silico para a determinação dos mRNAS 

alvo preditos e validados experimentalmente para os microRNAs avaliados. 

Foi utilizada a ferramenta miRTarBase 

(http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/index.php). Na Figura 8 pode-se observar 

o resultado dessa análise para o miR-15a, sendo demonstrado que o gene 
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BCL2 apresenta uma forte evidência de ser regulado por esse microRNA, o 

que já é demonstrado por 12 trabalhos publicados. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fonte: Modificado miRTarBase (2015). 

Figura 8 - Esquema representativo da avaliação de alvos de microRNAs 

utilizando a ferramenta miRTarBase. Os genes regulados pelos microRNAs são 

selecionados com base em avaliação experimental, sendo atribuída uma somatória de 

pontos de acordo com a validação já existente. Também é apresentado o número de 

trabalhos já publicados com essa validação experimental.  

 

3.3.2 Síntese do cDNA  

A síntese do cDNA foi realizada utilizando-se o High-Capacity 

cDNA Reverse Transcription Kit, a partir de 1000ng de RNA total, em uma 

reação com volume final de 20 μL, sendo que cada tubo continha 2 μL de 

10 x RT Buffer; 0,8 μL de 25 x dNTP mix; 2 μL de 10 x Random Primers; 1 
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μL de Enzima Multiscribe; 1 μL de RNase out; 13,2 μL de RNA. A reação 

foi incubada em termociclador Veriti 96 Well (Applied Biosystems) a 25oC 

por 10 minutos, a 37oC por 120 minutos, a 85oC por 5 minutos e 

armazenado a -20oC. 

 

3.3.3 Amplificação por PCR quantitativa em tempo real (qPCR) 

O volume final de reação foi de 20 μL, sendo que cada tubo continha 

10μL de TaqMan® Universal PCR Master Mix II, 4,0 μL de água ultrapura, 

5,0ul (10ng) do cDNA e 1 μL de TaqMan Gene Expression Assay (específico 

para cada gene) (Anexo 2). Os experimentos foram realizados em duplicata. 

A amplificação foi feita em 40 ciclos de 95oC por 15 segundos e 60oC 

por 1 minuto, precedidos por um período de 50oC por 2 minutos e 95oC por 

10 minutos. A amplificação foi feita no aparelho 7900HT Fast Real-Time 

PCR System (Applied Biosystems).  

Assim como na análise dos microRNAs, o nível de expressão de cada 

gene foi quantificado relativamente à expressão de um controle (referência), 

selecionado utilizando-se a ferramenta RefFinder 

(http://www.leonxie.com/referencegene.php). Para essa análise foram 

utilizadas 14 amostras de adenoma pleomórfico, 9 amostras de carcinoma 

mucoepidermóide e 1 pool composto por 10 amostras de glândula não 

neoplásicas. Foram testados os genes da -actina 18S, gliceraldeído 3-

fosfato desidrogenase (GAPDH) e β-2-microglobulilna (B2M); sendo 

selecionado o gene -actina como referência, conforme demonstrado na 

Figura 9. 
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Fonte: Modificado de http://www.leonxie.com/referencegene.php (2015). 

Figura 9 - Seleção da referência para a normalização dos resultados de 

expressão gênica. Resultado da análise de seleção do gene mais estável para a 

normalização dos experimentos de RT-PCR em tempo real utilizando amostras de glândulas 

salivares humanas normais e tumorais (adenoma pleomórfico e carcinoma 

mucoepidermóide). 

 

Assim como na análise nos microRNAs, o nível de expressão de cada 

gene também foi quantificado relativamente à expressão de um pool 

composto por 10 amostras de glândula salivar não-neoplásica (amostra 

calibradora). O resultado final (Rq gene) foi então expresso como um aumento 

ou diminuição da expressão do gene em n-vezes quando comparado ao 

controle e ao calibrador, da seguinte forma: 

 Rq gene = 2 –(∆Ct amostra – ∆Ct calibrador), onde ∆Ct da amostra e do 

calibrador são determinados subtraindo-se o valor médio de Ct do 

gene estudado do valor médio de Ct do gene usado como referência. 
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Para a determinação de aumento ou diminuição da expressão dos 

genes nas amostras tumorais em comparação com as amostras não 

neoplásicas foi utilizado o seguinte valor:  

 

Diminuição de expressão: Expressão (Rq) <= 0,5 

Aumento de expressão: Expressão (Rq) >=2,0 

 

As amostras com expressão relativa com valores entre 0,5 e 2,0 não 

foram consideradas com expressão alterada em relação ao tecido não 

neoplásico. 

Uma visão geral dos procedimentos realizados neste estudo pode ser 

observada na Figura 10. 

 

3.4 ANÁLISE ESTATÍSTICA 

 

A comparação entre os resultados de expressão dos microRNAs e 

genes obtidos por RT-PCR em tempo real entre os diferentes tumores foi 

realizada por meio do teste qui-quadrado. O nível de significância adotado 

foi de 5% para todos os testes. As análises estatísticas foram realizadas 

utilizando-se o software R versão 2.13 (R Development Core Team 2010). 
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Figura 10 - Visão global procedimentos. Esquema demonstrando visão global dos 

procedimentos realizados no projeto. 
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 DADOS DEMOGRÁFICOS, CLÍNICOS E PATOLÓGICOS 

 

 Analisando as características demográficas, clínicas e patológicas dos 

pacientes com adenoma pleomórfico, observamos que a maior parte dos 

pacientes era do sexo feminino, com mais de 40 anos. Todos os tumores se 

originaram na parótida e somente um paciente apresentou recorrência 

(Tabela 1). 

 

Tabela 1 - Aspectos demográficos, clínicos e patológicos dos pacientes com 
adenoma pleomórfico 
 

Característica Número de casos (%) 

  

Gênero  

Feminino 17 (68,0) 

Masculino 8 (32,0) 

Raça  

Branca 22 (88,0) 

Não branca 2 (8,0) 

Informação não disponível 1 (4,0) 

Idade  

< = 40 anos 9 (36,0) 

> 40 anos 16 (64,0) 

Local  

Parótida 25 (100,0) 

Recorrência  

Sim 1 (4,0) 

Não 24 (96,0) 
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A maioria dos pacientes com carcinoma mucoepidermóide era do 

sexo feminino, com mais de 40 anos, sendo que a maior parte dos tumores 

ocorreram na parótida (52,2%). Em 13,1% dos casos houve 

desenvolvimento de metástases (ósseas, cerebral, muscular, renal, ocular e 

hepática); e a infiltração perineural foi observada em 30,4% dos tumores 

(Tabela 2). 

 

Tabela 2 - Aspectos demográficos, clínicos e patológicos dos pacientes com 
carcinoma mucoepidermóide 
 

Característica Número de casos (%) 

  

Gênero  

Feminino 12 (52,2) 
Masculino 11 (47,8) 

Raça  

Branca 16 (69,6) 
Outras 2 (8,7) 

Informação não disponível 5 (21,7) 

Idade  
< = 40 anos 6 (26,1) 
> 40 anos 17 (73,9) 

Local  
Parótida 12 (52,2) 

Submandibular 1 (4,3) 
Glândulas Salivares Menores 12 (43,5) 
Linfonodos comprometidos  

Sim 10 (43,5) 

Não 3 (13,0) 
Informação não disponível 10 (43,5) 

Metástase  

Sim 9 (39,1) 
Não 13 (56,5) 

Informação não disponível 1 (4,4) 

Infiltração Perineural  
Sim 7 (30,4) 
Não 16 (69,6) 

Recorrência  
Sim 7 (30,4) 
Não 15 (65,2) 

Informação não disponível 1 (4,4) 
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4.2 ANÁLISE DA EXPRESSÃO DE MICRORNAS 

 

Foi avaliada a expressão dos microRNAs miR-15a (48 amostras), 

miR-16 (48 amostras), miR-17-5p (46 amostras), miR-20a (47 amostras), 

miR-21 (47 amostras), miR-29a (48 amostras) e miR-34a (48 amostras) nas 

amostras de carcinoma mucoepidermóide e adenoma pleomórfico. 

Foi considerado aumento ou diminuição da expressão, quando a 

expressão no tecido tumoral variou duas vezes ou mais em relação à 

expressão no tecido não neoplásico. Desta forma, observamos que os 

microRNAs miR-15a, -16, -17-5p, -21, -29a e -34a apresentaram aumento de 

expressão em 76,0%, 60,0%, 47,8%, 80,0%, 84,0% e 96,0% das amostras 

de adenoma pleomórfico, respectivamente. Por outro lado, na análise da 

expressão do miR-20a, pode-se observar a diminuição da sua expressão em 

75,0% das amostras (Tabela 3 e Figura 11). 

 

Tabela 3 - Expressão relativa de microRNAs reguladores da apoptose em 
amostras de adenoma pleomórfico em comparação com amostras de 
glândula salivar não neoplásicas 
 

Adenoma 
Pleomórfico 

miR-15a miR-16 
miR-17-

5p 
miR-20a miR-21 miR-29a miR-34a 

Expressão 
aumentada 

19 
(76,0%) 

15 
(60,0%) 

11 
(47,8%) 

0 
(0,0%) 

20 
(80,0%) 

21 
(84,0%) 

24 
(96,0%) 

Expressão 
diminuída 

0 
(0,0%) 

1 
(4,0%) 

3 
(13,1%) 

18 
(75,0%) 

1 
(4,0%) 

0 
(0,0%) 

1 
(4,0%) 

Expressão 
normal 

6 
(24,0%) 

9 
(36,0%) 

9 
(39,1%) 

6 
(25,0%) 

4 
(16,0%) 

4 
(16,0%) 

0 
(0,0%) 

Total de 
Amostras 

25 
(100,0%) 

25 
(100,0%) 

23 
(100,0%) 

24 
(100,0%) 

25 
(100,0%) 

25 
(100,0%) 

25 
(100,0%) 
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Figura 11 - Análise da expressão dos microRNAs reguladores de apoptose 

em amostras de adenoma pleomórfico. A expressão relativa foi calculada por RT-

PCR em tempo real e normalizada pela expressão do RNU48 (small nucleolar RNA utilizado 

como referência). As barras representam o número de casos com expressão aumentada ou 

diminuída considerando a expressão observada nas 10 amostras de glândula salivar não 

neoplásicas (POOL N). Foi considerado aumento ou diminuição da expressão, quando a 

expressão no tecido tumoral variou duas vezes ou mais em relação à expressão no tecido 

não-neoplásico. 

 

Nas amostras de carcinoma mucoepidermóide, os microRNAs miR-

15a, -17-5p e -29a apresentaram expressão similar à observada no tecido 

não-neoplásico. O miR-20a apresentou expressão diminuída em 52,0% das 

amostras e os microRNAs miR-21 e -34 que apresentaram aumento de 

expressão em 90,9% e 73,9% das amostras de carcinoma 

mucoepidermóide, respectivamente. O miR-16 se apresentou com o mesmo 

número de casos com expressão normal e expressão aumentada (Tabela 4 

e Figura 12). 
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Tabela 4 - Expressão relativa de microRNAs reguladores da apoptose em 
amostras de carcinoma mucoepidermóide em comparação com amostras de 
glândula salivar não neoplásicas 
 

Adenoma 
Pleomórfico 

miR-15a miR-16 
miR-17-

5p 
miR-20a miR-21 miR-29a miR-34a 

Expressão 
aumentada 

9 
(39,1%) 

10 
(43,5%) 

9 
(39,1%) 

0 
(0,0%) 

20 
(90,9%) 

0 
(0,0%) 

17 
(73, 9%) 

Expressão 
diminuída 

3 
(13,1%) 

3 
(13,0%) 

2 
(8,7%) 

13 
(56,5%) 

0 
(0,0%) 

6 
(26,1%) 

0 
(0,0%) 

Expressão 
normal 

11 
(47,8%) 

10 
(43,5%) 

12 
(52,2%) 

10 
(43,5%) 

2 
(9,1%) 

17 
(73,9%) 

6 
(26,1%) 

Total de 
Amostras 

23 
(100,0%) 

23 
(100,0%) 

23 
(100,0%) 

23 
(100,0%) 

22 
(100,0%) 

23 
(100,0%) 

23 
(100,0%) 

 

Figura 12 - Análise da expressão dos microRNAs reguladores de apoptose 

em amostras de carcinoma mucoepidermóide. A expressão relativa foi calculada 

por RT-PCR em tempo real e normalizada pela expressão do RNU48 (small nucleolar RNA 

utilizado como referência). As barras representam o número de casos com expressão 

aumentada ou diminuída considerando a expressão observada nas 10 amostras de glândula 

salivar não neoplásicas (POOL N). Foi considerado aumento ou diminuição da expressão, 

quando a expressão no tecido tumoral variou duas vezes ou mais em relação à expressão 

no tecido não-neoplásico. 
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4.2.1 Análise Estatística 

Na análise de comparação da expressão dos miRNAs entre os casos 

de adenoma pleomórfico e de carcinoma mucoepidermóide foi observado 

que os microRNAs miR-15a, miR-29a e miR-34a foram mais expressos nas 

amostras de adenoma pleomórfico (p=0,0186, p<0,001 e p=0,0172, 

respectivamente). Esses resultados estão descritos na Tabela 5. 

Devido ao número pequeno de amostras não foi possível fazer a 

análise de associação entre a expressão dos microRNAs e características 

demográficas, clínicas e patológicas dos pacientes com adenoma 

pleomórfico e carcinoma mucoepidermóide. 

 

Tabela 5 - Comparação da expressão dos microRNAs reguladores de 
apoptose em carcinoma mucoepidermóide e adenoma pleomórfico  
 

  Carcinoma 
Mucoepidermóide 

Adenoma 
Pleomórfico 

Total p-valor 

 
miR-15a 

<=0.5 3 (13) 0 (0) 3  
0,0186 0.5 - 2 11 (48) 6 (24) 17 

> 2 9 (39) 19 (76) 28 
 

miR-16 
<=0.5 3 (13) 1 (4) 4  

0,3729 0.5 - 2 10 (43) 9 (36) 19 
> 2 10 (43) 15 (60) 25 

 
miR-17-5p 

<=0.5 2 (9) 3 (13) 5  
0,6608 0.5 - 2 12 (52) 9 (39) 21 

> 2 9 (39) 11 (48) 20 
miR-20a <=0.5 13 (59) 19 (79) 32 0,2471 

0.5 - 2 9 (41) 5 (21) 14 
 

miR-21 
<=0.5 0 (0) 1 (4) 1  

0,4768 0.5 - 2 2 (9) 4 (16) 6 
> 2 20 (91) 20 (80) 40 

 
miR-29a 

<=0.5 6 (26) 0 (0) 6  
<0.001 0.5 - 2 17 (74) 4 (16) 21 

> 2 0 (0) 21 (84) 21 
 

miR-34 
<=0.5 0 (0) 1 (4) 1  

0,0172 0.5 - 2 6 (26) 0 (0) 6 
> 2 17 (74) 24 (96) 41 



39 

4.3 ANÁLISE DA EXPRESSÃO GÊNICA 

 

4.3.1 Determinação dos RNA mensageiros (mRNAs) alvo 

Foi realizada uma análise in silico para a determinação dos mRNAS 

alvo preditos e validados experimentalmente para os microRNAs avaliados, 

utilizando-se a ferramenta miRTarBase 

(http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/index.php), como podemos observar na 

Figura 13.  

 

Fonte: Modificado de miRTarBase (2015). 

Figura 13 - Esquema da ferramenta miRTarBase. Demonstra os genes regulados 

pelo miR-34a e, por outro lado, os microRNAs que modulam o gene TP53, sendo que o 

TP53 é um dos alvos do miR-34a. 
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Na Tabela 6 podemos observar os genes que modulam a (as) via (s) 

apoptóticas (conforme descrição na Figura 4) e que foram selecionados para 

a avaliação da expressão gênica.  

 

Tabela 6 - Genes alvo de microRNAs reguladores da apoptose avaliados em 
amostras de carcinoma mucoepidermóide e adenoma pleomórfico 
(http://mirtarbase.mbc.nctu.edu.tw/index.php) 
 

Genes microRNAs reguladores 

BAD 34a 

BAX 16a 

BCL-2 15a/16a/17-5p/20a/21/29/34a 

BID 21 

APAF1 21 

CASP2 17-5p/20a 

CASP3 29 

CASP6 17-5p/20a 

CASP7 29a 

CASP8 17-5p/20a/29a 

DIABLO 16a/29a/34a 

TP53 15a/16a/21/34a 

 

Foi avaliada a expressão dos genes BAD, BAX, BCL2, BID, APAF1, 

CASP2, CASP3, CASP6, CASP7, CASP8, DIABLO e TP53 em 12 amostras 

de carcinoma mucoepidermóide e 10 amostras de adenoma pleomórfico. 

Foi considerado aumento ou diminuição da expressão, quando a 

expressão no tecido tumoral variou duas vezes ou mais em relação à 

expressão no tecido não neoplásico. Desta forma, observamos que os genes 

APAF1, BAD, BAX, BCL-2, BID, CASP2, CASP8, DIABLO e TP53 com a 

expressão aumentada em 80,0%, 80,0%, 80,0% 100,0%, 50,0%, 40,0%, 
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80,0%, 80,0% e 100,0%, respectivamente, enquanto os genes CASP3, 

CASP6 e CASP7 se apresentaram com a expressão normal nas amostras 

de adenoma pleomórfico (75,0%, 85,7% e 77,8%, respectivamente) (Figura 

14 e Tabela 7).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14 - Análise da expressão dos genes reguladores de apoptose em 

amostras de adenoma pleomórfico. A expressão relativa foi calculada por RT-PCR 

em tempo real e normalizada pela expressão do gene -actina (utilizado como referência). 

As barras representam o número de casos com expressão aumentada ou diminuída 

considerando a expressão observada nas 10 amostras de glândula salivar não neoplásicas 

(POOL N). Foi considerado aumento ou diminuição da expressão, quando a expressão no 

tecido tumoral variou duas vezes ou mais em relação à expressão no tecido não-neoplásico. 
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Tabela 7 - Expressão relativa dos genes reguladores da apoptose em amostras de adenoma pleomórfico em comparação 
com amostras de glândula salivar não neoplásicas 
 
Adenoma 

Pleomórfico
APAF1 BAD BAX BCL2 BID CASP2 CASP3 CASP6 CASP7 CASP8 DIABLO TP53 

Expressão 

aumentada 

4 

(80,0%) 

4 

(80,0%) 

4 

(80,0%) 

5 

(100,0%)

2 

(50,0%) 

2 

(40,0%) 

2 

(25,0%) 

1 

(14,3%) 

2 

(22,2%) 

4 

(80,0%) 

8 

(80,0%) 

10 

(100,0%) 

Expressão 

diminuída 

0 

(0,0%) 

0 

(0,0%) 

0 

(0,0%) 

0 

(0,0%) 

0 

(0,0%) 

0 

(0,0%) 

0 

(0,0%) 

0 

(0,0%) 

0 

(0,0%) 

0 

(0,0%) 

0 

(0,0%) 

0 

(0,0%) 

Expressão 

normal 

1 

(20,0%) 

1 

(20,0%) 

1 

(20,0%) 

0 

(0,0%) 

2 

(50,0%) 

3 

(60,0%) 

6 

(75,0%) 

6 

(85,7%) 

7 

(77,8%) 

1 

(20,0%) 

2 

(20,0%) 

0 

(0,0%) 

Total de 

Amostras 

5 

(100,0%) 

5 

(100,0%)

5 

(100,0%)

5 

(100,0%)

4 

(100,0%)

5 

(100,0%)

8 

(100,0%)

7 

(100,0%)

9 

(100,0%)

5 

(100,0%)

10 

(100,0%)

10 

(100,0%) 

 

Nas amostras de carcinoma mucoepidermóide os genes APAF-1, BAX, BCL-2, BID, CASP2, CASP3, CASP6, 

CASP8, DIABLO e TP53 apresentaram sua expressão aumentada em 66,7%, 83,3%, 58,3%, 91,7%, 58,3%, 54,5%, 

50,0%, 87,5%, 50,0% e 83,3%, respectivamente. Os genes BAD e CASP7 encontraram-se com a expressão similar às 

amostras normais utilizadas como controle em 50,0% e 41,7% das amostras (Tabela 8 e Figura 15).  
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Tabela 8 - Expressão relativa dos genes reguladores da apoptose em amostras de carcinoma mucoepidermóide em 
comparação com amostras de glândula salivar não neoplásicas 
 

Carcinoma 

mucoepidermóide
APAF1 BAD BAX BCL2 BID CASP2 CASP3 CASP6 CASP7 CASP8 DIABLO TP53 

Expressão 

aumentada 

8 

(66,7%) 

5 

(41,7%) 

10 

(83,3%) 

7 

(58,3%) 

11 

(91,7%) 

7 

(58,3%) 

6 

(54,5%) 

6 

(50,0%) 

3 

(25,0%) 

7 

(87,5%) 

6 

(50,0%) 

10 

(83,4%) 

Expressão 

diminuída 

0 

(0,0%) 

1  

(8,3%) 

0 

(0,0%) 

1  

(8,3%) 

0 

(0,0%) 

0 

(0,0%) 

1  

(9,1%) 

1  

(8,3%) 

4 

(33,3%) 

0 

(0,0%) 

1  

(8,3%) 

1  

(8,3%) 

Expressão 

normal 

4 

(33,3%) 

6 

(50,0%) 

2 

(16,7%) 

4 

(33,4%) 

1  

(8,3%) 

5 

(41,7%) 

4 

(36,4%) 

5 

(41,7%) 

5 

(41,7%) 

1 

(12,5%) 

5 

(41,7%) 

1 

 (8,3%) 

Total de 

Amostras 

12 

(100,0%) 

12 

(100,0%)

12 

(100,0%)

12 

(100,0%)

12 

(100,0%)

12 

(100,0%) 

11 

(100,0%)

12 

(100,0%)

12 

(100,0%)

8 

(100,0%)

12 

(100,0%)

12 

(100,0%) 
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Figura 15 - Análise da expressão dos genes reguladores de apoptose em 

amostras de carcinoma mucoepidermóide. A expressão relativa foi calculada por 

RT-PCR em tempo real e normalizada pela expressão do gene -actina (utilizado como 

referência). As barras representam o número de casos com expressão aumentada ou 

diminuída considerando a expressão observada nas 10 amostras de glândula salivar não 

neoplásicas (POOL N). Foi considerado aumento ou diminuição da expressão, quando a 

expressão no tecido tumoral variou duas vezes ou mais em relação à expressão no tecido 

não-neoplásico. 
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4.3.2 Análise Estatística 

Na análise de comparação da expressão dos genes entre os casos de 

adenoma pleomórfico e de carcinoma mucoepidermóide não foi observada 

diferença estatisticamente significativa. Esses resultados estão descritos na 

Tabela 9. 

Devido ao número pequeno de amostras não foi possível fazer a 

análise de associação entre a expressão dos genes e características 

demográficas, clínicas e patológicas dos pacientes com adenoma 

pleomórfico e carcinoma mucoepidermóide. 
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Tabela 9 - Comparação da expressão dos genes reguladores de apoptose 
em carcinoma mucoepidermóide e adenoma pleomórfico  
 

    
Carcinoma 

mucoepidermóide 
Adenoma 

pleomórfico Total p-valor 

APAF1 
(0.5,2] 4 (33) 1 (20) 5 

>0,99 
(2,89.9] 8 (67) 4 (80) 12 

BAD 
(0.5,2] 6 (50) 1 (20) 7 

0,3383 (2,16.9] 5 (42) 4 (80) 9 

[0,0.5] 1 (8) 0 (0) 1 

BAX 
(0.5,2] 2 (17) 1 (20) 3 

>0,99 
(2,71.9] 10 (83) 4 (80) 14 

BCL2 
(0.5,2] 4 (33) 0 (0) 4 

0,2286 (2,66.8] 7 (58) 5 (100) 12 

[0,0.5] 1 (8) 0 (0) 1 

BID 
(0.5,2] 1 (8) 2 (50) 3 

0,2673 
(2,98.4] 11 (92) 2 (50) 13 

CASP2 
(0.5,2] 5 (42) 3 (60) 8 

0,8754 
(2,54.2] 7 (58) 2 (40) 9 

CASP3 
(0.5,2] 4 (36) 6 (75) 10 

0,223 (2,34.5] 6 (55) 2 (25) 8 

[0,0.5] 1 (9) 0 (0) 1 

CASP6 
(0.5,2] 5 (42) 4 (57) 9 

0,6523 (2,15.5] 6 (50) 2 (29) 8 

[0,0.5] 1 (8) 1 (14) 2 

CASP7 
(0.5,2] 5 (42) 5 (56) 10 

0,7996 (2,14.5] 3 (25) 2 (22) 5 

[0,0.5] 4 (33) 2 (22) 6 

CASP8 
(0.5,2] 1 (12) 0 (0) 1 

>0,99 
(2,116] 7 (88) 5 (100) 12 

DIABLO 
(0.5,2] 5 (42) 2 (20) 7 

0,2998 (2,22.5] 6 (50) 8 (80) 14 

[0,0.5] 1 (8) 0 (0) 1 

TP53 
(0.5,2] 1 (8) 0 (0) 1 

0,3998 (2,43.9] 10 (83) 10 (100) 20 

[0,0.5] 1 (8) 0 (0) 1 
 

Comparando-se os resultados de expressão dos microRNAs e 

expressão gênica observamos que em nenhuma das análises o resultado foi 

estatisticamente significativo (Anexo 3). 
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5 DISCUSSÃO 

 

 

Neste estudo foi avaliada a expressão dos microRNAs miR-15a, miR-

16, miR-17-5p, miR-20a, miR-21, miR-29 e miR-34a, descritos como 

reguladores do processo de apoptose, em amostras de adenoma 

pleomórfico e carcinoma mucoepidermóide das glândulas salivares.  

Os tumores de glândula salivar são raros, correspondendo a 3-6% 

dos tumores de cabeça e pescoço e apresentam uma grande diversidade 

histológica e clínica (KUMAR e PERKINS 2010; CARLSON 2013; NAGAO 

2013). Apesar do adenoma pleomórfico e do carcinoma mucoepidermóide 

apresentarem origem histológica diferente (o adenoma pleomórfico se 

origina do ducto intercalar enquanto que o carcinoma mucoepidermóide se 

origina da porção principal do ducto) eles foram selecionados como modelo 

neste estudo por representarem os tipos histológicos benigno e maligno 

mais frequentes, respectivamente (BELL e HANNA 2012).  

O adenoma pleomórfico representa cerca de 60% dos tumores das 

glândulas parótidas. São tumores benignos que se apresentam com 

uma mistura de células ductais (epiteliais) e mioepiteliais, 

demonstrando diferenciação epitelial e mesenquimal. A maioria dos 

pacientes avaliados neste estudo era do sexo feminino, com mais de 40 

anos e todos os tumores se desenvolveram na parótida. Dados da literatura 

também indicam essa predominância por mulheres e idade de ocorrência 

(MENDENHALL et al. 2008). 
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O carcinoma mucoepidermóide é uma neoplasia composta de células 

escamosas, células secretoras de muco e células intermediárias. 

Representam 40% dos tumores malignos ocorridos nas glândulas salivares 

(MCHUGH et al. 2012), mas ocorrem principalmente (70%) nas parótidas. A 

maioria dos pacientes avaliados neste estudo era do sexo feminino, com 

mais de 40 anos. A maior parte dos tumores se desenvolveram na parótida e 

glândulas salivares menores. Alguns estudos têm demonstrado incidência do 

carcinoma mucoepidermóide similar entre a parótida e glândulas salivares 

menores (OLIVEIRA et al. 2009; LIMA et al. 2011) enquanto outros apontam 

uma predominância da glândula parótida (MCHUGH et al. 2012).  

A apoptose parece desempenhar um papel importante na formação 

luminal de estruturas glandulares (MELNICK e JASKOLL 2000; JASKOLL et 

al. 2001; PATEL et al. 2006; PRADHAN et al. 2010) e poucos estudos têm 

avaliado o papel da apoptose no desenvolvimento de tumores de glândula 

salivar (SOINI et al. 1998; AOKI et al. 2004; STENNER et al. 2010; 

GOMES et al. 2012; FERREIRA et al. 2014; ACASIGUA et al. 2015). Os 

microRNAs têm sido apontados como reguladores do processo de apoptose 

em diversos tipos tumorais (SUBRAMANIAN e STEER 2010; LIMA et al. 

2011, COURTHOD et al. 2014). 

O miR-15a apresentou expressão aumentada em relação ao tecido 

não neoplásico nas amostras de adenoma pleomórfico. Já nas amostras de 

carcinoma mucoepidermóide a expressão foi predominantemente similar à 

do tecido não neoplásico. A diferença na expressão desse microRNA entre 

os dois tumores foi estatisticamente significativa. Baseando-se em dados 
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obtidos na literatura, encontramos casos onde o mesmo apresenta 

expressão diminuída em tumores de cabeça e pescoço (COUTINHO-

CAMILLO et al. 2015). O miR-15 tem sido descrito como um microRNA 

supressor de tumor por sua ação como regulador da proteína anti-apoptótica 

BCL-2 (CALIN et al. 2002; CIMMINO et al. 2005). Contudo, DE GROEN et 

al. (2015) demonstraram expressão aumentada do miR-15 em carcinoma 

colorretal, associada com ganho de número de cópias do cromossomo 13q e 

sugerindo um papel oncogênico para esse microRNA nesses tumores. 

O miR-16 apresentou expressão aumentada em relação ao tecido não 

neoplásico nas amostras de adenoma pleomórfico. No carcinoma 

mucoepidermóide, não foi observado um padrão de expressão 

predominante: a mesma proporção de pacientes apresentou expressão 

aumentada e similar à do tecido não neoplásico. COURTHOD et al. (2014) e 

COUTINHO-CAMILLO et al. (2015) encontraram um resultado similar ao que 

encontramos nas amostras de carcinoma mucoepidermóide em carcinoma 

oral de células escamosas e tumores de cabeça e pescoço, 

respectivamente. 

O miR-17-5p apresentou expressão aumentada em relação ao tecido 

não neoplásico nas amostras de adenoma pleomórfico e expressão similar à 

do tecido não neoplásico nas amostras de carcinoma mucoepidermóide. 

MITANI et al. (2013), em um estudo realizado com mostras de carcinoma 

adenoide cístico, também observou expressão aumentada do miR-17-5p. 

O miR-20 apresentou diminuição de expressão na maioria das 

amostras em ambos os grupos (adenomas e carcinomas) sendo que, em 
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nenhuma das amostras este microRNA apresentou aumento de expressão. 

Ao contrário, outros estudos demonstraram aumento da expressão desse 

microRNA em amostras de carcinoma de nasofaringe, carcinoma de células 

escamosas de cabeça e pescoço e carcinoma anaplásico de tireóide (HUI et 

al. 2010; ZENG et al. 2012; XIONG et al. 2014). Recentemente, diversos 

estudos demonstraram que a expressão do cluster miR-17-92 (o qual agrega 

os seguintes microRNAs: miR-17, miR-18a, miR-19a, miR-20a, miR-19b-1 e 

miR-92a-1) pode ser regulada por vários fatores de transcrição, como o c-

myc, E2F, AML1, ciclina D1, ciclina E1 e p53 (ZHANG et al. 2014; HOU et al. 

2015; SOKOLOVA et al. 2015). 

EL TAYEBI et al. (2013) demonstraram que, em amostras de 

carcinoma hepatocelular, c-Myc pode induzir a expressão de E2F, o qual 

induz a expressão do miR-17-5p, que, por sua vez, inibe a expressão de 

E2F, formando assim um feedback negativo, que reduzirá a expressão do 

próprio miR-17-5p. Já HE et al. (2012) demonstraram que a proteína HIF-1α 

pode reduzir a expressão dos microRNAs miR-17 e miR-20a, através da 

redução da expressão de c-myc em células leucêmicas. 

O miR-21 apresentou aumento de expressão na maioria das amostras 

em ambos os grupos (adenomas e carcinomas). Achado este que corrobora 

com os demais encontrados na literatura com relação a estudos na área de 

cabeça e pescoço (REIS et al. 2010; PENNELLI et al. 2014; HOU et al. 

2015). 

REIS et al. (2010) demonstraram associação da expressão do 

microRNA miR-21 com a expressão do gene PDCD4 em amostras de 
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carcinoma oral de células escamosas. A proteína PDCD4 está 

frequentemente com a expressão diminuída em células tumorais e tem a 

função de supressora tumoral, estando envolvida na apoptose, 

transformação celular, invasão, e progressão do tumor. Em nosso estudo 

observamos expressão aumentada do miR-21. Neste mesmo trabalho, REIS 

et al., a partir do silenciamento do gene PDCD4 foi avaliado em culturas de 

células. Contudo a expressão do gene PDCD4 não foi avaliada. 

PENNELLI et al. (2014) também observaram expressão aumentada 

do miR-21 associada à baixa expressão do gene e proteína PDCD4 em 

amostras de carcinoma medular de tireóide. 

HOU et al. (2015) descreveram a possibilidade de o miR-21 ser 

utilizado como um marcador não invasivo de carcinoma de células 

escamosas de cabeça e pescoço. Em seu estudo, a análise do miR-21 

circulante foi realizada em pacientes com HNSCC antes e após a retirada 

cirúrgica do tumor: antes da cirurgia observou-se expressão aumentada do 

miR-21, enquanto após a mesma, foi observada a expressão 

significativamente diminuída. 

O miR-29a apresentou expressão aumentada em relação ao tecido 

não neoplásico nas amostras de adenoma pleomórfico. Já nas amostras de 

carcinoma mucoepidermóide a expressão foi predominantemente similar à 

do tecido não neoplásico. A diferença na expressão desse microRNA entre 

as amostras de adenoma pleomórfico e carcinoma mucoepidermóde foi 

estatisticamente significativa. QIU et al. (2015) observaram expressão 

aumentada dos microRNAs miR-29a e miR-29b em linhagens celulares de 
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carcinoma de nasofaringe, associando esse aumento à migração e invasão 

das células tumorais.  

WU et al. (2013) demonstraram, em um ensaio realizado em cultura 

celular de carcinoma mamário humano, que o aumento da expressão do 

miR-29 resulta na parada do ciclo celular em G0/G1 prevenindo as células 

de entrarem na fase S. Contudo, outros estudos têm descrito o miR-29 como 

um supressor tumoral, inibindo a migração e invasão celular. Estudos têm 

demonstrado que, em tumores de cabeça e pescoço, este microRNA 

apresenta expressão diminuída (SPIZZO et al. 2009; KINOSHITA et al. 

2013). 

O miR-34a apresentou aumento de expressão na maioria das 

amostras em ambos os grupos (adenomas e carcinomas). Contudo, análise 

estatística demonstrou que o miR-34a é mais expresso nas amostras de 

adenoma pleomórfico. Em 2013, MA et al. avaliando a ação do miR-34a em 

amostras de carcinoma papilífero de tireóide, observaram o aumento da 

expressão do miR-34a agindo sobre a proteína GAS1 (do inglês, Growth 

Arrest Specific 1), responsável pela parada no ciclo celular, promovendo 

proliferação celular e inibindo a apoptose através da via PI3K/Akt/BAD. 

Outros estudos demonstram diminuição da expressão do miR-34 em 

tumores, como LI et al. (2015) que observaram expressão diminuída do miR-

34 em carcinoma oral, e essa diminuição estava associada a um pior 

prognóstico dos pacientes. 

Como forma de validar os resultados obtidos com a análise da 

expressão dos microRNAs e tornar mais completa a análise do perfil destes 
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microRNAs em tumores de glândula salivar, foi realizada uma análise da 

expressão de genes que foram identificados como alvos de um ou mais 

microRNAs analisados neste trabalho. A seleção dos genes foi realizada 

utilizando análise in silico com a ferramenta miRTarBase. 

Os genes APAF1, BAD, BAX, BID, CASP2, CASP3, CASP6, CASP7, 

CASP8 e TP53 têm função pró-apoptótica; enquanto os genes BCL2 e 

DIABLO têm função anti-apoptótica (CHIPUK et al. 2012; CORREIA et al. 

2015). 

O gene APAF1 apresentou expressão aumentada nas amostras de 

adenoma pleomórfico e carcinoma mucoepidermóide. No estudo de 

TANASE et al. (2014) este gene apresentou sua expressão diminuída em 

amostras de adenoma de hipófise. O APAF1 faz parte do complexo do 

apoptossomo, um efetor de morte celular, que juntamente com o citocromo c 

e a caspase 9, ativam a apoptose p53-dependente. Esse gene pode ser 

regulado pelo miR-21, o que poderia impedir a célula de entrar em processo 

de apoptose. CHOI et al. (2015) analisando carcinoma colorretal 

demonstraram a presença de mutações no gene APAF1 e presença de 

heterogeneidade intratumoral mutacional, o que poderia favorecer a 

tumorigênese afetando a apoptose nas células tumorais. 

O gene BAD apresentou expressão aumentada nas amostras de 

adenoma pleomórfico e expressão similar à do tecido não neoplásico nas 

amostras de carcinoma mucoepidermóide. A proteína BAD faz parte da 

família BCL2, mediadora da via mitocondrial da apoptose. Esse gene pode 

ser regulado pelo miR-34a avaliado em nosso estudo. Sendo assim, a 
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atividade pró-apoptótica do gene BAD poderia ser inibida pela ligação do 

miR-34a. No estudo de STICKLES et al. (2015), foram avaliados tumores de 

ovário, mama e colorretal; sendo que nos três tipos tumorais o resultado foi a 

expressão aumentada deste gene.  

O gene BAX apresentou expressão aumentada nas amostras de 

adenoma pleomórfico e carcinoma mucoepidermóide. BAX ativa a liberação 

do citocromo c pelo espaço intermembranar mitocondrial, induzindo a 

oligomerização da Apaf-1, formando-se, então, o complexo apoptossomo. 

GOMES et al. (2012) também observaram expressão aumentada do gene 

BAX em amostras de neoplasias de glândula salivar. CHOI et al. (2015) 

demonstraram a presença de mutação no gene BAX em amostras de 

carcinoma colorretal. FERREIRA et al. (2014) observaram diminuição da 

expressão da proteína BAX em amostras de adenoma pleomórfico. Contudo, 

não avaliaram a expressão gênica. O gene BAX pode ser regulado pelo 

microRNA miR-16. 

O gene BID não apresentou um padrão predominante de expressão 

sendo observado a mesma proporção de amostras com aumento de 

expressão e com expressão similar à do tecido não neoplásico em amostras 

de adenoma pleomórfico. Nas amostras de carcinoma mucoepidermóide a 

expressão desse gene foi aumentada. A proteína BID-truncada inicia a 

permeabilização da membrana mitocondrial externa, levando à liberação do 

citocromo c e a ativação do apoptossomo, iniciador da cascata de caspases. 

O processamento proteolítico de BID para ativar BID truncado é um passo 

crucial para iniciar a via apoptótica intrínseca, desencadeando a 
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permeabilização da membrana mitocondrial externa e posterior liberação do 

citocromo c e Smac/Diablo (BRASACCHIO et al. 2014), além de ser um 

importante fator de ligação entre as duas vias apoptóticas. Esse gene pode 

ser regulado pelo miR-21 avaliado em nosso estudo, sugerindo que o 

aumento de expressão de miR-21 poderia inibir a tradução da proteína BID 

levando à inibição do processo apoptótico. Já HONG et al. (2014) 

observaram expressão diminuída da proteína BID em amostras de 

carcinoma mamário utilizando a técnica de Western Blot. 

Os genes CASP2, CASP3 e CASP6 apresentaram expressão similar 

à observada no tecido não neoplásico nas amostras de adenoma 

pleomórfico e expressão aumentada nas amostras de carcinoma 

mucoepidermóide. CASP2 e CASP6 podem ser regulados pelos microRNAs 

miR-17-5p e miR-20 enquanto que CASP3 pode ser regulado pelo miR-29a. 

A proteína CASP2 é uma caspase iniciadora enquanto CASP3 e CASP6 

atuam como efetoras na cascata de ativação da apoptose (FULDA 2015). O 

gene CASP2 já foi avaliado no estudo de COUTINHO-CAMILLO et al. (2015) 

e, assim como nas amostras de carcinoma mucoepidermoide deste estudo, 

se apresentou com a expressão aumentada em amostras de carcinoma oral 

de células escamosas. GOMES et. al. (2012) analisaram a expressão do 

gene CASP3 e obsevaram que não havia diferença na expressão quando 

comparado tumores benignos e malignos e que expressão aumentada foi 

observada em 44% das amostras de neoplasias de glândulas salivares. 

O gene CASP7 apresentou expressão similar à observada no tecido 

não neoplásico nas amostras de adenoma pleomórfico e carcinoma 
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mucoepidermóide. Este gene codifica a proteína CASP7 e pode ser regulado 

pelo miR-29a avaliado em nosso estudo.  Em amostras de carcinoma oral de 

células escamosas, COUTINHO-CAMILLO et al. (2015) observaram o gene 

CASP7 com expressão aumentada. VILELLA-ARIAS et al. (2013) 

demosntraram diminuição da expressão de CASP7 em carcinoma de células 

renais e associação com a agressividade do tumor. 

O gene CASP8 apresentou expressão aumentada nas amostras de 

adenoma pleomórfico e carcinoma mucoepidermóide. Este gene codifica a 

proteína CASP8, uma caspase iniciadora e pode ser regulado pelos 

microRNAs miR-17-5p, miR-20a e miR-29a avaliados em nosso estudo. Em 

amostras de carcinoma oral de células escamosas, COUTINHO-CAMILLO et 

al. (2015) também observaram o gene CASP8 com expressão aumentada. 

LIAO et al. (2015) demonstraram que expressão aumentada da proteína 

CASP8 está associada com aumento da incidência de metástase cerebral 

após a cirurgia em pacientes com carcinoma de pulmão não-pequenas 

células. LING et al. (2015) demonstraram que baixa expressão da proteína 

CASP8 e alta expressão da proteían BCL2 está associada a resistência ao 

tratamento com TRAIL (do inglês, Tumor necrosis factor-related apoptosis-

inducing ligand).  

O gene TP53 apresentou expressão aumentada nas amostras de 

adenoma pleomórfico e carcinoma mucoepidermóide. O gene TP53 tem 

ação pró-apoptótica, atuando como supressor tumoral, regulando o ciclo 

celular e o mecanismo da apoptose. Esse gene pode ser regulado pelos 

microRNAs miR-15a, miR-16, miR-21 e miR-34a avaliados em nosso estudo. 
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Contudo, o miR-29 já foi descrito também como modulador do gene TP53 

através das proteínas p85α e CDC42. Os microRNAs da família 29 

suprimem diretamente p85α (a subunidade reguladora da PI3-kinase) e 

CDC42 (da família das GTPases), ambos os quais regulam negativamente 

p53 (PARK et al. 2009). O gene TP53 é o mais frequentemente mutado em 

tumores de cabeça e pescoço (AGRAWAL et al. 2011) e essa alteração em 

TP53 pode promover efeitos na expressão de microRNAs que são induzidos 

por esse gene (MITRA et al. 2014). Em nosso estudo, porém, não avaliamos 

a mutação desse gene nos tumores de glândula salivar. 

O gene BCL2 apresentou aumento de expressão nas amostras de 

adenoma pleomórfico e carcinoma mucoepidermóide. Esse gene pode ser 

regulado pelos microRNAs miR-15a, miR-16, mR-17-5p, miR-20a, miR-21, 

miR-29 e miR-34a avaliados em nosso estudo. A proteína BCL-2 é anti-

apoptótica e frequentemente relacionada a doença linfáticas e leucemia 

(PAN et al. 2015). Porém, devido a sua atividade anti-apoptótica, tem sido 

amplamente estudada em outros tipos tumorais. GOMES et al. (2012) 

demonstraram o perfil anti-apoptótico das neoplasias de glândula salivar 

através da análise dos genes Bax, Bcl-2 e CASP3, que apresentaram 

expressão similar à observada em nosso estudo. FERREIRA et al. (2014) 

observaram aumento da expressão da proteína Bcl-2 e diminuição da 

expressão da proteína pró-apoptótica Bax em amostras de adenoma 

pleomórfico de glândulas salivares menores, utilizando a técnica de 

imunoistoquímica. 

O gene DIABLO apresentou aumento de expressão nas amostras de 
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adenoma pleomórfico e carcinoma mucoepidermóide. Esse gene pode ser 

regulado pelos microRNAs miR-16, miR-29 e miR-34a avaliados em nosso 

estudo. COUTINHO-CAMILLO et al. (2015) encontraram o gene em questão 

com a expressão aumentada, também, em amostras de carcinoma oral de 

células escamosas. Este gene codifica a proteína DIABLO que é encontrada 

na mitocôndria e age como antagonista de proteínas inibidoras da apoptose. 

SHINTANI et. al. em 2014 observaram expressão aumentada da proteína 

DIABLO em carcinoma colorretal, sendo este um importante achado na 

busca por novas terapias no tratamento do câncer. 

Nossos resultados demonstraram alteração na expressão de 

microRNAs miR-15a, miR-16, miR-17-5p, miR-20a, miR-21, miR-29 e miR-

34a em amostras de adenoma pleomórfico e carcinoma mucoepidermóide 

das glândulas salivares. Poucos estudos têm avaliado o papel dos 

microRNAs em tumores de glândula salivar (ZHANG et al. 2009; MITANI et 

al. 2013; MATSE et al. 2013; CHEN et al. 2014; ANDREASEN et al. 2015; 

LIU et al. 2015) e cabe ressaltar que não existem estudos avaliando a 

expressão desses microRNAs em tumores de glândula salivar. 

Os resultados também demonstram alterações na expressão dos 

genes APAF1, BAD, BAX, BCL-2, CASP8, DIABLO e TP53 nas amostras de 

adenoma pleomórfico e alteração dos genes APAF1, BAX, BCL2, BID, 

CASP2, CASP3, CASP6, CASP8, DIABLO e TP53 nas amostras de 

carcinoma mucoepidermóide. Alguns resultados contraditórios poderiam ser 

explicados pelo fato de que alguns dos genes estudados podem ser 

regulados por mais de um microRNA do nosso estudo. Da mesma forma, 



59 

 

que diversos outros microRNAs não avaliados neste estudo, podem regular 

esses mesmos genes. JAMALI et al. (2015) realizando uma revisão 

sistemática da literatura e meta-análise, avaliaram a associação da 

expressão de microRNAs com o prognóstico de pacientes com tumores de 

cabeça e pescoço: a análise de 21 estudos, contando com 1685 pacientes 

demonstrou diversos microRNAs com expressão aumentada ou diminuída 

associados a um pior prognóstico. Contudo, somente o miR-21 apresenta 

um potencial como marcador prognóstico nesse tipo de tumor.  

Outros estudos ainda são necessários para demonstrar a participação 

dos microRNAs reguladores de apoptose no processo de tumorigênese da 

glândula salivar: a análise da expressão protéica dos alvos dos microRNAs 

para verificar se houve inibição da tradução das proteínas. A técnica de 

hibridização in situ poderia ser utilizada para verificar a localização desses 

microRNAs dentro do componente tumoral de cada neoplasia, e também a 

realização de estudos in vitro, avaliando o papel do aumento e diminuição 

desses microRNAs em linhagens celulares de adenoma pleomórfico e 

carcinoma mucoepidermóide. 
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6 CONCLUSÕES 

 

 

1 Os microRNAs miR-15a, miR-16, miR-17-5p, miR-20a, miR-21, miR-

29a, miR-34a foram expressos nas amostras de adenoma pleomórfico 

e carcinoma mucoepidermóide de glândula salivar avaliadas:  

 Os microRNAs miR-15a, miR-16, miR-17-5p, miR-21, miR-29a, 

miR-34a apresentaram, na maioria das amostras de adenoma 

pleomórfico, aumento de expressão quando comparada à 

expressão observada no tecido não neoplásico. As amostras de 

carcinoma mucoepidermóide apresentaram aumento de 

expressão dos microRNAs miR-21 e miR-34a e diminuição da 

expressão do miR-29a; 

 O miRNA-20a apresentou predominantemente diminuição de 

expressão nos dois tipos tumorais quando comparada à 

expressão observada no tecido não neoplásico. 

 

2 Comparando-se as amostras de adenoma pleomórfico e carcinoma 

mucoepidermóide foi observado que os microRNAs miR-15a, miR-29a 

e miR-34a apresentaram expressão aumentada nas amostras de 

adenoma pleomórfico 

 

3 Devido ao pequeno número de amostras não foi possível fazer a 

análise estatística comparando-se a expressão dos microRNAs e 
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expressão gênica e características demográficas, clínicas e 

patológicas do tumor 

4 Os genes APAF1, BAD, BAX, BCL-2, BID, CASP2, CASP3, CASP6, 

CASP7, CASP8, DIABLO e TP53 foram expressos nas amostras de 

adenoma pleomórfico e carcinoma mucoepidermóide de glândula 

salivar avaliadas:  

 Os genes APAF1, BAD, BAX, BCL-2, CASP8, DIABLO e TP53 

apresentaram, na maioria das amostras de adenoma pleomórfico, 

aumento de expressão quando comparada à expressão 

observada no tecido não neoplásico. Nas amostras de carcinoma 

mucoepidermóide os genes APAF1, BAX, BCL2, BID, CASP2, 

CASP3, CASP6, CASP8, DIABLO e TP53 apresentaram aumento 

de expressão quando comparada à expressão observada no 

tecido não neoplásico 
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Anexo 1 - Aprovação Comitê de Ética em Pesquisa-CEP 

 

 

 



 

 

Anexo 2 - microRNAs e genes avaliados nos experimentos de RT-qPCR: 
nome oficial, localização cromossômica e código do fornecedor 
 
 

miRNA/Gene Código fornecedor Nome oficial Localização 

miR-15a TM000389 MIR15A Cromossomo 13 

miR-16 TM000391 MIR16-1 Cromossomo 13 

miR-17-5p TM000393 MIR17 Cromossomo 13 

miR-20a TM000580 MIR20A Cromossomo 13 

miR-21 TM000397 MIR21 Cromossomo 17 

miR-29a TM002112 MIR29A Cromossomo 7 

miR-34a TM000426 MIR34A Cromossomo 1 

RNU48 TM001006 SNORD48 Cromossomo 6 

BAD Hs00188930_m1 BAD Cromossomo 11 

BAX Hs00180269_m1 BAX Cromossomo 19 

BCL-2 Hs00153350_m1 BCL2 Cromossomo 18 

BID Hs00609630_m1 BID Cromossomo 22 

APAF1 Hs00559441_m1 APAF1 Cromossomo 12 

CASP-2 Hs00154242_m1 CASP2 Cromossomo 7 

CASP-3 Hs00234387_m1 CASP3 Cromossomo 4 

CASP-6 Hs00154250_m1 CASP6 Cromossomo 4 

CASP-7 Hs00169152_m1 CASP7 Cromossomo 10 

CASP-8 Hs00154256_m1 CASP8 Cromossomo 2 

DIABLO Hs00219876_m1 DIABLO Cromossomo 12 

TP53 Hs00153349_m1 TP53 Cromossomo 17 

Beta Actina 4326315E-0909017 ACTB Cromossomo 7 

 

 

 



 

 

Anexo 3 – Dados completos de expressão de microRNAs e genes nas amostras de adenoma pleomórfico e carcinoma 

mucoepidermóide 

 

1 – Expressão similar às amostras não-neoplásicas 

2 – Expressão aumentada 

3 – Expressão diminuída 

ADENOMA PLEOMORFICO

AMOSTRA miR 15a miR 16 miR 17-5p miR 20a miR 21 miR 29a miR 34 APAF 1 BAD BAX BCL 2 BID CASP 2 CASP 3 CASP 6 CASP 7 CASP 8 DIABLO TP 53
1 1 1 1 3 1 1 2 2 2 2 2 2 2
2 2 2 1 3 2 2 2 1 1 1 1 2
3 2 2 1 3 1 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1 2 2 2
4 2 2 2 3 2 2 2 2 2 2 2 2
5 1 1 3 3 3 1 3 1 1 1 2 1 1 1 1 1 2 1 2
6 1 1 1 3 2 2 2
7 2 2 3 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1 2 2
8 2 2 2 1 2 2 2 2 2
9 2 2  3 2 2 2
10 1 3 1 3 2 1 2 2 2 2 2 1 1 1 1 1 1 2 2
11 2 1 3 2 2 2 1 2 2
12 2 2 3 2 2 2 2 2 2 2 1 1 1 1 2 2
13 2 1 1 3 2 2 2
14 2 1 2 1 2 2 2
15 2 1 1 3 1 2 2
16 1 1 2 1 2 2 2
17 2 2 1 3 2 2 2
18 2 2 1 3 2 2 2
19 1 1 2 3 2 1 2
20 2 2 2 3 1 2 2
21 2 2 2 3 2 2 2
22 2 2 2 3 2 2 2
23 2 2 2 1 2 2 2
24 2 2 2 1 2 2 2
25 2 2 2 1 2 2 2

TOTAL 25 25 23 24 25 25 25 5 5 5 5 4 5 8 7 9 5 10 10

↑ 76% (19) 60% (15) 47,82% (11) 0,00% 80% (20) 84% (21) 96% (24) 85,72% (4) 85,72% (4) 85,72% (4) 100% (5) 66,67% (2) 57,15% (2) 40% (2) 33,33% (1) 27,27% (2) 85,72% (4) 83,34% (8) 100% (10)

↓ 0,00% 4% (1) 13,04% (3) 75% (18) 4% (1) 0,00% 4% (1) 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
NORMAL 24% (6) 36% (9) 39,13% (9) 25% (6) 16% (4) 16% (4) 0,00% 14,28% (1) 14,28% (1) 14,28% (1) 0 33,33% (2) 42,85% (3) 60% (6) 66,67% (6) 72,73% (7) 14,28% (1) 16,66% (2) 0

microRNAs Genes



 

 

Cont/ Anexo 3  

 

 

1 – Expressão similar às amostras não-neoplásicas 

2 – Expressão aumentada 

3 – Expressão diminuída 

AMOSTRA miR 15a miR 16 miR 17-5p miR 20a miR 21 miR 29a miR 34 APAF 1 BAD BAX BCL 2 BID CASP 2 CASP 3 CASP 6 CASP 7 CASP 8 DIABLO TP 53
26 3 3 1 3 1 3 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2
27 3 1 1 3 1 1 2
28 2 2 2 1 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
29 1 2 1 3 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 1 1 2 2 2
30 2 2 2 3 2 1 2 2 1 2 1 2 2 2 2 2 2 2
31 1 2 1 3 2 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 1 2 2 2
32 2 2 2 1 2 1 2 2 1 2 2 2 1 1 1 3 2 1 2
33 3 1 1 3 2 1 2 1 1 2 1 2 1 2 1 3 2 1 1
34 1 1 2 1 2 1 2 1 1 2 1 2 1 1 2 1 1 2
35 1 2 2 1 2 1 2
36 1 1 3 3 2 3 1 1 1 1 1 1 1 1 1 3 1 1 2
37 1 1 1 3 2 3 1
38 1 1 1 3 2 1 2
39 2 1 1 3 1 2
40 1 2 1 1 2 3 2 2 1 2 2 2 2 1 1 1 1 2
41 2 1 2 3 2 3 1 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2 2
42 2 1 1 3 2 3 2 1 3 1 3 2 1 3 3 3 3 3
43 2 2 2 1 2 1 1
44 1 1 2 1 2 1 1
45 1 2 1 1 2 1 2
46 2 2 2 1 2 1 2
47 2 3 3 3 2 1 2
48 1 3 1 1 2 1 1

TOTAL 23 23 23 23 22 23 23 12 12 12 12 12 12 11 12 12 8 12 12
↑ 39,13% (9) 43,48% (10) 39,13% (9) 0 90,9% (20) 0 73,91% (17) 60% (8) 30% (5) 80% (10) 50% (7) 90% (11) 50% (7) 44,44% (6) 40% (6) 20% (3) 83,34% (7) 40% (6) 80% (10)
↓ 13,04% (3) 13,04% (3) 8,69% (2) 56,52% (13) 0 26,08% (6) 0 0 10% (1) 0 10% (1) 0 0 11,12% (1) 10% (1) 40% (4) 0 10% (1) 10% (1)

NORMAL 47,82% (11) 43,48% (10) 52,17% (12) 43,47% (10) 9,09% (2) 73,91% (17) 26,08% (6) 40% (4) 60% (6) 20% (2) 40% (4) 10% (1) 50% (5) 44,44% (4) 50% (5) 40% (5) 16,66% (1) 50% (5) 10% (1)

microRNAs Genes
CARCINOMA MUCOEPIDERMOIDE


