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RESUMO

Flores BCTCP. Avaliacdo da expressdao de microRNAs reguladores da
apoptose em tumores de glandula salivar. Sdo Paulo; 2015. [Dissertagcao
de Mestrado-Fundagao Anténio Prudente].

Os tumores de glandulas salivares compreendem um grupo heterogéneo de
lesbes, apresentando  diferentes caracteristicas  histologicas e
comportamento clinico diverso, tornando seu diagndstico uma atividade
desafiadora. Por isso, a identificacdo de marcadores moleculares de
diagndstico e progndstico € tdo importante, especialmente para este grupo
de neoplasias. Os miRNAs sdo pequenas moléculas e modulam multiplas
vias oncogénicas, incluindo as vias apoptoéticas. Diversos trabalhos tém
demonstrado alteracbes na expressdo de microRNAs em diversos tumores.
O processo de apoptose desempenha um papel importante na formagao do
lumen durante a organogénese de estruturas glandulares, incluindo o
desenvolvimento das glandulas salivares. Por isso a necessidade de novos
estudos na busca por novos marcadores moleculares. O objetivo desse
trabalho foi a determinacdo da expressao de microRNAs relacionados a
regulacdo da apoptose (miR-15a, miR-16, miR-17-5p, miR-20a, miR-21,
miR-29a, miR-34a) e a determinagdo da expressao 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 glandula salivar através da metodologia de RT-PCR
em tempo real. Para tanto, foram selecionadas 25 amostras de adenoma
pleomdérfico 23 de carcinoma mucoepidermoide e 10 amostras de glandulas
salivar ndo neoplasicas, 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 expressao em
76,0%, 60,0%, 47,8%, 80,0%, 84,0% e 96,0% das amostras de adenoma
pleomorfico, respectivamente. Por outro lado, na analise da expressao do
miR-20a, pode-se observar a diminuigdo da sua expressao em 75,0% das
amostras. Nas amostras de carcinoma mucoepidermédide, os microRNAs



miR-15a, miR-17-5p e miR-29a apresentaram expressao similar a observada
no tecido néo-neoplasico em 47,8%, 52,1% e 73,9%, respectivamente. O
miR-20a apresentou expressao diminuida em 56,5% das amostras e os
microRNAs miR-21 e miR-34 que apresentaram aumento de expressdo em
90,9% e 73,9% das amostras de carcinoma mucoepidermoide,
respectivamente. O miR-16 ndo apresentou um padrdo de expressao
predominante. Na analise dos resultados da expressdo génica,
encontramos, nas amostras de adenoma pleomoérfico, os genes APAF-1,
BAD, BAX, BCL-2, CASP8, DIABLO e TP53 com a expressao aumentada,
enquanto os genes CASP2, CASP3, CASP6 e CASP7 se apresentaram com
equivalente a observada no tecido ndo neoplasico. O gene BID nao
apresentou um padréao predominante de expressdo. Nas amostras de
carcinoma mucoepidermoide os genes APAF-1, BAX, BCL-2, BID, CASP2,
CASP3, CASP6, CASP8, DIABLO e TP53 apresentaram sua expressao
aumentada. Os genes CASP7 e BAD encontraram-se com a expresséo
similar as amostras nao-neoplasicas utilizadas como controle. Nossos
resultados demonstraram alteragéo na expressao dos microRNAs miR-15a,
miR-16, miR-17-5p, miR-20a, miR-21, miR-29 e miR-34a em amostras de
adenoma pleomorfico e carcinoma mucoepiderméide das glandulas
salivares. Poucos estudos tém avaliado o papel dos microRNAs em tumores
de glandula salivar e ndo existem estudos avaliando a expressao desses
microRNAs em tumores de glandula salivar. Os resultados também
demonstram altera¢des na expressao dos genes APAF1, BAD, BAX, BCL-2,
CASP8, DIABLO e TP53 nas amostras de adenoma pleomorfico e alteracao
dos genes APAF1, BAX, BCL2, BID, CASP2, CASP3, CASP6, CASPS,
DIABLO e TP53 nas amostras de carcinoma mucoepidermdide. Alguns
genes estudados podem ser regulados por mais de um microRNA avaliado
em nosso estudo, bem como pelo fato de que diversos outros microRNAs
nao avaliados neste estudo, podem regular esses mesmos genes; iSSO
poderia explicar a razao de existirem resultados contraditérios.



SUMMARY

Flores BCTCP. [Evaluation of apoptosis-regulating microRNAs in
salivary gland tumors]. Sdo Paulo; 2015. [Dissertagdo de Mestrado-

Fundagao Antbnio 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.
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1  INTRODUCAO

1.1 DESENVOLVIMENTO DAS GLANDULAS SALIVARES

As glandulas salivares se originam como uma proliferagao das células
do epitélio oral, formando um espessamento focal que cresce para o interior
do ectomesénquima subjacente. A continuidade do crescimento resulta na
formagdo de um pequeno botdo ligado a superficie por um vestigio de
cordao de ceélulas epiteliais, com células mesenquimais condensadas em
torno do botdo. Fissuras desenvolvem-se no botdo, formando dois ou mais
novos botdes; continuando este processo, chamado de ramificacdo
morfogénica, produzindo novos botdes e ramificacbes da glandula (NANCI
2013; HOLMBERG e HOFFMAN 2014).

As glandulas salivares sdo exdcrinas e produzem saliva, fluido que
possui fungdes digestivas, lubrificantes e protetoras. Além das glandulas
pequenas dispersas pela cavidade oral, existem trés pares de glandulas
salivares maiores: as glandulas paroétida, submandibular (submaxilar) e
sublingual.

Uma capsula de tecido conjuntivo rico em fibras colagenas circunda e
reveste as glandulas salivares maiores. O parénquima destas glandulas
consiste em terminagdes secretoras e em um sistema de ductos ramificados
que se arranjam em lobulos, separados entre si por septos de tecido

conjuntivo que se originam da capsula. As terminagdes secretoras possuem



dois tipos de células secretoras — serosas ou mucosas, além das células
mioepiteliais ndo secretoras. Esta porcdo secretora precede um sistema de
ductos cujos componentes modificam a saliva, a 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 I6bulos da glandula. O componente
predominante do ducto interlobular € o ducto estriado, que causa a maior
modificacdo da saliva primaria produzida pela porcao terminal secretora. A
ligacdo dos ductos estriados a porgcao secretora terminal € dada pelos
ductos intercalares, que antes se ramificam uma ou duas vezes, terminando
em uma unica porgao terminal. O [lumen da porgao terminal € continuo 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 glandula salivar. Diagrama ilustrativo representando as

porcdes da glandula salivar.

1.2 NEOPLASIAS DE GLANDULAS SALIVARES

Os tumores de glandulas salivares compreendem um grupo
heterogéneo de lesdes, apresentando diferentes caracteristicas histologicas
e comportamento clinico diverso. Esses tumores sao classificados em
benignos (adenoma pleomoarfico, mioepitelioma, adenoma de células basais
e tumor de Warthin) e malignos (adenocarcinoma de células basais,
carcinoma de células acinares, carcinoma mucoepidermoide, carcinoma
adendide-cistico, adenocarcinoma polimorfo de baixo grau, carcinoma ex-

adenoma pleomorfico e carcinoma mioepitelial) (Quadros 1 e 2).



Quadro 1 - Classificacao histopatolégica dos tumores benignos epiteliais

das gléndulas salivares e incidéncia dos mais frequentes

Tipo histoldgico Variagcdes Incidéncia
Adenoma Pleomorfico 50%
Mioepitelioma 1,5%
Adenoma de Células Basais 1-3%
Tumor de Warthin 5-10%
Oncocitoma 1%
Adenoma canalicaular 1%
Adenoma sebaceo 0,1%

Linfoadenoma Sebaceo e nao sebaceo

Invertido, intraductal,

Papiloma Ductal . o
sialoadenoma papilifero

Cistoadenoma

Fonte: BARNES et al. (2005)

Quadro 2 - Classificagao histopatolégica dos tumores malignos epiteliais das

glandulas salivares e incidéncia dos mais frequentes

Tipo histolégico Incidéncia
Carcinoma de Células Acinares 5%
Carcinoma Mucoepidermoéide 15%
Carcinoma Adenoide Cistico 5%
Adenocarcinoma Polimorfo de baixo grau
Carcinoma Epitelial-Mioepitelial 1%
Carcinoma de Células Claras, sem outra especificagdo
Adenocarcinoma de Células Basais
Carcinoma Sebaceo
Linfoadenomacarcinoma Sebaceo
Cistadenocarcinoma
Cistadenocarcinoma Cribriforme de baixo grau
Adenocarcinoma Mucinoso
Carcinoma Oncocitico <1%
Carcinoma do Ducto Salivar 9%
Adenocarcinoma, sem outra especificagao 10%
Carcinoma Mioepitelial
Carcinoma Ex-Adenoma Pleomérfico 0,9-14%
Carcinossarcoma
Adenoma Pleomorfico Metastatico
Carcinoma de Células Escamosas 1%
Carcinoma de Células Pequenas <1%
Carcinoma de Células Grandes
Carcinoma Linfoepitelial <1%

Sialoblastoma

Fonte: BARNES et al. (2005)




Essas neoplasias s&o relativamente incomuns e representam menos
de 2% de todos os tumores humanos e 5% dos tumores de cabeca e
pescoco. Cerca de 65% a 80% sao originados nas parétidas 10% nas
glandulas submandibulares e o restante nas glandulas salivares menores e
sublinguais. Os tumores de glandula salivar geralmente ocorrem em adultos,
com discreta predominancia pelo sexo feminino, mas cerca de 5% ocorrem
em criangas com menos de 16 anos. Os tumores benignos ocorrem mais
frequentemente em torno da 5% a 7° 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 glandula parétida geralmente se manifestam como um
inchacgo indolor. A presenca de paralisia do nervo facial, dor, a fixagcao da
massa na pele ou estruturas subjacentes, e adenopatia cervical associada
geralmente indicam a presenga de extensao local ou regional de um tumor
maligno (ADELSTEIN et al. 2012). Os tumores da glandula submandibular
sao relativamente incomuns e geralmente se apresentam como uma massa
indolor, mdvel no tridngulo submandibular. Envolvimento da pele
sobrejacente ou fixagcdo a mandibula, muitas vezes indica extensao local de
um tumor maligno (ADELSTEIN et al. 2012). Ja os tumores originados a
partir das glandulas salivares menores sao geralmente malignos e sua
apresentagao clinica depende do local de origem, mais comumente o palato,
espaco parafaringeo, e glandula lacrimal (ADELSTEIN et al. 2012).

O principal tratamento para as neoplasias de glandula salivar é a

cirurgia. Radioterapia pods-operatéria tem sido utilizada para melhorar o



controle local da doenga e aumentar as taxas de sobrevida para pacientes
com tumores de alto grau, com margens cirurgicas positivas ou com
infiltracdo perineural. O papel da quimioterapia no manejo desses tumores
ainda é controverso, sendo que alguns quimioterapicos apresentam
respostas em torno de 15-50% e de curta duragdo (MILANO et al. 2007;
ADELSTEIN et al. 2012).

O adenoma pleomérfico € o tumor benigno de glandula salivar mais
frequente. Representa cerca de 60% dos tumores das glandulas pardétidas,
sendo menos comum nas glandulas submandibulares e relativamente raro
nas glandulas salivares menores. O adenoma pleomorfico se apresenta
como uma mistura de células ductais (epiteliais) e mioepiteliais,
demonstrando diferenciacdo epitelial e mesenquimal. Apresenta elementos
epiteliais dispersos por toda a matriz, com graus variados de tecido
condréide (cartilaginoso), hialino, mixdide e até mesmo 6sseo. Por sua
grande diversidade histopatoldgica, 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
exposi¢cao a radiacdo aumenta o risco de desenvolvimento (MENDENHALL
et al. 2008). Taxas de recorréncia de até 15% foram relatadas (ZHANG et al.
2009). Os fatores de risco para o adenoma pleomoérfico ainda néo estédo bem
definidos, embora haja uma preponderancia feminina bem reconhecida e
uma distribuicdo etaria bimodal que cai na gravidez e na menopausa.

Analise citogenética de tumores de glandula salivar tem consistentemente



revelado translocagdes cromossOmicas nas regides 8912 12913 e 3p21-155
correspondentes aos genes PLAG1, B-catenina e HMGIC, respectivamente

(ZHANG et al. 2009).

Figura 2 - Aspectos histopatolégicos do adenoma pleomoérfico e do

carcinoma mucoepidermoide. A, Adenoma pleomorfico: neoplasia mista contida sob
pseudocapsula fibrosa; B, Adenoma pleomorfico: neoplasia composta de ductos
neoplasicos e células mioepiteliais modificadas em um estroma mixéide; C, Carcinoma
mucoepiderméide: neoplasia infiltrativa composta por células mucosas e intermediarias; D,

Carcinoma mucoepidermodide: células mucosas circundando area de comedonecrose.

O carcinoma mucoepidermdide é o tumor maligno de glandula salivar
mais frequente. Representa 40% dos tumores malignos ocorridos nas
glandulas salivares (MCHUGH et al. 2012), ocorrendo principalmente (70%)

nas parétidas. E composto por células escamosas, células secretoras de



muco e células intermediarias. Imagens representativas da histologia do
tumor podem ser observadas na Figura 2.

Em mais da metade dos casos esse tumor esta associado a uma
translocagao cromossémica (g21; p13) balanceada (11;19), que permite a
fusdo de um gene composto de por¢cées dos genes MECT1 e MAML2.
Acredita-se que o gene MECT1 — MAML2 desempenhe um papel importante
na génese desse tumor, possivelmente por desequilibrar as vias de
sinalizagao Notch e dependentes de AMP-ciclico (MARTINS et al. 2004).

A baixa incidéncia dos tumores de glandula salivar, aliada a grande
quantidade de lesdes diferentes presentes neste grupo faz do diagndstico
destas lesdes uma atividade desafiadora. Por isso, a identificacdo de
marcadores moleculares de diagndstico e progndéstico é tdo importante,
especialmente para este grupo de neoplasias (KUMAR e PERKINS 2010;
CARLSON 2013; NAGAO 2013).

O processo de apoptose desempenha um papel importante na
formagdo do lumen durante a organogénese de estruturas glandulares
(CHUNG e ANDREW 2008; ANDREW e EWALD 2010), incluindo o
desenvolvimento das glandulas salivares (MELNICK e JASKOLL 2000;

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



1.3 APOPTOSE

Os processos de morte celular podem ser classificados de acordo
com suas caracteristicas morfolégicas e bioquimicas em: apoptose,
autofagia, necrose, mitose catastréfica e senescéncia. Em 1964, foi proposto
o termo "morte celular programada" para designar um tipo de morte celular
que ocorre de forma n&o acidental. Em 1972, KERR et al. sugeriram o termo
apoptose para indicar esse tipo de morte celular.

Historicamente, a apoptose foi descrita como um fenémeno
caracteristicamente morfolégico e distinto da morte celular por necrose.
Neste ultimo caso, a célula aumenta de volume, a cromatina se agrega sem
uma nitida mudanga de distribuicdo, ha uma certa desorganizagdo do
citoplasma, as mitocdndrias ficam “inchadas” e com a matriz floculenta, os
ribossomos se dissolvem e a membrana celular perde a continuidade com
vazamento de conteudo citoplasmatico e a consequente reacao inflamatoria
local (BARCINSKI 2006).

Na apoptose, no entanto, as modificagbes na morfologia celular
ocorrem de maneira temporalmente coordenada no nucleo, no citoplasma e
na membrana citoplasmatica. Ocorre uma retracdo da célula que causa
perda da aderéncia com a matriz extracelular e células vizinhas. As
organelas celulares mantém a sua morfologia, com excegédo, em alguns
casos, das mitocondrias, que podem apresentar ruptura da membrana
externa. A cromatina sofre condensagédo e se concentra junto a membrana

nuclear, que se mantém intacta (BARCINSKI 2006). A seguir, a membrana
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celular forma prolongamentos (blebs) e o nucleo se desintegra em
fragmentos envoltos pela membrana nuclear. Os prolongamentos da
membrana celular aumentam de numero e tamanho e rompem, originando
estruturas contendo o conteudo celular. Estas porgdes celulares envoltas
pela membrana celular sdo denominadas corpos apoptoéticos (Figura 3). Os
corpos apoptéticos sao rapidamente fagocitados por macréfagos e
removidos sem causar um processo inflamatério, diferentemente do

processo necroético (DEGTEREV et al. 2003).

Célula
Normal
Prolongamentos
aumentam de Retracdo
nimero e tamanho da Célula
e se rompem
a;gc—p—ms) Cotpos apoptéticos
sdo rapidamente
fagocitados sem
causar processo
inflamataorio -
APOPTOSE Condensagéao
SEEEEEEE da
Nucleo se Cromatina
desintegra em
fragmentos
e
foar celular
n forma

prolongamentos

Figura 3 - Processo de apoptose. Principais etapas do processo de apoptose:
iniciando pela retragao celular e formagao dos corpos apoptéticos, até o momento em que
estes corpos apoptoéticos sdo fagocitados, finalizando a apoptose celular, sem causar

processo inflamatério.
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A apoptose pode ser iniciada por diferentes estimulos como, por
exemplo, privacdo de fatores de crescimento, sinalizacdo proveniente de
outras células ou alguma forma de dano/estresse celular (LYNAM-LENNON
et al. 2009).

A maioria das mudangas morfolégicas observadas por HERR et al.
em 1972 foram associadas a ativagao de cisteina proteases especificamente
ativadas em células apoptéticas. Essas proteases sdo homoélogas entre si e
sdo parte de uma familia de proteinas conhecidas como caspases (TAYLOR
et al. 2008).

As caspases estdo normalmente inativas dentro da célula saudavel,
mas em resposta a estimulo apoptdtico sdo convertidas em enzimas ativas.
A ativacao das caspases € normalmente iniciada por processamento
proteolitico entre as subunidades grandes e pequenas para formar um
heterodimero. Esse evento de processamento rearranja o sitio ativo das
caspases na sua conformacgao ativa (TAYLOR et al. 2008).

As caspases podem ser subdivididas entre iniciadoras, que s&o
capazes de se auto-ativar e iniciar processamento proteolitico de outras
caspases; e efetoras, que sao ativadas por outras caspases. As caspases
efetoras clivam a grande maioria de substratos durante a apoptose
(TAYLOR et al. 2008).

Existem duas vias apoptdticas principais, denominadas Via Intrinseca
e Via Extrinseca, explicadas e ilustradas (Figura 4) a seqguir:

o Via Extrinseca: Uma subfamilia da superfamilia de receptores de

fator de necrose tumoral (TNF-R) pode recrutar e ativar caspases em
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resposta a sinais extracelulares especificos. Como a consequéncia do
recrutamento de caspases geralmente € a morte celular, esses
receptores sdo conhecidos como receptores de morte. Além disso, os
receptores de morte sdo definidos por um dominio citoplasmatico de
aproximadamente 80 aminoacidos chamado dominio de morte (DD,
do inglés Death Domain), que tem papel crucial na transmisséo do
sinal de morte da superficie da célula para vias de sinalizacao
intracelulares (CONTASSOT et al. 2007).

Apds exposi¢ao ao seu ligante, o receptor se multimeriza, recrutando
a proteina adaptadora FADD através de interacdo homotipica de seus
DDs (SCHULZE-OSTHOFF et al. 1998). FADD, por sua vez, liga a
caspase-8 por interacdo homotipica entre seus dominios 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 consequéncia da clivagem de varias proteinas vitais

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

Via Intrinseca: A liberagdo de citocromo ¢ da mitocondria para o
citosol é fundamental para a formagdo do apoptossomo e
subsequiente ativagdo de caspases na via de apoptose intrinseca. O
mecanismo pelo qual ocorre a liberagdo do citocromo c¢ ainda é
controverso, mas existem inumeras evidéncias de que membros da
familia de proteinas Bcl-2 (Bid truncado — tBid) sdo mediadores

chave para essa liberagdo no contexto do estimulo apoptético. A
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familia de proteinas Bcl-2 € composta por inumeros membros que,
de acordo com sua estrutura e fungao, podem ser divididos em trés
subfamilias. Uma delas €& a subfamilia dos membros anti-
apoptéticos, que apresentam quatro dominios de homologia a Bcl-2
(Bcl-2 homologo — BH1-4) e tem como membros as proteinas Bcl-2,
Bcl-xL, Bcl-W, Mcl-1, Bcl2A1 e Bel-B. As duas outras subfamilias s&o
compostas por membros pré-apoptoticos, que podem ter ftrés
dominios BH (BH1-3), como Bax, Bak e Bok, ou apenas o dominio
BH-3, chamadas de BH3-only, como Bim, Bad, Bik, Bid, Noxa,
Puma, Bmf e Hrk (TAYLOR et al. 2008).

As proteinas responsaveis pela permeabilizagdo da membrana
externa mitocondrial sdo Bax e Bak, e sua atividade seria controlada pelos
membros anti-apoptéticos e BH3-only de maneiras distintas. Em células
saudaveis, Bax existe como um mondmero citosolico (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
auséncia de estimulo apoptético, acredita-se que os membros anti-
apoptoticos da familia impecam a permeabilizagdo mitocondrial pelos
membros pré-apoptoticos Bax e Bak através de uma interagao direta entre
essas proteinas. Apds a inducdo de apoptose, membros pro-apoptoticos
BH3-only seriam capazes de se ligarem a uma cavidade hidrofébica formada
pelos dominios BH1-3 nos membros anti-apoptdticos, liberando as proteinas
Bax e Bak da inibicdo. Bax sofreria uma mudanca 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 oligomerizagao de Bax e Bak cause a permeabilizacdo da membrana
externa mitocondrial ou ativacdo das proteinas responsaveis pela
permeabilizacdo mitocondrial permitindo o e fluxo de proteinas apoptéticas

para o citosol (HUNTER et al. 2007).
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FADD
l ¥ l | de hormdnios

Caspases 8 10 Caspases 8 10 <«—— Lesdes no DNA
Stress celular

Via Extrinseca Bad
PUMA

Bim
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Figura 4 - As duas principais vias apoptoéticas. A via extrinseca ¢ induzida pela
ativagcao de receptores como o FAS, o receptor de TNF-a, 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 extrinseca), ou alternativamente, pode
clivar Bid, uma proteina pré-apoptética da familia do Bcl-2 (via intrinseca). Bid truncado
(tBid) estimula a liberagdo varias moléculas pro-apoptéticas da mitocéndria, como Smac /
Diablo, AlF, HtrA2 e EndoG, além do citocromo c. O citocromo c liga-se ao fator de ativagao
de protease de apoptose 1 (APAF-1) e forma um complexo de ativacdo (o apoptossoma)
juntamente com a caspase 9. As proteinas da familia Bcl-2 regulam a apoptose através do
controle da permeabilidade mitocondrial.
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Alguns estudos avaliaram a participacdo da via apoptética no
desenvolvimento de tumores de glandula salivar, analisando a expressao de
poucas moléculas por imunoistoquimica e expressao génica, especialmente
o papel do Bcl-2 e da survivina. Contudo os resultados ainda sao
contraditorios (SOINI et al. 1998; AOKI et al. 2004; STENNER et al. 2010;
GOMES et al. 2012; FERREIRA et al. 2014).

Recentes estudos tém demonstrado a regulagdo do processo de
apoptose por microRNAs (LYNAM-LENNON et al. 2009; REYNOLDS et al.

2009).

1.4 MICRORNAS

MicroRNAs (miRNAs) sdo moléculas de RNA fita simples de 19-25
nucleotideos, ndo codificadores de proteinas, que agem como reguladores
pos-transcricionais da expressao génica (LYNAM-LENNON et al. 2009). Em
humanos ja foram identificados 2588 microRNAs  maduros
(http://www.mirbase.org/, Release 21: June 2014). Os miRNAs exercem
seus efeitos regulatorios ligando-se a regido 3’ (e, eventualmente, na regiao
5’) ndo traduzida de RNAs mensageiros (RNAm) alvo. Este mecanismo de
atuagdo permite a redugdo dos niveis protéicos de seus genes-alvo,
raramente afetando o nivel de expresséo transcricional (Figura 5). Apesar de
nao terem suas fungdes totalmente esclarecidas, a descoberta dos miRNAs
atraiu a comunidade cientifica pelas evidéncias sugestivas de que estas

moléculas apresentam papel fundamental em diversos processos bioldgicos.
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Em mamiferos, estes pequenos RNAs foram associados a regulacdo da
proliferagdo, apoptose, diferenciacdo, hematopoese, entre outras fungdes

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

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

Figura 5 - Biossintese do microRNA. Primeiramente a RNA polimerase Il (Pol II)
facilita a transcricao do gene do miRNA no nucleo. O transcrito primario resultante (pri-
miRNA) é entao clivado pelo Drosha e pelo DGCRS, 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-lago. Isto produz uma molécula dupla, composta pela fita Unica 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*
€ degradado, ao passo que a molécula de miRNA maduro orienta o RISC com o mRNA

alvo.
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A interagcdo entre um mMiIRNA e seu mRNA alvo é restrita a
extremidade 5' do miRNA. Uma sequéncia complementar entre nucleotideos
€ vital para o reconhecimento (LEWIS et al. 2003). Se 0 miRNA tem
suficiente complementaridade em sua sequéncia (quase idéntico) com o
MRNA alvo; e baseando-se em sua estabilidade bioquimica para a escolha
da fita funcional, entdo a regulagcéo é efetuada por um processo chamado
interferéncia 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 mamiferos (LEWIS et al. 2003),
a regulagao € alcangada pela repressao da tradugao (OLSEN e AMBROS
1999; PILLAI et al. 2005; PETERSEN et al. 2006; WANG et al. 2006).

Os miRNAs estdo envolvidos em processos homeostaticos
importantes, tais como a proliferagédo e a morte celular (EVAN e VOUSDEN
2001; CHENG et al. 2005). A expressdao aberrante de miRNAs tem
importante papel no desenvolvimento do cancer (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 neoplasicos 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 fungdo oncogénica em uma célula ou tecido
especifico, 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 fungdo oncogénica dos microRNAs € o aumento da
expressao dos microRNAs da familia 29 que induz o processo de transicao
epitélio-mesénquima e a metastase tumoral. De maneira reciproca, os
microRNAs podem ser caracterizados como supressores de tumor se sua
agcao normal é oposta a oncogénese (let-7, miR-15a/16-1, miR-34a, miR-
143/145) (SPI1ZZO et al. 2009).

A expressao aberrante de microRNAs relacionados ao processo de
apoptose pode levar ao estimulo ou inibicdo desse processo. Um exemplo é
o miR-15a, que é capaz de se ligar ao gene que codifica a proteina Bcl-2,
que € anti-apoptotica, sendo considerado um microRNA pro-apoptético
(LIMA et al. 2011). Outro exemplo €, o miR-29 cuja diminuicdo de expressao
pode levar a indugéo da apoptose pela via do p53 e do MCL1 (SPIZZO et al.

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

Pro-apoptéticos  Anti-apoptéticos

15a (Bcl-2 e MCL 1) 17-5p (BIM, PTEN e P21)
16 (Bcl-2) 20a (P21 e P53)

2%a (Bcl-2 e P53) 21 (PTEN e Fas L)

34a (SIRT 1)

Figura 6 - Classificagdo dos microRNAs com relacdo a apoptose. Um

microRNA que possui complementaridade com um gene pré-apoptético, por exemplo, €

denominado como um miR anti-apoptético.
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Poucos estudos tém avaliado o papel dos miRNAs no
desenvolvimento/progressao dos tumores de glandula salivar. ZHANG et al.
(2009), comparando amostras de adenoma pleomoérfico e glandula salivar
normal, identificaram um conjunto de 22 miRNAs diferencialmente expressos
com um aparente aumento de expressao nos tumores, sendo os microRNAs
-376a, -301 e -21 ja descritos como apresentando aumento de expresséo em
diversos tumores sdlidos.

MITANI et al. (2013) identificaram diferentes padrbes de expressao de
miRNAs comparando glandula salivar normal e carcinoma adenoide cistico
(ACC), sugerindo que o aumento de expressao do cluster miR-17-92 possa
desempenhar um papel importante na biologia do ACC e ser potencialmente
alvo de novos estudos terapéuticos. Um outro estudo, utilizando linhagem
celular de carcinoma adenoide cistico (ACC-2) demonstrou que o miRNA-
155 parece ter um papel importante para o crescimento e invasdo do ACC,
regulando a via EGFR/NFkB (LIU et al. 2013).

Andlise global de expresséo de microRNAs identificou 4 microRNAs
diferencialmente expressos entre linhagens de carcinoma adendide cistico
metastatica e nao-metastatica (miR-4487 e miR-4430 estavam com
expressao aumentada e miR-5191 e miR-3131 estavam com a expressao
diminuida na linhagem metastatica) (CHEN et al. 2014).

MATSE et al. (2013) utilizando amostras de saliva de pacientes com
tumores benignos e malignos da glandula parétida 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 imunoistoquimica que IL-6, JAK1, JAK2 e STAT3
estavam com expressdo aumentada em adenoma pleomorfico.
Experimentos de hibridizacao in situ demonstraram que o miR-181b estava
com expressao aumentada no adenoma pleomorfico e a expressdo do miR-
21 foi indetectavel tanto em adenoma pleomorfico quanto em amostras de

glandulas normais.

1.5 JUSTIFICATIVA

Os tumores de glandulas salivares compreendem um grupo
heterogéneo de lesdes, apresentando diferentes caracteristicas histologicas
e comportamento clinico diverso, tornando a identificacdo de marcadores
moleculares de diagndstico e progndstico importante. O processo de
apoptose desempenha um papel importante na formag¢ao do lUumen durante
a organogénese de estruturas glandulares, incluindo o desenvolvimento das
glandulas salivares. Os miRNAs sao pequenas moléculas e modulam
multiplas vias oncogénicas, inclusive a apoptose. Diversos trabalhos tém
demonstrado alteracbes na expressdo de miRNAs em diferentes tumores.
Contudo, poucos estudos tém avaliado o papel dos miRNAs no

desenvolvimento/progressdo dos tumores de glandula salivar.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo de microRNAs relacionados a regulagdo da
apoptose em amostras de adenoma pleomérfico e carcinoma

mucoepidermoide

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1 Avaliar a expressdao dos microRNAS miR-15a, miR-16, miR-17-5p,
miR-20a, miR-21, miR-29a e miR-34a utilizando a técnica de gRT-
PCR;

2 Comparar a expressao dos microRNAs entre o adenoma pleomorfico
e carcinoma mucoepidermaide;

3 Associar a expressdo dos miRNAs com caracteristicas clinicas e
patolégicas dos tumores;

4 Avaliar a expressdo 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 gRT-PCR.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 CASUISTICA

Foram selecionadas 48 amostras congeladas de tumores de glandula
salivar provenientes de cirurgias realizadas no periodo do ano 2000 a 2012;
sendo 25 casos de adenoma pleomorfico e 23 casos carcinoma
mucoepidermdide e 10 amostras de glandulas salivares ndo neoplasicas,
derivadas do Biobanco de tumores do A.C. Camargo Cancer Center. Dados
demograficos, clinicos e patolégicos de cada paciente foram coletados nos
prontuarios arquivados no SAME do A.C. Camargo Cancer Center.

O estudo foi aprovado pelo Comité de Etica e Pesquisa da Instituigao

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

3.2 ANALISE DA EXPRESSAO DE MICRORNAS

3.2.1 Extracdo 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
extraido utilizando-se o miRNeasy Mini kit (Qiagen, Venlo, Netherlands), de

acordo com as recomendacdes do fabricante.
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A concentracao 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,
Califérnia, EUA).

O RNA total foi incubado em solu¢gao 20 mM de Tris HCI pH 8.4 2 mM
MgCl;, 50 mM de KCI e 1U de DNase | (Invitrogen)/1lug de RNA a
temperatura ambiente por 15 minutos. A enzima foi posteriormente inativada
pela adicdo de 2,5 mM de EDTA e incubagéo a 65°C por 10 minutos. Apds o
periodo de incubacao, as amostras foram precipitadas por 16 horas a - 20°C
em solucao de acetato de sédio 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
rom por 15 minutos. O precipitado foi entdo seco e ressuspenso em agua

livre de DNase/RNase.

3.2.2 Sintese do cDNA

Dez nanogramas de RNA total foram submetidas a uma reacao
enzimatica modulada pela agado da enzima transcriptase reversa, permitindo
a sintese do DNA complementar (cDNA), utilizando o kit TagMan microRNA
RT (Life Technologies). A reagao continha solugdao tampao (1,5 pL),
deoxinucleotideos trifosfatados (dNTPs) (0,15uL), transcriptase reversa
(Multiscribe reverse transcriptase) (1uL), enzima inibidora de RNase (RNase
Inhibitor) (0,19 uL) e agua ultrapura (4,16 uL). Sendo que para cada 15uL de

reacao, seguiu-se a seguinte proporgao:
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v 7 uL de RT master mix : 5 yL RNA total (10 ng por reagao) : 3 uL de
RT oligonucleotideo especifico (concentrado 5X)
A reacao foi incubada a 16°C por 30 minutos, 42°C por 30 minutos e
85°C por 5 minutos em um termociclador Veriti 96 Well (Applied Biosystems)

e o produto da sintese armazenado a -20°C.

3.2.3 Amplificacdo por PCR guantitativa em tempo real (QPCR)

O volume final de reacao foi de 20 uL, sendo que cada tubo continha
10 uL de TagMan® Universal PCR Master Mix Il, 7,67 yL de agua ultrapura
1 uL de TagMan Small RNA Assay (especifico para cada microRNA) e 1,33
puL de produto de sintese 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 a via da
apoptose (Anexo 2).

A amplificagdo foi feita em 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C
por 1 minuto, precedidos por um periodo de 50°C por 2 minutos e 95°C por
10 minutos. A amplificacdo foi feita no aparelho 7900HT Fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystems).

A deteccdo dos produtos foi feita pelo continuo monitoramento do
sinal fluorescente emitido. O nivel de expressdao de cada microRNA foi
quantificado relativamente a expressdo de um controle (referéncia). Para a
determinacdo do controle foi utilizada a ferramenta RefFinder
(http://www.leonxie.com/referencegene.php). Esse software, através da

analise do perfil de amplificacdo dos controles, calcula aqueles com
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expressao mais estavel no conjunto de amostras analisadas. Para essa
analise foram utilizadas 11 amostras de adenoma pleomoérfico, 12 amostras
de carcinoma mucoepiderméide e 1 pool composto por 10 amostras de
glandula salivar ndo neoplasicas. Foram testados microRNAs e small
nuclear RNAs, sendo selecionado como referéncia o small nuclear RNA

RNU48, conforme demonstrado na Figura 7.

Comprehensive Ranking Delta CT BestKeeper Nermfinder Genorm

Genes Geomean of ranking values
RNU48 1.97
MIR16 2.21
MIR17-5P 2.38
MIR15A 2.45
MIR20A 4.56
RNU44 5.23

Comprehensive gene stability

5.3 5.233

4.559
4.3
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2,449
25 2913 2.378
1.968

1.5

RNU48B MIR1G MIR17-5P MIRT 54 MIR20A RNLU44

<== Most stable genes Least stable genes ==>

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

Figura 7 - Selecdo da referéncia para a normalizagao dos resultados de

expressao dos microRNASs. Resultado da andlise de selegdo de microRNAs e small

nuclear RNAs mais estaveis para a normalizagdo dos experimentos de RT-PCR em tempo
real utilizando-se amostras de glandulas salivares humanas normais e tumorais (adenoma
pleomorfico e carcinoma mucoepiderméide).

O nivel de expressdo de cada microRNA também foi quantificado

relativamente a expressao de uma amostra calibradora (pool de 10 amostras

de glandula salivar ndo neoplasicas). O resultado final (RQ microrna) fOI
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expresso como um aumento ou diminuigado da expressdo do microRNA em
n-vezes quando comparado a referéncia e ao calibrador, da seguinte forma:

ACt amostra — ACt calibrador) - 5n4e ACt da amostra e do calibrador

RQ miororNA = 2 ¢
séo determinados subtraindo-se o valor médio de Ct do microRNA estudado
do valor médio de Ct do small nuclear RNA usado como referéncia.

Para a determinacdao de aumento ou diminuigdo da expressao dos

miRNAs nas amostras tumorais em comparagdo com as amostras nao

neoplasicas foi utilizado o seguinte valor:

Diminuicdo de expressao: Expressao (Rq) <= 0,5

Aumento de expressao: Expressao (Rq) >=2,0

As amostras com expressao relativa com valores entre 0,5 e 2,0 ndo
foram consideradas com expressao alterada em relacdo ao tecido ndo

neoplasico.

3.3 ANALISE DA EXPRESSAO DE GENICA

3.3.1 Determinacédo dos RNA mensageiros (mMRNAs) alvo

Foi realizada uma analise in silico para a determinacdo 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 analise para o miR-15a, sendo demonstrado que o gene
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BCL2 apresenta uma forte evidéncia de ser regulado por esse microRNA, o

que ja é demonstrado por 12 trabalhos publicados.

Strong evidence Less strong evidence
= -
= 5
EL Species (miRNA) Species (Target) miRNA Target T ey 5 | =
Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-15a-5p BMIT v v 3 1
Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-15a-5p WNT3A v v v 3 2
Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-15a-5p MYB v v v v v L] 3
Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-15a-5p (D254 v v 1 1
Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-15a-5p CCHD2Z v v v 3 3
Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-15a-5p RAB9B v 1 1
Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-15a-5p ACTR1A v 1 1
Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-15a-5p TPI v 1 1
Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-15a-5p PDCD4 v v 1 1
Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-15a-5p RAB21 v v 1 1
Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-15a-5p BCL2 v v v v v L] lll
Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-15a-5p WT1 v v 1 1
MIRTOD0819 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-15a-5p ASXL2 v v 1 1
MIRT000823 Homo sapiens Homo sapiens hsa-miR-15a-5p TMEM251 v v 1 1
Homo sapiens Homo sapiens hsa-mifi-15a-5p CARDE v v z 1

Fonte: Modificado miRTarBase (2015).
Figura 8 - Esquema representativo da avaliacédo de alvos de microRNAs

utilizando a ferramenta miRTarBase. Os genes regulados pelos microRNAs s&o

selecionados com base em avaliagao experimental, sendo atribuida uma somatdria de
pontos de acordo com a validagédo ja existente. Também é apresentado o numero de

trabalhos ja publicados com essa validacao experimental.

3.3.2 Sintese do cDNA
A sintese do cDNA foi realizada utilizando-se o High-Capacity
cDNA Reverse Transcription Kit, a partir de 1000ng de RNA total, em uma
reacao com volume final de 20 uL, sendo que cada tubo continha 2 pL de

10 x RT Buffer; 0,8 uL de 25 x dNTP mix; 2 pL de 10 x Random Primers; 1
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ML de Enzima Multiscribe; 1 L de RNase out; 13,2 L de RNA. A reagao
foi incubada em termociclador Veriti 96 Well (Applied Biosystems) a 25°C
por 10 minutos, a 37°C por 120 minutos, a 85°C por 5 minutos e

armazenado a -20°C.

3.3.3 Amplificacdo por PCR guantitativa em tempo real (QPCR)

O volume final de reacao foi de 20 uL, sendo que cada tubo continha
10uL de TagMan® Universal PCR Master Mix Il, 4,0 uL de agua ultrapura,
5,0ul (10ng) do cDNA e 1 pL de TagMan Gene Expression Assay (especifico
para cada gene) (Anexo 2). Os experimentos foram realizados em duplicata.

A amplificagdo foi feita em 40 ciclos de 95°C por 15 segundos e 60°C
por 1 minuto, precedidos por um periodo de 50°C por 2 minutos e 95°C por
10 minutos. A amplificacdo foi feita no aparelho 7900HT Fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystems).

Assim como na analise dos microRNAs, o nivel de expressao de cada
gene foi quantificado relativamente a expressdo de um controle (referéncia),
selecionado utilizando-se a ferramenta RefFinder
(http://www.leonxie.com/referencegene.php). Para essa analise foram
utilizadas 14 amostras de adenoma pleomodrfico, 9 amostras de carcinoma
mucoepidermdide e 1 pool composto por 10 amostras de glandula nao
neoplasicas. Foram testados os genes da B-actina 18S, gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase (GAPDH) e [(-2-microglobuliina (B2M); sendo
selecionado o gene B-actina como referéncia, conforme demonstrado na

Figura 9.
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Comprehensive Ranking Delta CT BestKeeper Normfinder Genorm

GenesGeomean of ranking values
Actinal.00
1852.06
GAPDH2.45
B2M4.00

Comprehensive gene stability

2.448

Acting 185 GARDH B2u

<== Most stoble genes Least stable genes ==>

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

Figura 9 - Selegcdo da referéncia para a normalizagdo dos resultados de

expressdo génica. Resultado da andlise de selegdo do gene mais estavel para a
normalizagéo dos experimentos de RT-PCR em tempo real utilizando amostras de glandulas
salivares humanas normais e tumorais (adenoma pleomérfico e carcinoma

mucoepidermoide).

Assim como na analise nos microRNAs, o nivel de expressao de cada
gene também foi quantificado relativamente a expressdo de um pool
composto por 10 amostras de glandula salivar n&o-neoplasica (amostra
calibradora). O resultado final (Rq gene) fOi ent&o expresso como um aumento
ou diminuigcdo da expressao do gene em n-vezes quando comparado ao
controle e ao calibrador, da seguinte forma:

2 —(ACt amostra — ACt calibrador)’ onde ACt da amostra e do

4 Rq gene —
calibrador sdo determinados subtraindo-se o valor médio de Ct do

gene estudado do valor médio de Ct do gene usado como referéncia.
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Para a determinagcdo de aumento ou diminuicdo da expressao dos
genes nas amostras tumorais em comparagdo com as amostras néo

neoplasicas foi utilizado o seguinte valor:

Diminuicdo de expressao: Expressao (Rq) <= 0,5

Aumento de expressao: Expressao (Rq) >=2,0

As amostras com expresséao relativa com valores entre 0,5 e 2,0 n&o
foram consideradas com expressao alterada em relacdo ao tecido ndo
neoplasico.

Uma visao geral dos procedimentos realizados neste estudo pode ser

observada na Figura 10.

3.4 ANALISE ESTATISTICA

A comparagao entre os resultados de expressao dos microRNAs e
genes obtidos por RT-PCR em tempo real entre os diferentes tumores foi
realizada por meio do teste qui-quadrado. O nivel de significancia adotado
foi de 5% para todos os testes. As anadlises estatisticas foram realizadas

utilizando-se o software R versao 2.13 (R Development Core Team 2010).



1 — Preparo da amostra

2 — Transcricao reversa

3 — Amplificacédo da
PCR em Tempo Real
(qPCR)

4 — Analise dos dados
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Isolamento e purificagédo
RNA total

Montagem reacgéo de

RT-PCR
. Primers especificos
X microRNAs
Preparo da reagao da ST mm T
PCR em
TempoReal '\ """~~~ """-"-----

I . ~ .
i Primers randémicos
., para analise génica

Analise das curvas de

amplificagéo

Analise quantitativa e
estatistica

Figura 10 - Viséo global procedimentos. Esquema demonstrando visdo global dos

procedimentos realizados no projeto.
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4 RESULTADOS

4.1 DADOS DEMOGRAFICOS, CLINICOS E PATOLOGICOS

Analisando as caracteristicas demograficas, clinicas e patoldgicas dos
pacientes com adenoma pleomoérfico, observamos que a maior parte dos
pacientes era do sexo feminino, com mais de 40 anos. Todos os tumores se
originaram na parétida e somente um paciente apresentou recorréncia

(Tabela 1).

Tabela 1 - Aspectos demograficos, clinicos e patolégicos dos pacientes com
adenoma pleomorfico

Caracteristica NUmero de casos (%)
Género
Feminino 17 (68,0)
Masculino 8 (32,0)
Raca
Branca 22 (88,0)
Nao branca 2 (8,0)
Informacao n&o disponivel 1(4,0)
ldade
< =40 anos 9 (36,0)
> 40 anos 16 (64,0)
Local
Parétida 25 (100,0)
Recorréncia
Sim 1(4,0)

N&o 24 (96,0)




34

A maioria dos pacientes com carcinoma mucoepidermdide era do
sexo feminino, com mais de 40 anos, sendo que a maior parte dos tumores
ocorreram na parotida (52,2%). Em 13,1% dos casos houve
desenvolvimento de metastases (6sseas, cerebral, muscular, renal, ocular e
hepatica); e a infiltracao perineural foi observada em 30,4% dos tumores

(Tabela 2).

Tabela 2 - Aspectos demogréficos, clinicos e patolégicos dos pacientes com
carcinoma mucoepidermoide

Caracteristica Nimero de casos (%)
Género
Feminino 12 (52,2)
Masculino 11 (47,8)
Raca
Branca 16 (69,6)
Qutras 2 (8,7)
Informacao nao disponivel 5(21,7)
Idade
< =40 anos 6 (26,1)
> 40 anos 17 (73,9)
Local
Parétida 12 (52,2)
Submandibular 1(4,3)
Glandulas Salivares Menores 12 (43,5)
Linfonodos comprometidos
Sim 10 (43,5)
Nao 3(13,0)
Informacao nao disponivel 10 (43,5)
Metéastase
Sim 9(39,1)
Nao 13 (56,5)
Informacao nao disponivel 1(4,4)
Infiltracdo Perineural
Sim 7 (30,4)
Nao 16 (69,6)
Recorréncia
Sim 7 (30,4)
Nao 15 (65,2)

Informagéo ndo disponivel 14,4
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4.2 ANALISE DA EXPRESSAO DE MICRORNAS

Foi avaliada a expressdo 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 mucoepidermdide e adenoma pleomérfico.

Foi considerado aumento ou diminuicdo da expressdo, quando a
expressdo no tecido tumoral variou duas vezes ou mais em relacédo a
expressao no tecido nao neoplasico. Desta forma, observamos que os
microRNAs miR-15a, -16, -17-5p, -21, -29a e -34a apresentaram aumento de
expressao em 76,0%, 60,0%, 47,8%, 80,0%, 84,0% e 96,0% das amostras
de adenoma pleomorfico, respectivamente. Por outro lado, na analise da
expressao do miR-20a, pode-se observar a diminuicdo da sua expressao em

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

Tabela 3 - Expresséao relativa de microRNAs reguladores da apoptose em
amostras de adenoma pleomoérfico em comparagdo com amostras de
glandula salivar n&o neoplasicas

Adenoma miR-17-

- miR-15a miR-16 miR-20a miR-21 miR-29a miR-34a
Pleomoérfico 5p
Expressédo 19 15 11 0 20 21 24
aumentada (76,0%) (60,0%) (47,8%) (0,0%) (80,0%) (84,0%) (96,0%)
Expresséo 0 1 3 18 1 0 1
diminuida (0,0%) (4,0%) (13,1%) (75,0%) (4,0%) (0,0%) (4,0%)
Expresséo 6 9 9 6 4 4 0
normal (24,0%) (36,0%) (39,1%) (25,0%) (16,0%) (16,0%) (0,0%)
Total de 25 25 23 24 25 25 25

Amostras  (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%)
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M Expressao 15
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Figura 11 - Analise da expressdo dos microRNAs reguladores de apoptose

em amostras de adenoma pleomorfico. A expresséo relativa foi calculada por RT-
PCR em tempo real e normalizada pela expressao do RNU48 (small nucleolar RNA utilizado
como referéncia). As barras representam o numero de casos com expressdo aumentada ou
diminuida considerando a expressao observada nas 10 amostras de glandula salivar ndo
neoplasicas (POOL N). Foi considerado aumento ou diminuicdo da expressao, quando a
expressao no tecido tumoral variou duas vezes ou mais em relagdo a expressao no tecido
nao-neoplasico.

Nas amostras de carcinoma mucoepidermdide, os microRNAs miR-
15a, -17-5p e -29a apresentaram expressao similar a observada no tecido
nao-neoplasico. O miR-20a apresentou expressao diminuida em 52,0% das
amostras e os microRNAs miR-21 e -34 que apresentaram aumento de
expressédo em 90,9% e 73,9% das amostras de carcinoma
mucoepidermaide, respectivamente. O miR-16 se apresentou com o mesmo

numero de casos com expressao normal e expressdo aumentada (Tabela 4

e Figura 12).
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Tabela 4 - Expresséao relativa de microRNAs reguladores da apoptose em
amostras de carcinoma mucoepidermoide em comparagdo com amostras de
glandula salivar ndo neoplasicas

Adenoma miR-17-

Pleomorfico miR-15a miR-16 5p miR-20a miR-21 miR-29a miR-34a
Expressédo 9 10 9 0 20 0 17
aumentada (39,1%) (43,5%) (39,1%) (0,0%) (90,9%) (0,0%) (73, 9%)
Expresséo 3 3 2 13 0 6 0
diminuida (13,1%) (13,0%) (8,7%) (56,5%) (0,0%) (26,1%) (0,0%)
Expressao 11 10 12 10 2 17 6
normal (47,8%) (43,5%) (52,2%) (43,5%) (9,1%) (73,9%) (26,1%)
Total de 23 23 23 23 22 23 23

Amostras  (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%)

25

M Expressdo 20
aumentada

15
M Expressdo
diminuida
10
Expressdo 3
normal

miR-15a miR-16 miR-17-5p  miR-20a miR-21 miR-29a miR-34a

Figura 12 - Analise da expressdo dos microRNAs reguladores de apoptose

em amostras de carcinoma mucoepidermaéide. A expresséo relativa foi calculada
por RT-PCR em tempo real e normalizada pela expressdao do RNU48 (small nucleolar RNA
utilizado como referéncia). As barras representam o nuimero de casos com expressao
aumentada ou diminuida considerando a expressao observada nas 10 amostras de glandula
salivar ndo neoplasicas (POOL N). Foi considerado aumento ou diminuigdo da expresséo,
quando a expressao no tecido tumoral variou duas vezes ou mais em relagdo a expressao

no tecido nao-neoplasico.
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4.2.1 Analise Estatistica

Na analise de comparacao da expressao dos miRNAs entre os casos
de adenoma pleomorfico e de carcinoma mucoepiderméide foi observado
que os microRNAs miR-15a, miR-29a e miR-34a foram mais expressos nas
amostras de adenoma pleomérfico (p=0,0186, p<0,001 e p=0,0172,
respectivamente). Esses resultados estao descritos na Tabela 5.

Devido ao numero pequeno de amostras nao foi possivel fazer a
analise de associacido entre a expressdo dos microRNAs e caracteristicas
demograficas, clinicas e patolégicas dos pacientes com adenoma

pleomorfico e carcinoma mucoepidermaide.

Tabela 5 - Comparagcédo da expressdao dos microRNAs reguladores de
apoptose em carcinoma mucoepidermoéide e adenoma pleomorfico

Carcinoma Adenoma Total p-valor
Mucoepidermoéide Pleomoérfico
<=0.5 3(13) 0 (0) 3
miR-15a 05-2 11 (48) 6 (24) 17 0,0186
>2 9 (39) 19 (76) 28
<=0.5 3(13) 1(4) 4
miR-16 05-2 10 (43) 9 (36) 19 0,3729
>2 10 (43) 15 (60) 25
<=0.5 209 3(13) 5
miR-17-5p 05-2 12 (52) 9 (39) 21 0,6608
>2 9 (39) 11 (48) 20
miR-20a <=0.5 13 (59) 19 (79) 32 0,2471
05-2 9 (41) 5(21) 14
<=0.5 0 (0) 1(4) 1
miR-21 05-2 2(9) 4 (16) 6 0,4768
>2 20 (91) 20 (80) 40
<=0.5 6 (26) 0 (0) 6
miR-29a 05-2 17 (74) 4 (16) 21 <0.001
>2 0(0) 21 (84) 21
<=0.5 0 (0) 1(4) 1
miR-34 05-2 6 (26) 0 (0) 6 0,0172

>2 17 (74) 24 (96) 41
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4.3 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA

4.3.1 Determinacdo dos RNA mensageiros (mRNAS) alvo

Foi realizada uma analise in silico para a determinacdo 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.

HDAST  FosLt
HRT1
ZHET i3] o hea-miR-272-3p
. nEs-MIR-T22-3p hes-TIR-£05-5p
MANOG YNOTCHZ CD:CZ54
aiNl O e O hea-miR-454-3p
nEa-miR-512
nes-MIR-214-3p
hea-MIR-150-5p
hEa-miR-25:3p

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)
apoptéticas (conforme descri¢do na Figura 4) e que foram selecionados para

a avaliagao da expressao génica.

Tabela 6 - Genes alvo de microRNAs reguladores da apoptose avaliados em
amostras de carcinoma mucoepiderméide e adenoma pleomoérfico
(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 expressédo dos genes BAD, BAX, BCL2, BID, APAF1,
CASP2, CASP3, CASP6, CASP7, CASP8, DIABLO e TP53 em 12 amostras
de carcinoma mucoepidermoide e 10 amostras de adenoma pleomaorfico.

Foi considerado aumento ou diminuicdo da expressdo, quando a
expressdo no tecido tumoral variou duas vezes ou mais em relacdo a
expresséo no tecido ndo neoplasico. Desta forma, observamos que os genes
APAF1, BAD, BAX, BCL-2, BID, CASP2, CASP8, DIABLO e TP53 com a

expressao 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 expressao normal nas amostras
de adenoma pleomorfico (75,0%, 85,7% e 77,8%, respectivamente) (Figura

14 e Tabela 7).

12

BExpressdo 10

aumentad
a
8
B Expressdo
diminuida 6

D

N

Expressdo
normal

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

o

Figura 14 - Analise da expressao dos genes reguladores de apoptose em

amostras de adenoma pleomdérfico. A expressao relativa foi calculada por RT-PCR

em tempo real e normalizada pela expressdo do gene B-actina (utilizado como referéncia).
As barras representam o numero de casos com expressao aumentada ou diminuida
considerando a expressao observada nas 10 amostras de glandula salivar ndo neoplasicas
(POOL N). Foi considerado aumento ou diminuigdo da expressao, quando a expressao no

tecido tumoral variou duas vezes ou mais em relagéo a expressao no tecido nao-neoplasico.



Tabela 7 - Expresséo relativa dos genes reguladores da apoptose em amostras de adenoma pleomoérfico em comparagao
com amostras de glandula salivar ndo neoplasicas

Adenom.a APAF1 BAD BAX BCL2 BID CASP2 CASP3 CASP6 CASP7 CASP8 DIABLO TP53
Pleomorfico
Expressao 4 4 4 5 2 2 2 1 2 4 8 10
aumentada (80,0%) (80,0%) (80,0%) (100,0%) (50,0%) (40,0%) (25,0%) (14,3%) (22,2%) (80,0%) (80,0%) (100,0%)
Expresséo 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0 0
diminuida (0,0%) (0,0%) (0,0%) (0,0%) (0,0%) (0,0%) (0,0%) (0,0%) (0,0%) (0,0%) (0,0%) (0,0%)
Expresséo 1 1 1 0 2 3 6 6 7 1 2 0
normal (20,0%) (20,0%) (20,0%) (0,0%) (50,0%) (60,0%) (75,0%) (85,7%) (77,8%) (20,0%) (20,0%) (0,0%)
Total de 5 5 5 5 4 5 8 7 9 5 10 10

Amostras  (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%)

Nas amostras de carcinoma mucoepidermoide os genes APAF-1, BAX, BCL-2, BID, CASP2, CASP3, CASPG,
CASP8, DIABLO e TPS53 apresentaram sua expressdo 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 expressao similar as

amostras normais utilizadas como controle em 50,0% e 41,7% das amostras (Tabela 8 e Figura 15).
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Tabela 8 - Expressao relativa dos genes reguladores da apoptose em amostras de carcinoma mucoepidermdide em
comparagao com amostras de glandula salivar ndo neoplasicas

Carcinoma

) . APAF1 BAD BAX BCL2 BID CASP2 CASP3 CASP6 CASP7 CASP8 DIABLO TP53
mucoepiderméide
Expresséo 8 5 10 7 11 7 6 6 3 7 6 10
aumentada (66,7%) (41,7%) (83,3%) (58,3%) (91,7%) (58,3%) (54,5%) (50,0%) (25,0%) (87,5%) (50,0%) (83,4%)
Expresséo 0 1 0 1 0 0 1 1 4 0 1 1
diminuida (0,0%) (8,3%) (0,0%) (8,3%) (0,0%) (0,0%) (9,1%) (8,3%) (33,3%) (0,0%) (8,3%) (8,3%)
Expresséo 4 6 2 4 1 5 4 5 5 1 5 1
normal (33,3%) (50,0%) (16,7%) (33,4%) (8,3%) (41,7%) (36,4%) (41,7%) (41,7%) (12,5%) (41,7%) (8,3%)
Total de 12 12 12 12 12 12 11 12 12 8 12 12
Amostras (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%) (100,0%)
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Figura 15 - Analise da expressdo dos genes reguladores de apoptose em
amostras de carcinoma mucoepidermoide. A expresséo relativa foi calculada por

RT-PCR em tempo real e normalizada pela expressdo do gene B-actina (utilizado como
referéncia). As barras representam o numero de casos com expressdo aumentada ou
diminuida considerando a expressao observada nas 10 amostras de glandula salivar nao
neoplasicas (POOL N). Foi considerado aumento ou diminuicdo da expressao, quando a
expressao no tecido tumoral variou duas vezes ou mais em relagao a expressao no tecido

nao-neoplasico.
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4.3.2 Analise Estatistica

Na analise de comparagao da expressao dos genes entre os casos de
adenoma pleomorfico e de carcinoma mucoepidermoide nio foi observada
diferenca estatisticamente significativa. Esses resultados estado descritos na
Tabela 9.

Devido ao numero pequeno de amostras nao foi possivel fazer a
andlise de associacdo entre a expressao dos genes e caracteristicas
demograficas, clinicas e patologicas dos pacientes com adenoma

pleomorfico e carcinoma mucoepidermaide.
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Tabela 9 - Comparagao da expressao dos genes reguladores de apoptose
em carcinoma mucoepidermoide e adenoma pleomorfico

Carcinoma Adenoma

mucoepiderméide pleomérfico Total p-valor

APAF1 (0.5,2] 4 (33) 1 (20) 5 >0.99
(2,89.9] 8 (67) 4 (80) 12
(0.5,2] 6 (50) 1 (20) 7

BAD (2,16.9] 5 (42) 4 (80) 9 0,3383
[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
(0.5,2] 4 (33) 0(0) 4

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

CASP? (0.5,2] 5(42) 3 (60) 8 0,8754
(2,54.2] 7 (58) 2 (40) 9
(0.5,2] 4 (36) 6 (75) 10

CASP3  (2,34.5] 6 (55) 2 (25) 8 0,223
[0,0.5] 1(9) 0(0) 1
(0.5,2] 5(42) 4 (57) 9

CASP6  (2,15.5] 6 (50) 2 (29) 8 0,6523
[0,0.5] 1(8) 1(14) 2
(0.5,2] 5 (42) 5 (56) 10

CASP7  (2,14.5] 3 (25) 2 (22) 5 0,7996
[0,0.5] 4 (33) 2 (22) 6

CASPS (0.5,2] 1(12) 0(0) 1 >0.99
(2,116] 7 (88) 5 (100) 12
(0.5,2] 5(42) 2 (20) 7

DIABLO (2,22.5] 6 (50) 8 (80) 14 0,2998
[0,0.5] 1(8) 0(0) 1
(0.5,2] 1(8) 0(0) 1

TP53 (2,43.9] 10 (83) 10 (100) 20 0,3998
[0,0.5] 1(8) 0(0) 1

Comparando-se o0s resultados de expressdao dos microRNAs e
expressao génica observamos que em nenhuma das analises o resultado foi

estatisticamente significativo (Anexo 3).
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5 DISCUSSAO

Neste estudo foi avaliada a expressao 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
pleomdérfico e carcinoma mucoepiderméide das glandulas salivares.

Os tumores de glandula salivar sao raros, correspondendo a 3-6%
dos tumores de cabega e pescog¢o e apresentam uma grande diversidade
histolégica e clinica (KUMAR e PERKINS 2010; CARLSON 2013; NAGAO
2013). Apesar do adenoma pleomoérfico e do carcinoma mucoepidermoide
apresentarem origem histolégica diferente (0 adenoma pleomérfico se
origina do ducto intercalar enquanto que o carcinoma mucoepiderméide se
origina da porg¢ao principal do ducto) eles foram selecionados como modelo
neste estudo por representarem os tipos histologicos benigno e maligno
mais frequentes, respectivamente (BELL e HANNA 2012).

O adenoma pleomorfico representa cerca de 60% dos tumores das
glandulas parétidas. Sdo tumores benignos que se apresentam com
uma mistura de células ductais (epiteliais) e mioepiteliais,
demonstrando diferenciacdo 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 parétida. Dados da literatura
também indicam essa predominancia por mulheres e idade de ocorréncia

(MENDENHALL et al. 2008).



48

O carcinoma mucoepidermoide € uma neoplasia composta de células
escamosas, células secretoras de muco e células intermediarias.
Representam 40% dos tumores malignos ocorridos nas glandulas salivares
(MCHUGH et al. 2012), mas ocorrem principalmente (70%) nas parétidas. A
maioria dos pacientes avaliados neste estudo era do sexo feminino, com
mais de 40 anos. A maior parte dos tumores se desenvolveram na paroétida e
glandulas salivares menores. Alguns estudos tém demonstrado incidéncia do
carcinoma mucoepiderméide similar entre a parétida e glandulas salivares
menores (OLIVEIRA et al. 2009; LIMA et al. 2011) enquanto outros apontam
uma predominancia da glandula parétida (MCHUGH et al. 2012).

A apoptose parece desempenhar um papel importante na formagao
luminal de estruturas glandulares (MELNICK e JASKOLL 2000; JASKOLL et
al. 2001; PATEL et al. 2006; PRADHAN et al. 2010) e poucos estudos tém
avaliado o papel da apoptose no desenvolvimento de tumores de glandula
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 tém 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 expressdo aumentada em relagdo ao tecido
nao neoplasico nas amostras de adenoma pleomorfico. Ja nas amostras de
carcinoma mucoepidermoéide a expressao foi predominantemente similar a
do tecido ndo neoplasico. A diferenca na expressdo desse microRNA entre

os dois tumores foi estatisticamente significativa. Baseando-se em dados
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obtidos na literatura, encontramos casos onde o0 mesmo apresenta
expressdo diminuida em tumores de cabegca e pescoco (COUTINHO-
CAMILLO et al. 2015). O miR-15 tem sido descrito como um microRNA
supressor de tumor por sua agao como regulador da proteina anti-apoptoética
BCL-2 (CALIN et al. 2002; CIMMINO et al. 2005). Contudo, DE GROEN et
al. (2015) demonstraram expressdao aumentada do miR-15 em carcinoma
colorretal, associada com ganho de numero de cépias do cromossomo 13q e
sugerindo um papel oncogénico para esse microRNA nesses tumores.

O miR-16 apresentou expressdo aumentada em relagcao ao tecido nao
neoplasico nas amostras de adenoma pleomodrfico. No carcinoma
mucoepidermdide, ndo foi observado um padrdo de expressao
predominante: a mesma proporgcao de pacientes apresentou expressao
aumentada e similar a do tecido ndo neoplasico. COURTHOD et al. (2014) e
COUTINHO-CAMILLO et al. (2015) encontraram um resultado similar ao que
encontramos nas amostras de carcinoma mucoepiderméide em carcinoma
oral de células escamosas e tumores de cabeca e pescoco,
respectivamente.

O miR-17-5p apresentou expressdo aumentada em relacido ao tecido
nao neoplasico nas amostras de adenoma pleomorfico e expressao similar a
do tecido ndo neoplasico nas amostras de carcinoma mucoepidermoide.
MITANI et al. (2013), em um estudo realizado com mostras de carcinoma
adenoide cistico, também observou expressdo aumentada do miR-17-5p.

O miR-20 apresentou diminuicdo de expressdo 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 expressao.
Ao contrario, outros estudos demonstraram aumento da expressdo desse
microRNA em amostras de carcinoma de nasofaringe, carcinoma de células
escamosas de cabecga e pescogo e carcinoma anaplasico de tiredide (HUI et
al. 2010; ZENG et al. 2012; XIONG et al. 2014). Recentemente, diversos
estudos demonstraram que a expresséao 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 varios fatores de transcricdo, 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 expressao de E2F, o qual
induz a expressdo do miR-17-5p, que, por sua vez, inibe a expressdo de
E2F, formando assim um feedback negativo, que reduzira a expressao do
préprio miR-17-5p. Ja HE et al. (2012) demonstraram que a proteina HIF-1a
pode reduzir a expressao dos microRNAs miR-17 e miR-20a, através da
reducao da expressao de c-myc em células leucémicas.

O miR-21 apresentou aumento de expressao na maioria das amostras
em ambos os grupos (adenomas e carcinomas). Achado este que corrobora
com os demais encontrados na literatura com relacdo a estudos na area de
cabeca e pescoco (REIS et al. 2010; PENNELLI et al. 2014; HOU et al.
2015).

REIS et al. (2010) demonstraram associacdo da expressao do

microRNA miR-21 com a expressdao do gene PDCD4 em amostras de
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carcinoma oral de células escamosas. A proteina PDCD4 esta
frequentemente com a expressao diminuida em células tumorais e tem a
funcdo de supressora tumoral, estando envolvida na apoptose,
transformacao celular, invasdo, e progressao do tumor. Em nosso estudo
observamos expressao 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 expressao do gene PDCD4 néo foi avaliada.

PENNELLI et al. (2014) também observaram expressdo aumentada
do miR-21 associada a baixa expressao do gene e proteina PDCD4 em
amostras de carcinoma medular de tiredide.

HOU et al. (2015) descreveram a possibilidade de o miR-21 ser
utiizado como um marcador nao invasivo de carcinoma de células
escamosas de cabeca e pescoco. Em seu estudo, a analise do miR-21
circulante foi realizada em pacientes com HNSCC antes e apds a retirada
cirurgica do tumor: antes da cirurgia observou-se expressdo aumentada do
miR-21, enquanto apés a mesma, foi observada a expressao
significativamente diminuida.

O miR-29a apresentou expressdo aumentada em relagdo ao tecido
nao neoplasico nas amostras de adenoma pleomorfico. Ja nas amostras de
carcinoma mucoepidermoéide a expressao foi predominantemente similar a
do tecido ndo neoplasico. A diferenca na expressdo desse microRNA entre
as amostras de adenoma pleomoérfico e carcinoma mucoepidermode foi
estatisticamente significativa. QIU et al. (2015) observaram expressao

aumentada dos microRNAs miR-29a e miR-29b em linhagens celulares de
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carcinoma de nasofaringe, associando esse aumento a migragao e invasao
das células tumorais.

WU et al. (2013) demonstraram, em um ensaio realizado em cultura
celular de carcinoma mamario humano, que o aumento da expressao do
miR-29 resulta na parada do ciclo celular em G0/G1 prevenindo as células
de entrarem na fase S. Contudo, outros estudos tém descrito o miR-29 como
um supressor tumoral, inibindo a migragao e invasao celular. Estudos tém
demonstrado que, em tumores de cabeca e pescoco, este microRNA
apresenta expressado diminuida (SPIZZO et al. 2009; KINOSHITA et al.
2013).

O miR-34a apresentou aumento de expressdao na maioria das
amostras em ambos os grupos (adenomas e carcinomas). Contudo, analise
estatistica demonstrou que o miR-34a € mais expresso nas amostras de
adenoma pleomorfico. Em 2013, MA et al. avaliando a acdo do miR-34a em
amostras de carcinoma papilifero de tiredide, observaram o aumento da
expressdo do miR-34a agindo sobre a proteina GAS1 (do inglés, Growth
Arrest Specific 1), responsavel pela parada no ciclo celular, promovendo
proliferacdo celular e inibindo a apoptose através da via PI3K/Akt/BAD.
Outros estudos demonstram diminuicdo da expressdao do miR-34 em
tumores, como LI et al. (2015) que observaram expressao diminuida do miR-
34 em carcinoma oral, e essa diminuicdo estava associada a um pior
prognéstico dos pacientes.

Como forma de validar os resultados obtidos com a anadlise da

expressao dos microRNAs e tornar mais completa a analise do perfil destes
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microRNAs em tumores de glandula salivar, foi realizada uma analise da
expressdo de genes que foram identificados como alvos de um ou mais
microRNAs analisados neste trabalho. A selecdo dos genes foi realizada
utilizando analise in silico com a ferramenta miRTarBase.

Os genes APAF1, BAD, BAX, BID, CASP2, CASP3, CASP6, CASP7,
CASP8 e TP53 tém funcédo pré-apoptética; enquanto os genes BCL2 e
DIABLO tém fungao anti-apoptética (CHIPUK et al. 2012; CORREIA et al.
2015).

O gene APAF1 apresentou expressao aumentada nas amostras de
adenoma pleomoérfico e carcinoma mucoepidermoide. No estudo de
TANASE et al. (2014) este gene apresentou sua expressdo diminuida em
amostras de adenoma de hipofise. O APAF1 faz parte do complexo do
apoptossomo, um efetor de morte celular, que juntamente com o citocromo ¢
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 presenga de mutagdes no gene APAF1 e presencga de
heterogeneidade intratumoral mutacional, o que poderia favorecer a
tumorigénese afetando a apoptose nas células tumorais.

O gene BAD apresentou expressao aumentada nas amostras de
adenoma pleomorfico e expressao similar a do tecido ndo neoplasico nas
amostras de carcinoma mucoepidermoide. A proteina BAD faz parte da
familia 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 pro-apoptoética do gene BAD poderia ser inibida pela ligagao do
miR-34a. No estudo de STICKLES et al. (2015), foram avaliados tumores de
ovario, mama e colorretal; sendo que nos trés tipos tumorais o resultado foi a
expressao aumentada deste gene.

O gene BAX apresentou expressdo aumentada nas amostras de
adenoma pleomorfico e carcinoma mucoepidermoide. BAX ativa a liberacao
do citocromo c pelo espago intermembranar mitocondrial, induzindo a
oligomerizacdo da Apaf-1, formando-se, entdo, o complexo apoptossomo.
GOMES et al. (2012) também observaram expressédo aumentada do gene
BAX em amostras de neoplasias de glandula salivar. CHOI et al. (2015)
demonstraram a presenca de mutagcdo no gene BAX em amostras de
carcinoma colorretal. FERREIRA et al. (2014) observaram diminuigdo da
expressao da proteina BAX em amostras de adenoma pleomorfico. Contudo,
nao avaliaram a expressao génica. O gene BAX pode ser regulado pelo
microRNA miR-16.

O gene BID nado apresentou um padrdao predominante de expressao
sendo observado a mesma proporcdo de amostras com aumento de
expressao e com expressao similar a do tecido ndo neoplasico em amostras
de adenoma pleomdrfico. Nas amostras de carcinoma mucoepidermodide a
expressdo desse gene foi aumentada. A proteina BID-truncada inicia a
permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa, levando a liberacdo do
citocromo c¢ e a ativacdo do apoptossomo, iniciador da cascata de caspases.
O processamento proteolitico de BID para ativar BID truncado é um passo

crucial para iniciar a via apoptética intrinseca, desencadeando a
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permeabilizacdo da membrana mitocondrial externa e posterior liberagao do
citocromo ¢ e Smac/Diablo (BRASACCHIO et al. 2014), além de ser um
importante fator de ligacado entre as duas vias apoptéticas. Esse gene pode
ser regulado pelo miR-21 avaliado em nosso estudo, sugerindo que o
aumento de expressdo de miR-21 poderia inibir a tradugao da proteina BID
levando a inibicdo do processo apoptotico. Ja HONG et al. (2014)
observaram expressdo diminuida da proteina BID em amostras de
carcinoma mamario utilizando a técnica de Western Blot.

Os genes CASP2, CASP3 e CASP6 apresentaram expressao similar
a observada no tecido nao neoplasico nas amostras de adenoma
pleomodrfico e expressdo aumentada nas amostras de carcinoma
mucoepidermodide. CASP2 e CASP6 podem ser regulados pelos microRNAs
miR-17-5p e miR-20 enquanto que CASP3 pode ser regulado pelo miR-29a.
A proteina CASP2 é uma caspase iniciadora enquanto CASP3 e CASP6
atuam como efetoras na cascata de ativagcédo da apoptose (FULDA 2015). O
gene CASP2 ja foi avaliado no estudo de COUTINHO-CAMILLO et al. (2015)
e, assim como nas amostras de carcinoma mucoepidermoide deste estudo,
se apresentou com a expressao aumentada em amostras de carcinoma oral
de células escamosas. GOMES et. al. (2012) analisaram a expressédo do
gene CASP3 e obsevaram que nao havia diferenga na expressdo quando
comparado tumores benignos e malignos e que expressdo aumentada foi
observada em 44% das amostras de neoplasias de glandulas salivares.

O gene CASP7 apresentou expressao similar a observada no tecido

nao neoplasico nas amostras de adenoma pleomodrfico e carcinoma
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mucoepidermoide. Este gene codifica a proteina 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 expressdao aumentada. VILELLA-ARIAS et al. (2013)
demosntraram diminui¢ao da expressao de CASP7 em carcinoma de células
renais e associagao com a agressividade do tumor.

O gene CASP8 apresentou expressdao aumentada nas amostras de
adenoma pleomorfico e carcinoma mucoepidermdide. Este gene codifica a
proteina 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 expressao aumentada.
LIAO et al. (2015) demonstraram que expressdo aumentada da proteina
CASPS8 esta associada com aumento da incidéncia de metastase cerebral
ap6s a cirurgia em pacientes com carcinoma de pulmao nao-pequenas
células. LING et al. (2015) demonstraram que baixa expressao da proteina
CASP8 e alta expressao da proteian BCL2 esta associada a resisténcia ao
tratamento com TRAIL (do inglés, Tumor necrosis factor-related apoptosis-
inducing ligand).

O gene TP53 apresentou expressdao aumentada nas amostras de
adenoma pleomoérfico e carcinoma mucoepidermodide. O gene TP53 tem
agao proé-apoptética, 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 ja foi descrito também como modulador do gene TP53
através das proteinas p85a e CDC42. Os microRNAs da familia 29
suprimem diretamente p85a (a subunidade reguladora da PI3-kinase) e
CDC42 (da familia das GTPases), ambos os quais regulam negativamente
p53 (PARK et al. 2009). O gene TP53 é o mais frequentemente mutado em
tumores de cabeca e pescogo (AGRAWAL et al. 2011) e essa alteragdo em
TP53 pode promover efeitos na expressdo de microRNAs que sao induzidos
por esse gene (MITRA et al. 2014). Em nosso estudo, porém, nao avaliamos
a mutagao desse gene nos tumores de glandula salivar.

O gene BCL2 apresentou aumento de expressao nas amostras de
adenoma pleomorfico e carcinoma mucoepidermédide. 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 proteina BCL-2 é anti-
apoptotica e frequentemente relacionada a doenca linfaticas e leucemia
(PAN et al. 2015). Porém, devido a sua atividade anti-apoptética, tem sido
amplamente estudada em outros tipos tumorais. GOMES et al. (2012)
demonstraram o perfil anti-apoptético das neoplasias de glandula salivar
através da andlise dos genes Bax, Bcl-2 e CASP3, que apresentaram
expressao similar a observada em nosso estudo. FERREIRA et al. (2014)
observaram aumento da expressao da proteina Bcl-2 e diminuigcdo da
expressao da proteina pro-apoptotica Bax em amostras de adenoma
pleomérfico de glandulas salivares menores, utilizando a técnica de
imunoistoquimica.

O gene DIABLO apresentou aumento de expressao nas amostras de
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adenoma pleomorfico e carcinoma mucoepiderméide. 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 questao
com a expressao aumentada, também, em amostras de carcinoma oral de
células escamosas. Este gene codifica a proteina DIABLO que é encontrada
na mitocondria e age como antagonista de proteinas inibidoras da apoptose.
SHINTANI et. al. em 2014 observaram expressdo aumentada da proteina
DIABLO em carcinoma colorretal, sendo este um importante achado na
busca por novas terapias no tratamento do cancer.

Nossos resultados demonstraram alteracdo na expressdo de
microRNAs miR-15a, miR-16, miR-17-5p, miR-20a, miR-21, miR-29 e miR-
34a em amostras de adenoma pleomodrfico e carcinoma mucoepidermoéide
das glandulas salivares. Poucos estudos tém avaliado o papel dos
microRNAs em tumores de glandula 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 nao existem estudos avaliando a
expressao desses microRNAs em tumores de glandula salivar.

Os resultados também demonstram alteragdes na expressdo dos
genes APAF1, BAD, BAX, BCL-2, CASP8, DIABLO e TP53 nas amostras de
adenoma pleomorfico e alteragdo dos genes APAF1, BAX, BCL2, BID,
CASP2, CASP3, CASP6, CASP8, DIABLO e TP53 nas amostras de
carcinoma mucoepiderméide. Alguns resultados contraditérios 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,
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que diversos outros microRNAs n&o avaliados neste estudo, podem regular
esses mesmos genes. JAMALI et al. (2015) realizando uma revisao
sistematica da literatura e meta-andlise, avaliaram a associagcdo da
expressdo de microRNAs com o prognéstico de pacientes com tumores de
cabeca e pescoco: a analise de 21 estudos, contando com 1685 pacientes
demonstrou diversos microRNAs com expressao aumentada ou diminuida
associados a um pior progndstico. Contudo, somente o miR-21 apresenta
um potencial como marcador progndstico nesse tipo de tumor.

Outros estudos ainda sao necessarios para demonstrar a participacao
dos microRNAs reguladores de apoptose no processo de tumorigénese da
glandula salivar: a analise da expressao protéica dos alvos dos microRNAs
para verificar se houve inibicdo da traducdo das proteinas. A técnica de
hibridizacao in situ poderia ser utilizada para verificar a localizagdo desses
microRNAs dentro do componente tumoral de cada neoplasia, e também a
realizagcao de estudos in vitro, avaliando o papel do aumento e diminuigao
desses microRNAs em linhagens celulares de adenoma pleomorfico e

carcinoma mucoepidermoide.
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CONCLUSOES

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

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

e carcinoma mucoepidermdide de glandula salivar avaliadas:

Os microRNAs miR-15a, miR-16, miR-17-5p, miR-21, miR-29a,
miR-34a apresentaram, na maioria das amostras de adenoma
pleomérfico, aumento de expressdo quando comparada a
expressao observada no tecido ndo neoplasico. As amostras de
carcinoma mucoepidermdide apresentaram aumento de
expressao dos microRNAs miR-21 e miR-34a e diminuicido da
expressao do miR-29a;

O miRNA-20a apresentou predominantemente diminuicdo de
expressao nos dois tipos tumorais quando comparada a

expressao observada no tecido ndo neoplasico.

Comparando-se as amostras de adenoma pleomoérfico e carcinoma

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

e miR-34a apresentaram expressdo aumentada nas amostras de

adenoma pleomorfico

Devido ao pequeno numero de amostras ndo foi possivel fazer a

analise estatistica comparando-se a expressao dos microRNAs e
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expressdo (@génica e caracteristicas demograficas, clinicas e

patolégicas do tumor

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

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

adenoma pleomdérfico e carcinoma mucoepiderméide de glandula

salivar avaliadas:

e Os genes APAF1, BAD, BAX, BCL-2, CASP8, DIABLO e TP53
apresentaram, na maioria das amostras de adenoma pleomoérfico,
aumento de expressdo quando comparada a expressao
observada no tecido ndo neoplasico. Nas amostras de carcinoma
mucoepidermodide os genes APAF1, BAX, BCL2, BID, CASP2,
CASP3, CASP6, CASPS8, DIABLO e TP53 apresentaram aumento
de expressdo quando comparada a expressdo observada no

tecido ndo neoplasico
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Anexo 1 - Aprovacdo Comité de Etica em Pesquisa-CEP

A-C.Camargo Comité de Etica em
Cancer Center Pesquisa - CEP

S&o Paulo, 28 de outubro de 2015.

A
Dra. Claudia Malheiros Coutinho Camillo.

Aluna: Bianca de Cassia Troncarelli de Campos Parra Flores (Mestrado).

Ref.: Projeto de Pesquisa n°. 1578/11E
“Avaliacio da expressio de microRNAs reguladores da apoptose em tumores de
glandula salivar™. :

 Os membros do Comité de Etica em Pesquisa ¢m Seres Humanos da Fundagiio
Antonio Prudente — Hospital do Céncer - A.C. Camargo/SP, em sua ultima rcunido de
22/10/2013, tomaram conhecimento e aprovaram os seguintes documentos:

» Solicitagdo de dispensa da submissfo da documentacdo obrigatoria e andlise ética do
projeto acima mencionado por se tratar de um projeto afiliado ao tematico intitulado
“Avaliagdo de marcadores de apoptose durante a morfogénese e tumorigénese das
glandulas salivares humanas”, registrado neste CEP sob n°® 1578/11. O projeto afiliado
em referéncia serd a dissertacdo de Mestrado da aluna Bianca de Cassia 1roncarelli
de Campos Parra Flores.

» Projeto de Mestrado, datado de 08 de Outubro de 2013.

Atenciosamente,

Dr. Antdnio Hug9’José Frées Marques Campos
2° Vice-Coordenador do Comité de Etica em Pesquisa
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Anexo 2 - microRNAs e genes avaliados nos experimentos de RT-qPCR:
nome oficial, localizagdo cromossdmica e codigo do fornecedor

mMiRNA/Gene Cédigo fornecedor Nome oficial Localizagéo
miR-15a TMO000389 MIR15A Cromossomo 13
miR-16 TMO000391 MIR16-1 Cromossomo 13
miR-17-5p TMO000393 MIR17 Cromossomo 13
miR-20a TMO000580 MIR20A Cromossomo 13
miR-21 TMO000397 MIR21 Cromossomo 17
miR-29a TM002112 MIR29A Cromossomo 7
miR-34a TM000426 MIR34A Cromossomo 1
RNU48 TM001006 SNORDA48 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 expressdo de microRNAs e genes nas amostras de adenoma pleomorfico e carcinoma

mucoepidermaoide

ADENOMA PLEOMORFICO
microRNAs Genes
AMOSTRA| miR 15a miR 16 miR 17-5p | miR 20a miR 21 miR 29a miR 34 [APAF 1 BAD BAX BCL2 [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
8 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 ) 10 10
1 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)
l 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

1 — Expressao similar as amostras nao-neoplasicas

2 — Expressado aumentada

3 — Expresséao diminuida




Cont/ Anexo 3

CARCINOMA MUCOEPIDERMOIDE

microRNAs

Genes

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
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1 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)

1 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% @) 50% (5) | 40% (5) [ 16,66% ()| 50% (5) | 10% (1)

1 — Expressao similar as amostras nao-neoplasicas
2 — Expressao aumentada

3 — Expresséo diminuida




