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RESUMO 

 

 

Cordeiro RS. Avaliação da expressão dos genes homeobox em células de carcinoma 

mucoepidermoide tratadas com cisplatina [dissertação]. São Paulo: Universidade de São Paulo, 

Faculdade de Odontologia; 2018. Versão Corrigida. 

 

 

O carcinoma mucoepidermoide (CME) é a neoplasia maligna de glândula salivar mais comum, 

e com maior frequência de metástase linfonodal. Alterações genéticas estão intimamente 

associadas à carcinogênese e, também, aos processos de metástase tumoral. Para o CME o 

tratamento de escolha mais aplicado hoje é a cirurgia seguida de radioterapia, pois a 

quimioterapia não tem mostrado muita eficiência para o tratamento destas neoplasias. Entre os 

quimioterápicos mais prescritos para o tratamento de cânceres encontra-se a cisplatina, à base 

de platina, que atua no DNA da célula, induzindo a apoptose. Pouco se sabe a respeito de seu 

mecanismo de ação sobre o CME, inclusive sobre os genes homeobox. Estes genes 

compreendem uma família grande e essencial de reguladores do desenvolvimento que são vitais 

para o crescimento e diferenciação celular, e a expressão anômala destes genes têm sido 

implicados na carcinogênese. Assim, este trabalho teve como objetivo avaliar a expressão dos 

genes homeobox em células derivadas de carcinoma mucoepidermoide tratadas com cisplatina. 

Os genes avaliados neste trabalho foram: PROX1, MEIS1, HOXB5, HOXB7 e HOXB9 por RT-

qPCR. Previamente, as linhagens celulares derivadas de carcinoma mucoepidermoide UM-

HMC1 UM-HMC2 e UM-HMC3A foram tratadas com a cisplatina por 24h e posteriormente 

submetidas aos ensaios de RT-qPCR. Adicionalmente, as amostras tratadas e sem tratamento 

foram analisadas pelo ensaio de formação de esferas e ensaio de ferida para verificar o efeito 

da cisplatina sobre propriedades relacionadas às células quimiorresistentes (putativas células 

tronco tumorais). Como resultados, entre os genes analisados foram expressos PROX1, MEIS1 

e HOXB7. A UM-HMC3A apresentou maior expressão destes genes que as demais linhagens. 

Os genes HOXB5 e HOXB9 não foram expressos nas linhagens analisadas. A cisplatina reduziu 

a expressão de MEIS1 e aumentou a expressão de HOXB7, em todas as linhagens. O gene 

PROX1 apresentou expressão variável entre as linhagens, sendo expresso na UM-HMC1 apenas 

quando são tratadas com cisplatina e reduzido nas UM-HMC2 e UM-HMC3A tratadas. O 

número de esferas formadas não apresentou diferença significativa para UM-HMC1 e UM-

HMC3A, o número de esferas aumentou na linhagem UM-HMC2 tratada com cisplatina. No 



 
 

 

ensaio de ferida, a cisplatina foi capaz de reduzir a migração celular em todas as linhagens 

quando comparadas com seus controles. Os resultados sugerem que o PROX1 e HOXB7 podem 

estar relacionados com carcinomas mucoepidermoides mais invasivos, enquanto que o MEIS1 

pode estar relacionado à carcinogênese e autorrenovação tumoral. A cisplatina é capaz de afetar 

a expressão dos genes homeobox PROX1, MEIS1 e HOXB7, os quais foram encontrados nas 

linhagens de carcinoma mucoepidermoide analisados. A cisplatina não afeta as células 

formadoras de esferas, mas reduzir a migração das linhagens de carcinoma mucoepidermoide. 

 

 

Palavras-chave: Carcinoma mucoepidermoide bucal. Homeobox. Cisplatina. PROX1. MEIS1. 

HOXB7. 

  



 
 

 
 

ABSTRACT 

 

Cordeiro RS. Evaluation of homeobox gene expression in cisplatin-treated mucoepidermoid 

carcinoma cells [dissertation]. São Paulo: Universidade de São Paulo, Faculdade de 

Odontologia; 2018. Corrected version. 

 

Mucoepidermoid carcinoma (MEC) is the most common malignant neoplasm of salivary gland 

and presents higher frequency of lymph node metastasis. Genetic alterations are closely 

associated with carcinogenesis and also with processes of tumor metastasis. For MEC the 

treatment of choice most applied today is surgery followed by radiotherapy, since 

chemotherapy has not shown much efficiency for the treatment of these neoplasms. Among the 

most commonly prescribed chemotherapic drugs for cancer treatment is platinum-based 

cisplatin, which acts on the cell's DNA, inducing apoptosis. There is no information in the 

literature regarding its action mechanism on MEC including homeobox genes. These genes 

comprise a large and essential family of developmental regulators that are vital for cell growth 

and differentiation and the anomalous expression of these genes have been implicated in 

carcinogenesis. Therefore, this work aimed to evaluate the expression of the homeobox genes 

in cells derived from mucoepidermoid carcinoma treated with cisplatin. The genes evaluated in 

this work were: PROX1, MEIS1, HOXB5, HOXB7 and HOXB9 by RT-qPCR. Previously, cell 

lines derived from mucoepidermoid carcinoma UM-HMC1 UM-HMC2 and UM-HMC3A were 

treated with cisplatin for 24h and subsequently subjected to the RT-qPCR assays. In addition, 

treated and untreated samples were analyzed by the sphere-forming assay and wound assay to 

verify the effect of cisplatin on chemo resistant cell-related (putative tumor stem cell) 

properties. As results, PROX1, MEIS1 and HOXB7 were expressed among the analyzed genes. 

UM-HMC3A showed higher expression of these genes than the other lineages. The HOXB5 

and HOXB9 genes were not expressed in the analyzed lineages. Cisplatin reduced MEIS1 

expression and increased HOXB7 expression in all lineages. The PROX1 gene showed variable 

expression between the lineages, being expressed in UM-HMC1 only when treated with 

cisplatin and reduced in treated UM-HMC2 and UM-HMC3A. The number of spheres formed 

did not show significant difference for UM-HMC1 and UM-HMC3A, the number of spheres 



 
 

 

increased in the cisplatin-treated UM-HMC2 lineage. In the wound assay, cisplatin was able to 

reduce cell migration in all lineages when compared to their controls. The results suggested that 

PROX1 and HOXB7 may be related to more invasive mucoepidermoid carcinoma, while MEIS1 

be related to its carcinogenesis and selfrenew tumoral capacity. Cisplatin is capable to affect 

the expression of the homeobox genes PROX1, MEIS1 and HOXB7, which were found in the 

mucoepidermoid carcinoma cell lines analyzed. Cisplatin does not affect sphere formation of 

cells, but seems to reduce the migration of mucoepidermoid carcinoma lineages. 

 

 

Keywords: Oral mucoepidermoid carcinoma. Homeobox. Cisplatin. PROX1. MEIS1. HOXB7. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

Os tumores de cabeça e pescoço estão entre as neoplasias mais prevalentes no mundo 

com mais de meio milhão de novos casos ao ano (1). Entre esses tumores encontram-se os 

tumores de glândulas salivares, que correspondem a 5% das neoplasias que acometem a região 

de cabeça e pescoço (2). O carcinoma mucoepidermoide é a mais comum das neoplasias 

malignas de glândula salivar e seu prognóstico permaneceu inalterado nas últimas décadas (3). 

Para o carcinoma mucoepidermoide o tratamento de escolha mais aplicado é a cirurgia seguida 

de radioterapia, pois a quimioterapia não tem mostrado muita eficiência para o tratamento 

destas neoplasias (4), principalmente quando recidivantes e/ou metastáticas, as quais têm pior  

prognóstico (4).  

Para entendimento dessas características os pesquisadores procuram, nas neoplasias, 

marcadores biológicos e entre eles estão moléculas envolvidas com o desenvolvimento 

embrionário. Os genes da família homeobox são importantes nos processos normais de 

desenvolvimento embrionário, contudo, também estão relacionados aos processos neoplásicos 

como proliferação, migração e invasão tumoral (5). Além das funções já conhecidas realizadas 

pelos genes homeobox nos processos normais de desenvolvimento, um crescente número de 

estudos tem demonstrado que estes genes parecem estar alterados ou expressos de forma 

desregulada em uma ampla variedade de tumores humanos (5). A correlação dos padrões de 

expressão dos genes homeobox com a tumorigênese e a progressão do câncer não está ainda 

totalmente caracterizada (6). Alterações em vários genes homeobox foram demonstradas em 

diversos tipos de tumores, mas ainda há um debate na literatura sobre se essa é a causa ou o 

efeito das alterações malignas (7). A expressão inapropriada dos genes homeobox têm sido 

reportadas em muitas das neoplasias malignas, contribuindo na tumorigênese e processos de 

metástase. Alterações anormais na expressão dos genes homeobox foram encontradas em uma 

ampla gama de tumores, incluindo leucemia, câncer de mama, câncer de próstata, câncer de 

pulmão e câncer de cabeça e pescoço (8) (9) (10), porém com poucas evidências em tumores 

de glândula salivar. Os genes homeobox também foram associados à transição epitélio-

mesenquimal (EMT) e à invasão tumoral, e isso é frequentemente associado à regulação 

positiva de outros genes homeobox, que em condições normais são expressos em níveis muito 

baixos  

Alterações em níveis de PROX1 foram encontradas em diversos tipos de neoplasias  
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humanas: colorretais (8), sarcomas de Kaposi (9), neoplasias hematológicas (10), mama (11), 

pâncreas (12), carcinoma hepatocelular (13), fígado (14) e de esôfago (15). Por exemplo, como 

o  gene MEIS1 é um importante fator de transcrição de desenvolvimento, tanto por si próprio 

quanto como cofator de proteínas para outras proteínas homeobox (TALE ou HOX) (16).  

Foi demonstrado que a expressão de HOXB5 é desregulada em alguns tumores sólidos 

humanos (17). Assim como o HOXB5 está superexpresso em tumores de bexiga urinária (18), 

em tumores ovarianos (19), retinoblastomas (20) e tumores de mama receptores de estrógeno 

(21).  

O gene HOXB7 mostrou níveis de expressão crescentes quando realizados ensaios de 

microarray comparando células epiteliais normais, tumores de mama metastáticos primários e 

lesões metastáticas ósseas (25) (26). Foram estabelecidas relações entre a expressão do HOXB7 

e a presença de metástases regionais, invasão do tecido vascular e alta proliferação das células 

tumorais provenientes de carcinomas epidermoide de cavidade oral (22).  

Um recente estudo demonstrou que a menor expressão do gene HOXB9 está associada 

a menor proliferação celular, migração e invasão no carcinoma epidermoide em região de 

cabeça e pescoço (23).   

Como exposto, os genes PROXI, HOHB5, HOXB7, HOXB9, e MEIS1 já foram descritos 

como alterados em diferentes tumores, porém, nunca foram estudados no carcinoma 

mucoepidermóide. Além disso, não se sabe se expressão desses genes está relacionada à 

resposta ao tratamento com cisplatina, quimioterápico amplamente aplicado no tratamento de 

cânceres de cabeça e pescoço. Entretanto, é de suma importância estudos sobre o efeito de 

quimioterápicos sobre a expressão dos genes homeobox, a fim de contribuir para uma maior 

compreensão do desenvolvimento tumoral e também para o desenvolvimento de novas terapias 

e auxílio diagnóstico. Devido a estes fatos, o objetivo deste estudo foi avaliar a expressão dos 

genes homeobox em células de carcinoma mucoepidermoide tratadas com cisplatina.  
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2 REVISÃO DA LITERATURA 

 

 

 Nos tópicos a seguir será efetuada uma revisão da literatura sobre os tumores de cabeça 

e pescoço, o carcinoma mucoepidermoide, o que são os genes homeobox e sua participação na 

carcinogênese. 

 

 

2.1 Tumores de cabeça e pescoço e carcinoma mucoepidermoide 

 

 

Os tumores de cabeça e pescoço estão entre as dez neoplasias mais prevalentes no 

mundo, com mais de meio milhão de novos casos ao ano (1).  

Os tumores malignos de glândula salivar fazem parte de um grupo heterogêneo de 

tumores que atualmente envolvem 24 tumores histologicamente distintos (24). Correspondem 

a cerca de 5% das neoplasias que acometem a região de cabeça e pescoço (2). 

O carcinoma mucoepidermoide (CME) é a neoplasia maligna de glândula salivar mais 

comum, correspondendo de 30 a 35% de todas as neoplasias malignas das glândulas salivares 

(3) e, apresenta maior frequência de metástase linfonodal (25).  

Um estudo realizado com 43 pacientes diagnosticados com carcinoma 

mucoepidermoide mostrou taxa de sobrevivência global e sem doença no período de 5 anos foi 

de 62,3 e 57,2%, respectivamente. A análise multivariada deste estudo demonstrou que os 

parâmetros que afetaram significativamente a sobrevida foram a idade do paciente e o método 

de tratamento selecionado (26). 

O carcinoma mucoepidermoide é caracterizado por apresentar histologicamente uma 

variação de porções de células tumorais mucosas, epiteliais colunares, células intermediárias e, 

aumento de células ductais secretórias (27). Os carcinomas mucoepidermoides são classificados 

em alto, médio ou baixo grau (26) (27).  

 

Várias são as alterações genéticas associadas à carcinogênese e metástase do carcinoma 
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mucoepidermoide (28). Alterações genéticas tais como translocações, aberrações numéricas e 

estruturais de cromossomos, bem como alterações nas vias de sinalização celulares ocorrem no 

carcinoma mucoepidermoide (3). A alteração genética mais frequente encontrada no carcinoma 

mucoepidermoide de glândulas salivares menores é a translocação (11:19) (q21; p13.1), sendo 

conhecido como o evento primário na tumorigênese celular (29).  

Um recente estudo mostra que translocações genéticas ocorrem em uma taxa de 56% 

dos casos de carcinomas mucoepidermoides de glândula salivar (30). Em um outro estudo em 

carcinoma mucoepidermoide de pulmão demonstrou-se que um oncogene fusiona-se formando 

o novo gene quimérico CRTC1-MAML2, isso ocorre devido a união entre o exon 1 do gene 

CTRC1 no cromossomo 19p13 com os exons 2-5 do gene MAML2 no cromossomo 11q21(29).  

Em carcinoma mucoepidermoide de glândula salivar menor verificou-se que o gene 

MAML2 se divide com ou sem a fusão do gene CRTC1/3-MAML2 (31). 

Para o carcinoma mucoepidermoide o tratamento de escolha mais aplicado é a cirurgia 

seguida de radioterapia, pois a quimioterapia não tem mostrado muita eficiência para o 

tratamento destas neoplasias (4). No entanto, o tratamento com quimioterapia tem sido 

utilizado, principalmente para tumores de glândula salivar avançados, inclusive o carcinoma 

mucoepidermoide, e um desses quimioterápicos é a cisplatina (4). Portanto, é importante a 

compreensão das alterações e dos mecanismos moleculares que possam promover e manter o 

fenótipo resistente das células neoplásicas ao tratamento quimioterápico.   

 

 

2.2 Os genes Homeobox 

 

 

Os genes homeobox foram identificados pela primeira vez na década de 1980, em 

Drosophila, e agora é conhecido por estar presente em praticamente todas as espécies 

eucarióticas (32). Compreendem uma família grande e essencial de reguladores do 

desenvolvimento que são vitais para todos os aspectos de crescimento e diferenciação celular 

(7). Codificam um conjunto de fatores de transcrição envolvidos numa vasta gama de processos 

biológicos, incluindo a especificação e padronização de destino das células embrionárias e seu 

desenvolvimento (5). 
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Membros de seis famílias de homeoproteínas estão expressas em inúmeros tecidos 

durante a embriogênese de vertebrados, e são importantes reguladores dos processos envolvidos 

na proliferação e desenvolvimento celular (7). Um recente estudo mostrou que esse conjunto 

de genes é responsável pela codificação de 241 proteínas em humanos (2). Em mamíferos, esses 

genes atuam controlando diversas funções, e mutações podem causar graves defeitos de 

desenvolvimento, tais como a perda de estruturas específicas, controle autônomo na 

diferenciação celular, alterações no controle do ciclo celular e até mesmo alterações nas 

interações teciduais (33).  

Os genes HOX pertencem à grande família dos homeobox e, portanto, apresentam como 

característica a regulação do desenvolvimento embrionário, diferenciação e especificação 

tecidual (7). Os genes HOX são divididos em dois grupos principais, genes de classe I e classe 

II (36). Em mamíferos, a família de genes HOX de Classe I contém 39 membros, com um 

homeodomínio altamente conservado de 61-aminoácidos organizados em quatro conjuntos 

parálogos (A, B, C e D), e, localizados nos cromossomos 7, 17, 12 e 2 respectivamente (34). 

Cada conjunto contém de 9 a 11 genes arranjados em 13 e sua posição cromossômica é 

específica em relação ao conjunto de genes (2). Esses genes têm suas estruturas e funções 

altamente conservadas durante a evolução dos vertebrados (36). No adulto desempenham 

diversas funções como o controle e regulação de processos fisiológicos, produção e secreção 

de diversos hormônios (35). São responsáveis pela codificação dos fatores de transcrição com 

importantes papéis no desenvolvimento de várias estruturas incluindo, o eixo principal do corpo 

e os eixos apendiculares (4), e, estão presentes em todos os principais sistemas, além da 

embriogênese (39) (40) (41). A conservação evolutiva de várias características, incluindo 

regiões específicas da sequência do gene homeobox, a organização cromossômica de 3’ a 5’ e 

a expressão específica sugerem que esses genes são básicos para o desenvolvimento 

embrionário e fetal (38). Figura ilustrativa da organização genômica e distribuição dos genes 

HOM na Drosófila e dos grupos HOX em humanos (Figura 2.1). 
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Figura 2.1 - Organização genômica e distribuição dos genes HOM na Drosófila, dos grupos HOX em 

humanos e de um hipotético complexo ancestral. Os quatro complexos HOX em humanos 

são mostrados com seus grupos homólogos e a direção da transcrição. Cada gene é 

representado por um quadrado de cor diferente (retirado de MARK et al., 1997). HOX, 

homeobox  

 

 

 

Durante a embriogênese, os genes homeobox mostram um padrão de expressão 

específico para cada região do corpo (39). Estudos em animais demonstraram o envolvimento 

crucial dos genes homeobox no desenvolvimento de néfrons e outras estruturas renais em 

diversos momentos do desenvolvimento renal (36). Além disso, na ausência dos 

homeodomínios (Six1−/−) camundongos, exibiram hipoplasia ou o completo não 

desenvolvimento do timo, malformações craniofaciais e defeitos na neurogênese (39).  

Pesquisas mostram que os homeobox estão envolvidos também no controle espacial e 

temporal da formação dos tecidos orais e maxilofaciais (39). A embriogênese de glândulas 

salivares, assim como o correto funcionamento secretório dos ductos glandulares são 

controlados por genes homeobox (43). Estudos em glândula salivar de Drosophila sugerem que 

as vias genéticas que determinam o destino das células e, identificaram várias moléculas 
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efetoras estão localizadas a jusante dos reguladores HOX/homeóticos que medeiam as 

mudanças específicas na estrutura e função celular (40). Durante a maturação da glândula 

salivar submandibular de camundongos, desde a embriogênese até o desenvolvimento pós-

natal, a expressão do gene homeobox Six1 é fundamentalmente importante (44). Estudos 

demonstram que o fator de transcrição Hmx3 é um dos fatores responsáveis pelo 

desenvolvimento pós-natal das glândulas sublingual, submandibular e parótida em 

camundongos (41).  

Além das funções já conhecidas realizadas pelos genes homeobox nos processos 

normais de desenvolvimento, um crescente número de estudos tem demonstrado que estes 

genes parecem estar alterados ou expressos de forma desregulada em uma ampla variedade de 

tumores humanos (38). A correlação dos padrões de expressão dos genes homeobox com a 

tumorigênese e a progressão do câncer não está ainda totalmente caracterizada (6). Alterações 

em vários genes homeobox foram demonstradas em diversos tipos de tumores, mas ainda há 

debate na literatura sobre se essa é a causa ou o efeito das alterações malignas (7). Uma série 

de razões foram sugeridas, incluindo a presença ou a ausência de alguns cofatores, além de 

variações nas vias de sinalização em diferentes tipos de tecidos (42). No entanto, o paradigma 

geral é que a regulação negativa ou positiva dos homeobox levam à ativação de vias de 

desenvolvimento embrionário em órgãos já maduros, interrompendo assim, as formas normais 

de diferenciação ou de crescimento celular que, por sua vez, podem subverter o comportamento 

fisiológico normal das células levando à neoplasia (43). Alterações anormais na expressão dos 

genes homeobox foram encontradas em uma ampla gama de tumores, incluindo leucemia, 

câncer de mama, câncer de próstata, câncer de pulmão e câncer de cabeça e pescoço (8) (9) 

(10). Estudos imunológicos  identificaram alterações regionais e específicas celulares onde se 

localiza a proteína Hoxb-5 ao longo dos períodos de desenvolvimento do pulmão nas regiões 

pseudo-glandulares, canaliculares e terminais (45). 

 

2.3 Os genes homeobox e o câncer 

 

Um corpo substancial de evidências científicas indica que a expressão de muitos genes 

que são críticos para o desenvolvimento normal do embrião, quando aberrantes, contribuem 

para a carcinogênese (46). É amplamente aceito que muitas das vias moleculares subjacentes à 

carcinogênese representam aberrações dos processos normais que controlam a embriogênese 
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(7). Há muitos exemplos em que a expressão anômala de genes que regulam o crescimento e o 

desenvolvimento têm sido implicados na carcinogênese. Entre os principais exemplos estão os 

genes homeobox, que codificam proteínas reguladoras da transcrição de homeoproteínas (7).  

 

Os genes homeobox codificam homeoproteínas que são componentes-chave das 

principais vias regulatórias e foram estudadas detalhadamente na última década por seus papéis 

nos mecanismos subjacentes tanto à organogênese quanto à oncogênese. 

A importância dos genes homeobox na biologia do câncer está estreitamente ligada à 

sua capacidade de regular mecanismos importantes, como angiogênese, sobrevivência celular, 

apoptose, proliferação celular, invasão e metástase (7).  

Homeoproteínas são pequenas proteínas que atuam como fatores de transcrição durante 

o desenvolvimento embrionário normal e são críticas para a adequada formação do eixo 

anterior-posterior em embriões (47). 

As homeoproteínas são amplamente utilizadas durante o desenvolvimento normal e são 

freqüentemente expressas aberrantemente no desenvolvimento de tumores (7). Contudo, foi 

demonstrado que os genes homeobox estão envolvidos não somente no desenvolvimento de 

diversos tipos de tumores, mas também, na repressão no desenvolvimento de outros. 

Evidenciou-se que os produtos protéicos dos genes homeobox atuam como fatores 

transcricionais que promovem a carcinogênese, porque são regulados positivamente nas células 

cancerígenas, e desregulam várias vias de sinalização através de seus efeitos nos alvos a jusante 

dessas vias. (46). Porém, pesquisadores mostraram que os genes homeobox atuam não apenas 

como ativadores transcricionais nos cânceres, mas também como repressores transcricionais 

(46). 

A expressão inapropriada dos genes homeobox têm sido reportada em muitas das 

neoplasias malignas, contribuindo da tumorigênese aos processos de metástases, como 

exemplo, o gene HOXB7 vem sendo avaliado como um possível marcador para o diagnóstico 

de carcinoma epidermoide quando superexpresso (25), com poucas estudos com tumores de 

glândula saloivar.  

Os genes homeobox também foram associados à transição epitélio-mesenquimal (EMT) 

e à invasão tumoral, e isso é frequentemente associado à regulação positiva de outros genes 

homeobox, que em condições normais são expressos em níveis muito baixos. 
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Também, padrões significativos de expressão diferencial entre tecidos mamários não 

malignos e malignos foram demonstradas. Em particular, os genes HOX que codificam 

HOXB5, HOXB7, HOXB9 entre outros foram expressos de forma aberrante no câncer de mama 

(6). 

 

 

2.3.1 HOXB5, HOXB7, HOXB9 

 

 

O HOXB5 está localizado próximo ao centro do cluster HOXB e está envolvido no 

desenvolvimento normal do pulmão e do intestino em camundongos e humanos entre outros 

tecidos (45) (50) (48). Também se demonstrou que a expressão de HOXB5 é desregulada em 

alguns tumores sólidos humanos e é um fator importante em várias doenças humanas, incluindo 

câncer. A superexpressão de HOXB5 nos tumores de esófago, bexiga, ovário e oral e a sua 

regulação negativa nos tumores renais foram já relatadas, mas os seus papéis funcionais e os 

mecanismos subjacentes permanecem largamente desconhecidos (17) (49).  

A expressão anormal de HOXB5 também foi observada em diversos tumores. Foi 

demonstrado que o HOXB5 está superexpresso em tumores de bexiga urinária (21),em tumores 

ovarianos (19), retinoblastomas (20), e, tumores de mama receptores de estrógeno positivos 

(21). Já no carcinoma gástrico humano o HOXB5 induz a invasão e a migração através da 

regulação positiva da transcrição da β-catenina (50).  

Estudos com cultura de células também têm demonstrado que a superexpressão do gene 

HOXB7 pode resultar em um fenótipo com um perfil mais metastático, como perda de adesão 

celular e diversas outras alterações morfológicas (51). O gene HOXB7 mostrou níveis de 

expressão crescentes quando realizados ensaios de microarray comparando células epiteliais 

normais, tumores de mama metastáticos primários e lesões metastáticas ósseas (54). A 

superexpressão de HOXB7 contribui para a proliferação e tumorigênese em células colorretais 

in vivo e in vitro (52). Os genes HOXB7 também regulam direta ou indiretamente as vias do 

TGFβ, que está envolvido com os processos de proliferação e invasão tumoral em diversos tipos 

de carcinomas (53). Foram estabelecidas relações entre a expressão do HOXB7 e a presença de 

metástases regionais, invasão do tecido vascular e alta proliferação das células tumorais 

provenientes de carcinomas epidermoide de cavidade oral (22). 
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O HOXB9 é expresso no início da embriogênese e sua superexpressão já foi descrita no 

desenvolvimento de diversos tipos de tumores(54). Um recente estudo demonstrou a 

superexpressão do gene HOXB9 em carcinomas epidermoides de cabeça e pescoço e, que a 

menor expressão do gene HOXB9 está associada a menor proliferação celular, migração e 

invasão (26).   

A superexpressão do HOXB9 tem sido relacionada a um prognóstico não favorável para 

pacientes com adenocarcinoma de pulmão (55). Similarmente, este mesmo gene apresentava 

aumento de expressão em neoplasias malignas de glândulas mamárias, sendo também 

responsável pelo processo de metástase (24). 

Em tecidos de glândula salivar normais as proteínas HOXB7 e HOXB9 aparecem 

expressas, porém, de forma mais intensa em tumores malignos e benignos derivados dessas 

estruturas (56). Há evidências de uma correlação positiva entre a expressão das proteínas 

HOXB7 e HOXB9 e o marcador neo angiogênico CD105, que estão intimamente relacionados 

com a proliferação celular no carcinoma adenoide cístico (59).  

Diversos autores têm demonstrado o envolvimento dos genes Homeobox em outras 

neoplasias como gliomas (24), linfomas (57), de pulmões (55), de tireóide (28), câncer gástrico 

(20), e de cabeça e pescoço (23).  

Apesar dos genes da família homeobox já serem utilizados como fatores para 

determinação do prognóstico de inúmeras neoplasias humanas, a sua participação em relação 

às neoplasias de glândulas salivares e na resposta aos tratamentos com quimioterápicos 

necessitam melhor esclarecimento devida escassez de trabalhos que tratam do assunto na 

literatura. 

 

2.3.2 MEIS1 

 

 

O gene do fator de transcrição do sítio homólogo de integração viral mieloide ecotrópico 

1 (MEIS1, Myeloid Ecotropic Viral Integration Site 1 Homolog) foi originalmente identificado 

como um sítio de integração viral comum envolvido na leucemia mieloide (58). Membro da 

família de proteínas com homeodomínio TALE (extensão de alça com três aminoácidos), é um 

importante fator de transcrição durante o desenvolvimento embrionário, tanto por si próprio 
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quanto como cofator de proteínas para outras proteínas homeobox (TALE ou HOX) (16).  

Dentro do homeodomínio, o MEIS1 está mais intimamente relacionado à família de 

proteínas do homeodomínio PBX. O MEIS1 funciona como um cofator de ligação ao DNA das 

proteínas HOX através da interação com PBX (Pre-B-Cell Leukemia Homeobox), é membro de 

outra subfamília de fatores de transcrição do homeodomínio TALE (59). O membro principal 

desta família, PBX1, foi identificado como o parceiro de fusão de TCF3 (E2A) em leucemias 

humanas de células Pré B apresentando a translocação t (1; 19) (q23; p13.3) (60) Além disso, 

outros membros da família TALE, incluindo os outros genes MEIS (MEIS2 e 3) e (PBX) (PBX1-

4), são também importantes no desenvolvimento normal (58).  

Em contraste com o papel bem estabelecido do MEIS1 no desenvolvimento da leucemia, 

a sua função na hematopoese pós-natal, especialmente nas células tronco hematopoiéticas, bem 

como células progenitoras hematopoiéticas permanece incerta (61). A deleção homozigótica 

direcionada de Meis1 em camundongos resulta na morte do embrião com 14,5 dias, ou então 

resulta em severas deformidades hematopoiéticas e vasculares (65) (63). Na ausência do gene 

Meis1, o desenvolvimento hepático em camundongos está comprometido afetando, tanto o 

potencial de formação de colônias das células tronco hepáticas, bem como as células 

progenitoras hepáticas (61).  

Os genes MEIS, PBX e HOX regulam a expressão de uma complexa rede de genes alvo, 

como complexos proteína-DNA, nos quais as proteínas MEIS, PBX e HOX exibem 

propriedades específicas de ligação ao DNA (64). O MEIS1 é um ativador para os membros da 

família HOX, como HOXA9 e HOXA7 (65). Este tipo de correlação é frequente, uma vez que 

o MEIS1 é um cofator transcricional. O gene MEIS1 tem um papel distinto na auto renovação 

e manutenção do estado “tronco” (Stemness, do inglês) de diferentes tipos de células tronco, 

incluindo células neuronais e hematopoiéticas (66). Sua expressão tem papel na auto renovação, 

por exemplo, das células-tronco neurais no desenvolvimento do epitélio olfatório (67). 

Contrariamente, foi demonstrado que a deleção do gene MEIS1 em miocárdio adultos resultou 

na indução da proliferação de miocárdio, o que indica o possível surgimento de um novo 

método para o tratamento de lesões do musculo cardíaco tal como o infarto do miocárdio (68). 

Como as células-tronco tumorais compartilham propriedades, como a auto renovação de 

células-tronco normais, pode-se interpretar que fatores detransição, como o MEIS1, possuem 

papeis importantes no desenvolvimento, progressão e a manutenção dos tumores (69). 

Como já exposto a expressão desregulada desses genes podem causar distúrbios graves 
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no desenvolvimento embrionário e o câncer. O gene MEIS1 encontra-se amplificado e 

superexpresso em tumores de ovário em comparação com o epitélio de superfície ovariano 

normal e adenocarcinomas de pulmão, cólon e ovário primários (70) (74). Observou-se ainda 

que o gene MEIS1 atua como um oncogene super estimulador no tumor ósseo maligno sarcoma 

de Ewing (71). 

Até o presente momento não há informações acerca de uma possível associação do gene 

MEIS1 com outros genes da família HOX em carcinoma mucoepidermóide.  

 

2.3.3 PROX1 

 

O fator de transcrição de mamíferos PROX1, cujo homólogo em Drosophila é o 

próspero, pertence à família dos fatores de transcrição homeobox (72). O gene humano PROX1 

está localizado no cromossomo 1q32.2 - q32.3 e é composto por cinco exons e quatro introns. 

Com 2.924 pares de bases de DNA. A proteína codificada pelo PROX1 contém 737 

aminoácidos e possui massa molecular de 82,3 kDa (73) (Figura 2.2). 
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Figura 2.2 - Diagrama esquemático e estrutura de domínio de proteína do PROX1. O código de 

cores é usado para destacar a região codificadora do gene (preto), das partes não 

codificadoras (cinza). Diferentes partes funcionais da proteína são indicadas, 

incluindo o homeodomínio, o domínio próspero e as caixas receptoras nucleares. 

A ilustração também indica qual região da proteína é codificada por cada um dos 

cinco éxons individuais. A numeração de nucleotídeos e aminoácidos refere-se ao 

PROX1 humano (AL606537, GI: 17154354 PROX1-202 ENST00000435016 

(www.ensemble.org) 

 

 

 

O PROX1 distingue-se de outros membros da família homeobox por seu homeodomínio 

atípico no terminal C, que não compartilha qualquer semelhança direta de seqüência com outros 

homeodomínios. O homeodomínio PROX1, no entanto, cria a característica estrutura de dobra 

hélice-alça-hélice (74). Desta forma, atua em conjunto com o domínio prospero para formar 

uma única unidade funcional de ligação de DNA (75).  
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É uma proteína fundamental para o desenvolvimento de órgãos durante a embriogênese 

(76). Foi demonstrado que camundongos knockout PROX1 morrem antes do nascimento devido 

a múltiplos defeitos de desenvolvimento (77).  

O PROX1 atua ativamente durante o desenvolvimento do sistema nervoso central. 

Vários estudos comprovaram um papel regulador do PROX1 na neurogênese dos mamíferos 

que, ocorre desde a formação das células progenitoras, sua diferenciação, até aos estágios 

iniciais da neurogênese (78). O PROX1 pode, também, ser detectado nos estágios iniciais de 

desenvolvimento do fígado e do pâncreas (79).  

Nos vertebrados, a membrana basal ao redor do epitélio hepático degrada durante a 

formação do fígado e após a formação do broto hepático. Os hepatócitos do epitélio hepático 

migram para assumir suas posições nos lobos hepáticos. Esta migração de hepatócitos é 

regulada pelo gene PROX1 (80). 

Em embriões de camundongos sem o PROX1, o fígado é 70% menor do que em 

embriões do tipo selvagem, devido à ausência de hepatócitos nos lóbulos do fígado (78). Já o 

sistema linfático se origina da mesma fonte que o sistema vascular sanguíneo, mas depois se 

separa durante o desenvolvimento embrionário. O PROX1 faz com que um grupo de células 

endoteliais, após o surgimento da veia cardinal, forme o sistema linfático (81). 

Durante o desenvolvimento do coração, o PROX1 pode ser detectado em todo o 

miocárdio dos átrios. Nocaute específico cardíaco de PROX1 leva a anormalidades cardíacas 

graves, incluindo redução de 30% no tamanho e interrupção do fluxo sanguíneo, 

consequentemente, camundongos knockout apresentam edema cardíaco (82). 

O PROX1 além de ser um regulador transcricional envolvido na organogênese, também 

está envolvido como em uma variedade de tipos de tumores (72).  

Alterações em níveis de PROX1 foram encontradas em diversos tipos de neoplasias 

humanas: colorretais (8), sarcomas de Kaposi (9), neoplasias hematológicas (10), mama (11), 

pâncreas (12), carcinoma hepatocelular (13), fígado (14) e de esôfago (15). Níveis alterados de 

proteína PROX1 foram detectados em células tumorais em comparação com homólogos de 

células normais (12). No câncer gástrico, o PROX1 pode promover a progressão tumoral 

induzindo proliferação de células neoplásicas e linfangiogênese (83).  
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Apesar de alterações na expressão de PROX1 serem relatadas em várias formas de 

neoplasias, ainda não é esclarecido o papel que o PROX1, que podendo possuir propriedades 

supressoras ou oncogênicas  (72). O gene PROX1 tem sido citado como um gene supressor 

tumoral ou participante do processo de oncogênese em diversos tipos de tumores (84). Em 

humanos, o gene PROX1 atua diferentemente em vários tecidos, ativando ou reprimindo a 

transcrição, atuando na migração e proliferação celular de tumores (72). Porém também já foi 

demonstrado que a superexpressão do gene PROX1 está relacionada à um comportamento mais 

agressivo em diversos tumores endoteliais (85).  

Em contrapartida, o PROX1 se mostrou como um marcador significativo de melhor 

prognóstico em pacientes acometidos com tumores malignos intestinais (76). Já em carcinoma 

epidermoide oral, a superexpressão do PROX1 está associada a uma redução da proliferação 

celular sugerindo que uma das funções do PROX1 é a de gene supressor da carcinogênese oral 

(84). Contrariamente, em alguns tumores de cabeça e pescoço o PROX1 está relacionado com 

a indução da linfoangiogênese em linfonodos sentinelas no estabelecimento de metástases 

regionais (86). Estes fatos abrem precedentes para melhor estudar o comportamento da 

expressão desse gene nos tumores de cabeça e pescoço, incluindo o carcinoma 

mucoepidermoide. 

 

 

2.4 Cisplatina  

 

 

A cisplatina é um dos quimioterápicos mais utilizados em carcinoma de cabeça e 

pescoço. Este fármaco é um agente que atua no DNA da célula através de diversos mecanismos 

causando prejuízos à sua estrutura, desta forma, induzindo a apoptose (87). No entanto, as 

células cancerosas podem desenvolver resistência aos fármacos quimioterápicos, por exemplo, 

a inibição do receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR) aumenta a sensibilidade das 

linhagens celulares à cisplatina em carcinoma epidermóide, sugerindo que a elevada atividade 

do EGFR contribui para a resistência adquirida à cisplatina (88). Uma população conhecida por 

apresentar tal resistência à cisplatina são as células-tronco tumorais (89).  

Em carcinomas mucoepidermoides tais células já foram identificadas, inclusive nas 
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linhagens celulares utilizadas para a elaboração desta dissertação. Estas células tronco tumorais 

são caracterizadas por um potencial tumorigênico aumentado, apresentam capacidade de 

autorrenovação e de se diferenciar em células que compõem a massa tumoral (3) (90). A 

resistência que essas células apresentam à cisplatina parece ser dose-dependente (91), desta 

forma, sendo necessário mais estudos sobre a forma de atuação deste quimioterápico no 

carcinoma mucoepidermóide e na população deste tumor. 

Adicionalmente, pouco se sabe a respeito do efeito da cisplatina sobre os genes 

homeobox. Em um estudo com células de câncer de cólon, foi observado que o aumento da 

expressão de ERβ promove aumento da resistência à apoptose celular em células tratadas com 

cisplatina, através da inibição de PROX1 (92). MEIS1 também é outra proteína homeobox 

relacionada à resistência à cisplatina em células de câncer de ovário (93). Isto foi comprovado 

quando três genes TALE, MEIS1, MEIS2 e PBX3 foram regulados negativamente em três sub-

linhagens resistentes à cisplatina derivadas de linhagens de câncer de ovário (93). 

Não existem evidências sobre o efeito da cisplatina sobre os genes HOXB5, HOXB7 e 

HOXB9, assim como o efeito da cisplatina sobre estas vias de sinalização em carcinoma 

mucoepidrmoide.  

Assim, este trabalho se propõe a analisar in vitro a expressão de genes homeobox em 

células de carcinoma mucoepidermoide após tratamento com cisplatina. 
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3 OBJETIVO GERAL 

 

 

Avaliar a expressão dos genes homeobox em linhagens celulares de carcinoma 

mucoepidermoide tratadas com cisplatina. 

 

3.1 Objetivos específicos 

 

Tratar com cisplatina as células derivadas de carcinoma mucoepidermoide (linhagens 

UM-HMC-1, UM-HMC-2 e UM-HMC-3A) e verificar: 

a) A expressão dos genes homeobox (PROX1, MEIS1, HOXB5, HOXB7 e HOXB9) nas 

células derivadas de carcinoma mucoepidermoide, comparando o perfil de expressão 

dos genes homeobox nas células tumorais sem e com o tratamento com cisplatina, 

através da técnica de RT-qPCR. 

b) O efeito da cisplatina sobre a capacidade de formação de esferas em ensaio de cultivo 

celular  

c) O efeito da cisplatina sobre a migração das células de carcinoma mucoepidermoide através de 

ensaio de ferida  
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4 METODOLOGIA 

 

 

Tendo em vista a legislação vigente, este projeto foi devidamente submetido à 

apreciação do CEP-FOUSP e, aprovado para a execução das metodologias propostas sob o 

registro CAAE:71697817.0.0000.0075. (Pareceres substanciados do CEP em anexos A e B). 

 

 

4.1 Cultivo celular 

 

 

As linhagens celulares foram inicialmente obtidas a partir de carcinomas mucoepidermóides salivares 

cirurgicamente ressecados entre março de 2010 e agosto de 2012.. As linhagens UM-HMC1 (do inglês 

“University of Michigan-Human Mucoepidermoid Carcinoma 1) e 2 foram derivadas de tumores 

primários, e a linhagem UM-HMC3A derivada de recorrência local de carcinoma mucoepidermoide 

quatro anos após a remoção cirúrgica do tumor primário (3). Essas linhagens foram geradas e 

caracterizadas no Laboratório de Angiogênese (Faculdade de Odontologia, Universidade de 

Michigan, Ann Arbor, MI, EUA), e, gentilmente doadas a Faculdade de Odontologia da 

Universidade de São Paulo – FOUSP pelo professor doutor Jacques E. Nör. 

Neste estudo foram utilizadas as linhagens celulares de carcinoma mucoepidermoide 

UM-HMC-1, UM-HMC- 2 e UM-HMC-3A (3). As linhagens foram cultivadas de acordo com 

as recomendações em meio de cultura DEMEM (Gibco) suplementado com 1% l-glutamina 

(GlutaMAX™, Gibco), 5% antibiótico/antimicótico (#15240112, Gibco), 10% Soro Fetal 

Bovino (FBS, Gibco), 400ng/ml de hidrocortisona (Sigma-Aldrich), 20ng/ml de fator de 

crescimento epitelial humano (EGF) (#E9644, Sigma-Aldrich), 5ug/ml de insulina 

recombinante humana (#I9278, Sigma-Aldrich).  

Todas as linhagens foram mantidas a 37° C em incubadora umidificada à 5% de CO2 e 

ar atmosférico de 95%. O meio de cultivo foi trocado a cada 2-3 dias dependendo do 

metabolismo celular e as passagens foram efetuadas na proporção (1:3) utilizando tripsina 

(TrypLE™ Express, Gibco). Alíquotas de todas as linhagens foram congeladas e descongeladas 

quando houve a necessidade. 
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4.2 Tratamento com cisplatina  

Para o tratamento com a cisplatina, primeiramente, as linhagens celulares UM-HMC-1, UM-

HMC-2 e UM-HMC-3A foram cultivadas até que atingissem uma confluência de 70 a 80% em frascos 

plásticos de 25 ou 75 cm2 (NUNC, Naperville, IL, EUA) em meio de cultivo DEMEM (Gibco) 

suplementado com 1% l-glutamina (GlutaMAX™, Gibco), 5% antibiótico/antimicótico (#15240112, 

Gibco), 10% Soro Fetal Bovino (FBS, Gibco), 400ng/ml de hidrocortisona (Sigma-Aldrich), 20ng/ml 

de fator de crescimento epitelial humano (EGF) (#E9644, Sigma-Aldrich), 5µg/ml de insulina 

recombinante humana (#I9278, Sigma-Aldrich). Após atingirem a confluência desejada, as células 

foram tripsinizadas e centrifugadas com o meio de cultura. Seguidamente, as células foram replaqueadas 

em frascos plásticos na densidade de 106 células por frasco. Após 24 horas, período necessário para a 

aderência das células à placa, o meio de cultivo foi substituído, porém, desta vez, adicionados 8,4µL de 

cisplatina por 100ml de solução de meio de cultivo, correspondente a aproximadamente 2,8µM. 

As células foram expostas ao meio contendo cisplatina por 24h, após este período lavou-se as 

células por 3 vezes com solução salina tamponada com fosfato pH 7,4 (PBS) e preparadas para a 

extração de RNA ou plaqueadas para os ensaios de ferida e formação de esferas. Como controle, 

procedeu-se o mesmo processo, com a mesma densidade celular, porém cultivadas em meio de cultivo 

sem a cisplatina.  

 

 

4.3 Isolamento do RNA 

 

 

O RNA das populações celulares isoladas tratadas e não tratadas com cisplatina foi 

extraído pelo uso da técnica de isoticianato de guanidina. Desta maneira, as células em cultura 

foram lavadas e incubadas com 500µl TRIzol (Invitrogen) por 5 minutos. Após a lise celular, 

as amostras foram coletadas e transferidas para tubos de polipropileno livres de RNase e DNase 

e em cada amostra foi adicionado 0,3 ml de clorofórmio/ml. Após a centrifugação a 12.000 xg 

durante 15 minutos a 4º C, a fase aquosa contendo o RNA foi transferida para tubos estéreis e 

foram adicionados 0,75 ml de álcool isopropílico por mililitro de solução desnaturante. Os tubos 

foram novamente centrifugados a 12.000 xg por 10 minutos a 4º C.  

Neste momento foi possível observar a formação do precipitado de RNA no fundo do 

tubo. A solução sobrenadante foi descartada e foi adicionado 0,65 ml de álcool 75% gelado. 
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Após isso, as amostras foram centrifugadas a 6.000 xg por 5 minutos, o álcool foi descartado 

cuidadosamente para não mobilizar o pellet precipitado.do fundo do microtubo. Os tubos foram 

vertidos por 8 min em temperatura ambiente para a evaporação do álcool. Seguidamente, o 

RNA foi ressuspendido em água livre de DNAse e RNAse. O RNA foi armazenado a -80ºC até 

o momento de sua utilização. A concentração de RNA foi determinada pelo espectofotômetro 

(Nanodrop) com comprimento de onda de 260 e 280nm, um µg de RNA foi misturada com 5x 

tampão de aplicação (solução aquosa de 30% glicerol, 0,25% azul de bromofenol e 0,25% 

xileno cianol), aquecidos durante 10 minutos a 70ºC e separados por eletroforese em gel de 

agarose a 1% por 1h a 60V para análise de sua integridade. A razão da absorbância 260/280 

ficou acima de 1.8. 

 

 

4.4 Síntese de DNA complementar 

 

 

O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado a partir da concentração de RNA aferida 

pelo espectofotômetro Nanodrop nas unidades de ng/ µl. Para o calculo da concentração 

necessária de RNA para a padronização da síntese de cDNA em µg/ µl foi estabelecida a função 

f(x)=1000/x, onde x é o valor da concentração de RNA respectivo de cada amostra em 

nanogramas.  

O cDNA utilizado nas reações de RT – qPCR foi sintetizado por meio de uma reação 

de transcrição reversa utilizando-se a enzima Multiscribe transcriptase reversa e 

oligonicleotídeos randômicos (High Capacity cDNA Archive kit, Applied Biosytems, Foster 

City-CA) num volume final de 21µl, partindo-se de 1µg de RNA total, previamente tratada com 

DNase I (DNase I Amplification Grade, Invitrogen), por meio de uma reação de transcrição 

reversa A mistura com todos os reagentes necessários para a reação foi preparada em fluxo 

laminar e os tubos serão incubados em termociclador (Mastercicler, Eppendorf). 
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4.5 PCR quantitativo em tempo Real (qPCR) 

 

Para análise dos níveis de expressão dos genes de interesse foram efetuadas as reações 

de RT - qPCR. Para tanto, foi utilizado termociclador 7500 Real-Time PCR System (Applied 

BiosystemsCarlsbad, CA, USA), fluoróforo SYBR® Green I (SYBR Green Master Mix®, 

Applied Byosistems), iniciadores específicos para os genes PROXI, MEIS1, HOXB5, HOXB7 

e HOXB9 e para o gene constitutivo HPRT, utilizado a temperatura de meltinga a 60ºC para 

todos os iniciadores, seguindo especificações do fabricante. Os iniciadores foram obtidos da 

literatura ou desenhados utilizando a sequência dos genes obtida do GenBank, a ferramenta 

BLAST nucleotídeo e Primer-BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), e o software 

PrimersList (http://primerdigital.com). A sequência dos primers utilizados encontram-se na 

Tabela 4.5. 

 

Tabela 4.5 - Sequência dos oligonucleotídeos utilizadas para os RT-qPRCs. 

 

Gene Forward 5’ – 3’ Reverse 5’ – 3’ # acesso 

PROX1 CTCCGTGGAACTCAGCGC GCCGGCTTAAGAGGGCTG NM001270616.1 

MEIS1 TCTGCACTCGCATCAGTACC ATTGACAGAGGAGCCCATGC NM_002398.3 

HOXB5 CCAATTTCACCGAAATAGAGC CGGTCATATCATGGCTGATG NM_002147.3 

HOXB7 GAAAGACAGATCAAGATTTGGTT CTGGGCTTCTCTTCCTCTCCCTTTCTCATG NM_004502.3 

HOXB9 CTACGGTCCCTGGTGAGGTA TAATCAAAGACCCGGCTACG NM_024017.5 

PRT CCACCACCCTGTTGCTGTA TCCCCTGTTGA CTGGTCAT NM_000194.3 

 

 

Todas as reações realizadas num volume final de 10 µL em tubos óticos com os 

seguintes reagentes: iniciadores foward e reverse (concentração final de 400nM) para os 

genes PROXI, MEIS1, HOXB5, HOXB7 e HOXB9 e HPRT (concentração final de 10nM), 5 

µl Green Master Mix® (Applied Biosystems), cDNA (1 µL) e 3,2 µl água. O processo de 

ciclagem térmica consistiu em desnaturação inicial a 95ºC por 10 min, seguido por quarenta 

ciclos de amplificação a 95ºC por 10 seg e 60ºC por 1 min. Após o término do último ciclo, 

as amostras foram submetidas à análise da curva de dissociação, conferindo- se a ausência 

de qualquer curva bimodal ou sinal anormal de amplificação.Como controle negativo da 
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reação foi realizada reação utilizando-se todos os componentes da solução acima citada com 

a exceção da amostra para avaliação de sua possível contaminação.  

Para a quantificação relativa dos genes estudados no presente trabalho, todas as 

triplicatas experimentais foram amplificadas em duplicata e a quantidade normalizada do gene-

alvo foi determinada através da curva-padrão, obtida a partir de 4 diluições seriadas de cDNA 

das linhagens utilizadas, para obtenção dos valores de expressão em Ct. Para fins de 

quantificação, os resultados finais obtidos encontram-se calculados por Ct a partir da 

expressão relativa ao gene constitutivo HPRT. 

 

4.6 Ensaio de formação de esferas 

 

Para o ensaio de formação de esferas tumorais, primeiramente, as células de cada 

linhagem UM-HMC-1, UM-HMC- 2 e UM-HMC-3A, foram plaqueadas em placas de 6 poços na 

densidade de 105células por poço e tratadas com cisplatina por 24h. Após este período as células 

foram desaderidas com tripsina (cat #12604021, Gibco), a enzima foi inativada com meio de 

cultivo  e as células plaqueadas na densidade de 1000 células, por poço, em placas de baixa 

aderência de 24 poços (Costar, 24 well cell culture cluster, cat# NY-14831, Corning). Após 14 

dias, as esferas foram visualizadas utilizando-se um microscópio invertido, sendo as imagens 

também capturadas (Nikon, modelo Ti-S) após a contagem. 

 

 

4.7 Ensaio migração celular (Ferida) 

 

As linhagens celulares foram plaqueadas, em triplicata, na densidade de 5x105 células 

em placas de cultivo (6 poços) até atingirem a confluência. Após a confluência, uma linha reta 

foi traçada de ponta a ponta, no centro de cada poço da placa, utilizando uma ponteira de 100ul 

estéril, formando uma fenda (área de ferida). Os poços foram então lavados com PBS1x, 

fotografados 5 campos por poço e mantido em meio de cultivo convencional, para o grupo 

controle, ou em meio de cultivo contendo a cisplatina na concentração de 8,4µl/ml. O 

crescimento das células foi monitorado e fotografado (Nikon, modelo Ti-S), 24h após para 
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analisar a área coberta por células migratórias para o centro da ferida. A área da “ferida” foi 

quantificada usando o software ImageJ.  
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4.8 Análise estatística 

 

Para a análise estatística, para todos os resultados foi efetuado o teste Shapiro-Wilk para 

verificar a aderência das amostras, considerando α=0,05.  

Para a comparação da expressão de genes analisados foi utilizado o teste de variância 

One Way ANOVA e posteriormente Tukey. Para os resultados de esfera e ferida foi utilizado 

o teste t. A significância estatística foi determinada em α<0,05. 

Todas as análises foram efetuadas através do software GraphPad (Microsoft, EUA). 

 

  



50 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



51 

 

 
 

5 RESULTADOS 

 

5.1 Expressão de genes homeobox em linhagens de carcinoma mucoepidermoide 

 

Para verificar o padrão de expressão de genes homeobox nas diferentes linhagens de 

carcinoma mucoepidermoide analisadas foi efetuado o ensaio de RT-qPCR para os genes 

PROX1, MEIS1, HOXB5, HOXB7 e HOXB9. 

Ao analisarmos cada linhagem foi possível observar que o padrão de expressão de 

PROX1, MEIS1 e HOXB7 apresenta uma pequena variabilidade entre as linhagens. 

A linhagem UM-HMC1 (Figura 5.1 A) expressa apenas o MEIS1 e discreta expressão 

de HOXB7, enquanto que as linhagens UM-HMC2 (Figura 5.1 B) e UM-HMC3A (Figura 5.1 

C) expressam PROX1, MEIS1 e HOXB7, sendo a expressão de HOXB7 menor que a expressão 

dos demais genes, de forma significativa apenas na linhagem UM-HMC3A. 

 

 

Figura 5.1 - Padrão de expressão gênica de PROX1, MEIS1 e HOXB7 nas linhagens de carcinoma 

mucoepidermoide de glândula salivar. A, linhagem UM-HMC1. B, linhagem UM-HMC2. C, 

linhagem UM-HMC3A. Expressão relativa (Fold Change). (**p<0,002; ****p<0.0001, por 

ANOVA) 
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Ao compararmos a expressão de cada gene entre as diferentes linhagens, foi observado 

que a linhagem UM-HMC3A apresenta uma maior expressão dos genes PROX1 (Figura 5.2A), 

MEIS1 (Figura 5.2B) e HOXB7 (Figura 5.2C) que as linhagens UM-HMC1 e UM-HMC2. 

Sendo esta diferença estatisticamente significativa. 

 

Figura 5.2 - Expressão dos genes homeobox PROX1, MEIS1 e HOXB7 nas linhagens de carcinoma 

mucoepidermoide não tratadas com cisplatina (Controle). A, B e C. Expressão relativa (Fold 

Change). A, PROX1. B, MEIS1. C, HOXB7. (*p<0,05; **p<0,001; ***p<0,0003) 

 

 

 

 

 

Não foi detectada a expressão dos genes HOXB5 e HOXB9 nas linhagens analisadas. 

 

5.2 Perfil de expressão de genes homeobox em carcinoma mucoepidermoide tratado ou 

não com cisplatina 

 

 

Baseado nos resultados anteriores o efeito da cisplatina sobre a expressão dos genes 

homeobox, foram analisados apenas nos genes PROX1, MEIS1 e HOXB7. 

A expressão do gene PROX1 (Figura 5.3A) aumentou na linhagem UM-HMC1 e 

reduziu na linhagem UM-HMC2 e UM-HMC3A quando tratadas com cisplatina. Sendo esta 

diferença estatisticamente significativa apenas na linhagem UM-HMC3A (p<0,0001). 
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Ao analisarmos a expressão do gene MEIS1 (Figura 5.3B) observamos que houve 

redução da expressão nas células tratadas com cisplatina da linhagem UM-HMC1 (p<0,023) e 

UM-HMC3A (p<0,0001). A linhagem UM-HMC2 apresentou aumento da expressão do gene 

MEIS1 no grupo tratado com cisplatina, embora não houve significância estatística para essa 

linhagem.  

A expressão do gene HOXB7 (Figura 5.3 C) aumentou nos grupos tratados com 

cisplatina, quando comparados com os seus respectivos grupos controles, este aumento foi 

estatisticamente significativo na linhagem celular UM-HMC3A (P<0,02). 
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Figura 5.3 - Expressão dos genes homeobox PROX1, MEIS1 e HOXB7 nas linhagens de carcinoma 

mucoepidermoide tratadas (Cisplatina) e não tratadas (Controle) com cisplatina. A, B e C. 

Expressão relativa (Fold Change). A, expressão do gene PROX1. B, expressão do gene MEIS1. C, 

expressão do gene HOXB7. (*p<0,05; ****p<0,0001) 
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5.3 Análise da capacidade de formação de esferas pós tratamento com cisplatina  

 

Para se verificar o efeito do quimioterápico cisplatina na capacidade de formação de 

esferas em células derivadas de carcinoma mucoepidermoide foi efetuado o ensaio de formação 

de esferas e, analisado o número de esferas formadas quando as células são previamente tratadas 

com cisplatina no período de 24h e grupo controle (sem tratamento). 

Foi possível observar que na linhagem UM-HMC1 (Figura 5.4A) ocorreu decréscimo 

do número de esferas quando as células foram previamente tratadas com cisplatina, média de 

145 (±59,4) esferas, em relação com o grupo controle, média de 190 (±133,8) esferas, porém 

sem diferença significativa.  

Já na linhagem UM-HMC2 (Figura 5.4B), nas células previamente tratadas com 

cisplatina houve um considerável e surpreendente aumento no número de esferas formadas 

quando as células foram tratadas previamente com cisplatina, média de 96,5 (±8,2) esferas 

formadas, em relação a uma média de 35,25 (±14,7) das esferas formadas no grupo controle, 

sendo, para esta linhagem, a diferença estatisticamente significativos (p<0,0003). 

Na linhagem UM-HMC3A (Figura 5.4C) ocorreu um discreto aumento, no número de 

esferas nas células tratadas previamente com cisplatina, média de 122.5 (±26,4), em 

contrapartida, o grupo controle a média foi de 109 (±38,3) esferas formadas, porém a diferença 

não apresentou significância. 
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Figura 5.4 - Ensaio de capacidade de formação de esferas em linhagens de carcinoma mucoepidermoide tratadas 

(Cisplatina) e não tratadas (Controle) com cisplatina. A, B e C, imagens fotomicroscópicas das áreas 

representativas das esferas formadas pelas linhagens UM-HMC1 (A), UM-HMC2 (B) e UM-HMC3A 

(C) 14 dias após o plaquamento das células em placas de 24 poços de baixa aderência, do grupo 

controle e grupo cisplatina. [Objetiva de 4x].E, F e G gráfico com o número médio de esferas formadas 

no 14º dia do ensaio. E, linhagem UM-HMC1. F, linhagem UM-HMC2. G, linhagem UM-HMC3A. 

(***P<0.0003) 
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5.4 Análise da capacidade de migração celular por ensaio de ferida 

 

Com a finalidade de verificar se o quimioterápico pode influenciar na capacidade 

migratória das células foi efetuado o ensaio de ferida nas três linhagens e foi possível observar 

que a cisplatina foi capaz de reduzir a migração celular em todas as linhagens quando 

comparadas com seus respectivos grupos controles (sem tratamento). 

A linhagem UM-HMC1 (Figura 5.5 A e D) no grupo controle foi capaz de fechar a área 

da ferida em 76,15% (±0.4), enquanto que quando tratada o fechamento da ferida foi de 6,82% 

(±12.8). 

A linhagem UM-HMC2 (Figura 5.5 B e E) apresentou 69,03% (±4,7) no grupo controle, 

e quando tratada com cisplatina fechou a área de ferida em 3,30% (±1,8), apresentando uma 

diferença significativa de p<0,05. Para esta linhagem a diferença entre o grupo tratado com 

cisplatina e o não tratado foi estatisticamente significativo (**p<0,001).   

Na linhagem UM-HMC3A (Figura 5.5 C e F) houve 99,42% (±0,5) de fechamento da 

área de ferida no grupo controle, e quando tratada com cisplatina a área de ferida fechou em 

15,03% (±3,6), apresentando uma diferença significativa (***p<0,0008). 
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Figura 5.5 - Migração celular de linhagens de carcinoma mucoepidermoide tratadas (Cisplatina) e não tratadas 

(Controle) com cisplatina. A, B e C, imagens fotomicroscópicas das áreas de ferida das células UM-

HMC1 (A), UM-HMC2 (B) e UM-HMC3A (C) no momento 0 horas e 24horas, dos grupos controle 

e grupo cisplatina. [Objetiva de 4x]. E, F e G gráfico com a porcentagem de área preenchida com 

células migratórias no período de 24horas. E, linhagem UM-HMC1. F, linhagem UM-HMC2. G, 

linhagem UM-HMC3A. (**p<0.001; ***p<0,0008)  
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6 DISCUSSÃO 

 

Sabe-se que o carcinoma mucoepidermoide é a neoplasia maligna de glândula salivar 

mais comum e, apresenta maior frequência de metástase linfonodal. Já foram identificadas 

diversas alterações genéticas associadas ao processo de carcinogênese e ao desenvolvimento de 

metástases no carcinoma mucoepidermoide. Translocações genéticas, aberrações numéricas e 

estruturais de cromossomos, bem como alterações nas vias de sinalização celulares ocorrem 

frequentemente nesta neoplasia. (32) A cirurgia e a radioterapia são o tratamento de escolha, 

pois, a quimioterapia não tem mostrado muita eficiência para o tratamento destas neoplasias 

malignas principalmente quando recidivantes e/ou metastáticas (4), por isso, é necessário um 

melhor entendimento das diferentes vias de sinalização celular que promovem resistência das 

diferentes vias de sinalização celular que promovem a resistência das células tumorais quando 

sob tratamento dos quimioterápicos, como a cisplatina. 

Os genes homeobox estão distribuídos em 12 classes e várias subclasses e famílias 

(http://homeodb.zoo.ox.ac.uk/families.get?og=Human), expressos em em inúmeros tecidos 

durante a embriogênese de vertebrados, e são importantes reguladores dos processos envolvidos 

na proliferação e desenvolvimento celular (95) (5) (96). Estes genes parecem estar alterados ou 

expressos de forma desregulada em uma ampla variedade de tumores humanos (8) (9) (10) (11) 

(13) (94) (95). A correlação dos padrões de expressão dos genes homeobox com a tumorigênese 

e a progressão do câncer não está ainda totalmente caracterizada (6) Os genes homeobox 

também foram associados à transição epitélio-mesenquimal (EMT) e à invasão tumoral, 

processos frequentemente associados à regulação positiva dos genes homeobox, que em 

condições normais estão expressos em níveis muito baixos (98). Além disso, não se sabe se 

expressão desses genes está relacionada à resposta ao tratamento pela cisplatina no carcinoma 

mucoepidermoide 

A cisplatina (cis-diamminedichloroplatinum) é um dos quimioterápicos mais utilizados 

em regimes quimioterapêuticos contra o câncer, incluindo o carcinoma mucoepidermoide, que 

é um agente a base de platina que age sobre o ciclo proliferativo das células, induzindo a 

senescência e apoptose celular (96) (95). Porém, estudos tem demonstrado que as linhagens 

utilizadas em nosso estudo possuem células quimiorresistentes à cisplatina, com perfil de 

células-tronco tumorais, sendo modelos de estudo para a análise de genes homeobox 

relacionados quimiorresistência de células tumorais à cisplatina (96). 
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Para verificar o efeito do quimioterápico cisplatina sobre a expressão de genes 

homeobox as células foram tratadas por 24h na concentração de 8,4ul/ml de cisplatina. Esta 

dose foi escolhida, pois afeta a viabilidade celular em torno de 50% das células de carcinoma 

mucoepidermoide UM-HMC3A, definida em estudo anterior, supostamente a linhagem mais 

agressiva dentre as três linhagens analisadas, pois a UM-HMC3A é derivada de carcinoma 

mucoepidermoide recidivante com presença de invasão angiolinfática e neural, sendo as 

linhagens UM-HMC1 e UM-HMC2 derivadas de tumores primários (Wagner et al., 2013). As 

três linhagens derivam de tumores originalmente graduados como do tipo intermediário e com 

estadiamento T4 (3). 

Primeiramente foi analisada a expressão dos genes PROX1, MEIS1, HOXB5, HOXB7 e 

HOXB9 em cada linhagem para verificar se estes genes são expressos nestas linhagens. Os 

genes HOXB5 e HOXB9 não foram expressos nas linhagens analisadas.  

Os genes PROX1, MEIS1 e HOXB7. A linhagem UM-HMC3A apresentou maior 

expressão destes três genes, significativamente diferente das demais linhagens. É interessante 

que essa linhagem é a que deriva da neoplasia com maior agressividade. O gene HOXB7 regula 

direta ou indiretamente a via do TGFβ, que está envolvido com os processos de proliferação e 

invasão tumoral em diversos tipos de carcinomas (53). Estudos demonstram que a 

superexpressão do gene HOXB7 pode resultar em um fenótipo com um perfil mais agressivo, 

com perda de adesão celular e diversas outras alterações morfológica, levando à metástase (54) 

e contribui para a proliferação e tumorigênese (52). Relatos em carcinomas epidermoide de 

cavidade oral demonstram que este gene, quando superexpresso está relacionado à tumores com 

invasão do tecido vascular e alta proliferação das células tumorais (22).  

Além disso, quando as três linhagens de carcinoma mucoepidermoide foram tratadas com 

cisplatina, as células remanescentes quimiorresistentes apresentaram aumento da expressão de 

HOXB7, o que sugere que esse gene possa estar relacionado com a expressão de proteínas 

relacionadas com a resistência ao tratamento com cisplatina 

O gene PROX1 também foi mais expresso na linhagem UM-HMC3A quando 

comparado às demais linhagens analisadas. A literatura já evidenciou que o gene PROX1 além 

de ser um regulador transcricional envolvido na organogênese, também está envolvido em uma 

variedade de tipos de tumores (11,12, 13, 14, 18, 74, 99). Apesar de alterações na expressão de 

PROX1 serem relatadas em várias formas de tumores, ainda não é esclarecido o papel que o 

PROX1 apresenta no carcinoma mucoepidermoide de boca (86). Porém, foi demonstrado que 
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a superexpressão do gene PROX1 está relacionada à um comportamento mais agressivo em 

diversos tumores endoteliais (12). Em contrapartida, o PROX1 se mostrou como um marcador 

significativo de melhor prognóstico em pacientes acometidos com tumores malignos intestinais 

(78). De mesma forma, no carcinoma epidermoide de boca, a superexpressão do PROX1 está 

associada a uma redução da proliferação celular sugerindo que uma das funções do PROX1 é a 

de gene supressor da carcinogênese oral (86). Curiosamente, a linhagem UM-HMC3A, a qual 

apresentou superexpressão do gene PROX1 é uma linhagem de células já caracterizada, sendo 

essa linhagem derivada de um tumor recorrente, diferentemente das linhagens UM-HMC1 e 

UM-HMC2, que são derivadas de tumores primários (3). Sugerindo uma participação 

importante do PROX1 na manutenção de tumores mais agressivos. 

O gene PROX1 apresentou expressão variável entre as linhagens analisadas em nosso 

estudo, sendo expresso na UM-HMC1 apenas quando tratadas com cisplatina e reduzido nas 

UM-HMC2 e UM-HMC3A, tratadas. Estudo com células de câncer de cólon tem demonstrado 

que a inibição de PROX1 promove maior resistência à apoptose celular em células tratadas com 

cisplatina, através do aumento da expressão do receptor de estrógeno β (ERβ, do inglês Estrogen 

receptor β) (92). Recentemente, pesquisadores têm demonstrado que o ERβ tem padrão de 

expressão imuno-histoquímica no núcleo das células de 50% dos casos de carcinoma 

mucoepidermoide de glândula salivar (97). O padrão de expressão citoplasmático ou nuclear 

parece conferir um diferente prognóstico à pacientes com câncer de mama, sendo a expressão 

nuclear relacionado à um prognóstico ruim (98). Os resultados da literatura associados ao nosso, 

permitem considerar que é interessante dar continuidade nesse estudo, aprofundando os a 

compreensão dos achados aqui descritos.  

Comparando a expressão do MEIS1 com a expressão de PROX1 e HOXB7 nas três 

linhagens, este foi comumente o mais expresso. O MEIS1 é um ativador para os membros da 

família homeobox, como os genes HOXA9, HOXA7 (65) e é também um cofator transcricional 

das proteínas MEIS, PBX e HOX todos exibindo propriedades específicas de ligação ao DNA 

(64). O gene MEIS1 e participa do processo de autorrenovação celular de células-tronco 

normais (66). (67).  

Quando as células foram tratadas com cisplatina foi possível observar em nossos 

resultados que a cisplatina reduziu a expressão de MEIS1. De acordo com o nosso 

conhecimento, não existem estudos da expressão de MEIS1 em carcinoma mucoepidermoide 

de glândula salivar, porém nossos achados corroboram com achados de Crijns com células 
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derivadas de câncer ovariano (99). Este estudo analisou 341 genes por qPCR microarray em 

quatro linhagens de câncer ovariano tratadas e não tratadas com cisplatina, e entre os genes 

analisados a redução da expressão do gene MEIS1 foi detectada nas células quimiorresistentes 

e associado à expressão de MEIS 2 e PBX  (99). Porém mais estudos são necessários para 

entender o mecanismo de MEIS1 e a quimiorresistencia destes tumores, visto que este mesmo 

grupo analisou a expressão de MEIS1 em 232 casos de pacientes com câncer de ovário e 

comparando 44 amostras pareadas de pacientes pré e pós tratamento com quimioterápicos 

diversos, entre eles os derivados de platina, não foi possível encontrar alteração no padrão de 

expressão para este gene (93). Como as células-tronco tumorais compartilham propriedades, 

como a auto renovação de células-tronco normais, papéis significativos também podem ser 

interpretados para os fatores de transcrição no que se diz respeito sobre o desenvolvimento, 

progressão e a manutenção dos tumores (69). Adicionalmente o silenciamento do gene MEIS1 

em linhagens celulares de câncer de ovário é capaz de aumentar a sensibilidade das células 

quando tratadas com cisplatina (93). Sugerindo que o MEIS1 pode estar presente em células 

com capacidade de autorrenovação tumoral. 

Adicionalmente, para verificar o efeito da cisplatina sobre células clonogênica 

quimiorresistentes foi efetuado o ensaio de esfera. As esferas são colônias celulares que crescem 

em suspensão e são consideradas células tronco/progenitoras (100) (101) (102). Através deste 

ensaio foi possível observar, em nosso estudo, que a cisplatina reduziu discretamente o número 

de esferas nas linhagens UM-HMC1 e 3A, porém selecionou maior número de células 

formadoras de esferas na linhagem UM-HMC2. É importante salientar a que as células 

plaqueadas para este ensaio foram células que sobreviveram pós-tratamento com cisplatina, 

conferindo a formação de esferas quimiorresistentes. Sabe-se na literatura que a cisplatina 

parece não afetar as células com capacidade tronco-tumoral que expressam MEIS1 (93). Um 

próximo passo para nosso estudo é analisar a expressão deste gene nas esferas celulares 

derivadas das células quimiorresistentes à cisplatina. 

Outra propriedade relacionada às células quimiorresistentes e analisada em nosso estudo 

foi a migração celular. Neste ensaio, analisamos a área preenchida por células migratórias 

quando as células eram mantidas em contato com a cisplatina por 24 horas. Nossos achados 

demonstraram que a cisplatina foi capaz de reduzir a migração celular em todas as linhagens de 

carcinoma mucoepidermoide analisadas de forma significativa, o que é consistente com a 

literatura pertiente.  

Nossos resultados sugerem que a redução da expressão de PROX1 e MEIS1 e aumento 
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da expressão de HOXB7 podem estar relacionados à quimiorresistência das células de 

carcinoma mucoepidermoide à cisplatina. A cisplatina parece não reduzir de forma significativa 

a população de células-tronco tumorais. Assim, as análises efetuadas abrem precedentes para 

mais pesquisas a fim de explorar a participação dos genes homeobox nas células tumorais 

quimiorresistentes e com capacidade de autorrenovação do carcinoma mucoepidermoide. 
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7 CONCLUSÃO 

Após análise dos resultados, podemos concluir que: 

1) As linhagens estudadas apresentam expressão diferente dos genes PROX1, MEIS1

e HOXB7 e ausência de expressão dos genes HOXB5 e HOXB9.

2) O tratamento com cisplatina provocou redução da expressão dos genes PROX1 e

MEIS1 e aumento da expressão de HOXB7.

3) As células tratadas com cisplatina mantiveram a capacidade de formar esferas, e

mostraram redução da capacidade migratória.
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