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EXPRESSÃO DOS MIR-148a E MIR-155 ASSOCIADOS AO MECANISMO DE 

APOPTOSE NO CÂNCER DE PÂNCREAS 
 
 
 
 
 

RESUMO 
O adenoma pancreático (AP) está presente em 90% das neoplasias pancreáticas. 
Deve-se levar em consideração fatores de risco como: faixa etária, gênero, e etnia, 
entre outros para o acometimento de lesões cancerígenas. A maioria dos pacientes 
com AP, no momento do diagnóstico, apresenta doença localmente avançada ou com 
metástases à distância. A ressecabilidade do AP, em geral, é inferior a 20% e as taxas 
de incidência anual são equivalentes às de mortalidade, o que confere uma sobrevida 
menor que 5% dos casos em cinco anos. Os miRNAs são RNAs não-codificantes 
(ncRNAs) constituídos por 19 a 25 nucleotídeos, são pequenas moléculas endógenas 
e atuam controlando a expressão gênica em diversos processos patológicos, como a 
degeneração neurológica, doenças autoimunes, processos inflamatórios, diabetes e 
câncer. O objetivo do presente trabalho foi analisar a expressão dos miRNAs-148a e 
-155 no adenocarcinoma pancreático. Foram analisadas a expressão gênica do 
miRNA-148a e miRNA-155 em 10 amostras de pacientes com diagnóstico de 
adenocarcioma pancreático provenientes de ressecções cirúrgicas e 5 amostras 
controles provenientes de doadores saudáveis, pela técnica RT-PCR. Com base nos 
resultados obtidos em nosso trabalho, podemos concluir que embora não tenha 
ocorrido uma diferença estatística significante entre os grupos, pode-se observar nos 
gráficos, uma menor expressão do miRNA-148a pró-apoptótico, no grupo AP quando 
comparado com grupo controle, o que pode contribuir assim, com o aumento da 
malignidade desse tipo de câncer.  
Palavras-chave: Adenocarcinoma pancreático, miRNA, RT-PCR. 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
EXPRESSION OF MIR-148a AND MIR-155 ASSOCIATED WITH THE 

APOPTOSIS MECHANISM IN PANCREATIC CANCER 
 
 
 
 

ABSTRACT 
Pancreatic adenoma (PA) is present in 90% of pancreatic neoplasms. Risk factors 
such as: age group, gender, and ethnicity, among others, for the onset of cancerous 
lesions must be taken into account. Most patients with PA, at the time of diagnosis, 
have locally advanced disease or distant metastases. The resectability of the AP, in 
general, is less than 20% and the annual incidence rates are equivalent to those of 
mortality, which results in a survival rate of less than 5% of cases in five years. miRNAs 
are non-coding RNAs (ncRNAs) made up of 19 to 25 nucleotides, are small 
endogenous molecules and act by controlling gene expression in several pathological 
processes, such as neurological degeneration, autoimmune diseases, inflammatory 
processes, diabetes and cancer. The aim of the present work was to analyze the 
expression of miRNAs-148a and -155 in pancreatic adenocarcinoma. We analyzed the 
gene expression of miRs-148a and -155 in 10 samples from patients diagnosed with 
pancreatic adenocarcioma from surgical resections and 5 control samples from healthy 
donors, using the RT-PCR technique. Based on the results obtained in our work, we 
can conclude that although there was no statistically significant difference between the 
groups, it can be observed in the graphics, a lower expression of pro-apoptotic miRNA-
148a in the AP group when compared to the control group, which can thus contribute 
to the increase in the malignancy of this type of cancer. 
 
 
Keywords: Pancreatic adenocarcinoma, miRNA, RT-PCR. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

1.1. Câncer de Pâncreas 

 

O pâncreas se encontra na região superior do abdome, andar supramesocólico, 

de posição retroperitoneal, posteriormente ao estômago. Com relação a divisão do 

pâncreas, são observadas três partes principais: a cabeça, que está encaixada na 

concavidade formada pela curva do duodeno, do lado direito do plano sagital mediano, 

o corpo, e a cauda, que se localiza à esquerda, se relacionando com o baço 

(NOBESCHI et al., 2012; MOORE & DALLEY, 2007). 

O adenoma pancreático (AP) está presente em 90% das neoplasias 

pancreáticas. Deve-se levar em consideração fatores de risco como: faixa etária, 

gênero, e etnia, entre outros para o acometimento de lesões cancerígenas 

(SCHNEIDER & SCHMID, 2003; MIZRAHI et al, 2020). 

A maioria dos pacientes com AP, no momento do diagnóstico, apresenta 

doença localmente avançada ou com metástases à distância. A ressecabilidade do 

AP, em geral, é inferior a 20% e as taxas de incidência anual são equivalentes às de 

mortalidade, o que confere uma sobrevida menor que 5% dos casos em cinco anos. 

Os principais fatores que contribuem para a baixa sobrevida no AP são a biologia 

tumoral agressiva, o diagnóstico tardio e a baixa eficácia dos tratamentos adjuvantes 

e cirúrgicos. O tratamento cirúrgico é o único com impacto na sobrevida que é de 

aproximadamente 23% em 5 anos (YEO et al, 2002; TAKAORI et al, 2004; JEMAL et 

al, 2007; VIEIRA et al, 2021). 

Com relação a exames e técnicas disponíveis para a tomada de diagnóstico ou 

ainda evidenciação de alterações presentes no pâncreas, como o AP, muito se discute 
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a respeito de suas características específicas e limitações. Como exames já 

existentes e difundidos no meio clínico e laboratorial, a ultrassonografia, a ressonância 

magnética e a biópsia seguem como “padrão ouro” para evidenciação e diagnóstico 

(NOBESCHI et al., 2012; RUBIN et al., 1985; VIEIRA et al, 2021). 

Caso os exames de imagem sejam utilizados, como é o caso da 

ultrassonografia e da ressonância magnética, a visualização em casos precoces, ou 

ainda, em casos que as alterações se apresentem a nível de diferenciação celular 

e/ou tecidual, o diagnóstico acaba por não conseguir uma taxa significativa e 

obviamente eficiente de diferenciação, já em alterações tardias, que apresentam 

alteração de volume tecidual, ou ainda danos aos tecidos acometidos, a possibilidade 

de diagnóstico assertivo tem um aumento(NOBESCHI et al., 2012). Ao se tratar da 

biópsia, sua maior limitação seria com relação à invasão do procedimento, 

principalmente em casos de dúvida diagnóstica, em que não se tenha evidências 

suficientes que viabilizem a utilização deste procedimento (WANG et al., 2020). 

A atividade da telomerase é detectada em quase 95% dos casos de AP e não 

é registrada nos tumores benignos (HIYAMA et al,1997). Ainda, o papel da metilação 

do DNA no AP está bem caracterizado mediante supressão do gene ppENK, com 

propriedades supressoras de crescimento observada em cerca de 90% dos casos. 

Quando comparados, os tumores pancreáticos maiores e que acometem pacientes 

idosos possuem uma maior incidência de lócus metilado em relação aos tumores 

menores, e que acometem pacientes jovens (UEKI et al, 2000; UEKI et al, 2001). 

A análise sérica da expressão gênica (SAGE) e dos microarrays de DNA 

permitem a identificação de genes que podem servir de marcadores para o 

diagnóstico/prognóstico e alvos terapêuticos (GRESS et al, 1996; CRNOGORAC-

JURCEVIC et al, 2002). Todavia, esses estudos ainda são preliminares e estão 
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iniciando a elucidação dos complexos mecanismos que envolvem a biologia do 

adenocarcinoma pancreático. 

 

1.2. Apoptose 

 

A apoptose, termo utilizado pela primeira vez por Kerr, Wyllie e Currie (1972), é 

um processo fisiológico e altamente regulado de morte celular programada que está 

associada a alterações morfológicas e bioquímicas, características das células em 

organismos multicelulares. (MAJTNEROVÁ & ROUSAR; 2018; XU, LAI & HUA; 2019).  

As caspases (cisteino-proteinase-aspártico-ase) são os componentes centrais 

da resposta apoptótica, constituindo uma grande família de proteínas homólogas entre 

si, com atividade enzimática que clivam especificamente ligações peptídicas de 

substrato apropriado, sendo que 11 isoenzimas de caspases foram descritos em 

humanos (D’ARCY, 2019). A apoptose desempenha papel crucial na patogênese de 

vários processos patológicos e fisiológicos, a apoptose é um mecanismo que regula a 

homeostasia nos organismos multicelulares, através de uma manutenção equilibrada, 

sendo assim, sua interrupção muitas vezes resulta em diversos distúrbios 

denominados degenerativos, distúrbios autoimunes e câncer (RIEDL & SHI, 2004; 

ARUMUGAM & RAZIS, 2018; MAJTNEROVÁ& ROUSAR; 2018; XU, LAI & HUA; 

2019). 

O início do processo apoptótico é dependente da ativação das caspases, sendo 

que existem duas categorias dessas proteínas, as caspases iniciadoras e as caspases 

executoras, uma vez detectado um dano celular, as caspases iniciadoras (caspases8 

e 9) são ativadas a partir de caspases inativas circulantes e passam a ativar  caspases 

executoras de morte celular (caspases 3, 6 e 7), dando início a uma série de eventos 
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que culminam em fragmentação do DNA através de endonucleases, destruindo assim  

proteínas nucleares e  citoesqueleto, o que resulta em ativação através de ligantes, 

para células fagocíticas e formação de corpos apoptóticos (POON et al., 2014; ARCY, 

2019; NOVAIS et al, 2012). 

Existem duas vias principais de apoptose: a via extrínseca e a intrínseca; sendo 

que a via extrínseca é conhecida também como via iniciadora, mediada por receptores 

de morte celular, esses receptores encontram-se expressos na membrana da célula 

que, após a interação com um ligante extracelular emitem sinais de morte para o 

espaço interno, por meio de seus domínios de morte citoplasmática. Os receptores de 

membrana envolvido no processo de apoptose pertencem à superfamília dos 

receptores do fator de necrose tumoral (TNF), cuja ativação depende de dois ligantes 

principais: TNF e Fas (RIEDL & SHI, 2004; XU, LAI & HUA; 2019; ARCY, 2019). 

O TNF e seus receptores, a saber, TNFR-1 e TNFR-2, são responsáveis por 

iniciar uma das principais vias da apoptose, a via do TNF, através da interação entre 

TNF e seus receptores que retransmitem o sinal de morte, através de duas proteínas 

adaptadoras; domínio de morte associado ao receptor de TNF (TRADD) e o domínio 

associada a Fas (FADD), que efetuam a morte celular pela ação das caspases. Os 

ligantes de TNF formam homotrímeros que se ligam aos receptores de TNF na 

membrana, sendo que após a ligação, as proteínas adaptadoras são recrutadas 

(TRADD, FADD E RIP) para os receptores TNF no lado citoplasmático, interagindo 

assim com seus receptores. O FADD recruta a procaspase-8, sendo que esta ao se 

clivar, passa a ser ativada e dá início a fase de execução da morte celular através de 

um efeito cascata, já que está cliva a pró-caspase-3 tornando-a ativa, uma vez ativada, 

a caspase-3 que é uma das responsáveis pela execução final da degradação 



21 
 

proteolítica, leva à morte celular (RIEDL & SHI, 2004; XU, LAI & HUA; 2019; ARCY, 

2019).  

A via mediada por Fas, conhecida por FasL (ligante Fas) é ativada ao se ligar 

aos receptores Fas, também conhecido como CD95. O FADD associa-se aos 

receptores Fas e recruta a procaspase-8, receptores Fas, junto com FADD e 

procaspase-8, formam um complexo de sinalização indutor de morte denominado 

(DISC) (RIEDL & SHI, 2004; XU, LAI & HUA; 2019). 

A via intrínseca da apoptose também conhecida como via mitocondrial, é 

caracterizada por estímulos que geram diretamente sinais intracelulares, levando à 

mudanças bioquímicas dentro da célula. Uma vez estimulada a membrana 

mitocondrial libera o citocromo c, este se liga a APAF-1 e vão se unir à procaspase-9, 

esse agregado multimolecular é chamado de apoptossoma, que na presença de ATP 

ou ADP, recruta a caspase-9 a qual irá clivar caspases efetoras como as 3, 6 e 7, 

culminando em morte celular (RIEDL & SHI, 2004; XU, LAI & HUA; 2019). 

A via extrínseca da apoptose, pode ainda se converter diretamente para o 

caminho intrínseco pela mediação da caspase-8, a qual cliva a proteína denominada 

BID que então promoverá a liberação das proteínas mitocondriais para o citoplasma, 

como a proteína citocromo-c (RIEDL & SHI, 2004). 

Uma terceira via apoptótica tem demonstrado ainda ser terapeuticamente 

estudada, a via do ligante relacionada ao TNF (TRAIL), também conhecido como 

Apo2L, o qual foi identificado pela primeira vez por sua homologia de sequência com 

FasL. O TRAIL trimérico se liga à receptores na membrana, como DR4 e o DR5, que 

desencadeiam uma cascata de sinalização intracelular semelhante à via Fas. A via 

TRAIL-DR4/DR5 atua em vários processos fisiológicos, como a ativação de células T 

e tumorigênese, TRAIL é conhecido como um supressor tumoral pela capacidade de 
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induzir apoptose exclusivamente em células malignas e xenoenxertos; tornando-o um 

agente antitumoral, sendo uma caminho TRAIL, independente de p53, proteína esta 

responsável pelo controle celular, induzindo a célula a apoptose em caso de danos 

não reparados e que se encontra frequentemente mutada em células cancerosas (XU, 

LAI & HUA; 2019). 

Uma centena de genes é expressa controlando assim a iniciação, execução e a 

regulação do processo apoptótico, sendo que em diversas situações experimentais, a 

apoptose é regulada por proteínas da família bcl-2. Esta família é constituída de 

proteínas indutoras da apoptose como a bax e a bak assim como outras que inibem a 

apoptose, como as conhecidas bcl-2 e a bcl-xl. As primeiras proteínas agem como 

moduladoras da atividade das caspases, e as outras inibem a liberação do citocromo 

c pelas mitocôndrias, impedindo assim a apoptose celular (SOBRADO et al., 2003), 

sendo considerada então, uma família de proteínas oncogênica, e uma das principais 

reguladoras da apoptose por modular a membrana externa da mitocôndria 

(ARUMUGAM & RAZIS, 2018; NOVAIS et al, 2012). 

Xu et al., 2019 relatam ainda que a proteína p53 demonstra ser uma proteína 

reguladora dos membros da família de proteínas Bcl-2, induzindo diretamente a 

transcrição de Bax, que é uma proteína pró-apoptótica. 

O câncer de pâncreas apresenta uma série de alterações no programa de morte 

celular, sendo que uma via inibidora de apoptose pode influenciar na proliferação do 

tumor, já que impede esse processo, uma vez que a via é caracterizada por excesso 

de alterações que compensam outros componentes (RUCKERT et al, 2010). Durante 

o desenvolvimento do câncer ocorrem alterações nas células normais, como danos 

do DNA, ativação de oncogenes ou desregulação das proteínas anti-apoptóticas, 
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alterando a resposta apoptótica tornando as células de câncer de pâncreas mais 

resistentes a quimioterapia (ARLT et al, 2010).  

Assim em um aspecto molecular na última década, pequenas proteínas não-

codificadoras de RNAs (ncRNAs) têm sido apreciadas como reguladoras-chave da 

expressão gênica. Entre estas, miRNAs têm recebido, talvez, a maior atenção, pois 

são conservados entre os animais filogeneticamente distantes e são derivados de 

genes previamente não reconhecidos como endógenos, bem como de regiões de 

íntons e éxons de conhecidas proteínas codificadoras de genes (MIRANDA et al, 

2010).  

 

1.3. miRNA 

 

Os miRNAs são RNAs não-codificantes (ncRNAs) constituídos por 19 a 25 

nucleotídeos, são pequenas moléculas endógenas e atuam controlando a expressão 

gênica em diversos processos patológicos, como a degeneração neurológica, 

doenças autoimunes, processos inflamatórios, diabetes e câncer. (BARTEL, 2009; 

HENEGHAN et al, 2010; VIEIRA et al, 2021; NOVAIS et al, 2020). Esses nucleotídeos 

são clivados a partir de precursores com 60 a 110 nucleotídeos (pré-miRNAs) pela 

enzima RNA polimerase II, algumas vezes apresentando milhares de pares de bases 

na sua constituição (HAMMOND, 2006; NASS et al, 2008; NICOLOSO; CALIN, 2008), 

que regulam a estabilidade e a eficiência da tradução de um RNA mensageiro (mRNA) 

específico, podendo inibir a tradução, assim como promover a degradação do RNA 

(MENDELL, 2005). Constituem uma grande família de RNAs não codificadores cuja 

função é atuar como sinalizador nas diversas vias de silenciamento gênico (LEE et al, 
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2004). A formação e atividade do miRNA tem início por meio da enzima polimerase II, 

formando o miRNA primário (pri-miRNA) (LEE et al, 2004; HE et al, 2020). 

Parte dos miRNAs, estruturalmente estão localizados nos íntrons do pré-mRNA 

e geralmente são transcritos juntamente com os genes codificadores de uma proteína 

(ZAMORE; HALEY, 2005). Durante o processo de gênese e atividade do miRNA, faz-

se necessária uma íntima interação com proteínas específicas como Drosha (RNase 

III endonuclease), responsável pelo processamento do pri-miRNA no núcleo, 

liberando o miRNA precursor (pré-miRNA). Este, contendo aproximadamente 70 

nucleotídeos servirá de substrato para as etapas subsequentes (LEE et al, 2004). Em 

seguida, a proteína Drosha liga-se a outra proteína (DGCR8/Pasha) formando o 

complexo microprocessador, cujas funções ainda estão sendo estudadas. 

 Este complexo, primeiramente identificado em insetos (Drosophila), se 

mantém presente na espécie humana. O pré-miRNA é transportado ao citoplasma 

pela proteína exportina-5, onde é clivado pela Dicer (RNase III endonuclease). Uma 

das fitas do miRNA é posteriormente incorporada ao “complexo silenciador induzido 

pelo RNA” (RISC) o qual irá modular a expressão de um gene alvo (ZHANG et al, 

2006). 

Estudos recentes sugerem que miRNAs específicos podem se ligar aregiões-

alvo de genes promotores, induzindo assim a sua expressão, bem como são capazes 

de modulará expressão gênica pela ligação a uma região codificadora de proteína 

(DHARAP et al, 2009; NOVAIS et al, 2020).  

Vários miRNAs podem se ligar a um mRNA específico, assim como um único 

miRNA pode se ligar a vários mRNAs. Devido a estar em abundância na função, é 

pensado que um número pequeno de miRNAs efetivamente controle um grande 

número de mRNAs de modo seqüencial ou simultaneamente. Além disso,certos 



25 
 

mRNAs e/ou seus produtos protéicos podem controlar a expressão de miRNAs 

específicos, assim sendo, os miRNAs podem significativamente influenciar a 

homeostase celular sob condições fisiológicas normais (FAZI etal, 2005). Esta 

molécula trouxe um novo paradigma no processo de regulação da expressão gênica, 

onde moléculas de RNA puderam ser consideradas reguladoras gênicas importantes 

assim como de proteínas (KIRIAKIDOU et al, 2004; HE et al, 2020). Entre 40% a 50% 

dos mRNAs nos mamíferos podem ser regulados pelos miRNAs em nível 

transcricional, enquanto que no do genoma humano, cerca de 30% aproximadamente 

destas transcrições, são controladas por miRNAS (LEWIS; BURGE; BARTEL, 2005).  

 

1.4. miRNA e Câncer de Pâncreas 

 

O mecanismo de apoptose tem suma importância na continuidade da evolução dos 

tumores, principalmente se observados os mecanismos de desenvolvimento e 

estruturas envolvidas das neoplasias malignas de modo geral (SCHNEIDER, 

SCHMID, 2003). 

A utilização dos miRNAs, especificamente no caso dos adenocarcinomas, visa 

possibilitar o diagnóstico e evidenciação de maneira precoce, aumentando a 

possibilidade de sucesso no tratamento, bem como procedimentos relativamente 

menos invasivos para combater a alteração e permitir melhora no quadro do indivíduo 

acometido (UEKI et al, 2000). Atualmente diversos estudos visam a realização de 

ensaios clínicos para evidenciar e comprovar possíveis interações entre os miRNAs e 

as células do câncer pancreático, seja essa interação de forma direta ou indireta 

(FARHANA et al, 2013; LIU et al, 2014; WANG et al, 2019; SUN et al, 2019).  
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Com relação ao miR-155 é possível, por meios de pesquisas e descobertas 

clínicas, observar interações entre a expressão deste miRNA e o processo de 

apoptose. A presença de vias de ativação e sinalização do mecanismo de apoptose, 

como a via de sinalização JAK-STAT, sofrem diferentes estímulos a partir do momento 

em que miRNAs apresentam diferentes níveis de expressão no tecido acometido 

pelas neoplasias malignas (TAMAIYA et al, 2011; LIU et al, 2018; WANG et al, 2019). 

De acordo com o ensaio clínico proposto por Wang, Guo e Fan, 2019, a via de 

sinalização JAK-STAT é bloqueada quando uma hiperexpressão do miR-155 é 

evidenciada, diminuindo a função da SOCS3 (Supressor de sinalização de citocinas 

3), levando a inibição do desempenho da função da JAK-quinase referente ao 

processo de apoptose, permitindo assim aumento na progressão da lesão bem como 

metástase. 

Além da interação do miRNA com as vias de sinalização e formação de proteínas 

e genes, a metilação do DNA, mecanismo utilizado para controle de expressão gênica, 

está também desempenha papel importante no controle da expressão dos miRNAs e 

suas possíveis funções moduladoras, como demonstrado no trabalho de Hong et al., 

2018, onde evidenciou que a DNMT1 (DNA metiltransferase 1), fo ihiperexpressa em 

amostras de tecido acometido pelo câncer de pâncreas e linhagem celular do câncer 

de pâncreas (AsPC-1), e está relacionada com a hipermetilação da região promotora 

do miRNA-148a, levando a uma menor expressão deste miRNA como consequência. 

Como resultado desta interação, o autor realizou experimento utilizando DNMT1-

siRNA para observar a expressão do miRNA-148a após este silenciamento. A 

utilização deste gene levou à diminuição da expressão da DNMT1 e aumento na 

expressão do miRNA-148a, por meio da desmetilação da região promotora. Como 

resultado destas alterações de expressão foi observado inibição significativa na 
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proliferação celular, diminuição nos quadros de invasão e migração celular na 

linhagem de células do câncer de pâncreas selecionada (HONG et al, 2018). 

Ainda sobre o processo de metilação, SUN, et at, 2018, pode observar por meio 

de testes em linhagens de células do câncer de pâncreas (PANC-1 e AsPC-1), tecido 

acometido pelo AP e testes em animais, que o miRNA-148a, se encontra 

hipoexpresso, por conta da hipermetilação da região promotora, além deste fato, um 

de seus possíveis alvos de interação a MEG-3 (maternally expressed gene-3), 

também apresenta menor expressão. Ao realizar um processo de transfecção do 

miRNA-148a, nas linhagens celulares, foi possível observar o aumento da expressão 

do miRNA-148a, bem como o aumento na expressão da MEG-3. Além do aumento 

deste miRNA, foi possível observar diminuição na expressão da C-myc (MYC proto-

oncogene), cyclin D1 (ciclina D1) e β-catenin (β-catenina), que constituem parte da via 

de sinalização Wnt/β-catenin. De acordo com essas descobertas o autor discorre a 

respeito dos resultados, como a inibição da migração e invasão celular pela 

hiperexpressão da MEG-3 e, associado ao miRNA-148a e a interação com a via de 

sinalização Wnt/ β-catenin diminuição nos quadros de invasão e metástase, além de 

um aumento da apoptose (SUN et al, 2018). 

Logo, como apontado em estudos específicos a respeito da interação que os 

miRNAs desempenham (FARHANA et al, 2013; LIU et al, 2014; WANG et al, 2019; 

SUN et al, 2019), a possibilidade de sua utilização como biomarcadores ou ainda alvos 

para a modulação, controle ou supressão do tecido tumoral; está cada vez mais sendo 

evidenciada por trabalhos científicos, porém, estudos mais  específicos ainda são 

necessários, principalmente para maior especificidade e sensibilidade, tanto do 

miRNA selecionado, quanto de possíveis alvos  parar estas biomodulações. 
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2. JUSTIFICATIVA  

O conhecimento da biologia do câncer de pâncreas tem progredido nos últimos 

anos. Um ponto de vista diferente da genética molecular destes tumores é observar 

os aspectos que são específicos da carcinogênese. Evidências substanciais sugerem 

que o estudo da tumorigênese induzida pela radiação, desregulação do ciclo celular, 

dinâmica telomérica e instabilidade genética podem identificar genes relevantes no 

estudo do câncer de pâncreas. Algumas evidências indicam que a análise de genes e 

mecanismos envolvidos em metástases, apoptose e resistência aos tratamentos, 

podem contribuir com informações relevantes para elucidar as complexas vias 

moleculares do câncer e contribuir assim no tratamento de pacientes. 

Neste contexto a análise da expressão de miRNAs relacionados ao mecanismo 

de apoptose no adenocarcinoma pancreático, contribuirá com informações adicionais 

para o prognóstico desta patologia. 
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3. OBJETIVO 

 

• Analisar a expressão dos miRNA-148a e miRNA-155 no adenocarcinoma 

pancreático. 
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4.1. Pacientes 

O presente estudo foi realizado no Laboratório de Biologia Molecular do 

Departamento de Cirurgia e Anatomia da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto 

da Universidade de São Paulo (FMRP-USP). A coleta do tecido tumoral e do tecido 

pancreático normal foi realizada pela equipe do Serviço de Cirurgia e Endoscopia do 

Sistema Digestivo do Hospital das Clínicas da Faculdade de Medicina de Ribeirão 

Preto da Universidade de São Paulo (HCFMRP-USP) e do Centro de Medicina Legal 

– CEMEL, nos anos de 2008 à 2012. As amostras selecionadas foram mantidas em 

Freezer – 80ºC do biorepositório locado no Laboratório de Biologia Molecular do 

Departamento de Cirurgia e Anatomia da Faculdade de Medicina de Ribeirão Preto 

da Universidade de São Paulo (FMRP-USP), e aprovado pelo Comitê de Ética em 

Pesquisa em humanos (Processo 4910/2008, aprovado em 30/03/2009). 

Foram analisadas 10 amostras de pacientes com diagnóstico de 

adenocarcioma pancreático provenientes de ressecções cirúrgicas e como controle, 

foram utilizadas 5amostras provenientes de doadores saudáveis. 

 

4.2. MÉTODOS 

 

4.2.1. Extração do RNA 

 

Foram adicionadas às amostras 250µl de PBS (phosphate-buffered saline) 

e 750µl de Trizol® (Invitrogen,EUA). O fragmento de tecido foi homogeneizado com a 

utilização do aparelho Politron®. Após permanência em temperatura ambiente por 5 

minutos, foi acrescentado 200µl de clorofórmio, agitando-se vigorosamente por 15 

segundos. A solução final foi centrifugada a 4°C por 15 minutos a 14.000 rpm e a fase 



34 
 

aquosa (superior) de cada frasco transferida para novos tubos. O RNA foi precipitado 

com 500µl de álcool isopropílico 100% e permaneceu a - 20°C por pelo menos 12 

horas. 

No dia seguinte, a amostra foi centrifugada a 4°C por 15 minutos a 14.000 

rpm, desprezando-se o sobrenadante a seguir. Foi acrescido então 1000µl de etanol 

75% seguido novamente de centrifugação refrigerada por 15 minutos a 14.000 rpm. A 

fase superior foi desprezada e o precipitado seco dissolvido com água tratada com 

DEPC (dimetilpirocarbonato) por pelo menos 15 minutos. Esse material, em seguida, 

foi identificado e armazenado a - 80°C. 

Para verificação da integridade do RNA obtido, cada amostra, ao final da 

etapa acima descrita, foi submetida à eletroforese em gel de agarose a 1% para 

visualização das bandas de RNA. Também foi empregado o uso do equipamento 

Thermo Scientific NanoDrop 2000, um espectrofotômetro que fornece a concentração 

de RNA em uma amostra de 1 a 2µl. Além da concentração, este aparelho fornece 

valores de uma razão referentes à integridade das amostras (razão 260/280). Para 

valores menores do que 1,6 considera-se material degradado, e para valores maiores 

do que 2,0 é indicativo de interferência do clorofórmio; sendo portanto considerado 

valor ideal de 1,7 a 1,9. 

 

4.2.2. Síntese de DNA complementar (cDNA) dos miRNAs 

 

Para a síntese do cDNA (DNA complementar) do microRNA a transcrição 

reversa foi realizada com a utilização do kit comercial High Capacity cDNA Reverse 

Transcription (AppliedBiosystems). Para cada 5ng de RNA, foi adicionado 0,75µl de 

RT Buffer; seguido de 0,075µl de dNTP’s; 1,5µl de Primers específicos (miRNAs) e 
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0,5µl da enzima MultiScribeTM, 0,094µl de RNase out (1.9U), completando com água 

DEPC o volume final de 7,5µl, sendo as amostras incubadas no termociclador por 30 

min a 16 º C, 30 min a 42 ºC,5 min a 85 º C e, em seguida, realizada a 4°C. Para o 

PCR em tempo real, foram utilizados 4,5µL do cDNA das amostras diluído 1:4 em um 

volume final de reação de 10µL. 

 

4.2.3. RT-PCR dos miRNAs 

 

O método de PCR em tempo real é utilizado para a expressão diferencial 

dos miRNAs estudados. A partir do cDNA obtido das amostras, foi realizada a 

amplificação por Reação em Cadeia de Polimerase em tempo real (RT-PCR), com a 

utilização do reagente TaqMan Master Mix (AppliedBiosystems), as condições padrão 

de amplificação foram 95°C por 10 minutos, seguidos por 40 ciclos de 95°C por 15 

segundos e 60°C por 1 minuto (anelamento e extensão simultânea). 

Para a análise quantitativa da expressão, são utilizados os sistemas 

disponíveis comercialmente TaqManAssay-on-demand (AppliedBiosystems), 

compostos por oligonucleotídeos e sondas.  

Considerando-se as diferenças causadas por quantidades distintas de 

cDNA utilizadas nas reações, os valores de CT determinados para as diferentes 

amostras, são normatizados. O CT determinado para uma amostra (para um 

determinado gene) é subtraído do CT determinado para um gene house-keeping na 

mesma amostra, originando o chamado ∆CT, para a realização deste estudo prático 

o gene U6 foi utilizado como gene house-keeping ou controle endógeno. Os valores 

de ∆CT podem, para um mesmo gene, ser comparados de maneira diferente, 

obtendo-se uma quantificação relativa da expressão deste gene em diferentes 
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amostras. A cada ciclo, o número de cópias em uma reação de PCR duplica. Assim, 

o número de ciclos que separa o ∆CT de uma amostra do ∆CT do calibrador se difere, 

neste caso utilizamos a média das amostras do grupo controle, tendo como resultado 

∆∆CT. Esta diferença, em termos de nível de expressão gênica relativa, é obtida de 

forma aproximada, aplicando a fórmula 2-∆∆CT.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1 – Representação do cálculo do ∆CT e ∆∆CT para a obtenção da quantificação 

da expressão dos miRNAs em estudo (fold). 

 

 

Foi realizada a quantificação relativa dos miRNAs onde as reações de PCR 

em tempo real foram realizadas em duplicata, utilizando o reagente Taqman Master 

Mix (Applied Biosystems, EUA). A amplificação foi realizada em um volume final de 

10µl, utilizando 5µl do reagente específico Taqman Master Mix, 0,5µl de cada sonda 

específica e 4,5µl de cDNA. Um aparelho de detecção de PCR em tempo real 7500 

Real Time PCR System (Applied Biosystems) foi empregado juntamente com o 

software Sequence Detection System para a obtenção dos valores de CT. Os dados 

foram então exportados para planilhas do software Excel para cálculo dos valores de 
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∆CT, ∆∆CT e 2-∆∆CT. O software GraphPadPrism 9.2.0 (GraphPadPrism, Inc, San 

Diego, CA, EUA), foi utilizado para gerar os gráficos e calcular a significância 

estatística. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2 – Aparelho utilizado para a leitura de PCR em tempo real. 

 

4.2.4. Análise estatística 

 

Para as variáveis quantitativas obtidas após realização e processamento dos 

dados do RT-PCR, a comparação entre os grupos tumor e controle, bem como 

visualização da concentração dos miRNAs em tecido acometido pelo AP e tecido 

controle, foi realizado um teste para a visualização da existência de uma curva de 

Gauss para início do processamento e organização dos dados. Os resultados se 

enquadraram em uma distribuição não paramétrica, logo por este resultado obtido, em 

associação com o número de grupos para estudo, além do número de amostras 

disponibilizadas, o teste de Wilcoxon-Mann-Whitney foi o selecionado para a 

realização da análise estatística dos dados. Todas as análises foram conduzidas no 



38 
 

software GraphPadPrism 9.2.0 (GraphPadPrism, Inc, San Diego, CA, EUA), 

considerando o nível de significância de p < 0,05. 
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5. RESULTADOS 

 

5.1. Análise da expressão gênica tecidual dos miRNAs 

 

5.1.1. Análise da expressão gênica tecidual do miRNA-148a 

 

A expressão gênica tecidual do miRNA-148a está representada no gráfico 1, 

evidenciando menor expressão no grupo tumor em relação ao controle estudado, 

porém sem diferença estatisticamente significante (p= 0.30, Wilcoxon-Mann-Whitney). 

 

 

Gráfico 1 – Representação da expressão gênica tecidual do miRNA-148ª (p= 0.30, Wilcoxon-Mann-

Whitney). 

 

 

5.1.2. Análise da expressão gênica tecidual do miR-155 

 

A expressão gênica tecidual do miRNA-155 está representada no gráfico 2, 

evidenciando resultado semelhante ao miRNA-148a, menor expressão no grupo 

tumor em relação ao controle estudado, porém da mesma forma que os resultados 

anteriores obtidos, sem diferença estatisticamente significante (p= 0.76, Wilcoxon-

Mann-Whitney). 
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Gráfico 2 – Representação da expressão gênica tecidual do miRNA-155 (p= 0.76, Wilcoxon-Mann-

Whitney). 
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6. Discussão 

 

O desenvolvimento de neoplasias malignas no pâncreas é foco de diversos 

estudos e ensaios, sejam eles voltados para a descoberta de novas formas de 

tratamento, associado a possível redução da invasibilidade, diminuição na formação 

de colônias celulares do câncer de pâncreas, trauma gerado pelo protocolo de 

tratamento adotado ou ainda a evidenciação de proteínas ou genes alterados nos 

tecidos ou região adjacente que possa expor a presença e desenvolvimento destas 

alterações. É importante ressaltar que grande parte das alterações malignas do 

pâncreas recebe diagnóstico tardio, principalmente associado a seu quadro, na 

maioria das vezes, assintomático em fases iniciais, o que acaba por gerar uma 

diminuição nas possibilidades de tratamentos menos invasivos ou em casos ainda 

mais avançados, acaba por afetar a sobrevivência do indivíduo acometido, seja pelo 

comprometimento sistêmico ou dificuldade no tratamento associado a quadros de 

metástase ou ainda invasão e destruição tecidual adjacente (RAWAT et al, 2019). 

 Para Liu et al, 2013, que por meio do processo de transfecção obteve 

resultados interessantes com relação a expressividade do miRNA-155, dados 

posteriormente discutidos pelo autor, e da expressão também alterada da MLH1 (Mut 

L homologue 1) geralmente relacionado com processos de apoptose, crescimento 

tumoral e malignidade celular. Foi possível observar uma associação inversa entre o 

miRNA-155 e a MLH1, logo o aumento da expressão de um, leva a diminuição do 

outro. Fator esse de suma importância principalmente no estudo da interação entre 

miRNAs e amostras.  

Em nosso trabalho, onde realizamos a análise da RT-PCR permitiu a 

observação da diferença de expressão encontrada entre os miRNAs selecionados 

para o estudo. É possível observar que as amostras apresentam uma menor 

expressão de ambos os miRNAs quando avaliados no tecido acometido pelo 

adenocarcinoma pancreático, em relação ao grupo controle 

LIU et al (2014), estudaram através de amostras de tecidos acometidos pelo 

AP (n=42) e linhagens celulares, a relação do gene SEL1L com miRNAs, dentre eles 

o miRNA-155, com a finalidade de entender a hipoexpressão deste gene (SEL1L), nos 

tecidos acometidos pelo AP. A SEL1L é considerado um supressor tumoral putativo, 

associado a eventos como diferenciação e processo apoptótico, pela interação com a 
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via de sinalização Notch, além de estar associada à modulação da expressão de 

outras proteínas ligadas ao câncer como a PTEN. Como resultado de seu estudo, foi 

possível observar que o SEL1L e o miRNA-155 apresentam relações inversas, ou 

seja, nas amostras e linhagens celulares estudas, hiperexpressão do miRNA-155 

resultava em menor expressão do SEL1L, observado em 18 das 23 amostras do 

adenocarcinoma pancreático que apresentaram está menor expressão. Em nosso 

trabalho, quando comparamos o resultado do miRNA-155, é possível observarmos 

diferentes níveis de sua expressão, o que relacionado com vias de sinalização e 

também formação de proteínas pode vir a gerar alterações nos processos de 

desenvolvimento dos tumores pancreáticos, e corroborar para posteriores 

experimentos laboratoriais com a finalidade de formular novos meios de utilização 

destes miRNAs para diagnósticos ou tratamentos. 

De acordo com estudos realizados por ZHANG et al (2014), foi possível 

visualizar em 28 amostras de tecido acometido pelo câncer de pâncreas e 5 linhagens 

de células do câncer de pâncreas, quando comparados com controle de amostras 

saudáveis, em análise por RT-PCR, uma hipoexpressão do miRNA-148a. Além do 

achado significativo com relação a expressão, em trabalhos anteriores, Zhao et al 

(2005) pode constatar, por meio da utilização de análises bioinformáticas, potenciais 

alvos para o miRNA-148a, sendo esses Bcl-2 (B celllymphoma) e CCKBR 

(cholecystokinin-B receptor). Como resultado o autor pode evidenciar que a interação 

entre estes potenciais alvos e o miRNA-148a resultou em inibição da proliferação 

celular das linhagens selecionadas para o estudo, além de promoção da apoptose, 

resultado esse, obtido por meio da realização do teste da Annexin V-FITC e teste da 

atividade da caspase; o que corrobora com nossos achados, já que a análise do 

miRNA-148a em nosso trabalho, resultou numa hipoexpressão quando comparado ao 

grupo controle, porém sem significância estatística. 

SUN et al (2019), realizou estudo no qual se baseou na observação dos efeitos 

gerados entre o miRNA-148a e linhagens celulares, amostras de tecido de câncer de 

pâncreas e também por meio da realização de experimentos em ratos. Com a 

obtenção e refinamento dos dados foi possível constatar num primeiro momento, a 

diferença significativa na expressão do miRNA-148a em tecidos AP em relação às 

amostras controles saudáveis, sendo constatada uma hipoexpressão deste, fator esse 

explicado pela metilação da região promotora, ou região responsável pela formação 

das proteínas associadas ao miRNA escolhido. Por meio da realização da técnica de 
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transfecção do miRNA-148a, na região promotora, foi observado aumento da 

expressão do gene MEG-3 (maternally expressed gene-3), resultando em promoção 

do quadro da apoptose além de diminuição na progressão do ciclo celular e inibição 

da migração e invasão por parte das células do câncer de pâncreas. 

Ainda com relação a interação entre o câncer de pâncreas e o miRNA-148a é 

possível evidenciar outros pontos importantes associados à regulação e efeitos 

provenientes da mesma. FENG et al (2016), constatou por meio de análise 

bioinformática, RT-PCR e demais testes adotados, que o miRNA-148a influencia a 

regulação da proteína ErbB3 (HER3). De acordo com os resultados obtidos há uma 

correlação inversa entre o miRNA e a proteína, no caso a supressão da ErbB3 gera 

nas linhagens celulares estudadas, alteração em dois pontos distintos. Ao se observar 

a PANC-1, repressão da proteína acaba por gerar uma repressão nos processos de 

proliferação e migração celular. 

Com os resultados obtidos no nosso experimento e após análise estatística, 

foi possível observar que para os dois miRNAs selecionados (148-a e 155), há 

diferença com relação à expressão e tecido estudado, porém sem significância 

estatística entre os grupos AP X Controle. 

Seguindo a linha de pesquisa embasada nos miRNAs e sua utilização tanto 

para diagnóstico precoce, por meio de  sua utilização como prováveis biomarcadores 

ou ainda coadjuvantes na implementação e formulação de planos de tratamento para 

as neoplasias malignas que acometem não somente pâncreas, porém demais 

estruturas componentes do corpo humano, a realização de novos estudos se faz 

necessária, para averiguação da possível interação entre miRNAs e proteínas ou vias 

de sintetização e a resposta causada por essas alterações. 

Dos trabalhos selecionados para embasamento teórico, de acordo com 

resultados obtidos e principalmente a associação dos miRNAs selecionados, é 

possível observar a importância do aprofundamento dos experimentos e ensaios 

clínico-laboratoriais, visando maior entendimento das interações encontradas entre os 

miRNA-148a e miRNA-155 com os tecidos acometidos pelo câncer de pâncreas e 

saudáveis, além de seu potencial regulador no processo de formação, ou seja, 

expressão genese proteínas, que desempenham papeis fundamentais na regulação 

do desenvolvimento tumoral, proliferação assim como da apoptose. 
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7. CONCLUSÃO 

 

 

Com base nos resultados obtidos em nosso trabalho, podemos concluir que 

embora não tenha ocorrido uma diferença estatística significante entre os grupos, 

pode-se observar nos gráficos, uma menor expressão do miRNA-148a pró-apoptótico, 

no grupo AP quando comparado com grupo controle, o que pode contribuir assim, 

com o aumento da malignidade desse tipo de câncer. 

Assim sendo, concluímos ainda que mais estudos relacionando miRNAs e o 

mecanismo de apoptose, devem ser realizados para um maior entendimento dessa 

via molecular, dentre outras, que acometem o Adenocarcinoma Pancreático. 
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