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RESUMO

Introducdo: Alteracdes genéticas foram previamente identificadas e associadas ao
desenvolvimento e progressdo dos carcinomas pancreaticos, entretanto, o conhecimento
dessas alteragdes nao resultou, até o momento, no desenvolvimento de tratamentos eficazes
para os pacientes com essas neoplasias. Sendo assim, torna-se necessaria e justificada a
identificacdo de outras alteracdes, tais como alteragdes em moléculas reguladoras da
expressdo génica, as quais t€ém o potencial de levar ao delincamento de novas terapias.
Estudos recentes tém sugerido que os microRNAs (miRNAs) estdo frequentemente
desregulados em diversos carcinomas, e podem contribuir em varias etapas do
desenvolvimento e progressdo tumoral. A andlise do perfil de expressdo de miRNAs em
carcinomas de pancreas e genes regulados por estes miRNAs, deve fornecer novas diregoes

para a identificacdo de biomarcadores que possam ser uteis na pratica clinica.

Objetivos: Identificar perfis globais de expressdo de microRNAs (miRNAs) e potenciais

genes-alvo regulados por miRNAs em carcinomas de pancreas.

Pacientes e Métodos: Foram incluidas 30 amostras de tecido, fixadas em formalina e
emblocadas em parafina (FFPE) de carcinoma de pancreas, sendo 24 adenocarcinomas de
ductos pancreaticos (PDAC) e 6 adenocarcinomas de papila de Vater (AMP) e os tecidos
histologicamente normais, adjacentes ao tumor, correspondentes a cada caso. O perfil de
expressdo de miRNAs das amostras tumorais foi determinado utilizando o ensaio TaqgMan
Array Human MicroRNA Cards (TLDA) (card A, v3.0) (Life Technologies). A andlise dos
dados utilizou o programa ExpressionSuite Software v1.0.3. A andlise estatistica dos dados de
expressdo de miRNAs e dados clinico-anatomopatoldgicos utilizou o programa SAS 9.3.
Analises computacionais utilizando algoritimos de bioinforméatica foram realizadas com o
objetivo de identificar genes-alvo regulados por miRNAs, bem como redes de interacdo

protéica e vias moleculares envolvendo genes e miRNAs.

Resultados: Foram identificados 63 miRNAs desregulados em PDAC, sendo 33 com
expressdo aumentada e 30 com expressdo diminuida, quando comparado com tecido
histologicamente normal adjacente ao tumor. Nos carcinomas AMP, um grupo de 7 miRNAs
estavam desregulados, sendo 4 com expressdo aumentada ¢ 3 com expressdo diminuida.
Nossos resultados indicam uma complexidade de alteracdes associadas a tumorigénese dos

adenocarcinomas ductais pancreaticos, devido ao grande numero de miRNAs e genes-alvo



desregulados nesses tumores. Interessantemente, 3/7 miRNAs identificados como

desregulados em carcinomas AMP estdo comumente alterados nos PDAC.

Discussao: O perfil de expressdo global de miRNAs identificado em PDAC e carcinomas
AMP revelou que os PDACs apresentam um numero significativamente maior de miRNAs
desregulados, o que pode estar diretamente associado a um maior grau de progressdao e maior
agressividade tumoral comparado com os carcinomas AMP. A identificagdo de 3 miRNAs
comumente alterados em PDAC e carcinomas AMP sugere que vias moleculares comuns
podem estar desreguladas nesses subtipos histologicos tumorais. Dentre os miRNAs alterados
exclusivamente nos PDACs, identificamos que esses regulam varios genes associados a

invasdo tecidual, metastase e pior prognostico de pacientes com cancer.

Conclusao: Os miRNAs identificados estdo potencialmente associados a biologia tumoral dos
PDAC e carcinomas AMP. Estudos de validagdo funcional s3o necessarios para elucidar o
papel dos miRNAs como moduladores de mecanismos de oncogénese em PDAC e

carcinomas AMP.



ABSTRACT

Background: Genetic alterations were previously identified and associated with the
development and progression of pancreatic carcinoma, however, identification of such
alterations has not been currently used for the development of efficient treatment strategies.
Therefore, the identification of other genetic and epigenetic changes, such as alterations in
non-coding RNA molecules is urgently needed for the development of novel therapies. Recent
studies have suggested that microRNAs (miRNAs) are frequently deregulated in several
carcinomas and may contribute in the several steps of development and tumor progression.
Global miRNA profiling analysis in pancreatic carcinoma and the identification of miRNA
target genes may lead to new avenues for the identification of clinically applicable

biomarkers.

Objectives: To identify global microRNA (miRNA) expression profiles and miRNA

predicted target genes in pancreatic carcinoma.

Patients and Methods: 30 formalin fixed, paraffin embedded (FFPE) pancreatic carcinoma
tissue samples were used, including 24 pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) and 6
adenocarcinomas of Vater papilla (AMP) and their paired histologically adjacent normal
tissues. Global miRNA expression profiles were determined using the TagMan Array Human
MicroRNA Cards (TLDA) (card A, v3.0) (Life Technologies) platform. Data analysis used the
ExpressionSuite Software v1.0.3. Statistical analysis was performed to correlate miRNA
expression with relevant clinical data, using SAS 9.3 software. Computational bioinformatic
analysis was performed to identify predicted miRNA target genes, as well as protein-protein

interaction networks and miRNA-mRNA molecular pathways.

Results: We identified 63 significantly deregulated (significantly deregulated is herein
defined as FC>2 and p<0.05) miRNAs in PDAC (33 over-expressed and 30 under-expressed)
compared to paired histologically normal pancreatic tissue. In AMP, a group of 7 miRNAs
was significantly deregulated (4 over-expressed and 3 under-expressed) compared to normal.
Our results showed a complexity of miRNAs changes potentially associated to PDAC
tumorigenesis. Interestingly, 3/7 miRNAs were commonly deregulated in PDAC and AMP

tumors.

Discussion: Global miRNA expression profiles identified in PDAC and AMP showed that
PDAC have a significantly higher number of altered miRNAs and consequently, a higher



number of predicted miRNA target genes than AMP, which could be potentially associated to
disease progression and tumor aggressiveness in PDAC compared to AMP. Commonly
deregulated miRNAs in PDAC and AMP suggest that common molecular pathways may be
deregulated in these two histological subtypes of pancreatic carcinoma. Among the miRNAs
exclusively deregulated in PDAC, we identified several predicted miRNA target genes

associated to tumor invasion and metastasis and poor prognosis of patients with cancer.

Conclusion: miRNAs identified herein may be associated to the biology of PDAC and AMP.
Functional validation studies are required to elucidate the role of miRNAs as modulators of

oncogenesis mechanisms in PDAC and AMP.
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1. INTRODUCAO

1.1.  Carcinoma de pincreas

Os céanceres sdo considerados um problema de satde publica mundial, pois estdo
associados a um alto indice de morbidade ¢ mortalidade. A ocorréncia de novos casos de
cancer, no mundo, em 2012, foi estimada em 14,1 milhdes de casos, associados a 8,2 milhGes
de obitos. Segundo dados do Globocan (2012), estimam-se cerca de 20 milhdes de novos

casos de cancer, até 2020, em todo o mundo [1].

O pancreas ¢ uma glandula de aproximadamente 15 cm de extensdo, localizada no sistema
digestorio humano, atrds do estomago e entre o duodeno e o baco. Anatomicamente, o
pancreas ¢ dividido em: cabeca, corpo e cauda e funcionalmente, ¢ classificado em: exdcrino
(secretando suco pancredtico, que contém enzimas digestivas) e endocrino (produzindo

hormoénios importantes, como a insulina, o glucagon e a somatostatina) [2].

A maioria dos carcinomas de pancreas (96%) compreende os carcinomas exocrinos € a
minoria (4%) compreende os carcinomas endocrinos, esses frequentemente diagnosticados em
idade mais jovem e associados com um melhor prognodstico [3]. No Brasil, dados de
incidéncia de carcinoma de pancreas estimam que essa neoplasia corresponde a 2% de todos
os carcinomas diagnosticados ¢ a 4% dos 6bitos associados com a doenga [4]. Em 2015, foi
estimado, nos Estados Unidos, a ocorréncia de 48.960 novos casos de carcinoma de pancreas
e 40.560 obitos [3]. Os principais fatores de risco para o desenvolvimento de carcinoma de
pancreas incluem o tabagismo, etilismo, diabetes e obesidade. Fatores genéticos também
podem conferir risco para o desenvolvimento desses tumores, tais como histéria familial de
cancer de pancreas em individuos com sindrome de Lynch, individuos com mutagdo nos
genes BRCAI e BRCA2, além de portadores de outras sindromes genéticas associadas ao
desenvolvimento de neoplasias [2]. Outros fatores relacionados ao desenvolvimento do

carcinoma de pancreas sdo pancreatite cronica familiar e fibrose cistica [5, 6].

A falta de métodos de detecgdo precoce, bem como de terapias eficazes para o tratamento
de pacientes com carcinomas pancreaticos € responsavel pelo alto indice de mortalidade
associado a essas neoplasias [7]. A auséncia de sintomas clinicos em estagios iniciais dificulta
a identificacdo precoce do carcinoma de pancreas, sendo que comumente o diagnostico €

realizado quando o paciente ja apresenta doenca avancada, incluindo a presenca de metastase,



ndo sendo indicada nestes casos a ressec¢do cirurgica [8]. A cirurgia € o tratamento padrdo
disponivel; entretanto, apenas 10-20% dos pacientes sem doenca metastatica sdo elegiveis
para a remogdo cirurgica do tumor [9]. Para os pacientes com doenga metastatica, quando a
cirurgia ndo ¢ indicada, podem ser oferecidos radioterapia e quimioterapia como tratamentos

paliativos, com o intuito de prolongar a sobrevida e/ou aliviar os sintomas clinicos [10].

1.2. Adenocarcinoma ductal pancredtico

A grande maioria dos adenocarcinomas de pancreas compreende os tumores exocrinos, os
quais se originam nas células do epitélio ductal. A ocorréncia de alteragdes genéticas foi
associada a transformacdo do epitélio pancreatico ductal normal, desenvolvimento de lesdes
pré-malignas e progressdo para carcinoma invasivo [11]. Os adenocarcinomas ductais sdo os
carcinomas mais comuns no pancreas (~90% dos casos) [12]. Por este motivo, a maioria dos

estudos utiliza o termo “carcinoma de pancreas” como sinénimo de adenocarcinoma ductal.

A maioria dos pacientes com adenocarcinoma ductal de pancreas (PDAC) apresenta
doenca avangada ao diagnoéstico, e mesmo nos casos onde ¢é realizada a resseccdo cirurgica,
recidiva precoce ¢ observada na maioria dos casos, devido a micro-metastases clinicamente
indetectaveis [13]. Os PDAC se tornam sintomaticos quando invadem e/ ou obstruem o ducto

biliar comum ou vias biliares extra-hepaticas [6].

A compreensdo de alteragdes genéticas e epigenéticas que levam ao desenvolvimento e
progressdo do PDAC podem ter grande valor para identificar biomarcadores que possam
auxiliar na identificacdo precoce do tumor, assim como ajudar nas decisdes terapéuticas, no

tratamento adjuvante e neo-adjuvante [6, 14].

1.3.  Adenocarcinoma da ampola de Vater

A ampola de Vater ¢ definida como um canal que resulta da unido do ducto biliar e do
ducto pancreatico e ¢ uma parte importante do sistema digestivo. Uma variedade de condigdes
patolégicas pode causar anomalias da ampola de Vater [15]. A maioria dos tumores da
ampola de Vater (AMP) constitui-se de adenocarcinomas bem diferenciados, uma entidade
rara, que representa 0,2% de todas as neoplasias gastrointestinais [16]. Este subtipo de cancer
estd associado com melhor prognostico em comparagdo com os adenocarcinomas de ductos
pancreaticos. Carcinomas ampulares tornaram-se sintomaticos precocemente devido a

obstrucdo biliar e subseqiiente ictericia persistente. Por este motivo, ao diagnostico,

apresentam-se como pequenos tumores, podendo muitas vezes a massa tumoral ndo ser



aparente em exames de imagem [15]. O tratamento padrdo para 80% a 90% destes tumores ¢ a
cirurgia. Os pacientes diagnosticados com AMP e com ressec¢do completa do tumor tém uma
sobrevida, em longo prazo, aproximadamente duas vezes maior quando comparada com
pacientes diagnosticados com PDAC e submetidos a ressec¢do cirurgica do tumor [17].
Apesar dos inimeros avangos nas estratégias de tratamento, estas ndao tém aumentado
significativamente a sobrevida dos pacientes, sendo necessario o desenvolvimento de novos

tratamentos [18].

A baixa incidéncia destes tipos tumorais se traduz em raros estudos nestes tumores. Ha
poucos relatos mostrando que AMP e PDAC podem compartilhar alteragdes moleculares,
como por exemplo, muta¢des levando a ativacdo do proto-oncogene K-RAS (Kirsten rat
sarcoma viral oncogene homolog) e mutagodes, eventos de perda de heterozigose ou metilagdo
levando a inativag@o ou perda da funcdo de genes supressores tumorais como o TP353(tumor
protein p53), SMAD4 (SMAD family member 4) e CDKN2A (cyclin-dependent kinase
inhibitor 24) [19]. Portanto, estudos moleculares adicionais sdo necessarios para a elucidacao
do comportamento bioldgico dos AMP e para o melhor entendimento das alteracdes genéticas

e epigenéticas associadas ao desenvolvimento e progressao desses tumores.

1.4.  Alteracoes genéticas em carcinomas de pdncreas

Estudos mostram que o desenvolvimento e a progressdo dos carcinomas de pancreas
estdo associados a ocorréncia de alteragdes genéticas e epigenéticas em multiplos genes [20].
Alteragdes genéticas foram previamente relacionadas com o desenvolvimento de
adenocarcinoma ductal pancreatico [21]. Por exemplo, mutacdes em K-RAS sdo consideradas
importantes no desenvolvimento de carcinomas pancredticos, pois ocorrem na maioria
(~90%) dos casos e estdo associadas com as etapas de iniciacdo tumoral [22-24]. Mutagdes
no cddon 12 do gene K-RAS levam a substituicdo do aminoacido glicina (G) pelo aminoacido
acido aspartico (D) na sequéncia da proteina. A proteina K-RAS se torna constitutivamente
ativa, sinalizando para a transcri¢do de genes associados a progressdo do ciclo celular [25].
Interessantemente, um estudo integrou dados de perfil transcricional em adenocarcinoma
pancreatico primario e de culturas de células tumorais humanas e de camundongo. Os autores
subdividiram os adenocarcinomas pancreaticos em trés subtipos: classico, quase-
mesenquimais ¢ exocrinos, utilizando dados de evolugdo clinica e diferengas de resposta
terapéutica. Os resultados mostraram que o nivel de expressdo do oncogene K-RAS estava

associado aos subtipos tumorais, com uma maior expressdo do K-RAS no subtipo cléssico,



sugerindo que os pacientes diagnosticados com esse subtipo da doenga poderiam se beneficiar

de terapias dirigidas a K-RAS [26].

Mutacdes no gene supressor tumoral CDKN2A/p16 também foram relacionadas com o
desenvolvimento de cancer de pancreas [27, 28]. Observou-se que 80 — 95% dos carcinomas
de pancreas apresentam alteragdes neste gene [29, 30]. O gene CDKN2A/pl6 codifica uma
proteina que pertence a familia de inibidores quinase dependente de ciclina (CDK), com papel
importante no controle da progressdo do ciclo celular [31]. A perda de sua fungdo, devido a
ocorréncia de mutacdes, delecdes ou hipermetilagdo, resulta em uma proliferacdo
descontrolada das células e esta diretamente associada com um tamanho aumentado do tumor,
maior risco de metastase precoce ¢ diminui¢ao da sobrevida de pacientes com PDAC [29, 32].
Estudos apontam que ao menos uma das alteracdes genéticas: K-RAS e/ou CDKN2A/p16 estdo
presentes no inicio da tumorigénese dos carcinomas de pancreas, embora geralmente nao

ocorram simultaneamente [33].

Estima-se que mais de 50% dos carcinomas de pancreas tenham mutagdes em 7P53, o que
causa a perda de funcdo desse gene supressor tumoral, contribuindo para uma maior
sobrevivéncia celular, instabilidade genética e conseqiiente acimulo de outras alteragdes [34,
35]. O gene TP53 codifica uma fosfoproteina nuclear (TP53) com a capacidade de se ligar a
elementos especificos de DNA e ativar a transcricdo génica. Adicionalmente, a TP53
apresenta um papel central na regulacdo do ciclo celular, sendo capaz de interromper a
proliferacdo celular no ponto de verificagdo G1/S [36]. Embora as alteracdes em 7P53 sejam
frequentemente observadas em carcinomas pancreaticos, este mecanismo nao foi associado as

etapas de iniciagdo tumoral [37].

Nas ultimas décadas, varios genes que participam das etapas de iniciagdo e progressao
tumoral no pancreas foram identificados, bem como perfis moleculares distintos associados
aos diferentes subtipos histoldgicos da doenga [38]. Entretanto, é necessaria a identificagdo de
biomarcadores ¢ vias moleculares incluindo reguladores de genes associados ao
desenvolvimento e progressdao dos carcinomas pancreaticos. Tais estudos tém o potencial de

levar a melhorias no diagnostico e tratamento de pacientes com essas neoplasias.



L.5. MicroRNAs

Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs que possuem 22-25 nucleotideos de
comprimento, ndo codificadores, mas que atuam como reguladores da expressdo génica [39].
Estudos recentes tém elucidado que os miRNAs podem ser um ponto crucial para o
entendimento molecular dos carcinomas humanos [40]. A biogénese dos miRNAs tem inicio
com um transcrito primario longo de centenas de pares de base (pri-miRNA) em forma de
grampo (conhecido como hairpin), o qual € sintetizado pela enzima RNA polimerase II, a
partir do DNA gendmico. No nucleo celular, a enzima Drosha (uma RNAse I1II) cliva este pri-
miRNA, formando um complexo de ~650KDa acoplado ao co-fator DGCR8 (Di George
syndrome critical region 8). A agdo desse complexo em uma molécula de pri-miRNA resulta
em um miRNA precursor (pré-miRNA) em forma de hairpin de ~70 a 100 nucleotideos de
comprimento [41, 42]. A proteina Exportina-5 exporta o pré-miRNA do ntcleo para o
citoplasma, onde a enzima Dicer (RNAse III), cliva a regido do loop originando um RNA de
fita dupla (dsRNA) de ~18-22 nucleotideos, sendo a forma madura denominada miRNA. O
miRNA maduro de fita simples € entdo incorporado ao complexo de silenciamento induzido
por RNA (RISC, do inglés RNA-Induced Silencing Complex). O complexo RISC contém uma
familia de proteinas denominada Argonauta (Ago 1 e Ago 2) e uma proteina de ligacdo ao

RNA (TRBP, do inglés Trans-activator RNA Bindin Protein) [42].

O miRNA maduro ¢ capaz de regular a expressdo génica em nivel pos-transcricional; essa
atividade ocorre pela ligacdo, por pareamento complementar de bases, da extremidade 5° do
miRNA (também denominada de seqiiéncia seed) a extremidade 3’ ndo traduzida (3° UTR) do
mRNA, levando, na maioria dos casos, a inibi¢do da traducdo do mRNA por homologia

incompleta ou a degradagdo do mRNA por homologia completa [39].

Os miRNAs também podem se ligar a ribonucleoproteinas na seqiiéncia seed de modo
independente de RISC, e conseqiientemente, interferir na ligagdo miRNA:mRNA resultando
na ativag¢do da tradugdo. Adicionalmente, foi demonstrado que os miRNAs também podem
regular a expressdo génica em nivel transcricional, através da ligacdo direta com o DNA [30].
Os miRNAs constituem, portanto, moléculas com papel relevante na regulacao da expressao
génica ¢ estdo envolvidos em muitos processos bioldgicos importantes, entre eles o
desenvolvimento embrionario, diferenciacdo, apoptose, proliferacdo celular [43-45] e em

mecanismos de oncogénese [46-48].



No cancer, os miRNAs atuam como moléculas reguladoras agindo de forma similar a
genes supressores tumorais ou a oncogenes, sendo denominados oncomiRs [48-50].
Atualmente, foram identificados 2.588 miRNAs maduros no genoma humano (Banco de
dados miRBase, ultima atualizacdo em Junho de 2014, acesso em novembro de 2015
http://www.mirbase.org/cgi-bin/browse.pl?org=hsa), sendo que miRNAs sdo encontrados em
localizagbes gendmicas tais como regides intrénicas de transcritos ndo codificadores, regides
intronicas de transcritos codificadores (tais miRNAs compartilham o promotor génico),
regides exonicas de transcritos ndo codificadores ou regides exonicas de transcritos

codificadores, além de miRNAs que constituem introns (miRtrons) [51, 52].

Os avangos na descoberta dos miRNAs como reguladores da expressdo génica e seu
papel na tumorigénese tém evidenciado os miRNAs como biomarcadores uteis no
diagnostico, prognostico € como potenciais alvos terapéuticos no cancer humano [53-56]. Por
serem moléculas pequenas e estarem associados ao complexo protéico RISC (RNA-Induced
Silencing Complex), os miRNAs sdo moléculas estaveis e podem ser detectadas em amostras
quimicamente degradadas, tais como tecidos fixados em formalina e emblocados em parafina
(FFPE - Formalin-Fixed, Paraffin Embedded). Os miRNAs também sdo detectaveis em
fluidos corporais, tais como plasma e soro. Adicionalmente, os miRNAs tém expressao
tecido-especifica e podem ser detectados utilizando pequenas quantidades de RNA [57]. Estas
caracteristicas tornam os miRNAs relevantes para estudos direcionados ao melhor
entendimento de vias moleculares reguladas por miRNAs e envolvidas na patogénese dos
canceres humanos. Tais estudos podem contribuir para o desenvolvimento de novas

estratégias de tratamento de pacientes com cancer.

1.6. miRNASs e o cincer

A expressao dos miRNAs tem se mostrado desregulada em varios estudos de doencas
humanas, entre elas os diversos tipos de cancer, sugerindo que a desregulacdo dos miRNAs
pode alterar mecanismos moleculares de desenvolvimento e progressdo tumoral [53, 58, 59].
Alteragdes na expressao de miRNAs podem ocorrer devido a diferentes mecanismos, em nivel
genoOmico, tais como amplificacdes, delecdes e mutagdes na seqiiéncia da molécula de
miRNA, defeitos na maquinaria da biogénese de miRNAs ou modifica¢des epigenéticas, tais

como alteragdes no perfil de metilagdo e remodelacdo da cromatina [60].



Estudos em larga escala mostraram que os miRNAs sdo tteis como biomarcadores
moleculares, pois apresentam assinaturas de expressdo diferencial entre células normais e

neoplésicas, contribuindo com a classificacdo de doenca [61].

Um dos primeiros estudos que associou o papel dos miRNAs na tumorigénese humana foi
em leucemia linfocitica cronica (CLL - Chronic Lymphocytic Leukemia), onde constatou-se
que os miRNAs miR-15a e miR-16 estdo mapeados na regido 13q14, que ¢ uma regido de
delegdo caracteristica na CLL. Esse resultado associou essa delecdo com a perda da expressao
desses miRNAs e, consequentemente, a perda do controle da expressdo do gene BCL2 (B-cell
CLL/Lymphoma 2), o qual apresenta papel biologico anti-apoptdtico em algumas células, tais
como os linfocitos [49]. Outros estudos evidenciaram que os miRNAs estdo frequentemente
localizados em regides de ganhos e perdas gendmicas relacionadas ao cancer (revisado em
[30]). Interessantemente, um estudo de genoma total identificou alteragdes no nimero de
copias do DNA associadas a desregulacdo da expressdo de 41 miRNAs em diferentes tipos de
cancer, incluindo carcinomas de ovario, mama ¢ melanoma [62]. Outro estudo avaliou a
expressdo global de miRNAs por microarrays em 540 amostras de seis tumores solidos
diferentes (pulmao, colén, mama, estdmago, pancreas e prostata). Inicialmente, foi realizada
uma comparagdo entre os niveis de expressao de miRNAs em tecidos tumorais € normais; os
autores identificaram 26 miRNAs com expressdao aumentada e 17 miRNAs com expressao
diminuida nos tumores. Os miRNAs miR-21 e miR-17-5p estavam com expressdo aumentada
em todos os tipos de canceres. O miR-155 estava com expressdo aumentada nos carcinomas
de mama, pulméo e colon. O miR-106a estava com expressdo aumentada nos carcinomas

colorretais, entretanto apresentou diminui¢do de expressdo nos carcinomas de mama [63].

O miR-21 ¢ um dos miRNAs mais estudados no cancer humano, cuja alteragdo nos niveis
de expressdo esta relacionada com a tumorigénese. Devido ao grande numero de interagdes
possiveis entre mRNAs-alvo e o miR-21, o papel desse miRNA ainda ndo foi completamente
elucidado. Estudos relatam que o miR-21 esta envolvido em diversos processos celulares,
como sobrevivéncia, proliferacdo e transformacao celular, além de estar associado a processos
inflamatorios [64]. A expressdo aumentada de miR-21 ja foi relacionada a diversos tipos
tumorais, entre eles: carcinoma de células escamosas de cabeca e pescoco, carcinoma
pulmonar de células ndo-pequenas, PDAC e CLL [65]. Um estudo em carcinoma gastrico,
observou que o miR-21 atuava promovendo a proliferacdo, invasdo celular e inibindo a
apoptose. No mesmo estudo foi observado o aumento da expressdo do miR-21 no soro de

pacientes com carcinoma gastrico, associado com tamanho tumoral e estadios mais avangados



da doenca [66]. Estes resultados sugerem que os miRNAs circulantes podem ser usados
como potenciais biomarcadores no céncer, ja que sdo estaveis no sangue, resistem a varios
ciclos de congelamentos e descongelamentos e sdo facilmente detectaveis no soro de
pacientes com céncer [66]. A expressdo anormal de miRNAs no tumor, caracterizada por
niveis diferentes de expressdo do miRNA maduro ou sequéncias de miRNA precursor, ou
“miRNoma” (conjunto de miRNAs do genoma), em comparag¢do com as células normais, tem

provado ser uma das principais anormalidades nas células neoplasicas [67].

Embora a expressao desregulada de miRNAs tenha sido identificada em diversos tipos de
tumores, o envolvimento dos miRNAs no processo de tumorigénese ainda precisa ser
elucidado. Portanto, estudos para a identificacdo de perfis de expressdo global de miRNAs,
bem como caracterizagdo funcional de miRNAs e genes-alvo e seu papel na iniciagdo e
progressdo de neoplasias, sdo necessarios para o melhor entendimento da biologia tumoral.

Tais estudos devem contribuir para a identificacdo de novos alvos terapéuticos no cancer.

1.7.  MicroRNAs em carcinomas de péincreas

O papel dos miRNAs no desenvolvimento e progressdo dos carcinomas de pancreas ndo
esta completamente elucidado [68]. Estudos anteriores identificaram perfis diferenciais de
expressdo de miRNAs entre PDAC e tecido histologicamente normal adjacente ao tumor,

sugerindo a potencial aplicagdo dos miRNAs como biomarcadores diagndsticos [11, 69].

Um estudo de expressao global de miRNAs foi realizado por Szafranska [70] onde foram
analisados 10 casos de PDAC, 7 casos de pancreatite cronica ¢ 7 tecidos normais como
controle, sendo identificado um grupo de 20 miRNAs como classificador diferencial entre
carcinoma de pancreas, pancreatite cronica e pancreas normal. Além disso, os autores
identificaram dois miRNAs especificos de tecido pancreatico normal; miR-216 e miR-217, os
quais apresentavam expressdo diminuida ou ausente em carcinoma pancreatico, sugerindo-os
como potenciais biomarcadores com valor diagnostico. Outro estudo analisou a expressdo de
95 miRNAs em 17 amostras de PDAC e os tecidos histologicamente normais adjacentes ao
tumor e identificou 8 miRNAs (miR-196a, miR-190, miR-186, miR-221, miR-222, miR-
200b, miR-15b e miR-95) com expressdo aumentada nos tumores comparado aos tecidos
normais. Os autores sugeriram que esses miRNAs podem compartilhar vias moleculares
comuns na patogénese do carcinoma de pancreas ¢ que investigacdes funcionais dessas vias
podem ser uteis no desenvolvimento de novas estratégias para diagnodstico e tratamento de

carcinomas de pancreas [71].



Perfis de expressao diferencial de miRNAs entre 65 amostras de PDAC, tecido normal
adjacente e 42 amostras de pancreatite cronica também foram analisados em outro estudo,
onde 25 miRNAs estavam diferencialmente expressos [72]. Um grupo de sete miRNAs (miR-
21, miR-221, miR-222, miR-181, miR-181b, miR-181d, e miR-155) foi capaz de diferenciar
os carcinomas de pancreas dos tecidos de pancreatite cronica e normal. Utilizando estes sete
miRNAs, foi possivel classificar corretamente 90% das amostras, sendo que todos esses
miRNAs estavam altamente expressos nos carcinomas quando comparado com tecido normal
e pancreatite cronica. Os autores também identificaram um sub-grupo de 6 miRNAs (miR-
452, miR-105, miR-127, miR-518a, miR-187 e miR-30a-3p) com poder de predicdo da

sobrevida a curto e longo prazos [72].

Recentemente, um estudo de meta-analise utilizou dados de expressdo de miRNAs em
tecido tumoral ou sangue de 1.525 pacientes com PDAC e identificou sete miRNAs (miR-
10b; miR-21; miR-155; miR-196a/b; miR-203 e miR-222 ¢ miR-34a/b) com valor
prognostico, sendo que a alta expressdo do miR-21 estava associada com baixa sobrevida

apos a resseccdo cirargica [13].



2. JUSTIFICATIVA

Apesar dos avangos nas estratégias cirirgicas para tratamento do carcinoma pancreatico, o
prognostico dos pacientes ainda é muito pobre. Estratégias de tratamento vigentes t€m falhado
em atenuar a agressividade da doenga ou melhorar a sobrevida dos pacientes. Estudos prévios
relataram uma variedade de genes alterados, revelando heterogeneidade genética entre
tumores de diferentes pacientes. Portanto, o insucesso da quimioterapia convencional pode ser
atribuido a agressividade dos PDACs, a qual pode estar associada a heterogeneidade da
biologia tumoral. A identificagdo de alteragdes moleculares especificas no cancer de pancreas
¢ necessaria para o desenvolvimento subseqiiente de estratégias direcionadas e eficazes de

tratamento [12].

Justifica-se, portanto, a necessidade de identificagdo de vias moleculares como alvos
terapéuticos potenciais nos PDACs, e vias moleculares alteradas e associadas ao
desenvolvimento de outros carcinomas presentes na regido proxima ao pancreas, por exemplo,
os AMP. Interessantemente, tais carcinomas, embora apresentem sintomatica clinica similar,

tém comportamento clinico distinto apos a ressec¢do cirurgica.

As estratégias de identificacdo de alteracdes na expressdo de miRNAs podem contribuir
para elucidar mecanismos moleculares modulados por miRNAs em PDAC e AMP. Os
resultados podem ter futura aplicacdo clinica utilizando miRNAs e os genes-alvo regulados
por miRNAs como biomarcadores com valor diagndstico, prognostico e/ou terapéutico para

pacientes com PDAC.
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3. OBJETIVOS

1. Identificar o perfil global de expressao de miRNAs em carcinomas de pancreas;

2. Correlacionar os dados de expressio de miRNAs com os dados clinicos ¢

histopatologicos;

3. Utilizar ferramentas de analise bioinformatica para identificar:
a) mRNAs-alvo regulados por miRNAs,
b) redes de regulacio miRNA-mRNA alvo,

c) redes de interagdo protéica.
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1.  Consideracoes sobre os aspectos éticos

Este projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da
Faculdade de Medicina de Botucatu (FMB) (4382-2012), Anexo 1. O Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi dispensado, uma vez que foram utilizadas
amostras de arquivo, coletadas retrospectivamente (blocos de parafina), e a grande maioria
dos casos era proveniente de pacientes que ja foram a dbito devido ao carater agressivo da

doenca.

4.2.  Critérios de inclusdo e exclusdo dos pacientes
Este estudo incluiu um grupo amostral de conveniéncia, onde foram utilizadas amostras de
tumor de pacientes que foram atendidos no Hospital das Clinicas de Botucatu (HCB) da

FMB, UNESP.

Os critérios de incluso dos pacientes foram: diagnodstico de carcinoma pancreatico,
subtipo histologico adenocarcinoma ou adenocarcinoma de papila de Vater, de qualquer
estadiamento e grau histologico, amostras provenientes de pacientes submetidos a cirurgia ou

bidpsia, pacientes ndo tratados com quimio e/ou radioterapia anteriormente a cirurgia.

Os critérios de exclusdo foram: pacientes com outros tumores ndo classificados
histologicamente como adenocarcinoma pancreatico ou adenocarcinoma de papila de Vater,

pacientes que foram tratados com quimio e/ou radioterapia anteriormente a cirurgia.

4.3.  Identificacdo das amostras

Foram realizadas buscas no banco de dados no Departamento de Patologia da Faculdade
de Medicina de Botucatu — UNESP, para a identificagdo dos casos de PDAC ¢ AMP que
atendessem aos critérios propostos neste estudo. Apds a identificacdo dos casos, as laminas
histologicas de cada caso foram requisitadas e analisadas pela patologista responsavel pelo
servico de Gastroenterologia (MAMRK). Nessa etapa inicial foi analisada uma média de 20
laminas histologicas para cada caso (n=63), totalizando uma média de 1.260 laminas. Essa
analise histologica rigorosa foi importante para identificar os blocos de melhor qualidade para
a analise molecular subsequente. Este procedimento garantiu uma melhor homogeneidade das
amostras, evitando pequenos fragmentos e amostras com grande heterogeneidade celular.

Além disso, as laminas histologicas coradas em hematoxilina e eosina (H&E) foram marcadas
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a fim de identificar as areas de tecido tumoral e normal em cada corte histologico. Essas areas
foram utilizadas como guia na etapa de microdisseccao dos cortes de parafina contendo areas
dos tecidos de interesse. A Figura 1 ¢ um exemplo representativo das amostras de AMP e

PDAC selecionados para o estudo de expressao de miRNAs.

Figura 1. Cortes histologicos representativos em A e B: AMP, em C e D: PDAC, corado
com H&E. Em A e C: Visdo dos cortes em aumento de 100X; em B e D: Detalhe das células
neoplésicas dispostas em papilas das atipias celulares e em grandes ductos, respectivamente,

em aumento de 200X.

13



4.4.  Delineamento e selecdo das amostras

O delineamento e a selecdo das amostras utilizadas estdo apresentados na Figura 2.

80 amostras foram identificadas com os termos
(adenocarcinoma pancredatico, adenocarcinoma de ductos
pancreaticos, adenocarcinoma de pancreas)

l

17 registros duplicados foram excluidos

l

63 amostras selecionadas

l

Andlise de 1.260
laminas (para a selecao
dos blocos)

l

15 amostras de
biopsia foram
excluidas, devido a
material insuficiente

48 amostras foram
selecionadas para
extracdo de RNA

l

30 amostras selecionadas
para a quantificacio da
expressao de miRNAs

Figura 2. Delineamento e selecdo das amostras.

18 amostras foram
excluidas devido a
quantidade insuficiente
de RNA.
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4.5.  Coleta de dados epidemiologicos, fatores de risco e anatomopatolégicos

O levantamento dos dados foi realizado por meio da andlise dos prontudrios médicos de
cada paciente e laudo da patologia. Os dados obtidos foram a data de diagnostico, idade do
paciente ao diagnostico, sexo, grau histologico do tumor, grau de diferenciacdo tumoral,

estadiamento da doenca, presencga de metastase regional e/ou a distancia.

4.6. Analise molecular

4.6.1. Microdissecgcdo com agulha

Ap6s a identificagdo dos blocos, cada bloco foi cortado, sendo confeccionadas 5 1aminas
de 10um cada. Para a microdissec¢do dos tecidos, as laminas foram incubadas em Xilol 100%
(Merk KGaA, Darmstadt, Germany) por 10 min e em seguida transferidas para cubas para
desidratacao e re-hidratacdo em uma série de etanol, 100% - 5 min, 95% - 5 min, 80% - 5
min, 70% - 5 min. Os tecidos foram posteriormente corados em uma solu¢do de hematoxilina
diluida 5:1 por 15 s, para identificacdo das areas a serem microdissecadas. As laminas foram
armazenadas em agua MilliQ ddH20 até o momento da raspagem com agulha hipodérmica
estéril 1,60x40mm (Becton Dickinson, Curitiba, Parana, BR). As areas correspondentes ao
tumor e ao tecido histologicamente normal foram removidas, separadamente, utilizando o
estereomicroscopio Leica EZ4 (Leica Microsystems, China) para a visualizacdo e raspagem
dos tecidos. Os tecidos foram colocados em tubos eppendorf de 1,5 mL, livres de RNase e
estéreis e acrescidos de tampao de digestdo do kit RecoverAll Total Nucleic Acid Isolation
(Ambion by Life Technologies, Austin, TX, USA), para o inicio da extracdo do RNA total,

conforme descrito abaixo.

4.6.2. Extracdo de RNA

A extracdo do RNA total foi realizada utilizando o Recover All Total Nucleic Acid
Isolation kit (Ambion, Life Technologies, Austin, TX, USA), segundo o protocolo do
fabricante. A partir das amostras microdissecadas e acrescidas de 200 puL de tampdo de
digestdo, foram adicionados 4uL de enzima protease a cada amostra, e incubadas por 2 h a
50°C, permitindo a lise do tecido e liberagdo do RNA, seguido de 15 min de incubagdo a
80°C para a inativagdo da protease. Apos esta primeira incubagdo, foram adicionados 550uL
de etanol absoluto ¢ 240ul. do reagente isolation additive (fornecido pelo kit) totalizando um
volume de 790uL por amostra; essa etapa tem o objetivo de ajudar na separacdo dos acidos

nucléicos do restante dos componentes celulares. As proximas etapas consistiram na
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purificacdo do RNA através de colunas com filtros de silica, onde o RNA total adere a silica e
os contaminantes sdo descartados no material filtrado. A purifica¢do foi realizada em duas
etapas, na primeira etapa adicionou-se 700puL da solucdo de lavagem Washl (fornecida pelo
kit), seguida por centrifugacio a 10.000 rpm e temperatura ambiente (TA) por 30 s.
Desprezou-se o filtrado e na mesma coluna de purificacdo adicionou-se 500uL da solugdo de
lavagem Wash2/3 (também incluida no kit). As amostras foram entdo novamente submetidas
a centrifugag@o por 30 s a 10.000 rpm em TA. Para evitar a contaminagdo do RNA com DNA,
foi realizado tratamento com DNAse. Mix contendo 4uL. da enzima DNAse, 6uL. do tampao
10X DNA buffer e 50uL de agua livre de nuclease (nuclease-free) foi preparado. Todos estes
reagentes fazem parte do kit de extracdo. Foram entdo adicionados a cada amostra, 60uL
deste mix no centro da coluna, seguida de incubacdo por 30 min em TA. Apoés este tratamento
foi realizada a segunda etapa de lavagem, onde inicialmente adicionou-se 700uL da solucao
Washl seguida por centrifugacdo por 30 s a 10.000 rpm em TA. Desprezou-se o filtrado e em
seguida na mesma coluna de purificacdo, adicionou-se 500uL da solugcdo Wash2/3. As
amostras foram entdo novamente centrifugadas por 30 s a 10.000 rpm em TA. Com o intuito
de eliminar solugdes de lavagem residuais nos filtros das colunas de purificacdo, nova
centrifugacdo por 30 s a 10.000 rpm em TA foi realizada. O filtro foi entdo transferido para
um novo tubo coletor fornecido pelo kit para a eluicido do RNA que foi realizada em duas
etapas. Primeiro foram adicionados 10uL de agua RNAse-free no centro do filtro, incubado
por 1 min em TA, seguido de centrifugagdo por 1 min a 14000 rpm em TA. Na segunda etapa
foram adicionados SpL de agua estéril e livre de RNAse (Sigma) no centro do filtro, incubado
por 1 min em TA, seguida por centrifugagdo por 1 min a 14000 rpm em TA. O RNA total

obtido foi entdo armazenado a -80°C.

4.6.3. Avaliacdo da quantidade e qualidade do RNA
A analise de quantificacdo e avaliacdo da qualidade/pureza das amostras de RNA total foi
realizada no equipamento NanoDrop 8000 (ThermoScientific, EUA), o qual permite
quantificar o RNA total contido em cada amostra, verificando também a presenca de

contaminagao por proteinas e/ou residuos de solventes organicos.

4.6.4. Reacdo de Transcricdo Reversa de miRNAs
A transcrigdo reversa dos miRNAs foi realizada utilizando o kit TagMan® MicroRNA
Reverse Transcription Kit (Life Technologies, EUA) combinado com o Megaplex™ RT

Primers Pool A v2.1 (Life Technologies, EUA), seguindo as orientagdes do fabricante. Esse
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sistema permite a transcricdo reversa apenas dos miRNAs maduros inclusos no cartio
Tagman Low Array Density Card A (Life Technologies, EUA). Na reacdo foram adicionados
ao RNA total (600ng) os seguintes componentes do kit: Megaplex™ RT Primers (10X),
dNTPs com dTTP (100mM), MultiScribe™ Reverse Transcriptase (50U/uL), 10X RT
Buffer, inibidor de RNase (RNase Inhibitor) (20U/uL). A mistura foi incubada nas seguintes
condicdes: 40 ciclos de 16°C por 2 min., 42°C por 1 min. e 50°C por 1 s; seguido da
inativagdo da transcriptase reversa a 85°C por 5 min. O produto da transcri¢do reversa foi

armazenado no -20°C até o momento da utilizagao.

4.6.5. Analise da expressio de microRNAs

A analise de expressdo global de miRNAs foi realizada utilizando a plataforma TagMan
Array Human MicroRNA Cards (TLDA) (card A, v3.0) (Life Technologies), um cartdo de
microfluidos contendo 384 miRNAs e otimizado para o uso com amostras de arquivo (FFPE).
A plataforma inclui trés controles (miRNAs enddgenos) para normalizagdo dos dados, e um
ensaio ndo humano como controle negativo.

Para o preparo da PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR) foram utilizados: 450 pL
de master mix Tagman® Universal Master Mix II, no UNG (Life Technologies); 6 uL de
cDNA (produzido em etapa anterior) e 444 pL de 4gua livre de nuclease (Sigma ddH20).
Foram adicionados 100 pL desse mix em cada pogo da placa; seguido por centrifugacdo da
placa a 1.200 rpm por 1 min, duas vezes. A RT-qPCR foi realizada no equipamento
QuantStudio 12K (Life Technologies). Os dados de expressdo de miRNAs foram analisados
no programa Expression Suite (Life Technologies); que ¢ componente do equipamento
QuantStudio 12K (Life Technologies). Os dados de expressio de miRNAs foram
normalizados utilizando controles endogenos, os quais constituem controles internos que nao
devem variar significativamente em niveis de expressdo nas amostras teste (carcinoma) e
controle normal. Os controles enddgenos mais utilizados em analises de expressdo de
miRNAs e presentes no cartdio TLDA sdo o RNU-44, RNU-48 ¢ U6 (RNA nucleolar
pequeno). A analise dos controles endogenos indica a qualidade das reagdes de amplificagao.
Assim, esta analise ¢ fundamental e um dos primeiros passos a serem realizados em estudos

de expressdo de miRNAs.
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4.7.  Analise dos dados

4.7.1. Processamento dos dados de expressio
Os dados de expressdao foram extraidos do equipamento QuantStudio™ 12K Flex,
utilizando o programa ExpressionSuite Software v1.0.3 for Microsoft® Windows®, uma
ferramenta de andlise de dados que utiliza o método comparativo CT (AACT) [73], esta
plataforma permite quantificar a expressdo gé€nica relativa através de um grande niimero de

genes € amostras.

4.7.2. Andlise estatistica

Foram utilizados diferentes metodologias de andlise estatistica para estudar a possivel
correlacdo entre a expressdo dos miRNAs alterados com os dados demograficos e
anatomopatologicos dos pacientes com adenocarcinoma de ductos pancreaticos e carcinoma
de papila de Vater. Os dados de expressdao dos miRNAs foram testados utilizando o teste nao
paramétrico de Wilcoxon para duas amostras independentes. Um estudo das curvas de
sobrevivéncia dos pacientes foi realizado para os dados clinicos dos pacientes e aplicou-se o
teste do log-rank [74]. A andlise de sobrevida livre de doenga considerou o intervalo de tempo
entre a data de cirurgia e a data do ultimo seguimento ou Obito. Para detectar diferencas
estatisticamente significativas, considerou-se o nivel de significancia de 5% (p<0,05). A
analise descritiva dos dados foi realizada, para verificar a distribuicdo dos dados de expressao
de miRNAs com diferenca estatisticamente significativa entre tumor e normal. As analises
estatisticas foram realizadas no programa SAS 9.3 (Statistical Analyses System). Essa etapa
do trabalho foi realizada com auxilio do Prof. (R.A.O.), Depto. de Bioestatistica, Instituto de

Biociéncias de Botucatu (IBB), UNESP.

4.7.3. Predicdo de alvos e vias dos miRNAs

Os miRNAs significativamente desregulados (p<0,05) em tumor vs. normal foram
utilizados em analise bioinformatica de predicdo dos mRNAs-alvo regulados por estes
miRNAs. Esta analise foi realizada utilizando a ferramenta de bioinformatica microRNA Data

Integration Portal (http://ophid.utoronto.ca/mirDIP/) [75]. Esta ferramenta é util para a

predicdo global de genes-alvo regulados por miRNAs, pois integra dados de miRNAs
disponiveis nos principais bancos de dados publicos; DIANA-microT [76, 77],
microRNA.org/miRanda [78, 79], microCosm Targets (http://www.ebi.ac.uk/enright-

srv/microcosm/htdocs/targets/vS/), picTar (http://pictar.mdc-berlin.de/), PITA
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(http://genie.weizmann.ac.il/pubs/mir07/mir07_dyn_data.html), RNA22 microRNA target

detection (http://cbcsrv.watson.ibm.com/rna22.html) e TargetScan [80-82].

A integracdo de bancos de dados oferece maior acuracia na predicdo de genes-alvo
regulados por miRNAs. Por exemplo, integrando interagdes conhecidas e preditas entre
proteinas e combinando com vias moleculares descritas em banco de dados publicos, tais
como 0 KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes) [83] e com as anotagdes génicas
disponiveis no banco de dados GeneCards [84], é possivel interpretar as alteracdes na

expressdo de miRNAs e seu significado funcional [85, 86].

Adicionalmente, os programas 12D  (Interologous  Interaction  Database)

(http://ophid.utoronto.ca/i2d, v.2.3), um banco de dados de interagdes protéicas [87] e

NAViGaTOR v.2.3.2 [88] foram utilizados para construcdo de redes de interacdo protéica
entre as proteinas codificadas pelos genes-alvo regulados por miRNAs e visualizagdo das

redes de interacdo moduladas pelos miRNAs, respectivamente.

4.8. Meta-andlise em adenocarcinoma ductal pancredtico
A meta-analise foi realizada com o objetivo de comparar nossos dados de expressdo
de miRNAs com dados da literatura de expressdo de miRNAs em PDAC. Em nossa meta-
analise, identificamos apenas um trabalho contendo dados de expressao de miRNAs em AMP
[89], entretanto, esse estudo ndo atendia aos critérios de inclusdo por ndo apresentar validagao

dos dados. Portanto, a meta-analise contém apenas dados gerados em PDAC.

A Figura 3, abaixo, mostra o delincamento da meta-analise, realizada de acordo com

as recomendacoes de Moher et al. [90].

Dados de estudos publicados (2000-2015) foram pesquisados e obtidos dos bancos de

dados publicos PubMed (www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed) e Gene Expression Omnibus

(GEO) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/). Os critérios de inclusdo de estudos foram os

seguintes: trabalhos em PDAC, amostras de tumor primario, humano, inclusdo de amostras de
tecido pancreatico normal dos mesmos pacientes, mesmo que um subgrupo, amostras
provenientes de tecido coletado a fresco e/ou congelado ou fixado em parafina (FFPE),
contendo dados de expressdo global de miRNAs e que foram validados, acesso aos dados
brutos de expressdo de miRNAs. As palavras-chave utilizadas na pesquisa foram: global gene
expression, global microRNA expression, microRNA expression, microRNA signature,

pancreatic adenocarcinoma, tissue, human. De acordo com esses critérios, foram incluidos 6
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estudos [70-72, 91-95] (Tabela 1). Nossos dados de expressdo de miRNAs foram comparados

aos dados de miRNAs s identificados na meta-analise.

)
129 registros identificados através
(=}
S da busca de bancos de dados do
5 PubMed e Gene Expression
o=
E=
=
%]
=
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— 38 registros excluidos por estarem
— duplicados
S
s v
=
A 91 registros
selecionados
—/
)
2]
E A 4
= 6 artigos de texto
a .
A completo ‘av‘a'hados para
= elegibilidade
<3
—
)
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'§ meta-analise
S
=
[S=
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Figura 3. Delineamento da meta-analise [90].

A\ 4

85 registros excluidos

por ndo atenderem aos

critérios de inclusdo e
exclusido
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Tabela 1. Descrigdo dos 6 estudos utilizados na meta-analise.

Autores Acronimo Tamanho Plataforma de analise
amostral
miRNA microarray
Bloomston M et al. 2007 BM 65 PDAC, 65N .
(customizado)
Lee EJ, et al. 2007 LE 28 PDAC, 15N miRNA microarray
(Agilent)
miRNA microarray
Szafranska AE, et al. 2007 SA 8 PDAC, 5N .
(customizado)
Zhang Y, et al. 2009 A% 6 PDAC, 5N RCURY LNAarray
(Exiqon)
Jamieson NB, et al. 2012 N 48 PDAC, 10N MIRNA Microarray v.2.0
(Agilent)
Piepoli A, et al. 2012 PA 17 PDAC, 17N eneChip miRNA array
(Affymetrix)

PDAC - adenocarcinoma ductal pancreatico
N- tecido pancreatico histologicamente normal.
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5. RESULTADOS

5.1.  Dados demogrdficos e anatomopatologicos

Os casos foram divididos de acordo com o resultado anatomopatologico em dois grupos:
PDAC (n=24 casos) e AMP (n= 6 casos). A distribuicao dos casos de PDAC de acordo com o
género mostrou que a 50% dos pacientes eram do sexo feminino e 50% do sexo masculino. A
média das idades foi de 59 anos. Dentre os casos de AMP, houve uma predominancia de
pacientes do sexo masculino (83,3% dos casos). A média das idades foi de 60 anos. Quanto
ao estadiamento da doenga, a maioria dos casos (18/30; 75%) de PDAC eram de estadio IIB,
onde hé a presenga de metastase em linfonodos regionais. Dentre os pacientes com AMP, 2
apresentavam doenca classificada com estadio 1A, 2 com doenga em estadio IIA ¢ 2 com

estadio IIB. Os dados demograficos e histopatologicos estdo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2. Dados demograficos e histopatologicos dos pacientes diagnosticados com

adenocarcinoma ductal pancreatico e adenocarcinoma de papila de Vater.

Adenocarcinoma Adenocarcinoma de
Variaveis ductal pancreatico N (%) papila de Vater N (%)
(PDAC) N=24 (AMP) N=6
Idade (anos)
Mediana 59 65
Media 59 (38a77) 60 (31a73)
Sexo
Masculino 12 50 5 83,3
Feminino 12 50 1 16,7
Grau tumor
BD 20 83,4 4 66,6
MD 2 8,3 1 16,7
PD 2 8,3 1 16,7
Categoria T
T1-T2 9 37,5 2 33,3
T3-T4 15 62,5 4 66,7
Metastase em
linfonodos
Positivo (N1) 15 62,5 2 33,3
Negativo (NO) 4 16,6 4 66,7
Indeterminado (Nx) 5 20,9 0
Metastase a
distancia
Positivo (M1) 1 4,2 0 0
Negativo (MO0) 1 4,2 0 0
Indeterminado (Mx) 22 91,6 6 100
Estadiamento da
doenca
Ia 1 42 2 33,3
Ib 0 0 0 0
Ila 2 8,3 2 33,3
IIb 18 75 2 33,3
111 1 472 0 0
v 2 8,3 0 0

BD: bem diferenciado
MD: moderadamente diferenciado
PD: pobremente diferenciado
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5.2.  Perfil de expressdo de microRNAs em adenocarcinoma de ductos pancredticos

As analises foram realizadas para identificar os diferentes niveis de expressdo dos
miRNAs nas amostras tumorais em relacdo aos tecidos histologicamente normais adjacentes
ao tumor. Essa analise identificou 63 miRNAs com expressdo diferencial estatisticamente
significativa (FC > 2 e p < 0,05) (Figura 4), sendo que 33 miRNAs estavam com expressao
aumentada e 30 miRNAs estavam com expressdo diminuida nos tumores comparado com os
tecidos normais (Tabela 3). Os valores de FC (fold change) indicam ou numero de vezes no

qual o miRNA esta com expressdo aumentada ou diminuida.

Volcano Plot (P-Value vs Fold Change)
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Figura 4. Volcano plot, ilustrando os miRNAs com expressao significativamente desregulada
(FC>2 e p<0,05) em PDAC comparado com tecido pancreatico histologicamente normal.

FC=fold change.
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Tabela 3. miRNAs com expressdo alterada em adenocarcinomas de ductos pancreaticos.

Expressao Expressao
diminuida aumentada
miRNA FC P-Value miRNA FC P-Value
miR-10b 0,001 0,000 miR-127-5p 5,179 0,000
miR-139-3p 0,000 0,000 miR-744 5,164 0,000
miR-296 0,001 0,000 miR-222 4,522 0,000
miR-872 0,001 0,000 miR-210 8,365 0,000
miR-367 0,000 0,000 miR-99a 6,212 0,000
miR-570 0,000 0,000 miR-152 3,122 0,000
miR-551b 0,000 0,000 let-7d 3,665 0,000
miR-520f 0,001 0,000 miR-886-5p 3,317 0,000
miR-299-5p 0,001 0,000 miR-34a 2,801 0,000
miR-548a 0,005 0,000 miR-199a-3p 2,191 0,001
miR-129 0,005 0,000 miR-223 2,740 0,001
miR-130a 0,056 0,000 miR-27a 2,488 0,001
miR-148a 0,089 0,000 miR-21 3,861 0,001
miR-375 0,084 0,000 miR-208 115,677 0,002
miR-511 0,113 0,000 miR-125b 2,117 0,002
miR-204 0,408 0,000 miR-127 2,488 0,003
miR-376a 0,266 0,000 miR-451 7,178 0,004
miR-141 0,249 0,000 miR-31 5,479 0,004
let-7b 0,268 0,000 let-7¢ 2,123 0,007
miR-455-3p 0,000 0,001 miR-532 2,506 0,009
miR-137 0,001 0,001 miR-186 2,645 0,010
miR-337-5p 0,401 0,001 miR-490 9,554 0,011
miR-483-5p 0,419 0,001 miR-636 4,776 0,013
miR-30b 0,433 0,001 miR-135b 3,118 0,016
miR-624 0,002 0,002 miR-365 8,055 0,017
miR-216b 0,126 0,003 miR-532-3p 3,666 0,021
miR-215 0,323 0,004 miR-15a 55,964 0,024
miR-615 0,000 0,008 miR-145 2,327 0,029
miR-20b 0,369 0,029 miR-190 392,215 0,030
miR-301 0,062 0,031 miR-125a-5p 3,790 0,032
miR-422a 14,886 0,033
miR-887 116,270 0,044
miR-212 12,988 0,044

FC: fold change. Na analise dos dados, apenas os miRNAs com FC > 2 foram incluidos.
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5.3.  Perfil de expressdo de microRNAs em carcinoma de papila de Vater

Essa analise identificou 7 miRNAs

com expressdo diferencial estatisticamente

significativa (FC > 2 e p < 0,05) nos AMP (Figura 5), em compara¢do com os tecidos

histologicamente normais adjacentes ao tumor, dos mesmos pacientes (Tabela 2).

Trés

miRNAs (miR-148a, miR-375 e let7-e) mostraram expressdo diminuida e quatro miRNAs

(miR-150, miR-324-3p,

miR-222 e miR-331) expressdo aumentada nos

tumores.

Interessantemente, diminui¢do da expressdo dos miRNAs miR-375 e miR-148a e aumento da

expressdo do miR-222 foram detectados tanto nos PDACs quanto nos AMPs (ambos com FC

>2 e p <0,05), conforme ilustrado na Figura 6.
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Figura 5. Volcano plot, ilustrando os miRNAs com expressao significativamente desregulada

(FC>2 e p<0,05) em carcinomas AMP comparado com tecido histologicamente normal.

Tabela 4. miRNAs com expressao alterada em carcinomas de papila de Vater.

Expressao Expressao
diminuida aumentada
miRNA P-value miRNA FC P-value
miR-148a 0,096 0,023 miR-331 3,672 0,013
miR-375 0,168 0,035 miR-150 3,135 0,035
let-7e 0,299 0,037 miR-324-3p 6,046 0,037
miR-222 7,723 0,045

FC: fold change. Na andlise dos dados, apenas os miRNAs com FC > 2 foram incluidos.
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Figura 6. Diagrama de Venn ilustrando o nimero de miRNAs diferencialmente expressos
entre os subtipos tumorais € os miRNAs comumente desregulados em PDAC e carcinomas

AMP.

5.4. Correlacido da expressio de miRNAs com os dados demogrdficos e
anatomopatologicos

Quando correlacionamos a expressdo dos miRNAs com os dados clinicos disponiveis, ndo

foi encontrado nenhum resultado significativo, provavelmente devido ao nimero limitado de

amostras.

5.5. miRNASs desregulados em adenocarcinoma pancredtico: meta-andlise de dados
da literatura
Os resultados da meta-analise identificaram 109 miRNAs desregulados em 172 tumores
comparados com 117 tecidos pancreaticos histologicamente normais. 12/109 miRNAs (miR-
100, miR-107, miR-143, miR-145, miR-155, miR-21, miR-221, miR-222, miR-223, miR-23a,
miR-24 e miR-148a) foram identificados com expressdo aumentada ou diminuida em pelo

menos 3 estudos diferentes.

Os dados da analise de predigdo mostraram varios genes-alvo potencialmente regulados
pelos miRNAs identificados, os quais codificam proteinas com func¢des bioldgicas

importantes na tumorigénese, tais como controle da transcri¢do, tradugdo, morte celular, entre
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outras. Os genes-alvo preditos, na sua maioria, também estdo frequentemente desregulados

em céncer, incluindo carcinomas de pancreas.

5.6. Correlacio dos miRNAs expressos em adenocarcinomas ductais com dados da
meta-andlise
Corroborando nossos achados, 4 miRNAs (miR-139-3p, miR-141, miR-148a e miR-375)
foram relatados com expressdo diminuida e 14 miRNAs (let-7d, miR-125a-5p, miR-125b,
miR-127, miR-145, miR-186, miR-190, miR-21, miR-210, miR-212, miR-222, miR-223,
miR-27a, miR-31 e miR-34a) com expressdo aumentada nos dados da literatura. Outros
miRNAs foram relatados como alterados, porém com resultado inverso ao observado no
nosso estudo. Por exemplo, os miRNAs miR-10b, miR-130a, miR-301, miR-376a ¢ miR-887
foram identificados com expressdo diminuida nos nossos resultados e com expressiao

aumentada nos dados da meta-analise. Esses resultados estdo apresentados na Tabela 5.

Tabela 5. Descrigdo dos miRNAs com expressdo diferencial concordante entre nossos

resultados e os miRNAs identificados na meta-analise.

miRNAs Estudos miRNAs com expressao Estudos
com expressio diminuida  (acréonimo) aumentada (acronimo)
miR-139-3p IN let-7d LE PA
miR-141 SA JN miR-125a-5p PA
miR-148* BM SA JN miR-125b-1 BM LE
miR-375 BM SA miR-145 AS JN PA
miR-186 7Y
miR-190 7Y
miR-21 BM LE JN
miR-210 BM SA
miR-212 LE
miR-222 BM SA ZY JN
miR-223 BM SA JN
miR-27a IN
miR-31 SA PA
miR-34a IN

Bloomston M et al. 2007 (BM)
Lee EJ, etal. 2007 (LE)
Szafranska AE, et al. 2007 (SA)
Zhang Y, et al. 2009 (ZY)
Jamieson NB, et al. 2012 (JN)
Piepoli A, et al. 2012 (PA)
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5.7. Resultados de predigdo de genes-alvo regulados por miRNAs

Os dados da analise de predigdo mostraram varios genes-alvo potencialmente regulados
pelos miRNAs identificados, os quais codificam proteinas com fung¢des bioldgicas
importantes na tumorigénese, tais como controle da transcri¢do, tradug@o, morte celular, entre

outras, tanto em adenocarcinoma de ductos pancreaticos (Figuras 7 e 8), quanto em carcinoma

de papila de Vater (Figura 9).
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- Cellular Fate and Organizati
- Translation

- Transcriptional Control
- Transcription

- Other Metabolism

- Protein Fate

- Amino Acid Metabolism
- Transport and Sensing
- Stress and Defence

- Energy Production
nrnatchad

Figura 7. Analise de interacdo entre microRNAs e genes-alvo em adenocarcinoma de
ductos pancredticos. Rede de interagdo proteina e os 63 miRNAs desregulados em
adenocarcinoma de ductos pancreaticos comparado com o tecido histologicamente normal
adjacente. A rede de interacdo foi construida utilizando o programa 12D - Interologous
Interaction Database e visualizada no programa NAViGaTOR. As anotagdes funcionais estdo

destacadas na figura, pela cor, para cada interagdo proteina-proteina.
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Figura 8. Analise de interacdo entre microRNAs e genes-alvo em adenocarcinoma de
ductos pancreaticos. Rede de interacdo proteina e os 63 miRNAs desregulados em
adenocarcinoma de ductos pancreaticos comparado com o tecido normal adjacente, mostrando
todos os alvos que sdo regulados por mais de um miRNA. A rede de interacdo foi construida
utilizando o programa I2D - Interologous Interaction Database e visualizada no programa
NAViGaTOR. As anotacdes funcionais estdo destacadas na figura, pela cor, para cada

interagdo proteina-proteina.
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Figura 9. Analise de interac@o entre microRNAs e genes-alvo em carcinoma de papila de
Vater. Rede de interagdo proteina e os 7 miRNAs desregulados em carcinoma de papila de
Vater comparado com o tecido histologicamente normal adjacente ao tumor. A rede de
interagdo foi construida utilizando o programa 12D - Interologous Interaction Database e
visualizada no programa NAViGaTOR. As anotac¢des funcionais estdo destacadas na figura,

pela cor, para cada interag@o proteina-proteina.
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6. DISCUSSAO

Alteragdes na expressdo de miRNAs contribuem com o desenvolvimento e progressdo
tumoral, sendo que as neoplasias humanas possuem perfis diferenciais de expressdo de
miRNAs associados ao comportamento bioldgico tumoral [96]. A identificacdo de perfis
desregulados de expressdo de miRNAs no cancer pode contribuir para o entendimento da
biologia tumoral pela identificacdo de vias moleculares moduladas pelos miRNAs. Devido ao
seu papel importante na regulagdo génica, os miRNAs tém sido indicados como moléculas

promissoras no desenvolvimento de novos tratamentos para o cancer [42].

Nossos resultados identificaram que em PDAC um grupo de 63 miRNAs estava com a
expressdo alterada (30 miRNAs com expressdo diminuida e 33 com a expressdo aumentada.
Nos AMP, 7 miRNAs estavam desregulados (3 com expressdo diminuida e 4 com expressiao
aumentada). Quando comparamos a expressdo entre ambos os tipos tumorais, identificamos
que 3 miRNAs (miR-375, miR-148a e miR-222) apresentavam niveis semelhantes de

expressdo, sugerindo que vias moleculares comuns devem estar alteradas nesses tumores.

Nossos resultados de expressao de miRNAs em PDAC foram comparados com dados de
meta-analise incluindo 6 estudos [70-72, 91-95] os quais identificaram 120 miRNAs
desregulados (84 com expressdao aumentada e 36 com expressdo diminuida) em 172 tumores
comparados com 117 tecidos pancreaticos histologicamente normais. Niveis de expressao de
18 miRNAs: 14 miRNAs com expressdao aumentada (let-7d, miR-125a-5p, miR-125b, miR-
145, miR-186, miR-190, miR-21, miR-210, miR-212, miR-222, miR-223, miR-27a, miR-31 ¢
miR-34a), 4 miRNAs estavam com a expressdao diminuida (miR-139-3p, miR-141, miR-148a
¢ miR-375) foram concordantes entre os nossos resultados e os dados da meta-analise. Niveis
discordantes de expressdo foram detectados para 5 miRNAs (miR-10b, miR-130a, miR-301,
miR-376a ¢ miR-887). Os demais miRNAs identificados em nosso estudo nao foram

relatados ou ndo estavam significativamente desregulados nos dados da meta-analise.

Recentemente, Schultz e cols. [89], avaliaram a expressdo de 475 miRNAs em PDAC
(n=160) e carcinoma ampolar (n=96); esses ultimos subdivididos em dois tipos: intestinal
(n=48) e de papila de Vater (n=48). Nesse estudo, os perfis de expressdo de miRNAs nos
carcinomas foram comparados com pancreatite e tecido normal de pancreas. Em PDAC, 84
miRNAs estavam significativamente  desregulados (p<0,05), sendo 43 com expressdo

aumentada e 41 com expressdo diminuida. Em adenocarcinoma ampolar, 110 miRNAs

32



estavam significativamente desregulados (p<0,05), sendo 55 com expressdo aumentada e 55
com expressao diminuida. Dentre esses, os miRNAs miR-375 e miR-148a estavam com
expressdo diminuida nos PDAC e nos carcinomas ampolares. Nossos achados foram
concordantes com esses dados € com os resultados dos trabalhos de Bloomston e cols. [72] e

Szafranska e cols. [70] em PDAC.

A expressdo de miR-375 no pancreas ¢ abundante e sua inibi¢do pode ter efeito no
desenvolvimento desse 6rgao [97]; o miR-375 ¢ um dos miRNAs que participam da regulacio
da glicose, controlando o crescimento ¢ a morfogénese das ilhotas de Langerhans [98]. A
expressdo desregulada de miR-375 também ja foi identificada em varios tipos tumorais, tais
como carcinoma hepatocelular e pulmonar e canceres de estomago, esdfago, cabega e
pescoco, entre outros, sendo que esse miRNA atua como um supressor tumoral por inibigdo
da transformag@o celular maligna [99]. Em carcinoma pancreatico ja foi demonstrado que o
miR-375 regula negativamente o oncogene PDKI (pyruvate dehydrogenase kinase, isozyme
1) e modula a proliferacdo de células e a apoptose pela sinalizacdo do AKT (v-akt murine
thymoma viral oncogene homolog 1) [100]. A sinalizagdo do AKT ja foi relacionada com a
regulacdo da apoptose [101] e resisténcia a Gemcitabina em carcinoma de pancreas [102].
Portanto, a expressdo desregulada do miR-375 pode estar associada ao desenvolvimento

tumoral e contribuir para a falha no tratamento dos pacientes com carcinoma pancreatico.

Adicionalmente, a expressdo diminuida do miR-148a foi identificada em outros estudos
em carcinoma de pancreas [70, 72, 89, 92] , corroborando nossos resultados. O miR-148a
regula genes com papel na proliferagdo, invasdo e metdstase tumoral e foi sugerido como um
biomarcador com valor diagndstico e prognostico em carcinoma gastrico [103]. Os genes
CCKBR (cholecystokinin B receptor) e BCL-2 (B-cell CLL/lymphoma 2) foram identificados
como alvos do miR-148a; experimentos in vitro com linhagens de adenocarcinoma
pancreatico mostraram que o miR-148a pode suprimir a proliferacdo celular e induzir a
apoptose por meio desses genes-alvo [104]. Outro estudo in vitro em linhagens de
adenocarcinoma pancreatico identificou que o gene CDC25B (cell division cycle 25B) é um
alvo direto do miR-148a. Nesse estudo, alteragdes na expressio do miR-148a estavam
correlacionadas com alteragdes na expressdo de CDC25B, aumento da instabilidade gendmica

¢ desenvolvimento tumoral [105].

Outros miRNAs significativamente desregulados (FC > 2 e p < 0,05) nos nossos dados

incluem o miR-222, o qual pode atuar como oncomiR ou supressor tumoral [106].
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Identificamos a expressdo aumentada do miR-222 em PDAC e AMP. Alteragdes na expressao
do miR-222 t&€m sido relatada em carcinomas pancreaticos [70-72, 92] e hepatobiliares [107].
O papel do miR-222 na regulagdo de genes que controlam vias de proliferacdo celular e
apoptose tais como o STAT3 (signal transducer and activator of transcription 3) e o NF-kB
(nuclear factor kappa B) foi demonstrada em carcinoma colorretal [108]. Outro estudo
demonstrou que o miR-222 controla a progressdo do ciclo celular por meio da regulagdo de
CDKNIC/p57 (cyclin-dependent kinase inhibitor 1C) em linhagens de adenocarcinoma
pancreatico [109]. A expressdo aumentada dos miRNAs miR-221 e miR-222 foi detectada
tanto em tumores primarios quanto em linhagens celulares de carcinoma de pancreas,

sugerindo que esses miRNAs podem estar associados com o processo de tumorigénese [110].

Embora os PDACs e AMPs apresentem 3 miRNAs comumente desregulados,
identificamos diferencas no nimero de miRNAs desregulados nesses tumores (63 miRNAs
nos casos de PDAC e apenas 7 miRNAs nos casos de AMP). Tais diferencas podem ser
responsaveis pelo comportamento biolégico tumoral distinto, incluindo a agressividade da

doenca e o prognostico dos pacientes.

Os miRNAs exclusivamente desregulados em adenocarcinomas de papila de Vater foram
let-7e, miR-331, miR-150 e miR-324-3p. Para nosso conhecimento, esses miRNAs ndo foram
previamente relatados em outros estudos. Entre esses, o let-7e ¢ membro da familia let-7 de
miRNAs com atividade supressora tumoral e associada a diversos tipos tumorais [111, 112].
Experimentos in vitro em células de embrides de ratos demonstraram uma associacao inversa
entre a expressdo do let-7e com a expressdo dos genes PAX2 (paired box 2), WT'1 (Wilms
tumor 1) e WNT4 (wingless-type MMTV integration site family member 4), sugerindo que o
let-7e deve modular a expressdo desses genes durante a embriogénese murina [113]. Outro
estudo observou que a reducdo na expressdo de let-7¢ estava diretamente relacionada com o
aumento da expressdo de CRLF-1 (cytokine receptor-like factor 1) em carcinomas de pulmao
[114]. A diminui¢do da expressdo do miR-331-5p e miR-27a foi associada a resisténcia a
doxorrubicina na linhagem celular K562 de leucemia humana; esse estudo demonstrou que o
aumento da expressdo do miR-331-5p e/ou do miR-27a foi associado a aquisicdo de
sensibilidade das células K562 ¢ HL60 ao tratamento com doxorrubicina [115]. Baixos niveis
de expressdo do miR-331-3p também foram relatados em carcinoma gastrico, sendo que o
aumento da expressao do miR-331-3p leva a parada do ciclo celular e inibi¢do do crescimento
celular mediado por E2FI(E2F transcription factor 1) [116]. De acordo com esses dados,

niveis desregulados de expressdo de miR-331 em AMP, conforme identificado em nosso
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estudo, contribuem para alteracdes no ciclo celular durante o processo de tumorigénese;
entretanto estudos de validagdo experimental sdo necessarios para demonstrar 0 mecanismo

molecular dessas alteragoes.

A expressao aumentada (FC>2) do miR-150 foi previamente associada ao carcinoma de
pancreas [92, 117]. Entretanto, expressdo diminuida do miR-150 foi identificada em um
estudo in vitro, o qual demonstrou que o miR-150 regula negativamente o gene MUC4 em
linhagens celulares de carcinoma de pancreas, estando associado com diminui¢do do
crescimento celular, clonogenicidade, migragdo e invasdo celular [118]. Adicionalmente, o
mesmo grupo desenvolveu estratégias de tratamento com nanoparticulas para entrega de
moléculas miméticas do miR-150 (miR-150 mimmics) em linhagens celulares de carcinoma
pancreatico, mostrando uma diminui¢ao significativa da expressdao de MUCY (mucin 4, cell
surface associated) e do gene HER-2 (erb-b2 receptor tyrosine kinase 2), o qual interage com
MUC4 e, consequentemente, a repressdo da sinalizacdo da via molecular correspondente
[119]. Em nosso estudo, identificamos um aumento significativo da expressdao do miR-150
nos carcinomas AMP, concordante com dados de Szafranska et al. 2008 [117] e Jamieson et
al. 2012 [92]. De acordo com nossos achados e a literatura, o miR-150 deve desempenhar
funcdes importantes durante a carcinogénese pancreatica, entretanto estudos adicionais sao
necessarios para elucidar o mecanismo envolvendo alteracdes no miR-150 e os seus genes-

alvo nos diferentes subtipos histologicos de carcinoma de pancreas.

Comparando nossos dados com a literatura, identificamos um ntmero de miRNAs
diferencialmente expressos entre PDAC e carcinomas AMP. Particularmente, niveis
significativamente aumentados de expressdo do miR-324-3p foram exclusivos dos carcinomas
AMP do nosso grupo amostral. Ao contrario, a diminuicao da expressdo do miR-324-3p foi
associada a amostras de PDAC [92]. Perfis de expressao diferencial de miRNAs podem estar
associados ao comportamento biolodgico dos diferentes subtipos histologicos de carcinoma de
pancreas. Os PDACs geralmente sdo tumores mais agressivos € 0s pacientes apresentam pior
prognostico comparado aos carcinomas AMP. De fato, nossos resultados identificaram um
maior niumero de miRNAs desregulados em PDAC, sugerindo uma maior complexidade de
alteracdes moleculares em PDAC comparado com carcinomas AMP. Dentre os 63 miRNAs
desregulados, 60 miRNAs estavam exclusivamente alterados em PDAC (32 com expressao
aumentada e 28 com expressdo diminuida) e 4 estavam exclusivamente desregulados em
carcinomas AMP. Interessantemente, 3 miRNAs estavam comumente desregulados em

PDAC e carcinomas AMP. Nossos dados foram submetidos a correcdo estatistica de
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Boferroni e identificamos 28/63 miRNAs com valor de p<0,0001, sendo que 19 miRNAs
estavam com expressdo diminuida (miR-10b, miR-139-3p, miR-296, miR-872, miR-367,
miR-570, miR-551b, miR-520f, miR-299-5p, miR-548a, miR-129, miR-130a, miR-148a,
miR-375, miR-511, miR-204, miR-376a, miR-141 e let-7b) e 9 com expressdo aumentada
(miR-127-5p, miR-744, miR-222, miR-210, miR-99a, miR-152, let-7d, miR-886-5p ¢ miR-
34a).

Entre os miRNAs identificados em nosso estudo como exclusivamente desregulados em
PDAC, a expressao aumentada do miR-744 foi detectada em outro estudo, no plasma de
pacientes com PDAC (n=94) comparado com individuos saudaveis (n=68) e em tecido
tumoral de pancreas, sugerindo o miR-744 como um biomarcador clinicamente relevante
nessa neoplasia [120]. Adicionalmente, foi demonstrado que o aumento da expressdao do miR-
744 leva a um aumento da capacidade tumorigénica de células de carcinoma pancreatico, pela
ativacdo da via molecular Wnt/B-catenina [121], a qual estd comumente envolvida em

mecanismos de tumorigé€nese.

Dentre os miRNAs com potencial aplicacdo clinica no cancer, o miR-210 foi relatado
como um marcador de hipdxia tumoral, in vivo, e associado ao prognostico desfavoravel de
pacientes com cancer de mama [122]. Em adenocarcinoma pancreatico, niveis de expressao
alterados de uma assinatura composta pelo miR-205, miR-210, miR-492 ¢ miR-1247 foram
indicados como biomarcadores de evolucdo clinica dos pacientes [123]. Em outro estudo, a
expressdo aumentada dos miRNAs miR-155, miR-203, miR-210 e miR-222 em
adenocarcinoma de pancreas foi associada ao crescimento e desenvolvimento tumoral e pior
prognostico [124]. Nossos resultados mostraram aumento de expressdo do miR-210 ¢ miR-
222 em PDAC, concordante com os dados da literatura, sugerindo um papel desses miRNAs

como indicadores prognosticos nesse subtipo tumoral.

O miR-99a tem sido relatado como um supressor tumoral, com expressao diminuida em
varios tipos de tumores, incluindo o carcinoma de mama e pulmio, modulando vias
moleculares importantes como a via do mTOR (mechanistic target of rapamycin;
serine/threonine kinase) e AKT (v-akt murine thymoma viral oncogene) [125, 126]. Em
carcinoma de bexiga, foi demonstrado que o miR-99a modula a expressdo do FGFR3
(fibroblast growth factor receptor 3), levando a ativagao das vias moleculares do K-RAS e do
PI3K (phosphatidylinositol 3-kinase)/AKT [127]. O FGFR3 faz parte de uma familia de

receptores tirosina-quinase com papel importante na tumorigénese, pela ativacdo da
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transcrigdo, promogao da divisdo celular, diferenciacdo, migragdo e apoptose [128, 129] Esses
dados demonstram que outros mecanismos, tais como os modulados pelo miR-99a, levam a

ativacao da via de sinalizacdo do K-RAS, contribuindo para a tumorigénese no pancreas.

miRNAs, tais como o miR-127, podem contribuir para a regulacao do ciclo celular e da
diferenciagdo celular [130, 131]. Interessantemente, o miR-127 foi identificado em regides de
ilhas CpG no genoma e foi demonstrado que o tratamento de células T24 (carcinoma
transicional de bexiga) com drogas modificadoras da cromatina [5-aza-2'-deoxycytidine (5-
Aza-CdR) and 4-phenylbutyric acid (PBA)] levou a indugdo da expressdo do miR-127,
sugerindo que o miR-127 ¢é regulado por mecanismos de silenciamento epigenético.
Adicionalmente, foi demonstrado que o miR-127-5p regula o gene MMPI13 ¢ alteragdes na
sua expressdo ja foram associadas ao desenvolvimento de osteoartrite [132]. Recentemente,
foi demonstrado que o gene MMPI3 contribui para a progressdo tumoral metastatica no
figado [133]. Para nosso conhecimento, ndo ha outros relatos de identificacdo de expressao
desregulada do miR-127-5p em carcinomas pancreaticos. Portanto, o miR-127-5p pode ser

considerado um novo miRNA identificado pelo nosso grupo e associado a PDAC.

A familia de miRNAs let-7 tem sido amplamente implicada na tumorigénese como
reguladores da expressdo de K-RAS [134]. Nossos resultados identificaram um aumento da
expressdo de let-7d e let-7c e diminuicao da expressao de let-7b em PDAC. Na literatura, dois
estudos relataram que a expressao de let-7d estava aumentada em PDAC [91, 93], e em outros
dois estudos a expressdo de let-7d estava diminuida nesse mesmo tipo tumoral [117, 135]. A
diminui¢@o da expressdo de membros da familia let-7 em plasma foi associada com a melhor

sobrevida de pacientes com PDAC [136].

Para nosso conhecimento, ndo ha relatos de aumento de expressdo dos miRNAs miR-886-
S5p e miR-152 em cancer de pancreas. Nosso estudo identificou expressdo aumentada (FC>3)
de ambos miRNAs nos PDACs. O miR-886-5p foi identificado como um inibidor da apoptose
em células de carcinoma cervical pela regulacdo negativa da produgdo de BAX (BCL2-
associated X protein) [137]. Adicionalmente, identificamos apenas um estudo que mostrou
diminui¢do da express@o do miR-152 e modula¢do do gene DNMT-1 por esse miRNA em
linhagens de carcinomas de pancreas e relacionada com a progressdo da doenca [138].
Alteracdes na expressao do miR-152 em carcinoma gastrico foram mostradas atuar sobre a
regulacdo do TGF-B (transforming growth factor beta 1) por inducdo de HLA-G (major

histocompatibility complex, class I, G), sugerindo que o miR-152 deve atuar no
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desenvolvimento do carcinoma gastrico [139]. O papel desses miRNAs na oncogénese do

pancreas ainda ndo foi elucidado.

A expressdo aumentada do miR-21 foi amplamente associada a tumorigénese, incluindo o
desenvolvimento e a progressdo do carcinoma pancreatico [13, 70, 91, 92] e a resisténcia
adquirida a quimioterapia [140]. Semelhante a expressao do miR-21, a expressdo do miR-34a
foi relatada como aumentada em PDAC [92, 141, 142]. Um estudo recente avaliou a
expressao de miRNAs em 74 pacientes com PDAC e 18 pacientes com pancreatite cronica, €
sugeriu que o conjunto de miRNAs: miR-21, miR-34a, miR-198 (esses com expressdo
aumentada) e miR-217 (com expressdo diminuida) pode constituir uma assinatura com valor
diagnostico e prognostico na evolugdo de pancreatite para adenocarcinoma invasivo.
Adicionalmente, aumento da expressdo do miR-21 e do miR-198 estava associado & menor
sobrevida livre de doenga e menor sobrevida global [143]. Outro estudo similar sugeriu que a
expressdo aumentada dos miRNAs miR-21 e miR-34a em soro e saliva pode constituir um
biomarcador diagnostico para pacientes com PDAC [144]. Os dados da literatura corroboram
nossos achados de expressdo aumentada de ambos os miRNAs, miR-21 e miR-34a, em

amostras de PDAC comparado com tecidos pancreaticos histologicamente normais.

Uma via molecular importante associada com o desenvolvimento de diversos tumores € a
do VEGF (vascular endothelial growth factor) [145]. O miR-190 tem como alvo varios
efetores angiogénicos, incluindo o TCF4, SMAD2, SMAD4, RAS, JAK2, IGFI e HGF. Entre
eles, o IGF-1 e o HGF tém a capacidade de alterar o microambiente tecidual local,
bloqueando a expressdo do VEGF em células endoteliais. Além disso, o VEGF também ¢ um
alvo direto do miR-190 [146]. O aumento da expressdao de miR-190 e a consequente reducdo
da expressdao de IGF-1 também foi relacionado com a resisténcia a insulina em pacientes com
hepatocarcinoma [147]. Adicionalmente, a molécula de mRNA que codifica o receptor do
IGF-1 (IGFIR) contém um sitio de ligagdo ao miR-376a no seu terminal 3"UTR. A expressao
do miR-376a foi relatada como aumentada em carcinoma de pancreas [91] e associada com a

progressao e metastase de melanoma mediada pelo /GFIR [148].

O aumento da expressdo de miR-208, in vitro, na linhagem celular BxPC3 de carcinoma
de pancreas, altera a via AKT/GSK-35 (glycogen synthase kinase 3 beta), induzido o fenotipo
de transi¢do epitelial-mesenquimal, promovendo invasdo celular e metastase [149]. O
aumento da expressdo de miR-208 foi detectado em carcinoma epidermoide de eso6fago e

associado a promocdo da proliferagdo e progressdao do ciclo celular, por um mecanismo de
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repressdo do gene SOX6 [150]. Nos nossos resultados, a expressdo do miR-208 estava muito
elevada nos PDAC comparado com tecidos normais do pancreas (FC=115, p=0,002), sendo
que esse aumento de expressdo pode levar a desregulacdo de genes-alvo importantes, estando

relacionado com a complexidade deste carcinoma.

O aumento da expressdo do miR-212 foi relacionado a obesidade e ao desenvolvimento de
diabetes tipo 2 [151]. A expressdo diferencial deste miRNA nas ilhotas pancreaticas de ratos
obesos foi observada, sugerindo que o miR-212 pode estar envolvido na regulagdo da insulina
[152]. Em carcinoma de pancreas, o aumento da expressdo do miR-212 foi observado em
tumores primdarios e linhagens celulares [91, 153]. O miR-212 promoveu o aumento de
proliferacdo celular, a formacdo de coldnias, migragdo ¢ invasdo de células tumorais
pancreaticas das linhagens PANC-1, SW1990, BxPC-3. O gene PTCHI (patched I) foi
identificado como um alvo regulado pelo miR-212, sendo que o miR-212 pode atuar como
um oncomiR e a via molecular miR-212/PTCHI pode representar um alvo potencial para
tratamento de pacientes com carcinoma de pancreas [154]. O PTCH]I codifica o receptor para
a ativacao da via do sonic hedgehog, a qual tem papel na embriogénese e na oncogénese. Em
células tumorais do péancreas, a expressdo dos ligantes do sonic hedgehog promove o
crescimento tumoral, indiretamente, pela ativagdo da sinalizacdo do hedgehog no
microambiente tumoral, além de promover mecanismos de metastase e resisténcia a terapia

[155].

Em nossos resultados em PDAC, os miRNAs com expressdo significativamente
diminuida (p<0,0001) no tumor relativo as amostras de tecido pancreatico normal, foram:
miR-10b, miR-139-3p, miR-296, miR-872, miR-367, miR-570, miR-551b, miR-520f, miR-
299-5p, miR-548a, miR-129, miR-130a, miR-148a, miR-375, miR-511, miR-204, miR-376a,
miR-141 e let-7b.

Uma meta-anadlise de 36 estudos em 14 tipos diferentes de tumores identificou a expressao
aumentada ou diminuida do miR-10b nesses tumores, incluindo carcinoma hepatocelular,
carcinoma oral, canceres de mama, prostata, pulmdo, esdfago, cdlon, melanoma,
glioblastoma, schwanoma vestibular, entre outros. Esse estudo identificou que o aumento da
expressao do miR-10b estava associado a um maior risco de desenvolvimento de neoplasias.
Além disso, a expressdo aumentada do miR-10b foi capaz de predizer um pior prognostico de
pacientes com alguns tipos de cancer. Os autores sugeriram que a expressdo aumentada do

miR-10b pode ser 1til para a identificagdo de alguns carcinomas, com maior acuracia para os
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carcinomas do sistema digestério [156]. Ao contrario dos nossos resultados em PDAC, a
expressdo aumentada do miR-10b foi identificada em carcinoma pancreatico [13]. Outro
estudo detectou niveis aumentados de expressdo do miR-10b em plasma de pacientes com
carcinoma de pancreas, associados a mecanismos reguladores dos genes EGFR (epidermal
growth factor receptor) e TGF-f5, e a presenga desse miRNA na circula¢do sanguinea foi

sugerida como um biomarcador diagnostico nessa neoplasia [157].

Concordante com nossos dados, a expressdo diminuida do miR-130a foi identificada em
varios tipos de tumores e associada a processos celulares importantes tais como angiogénese
[158]. Em carcinoma de mama, o miR-130a foi identificado como um miRNA supressor
tumoral que inibe a proliferacdo celular, migragdo e invasdo [159]. Os genes SMAD4 ¢ TGF-
p1 também foram identificados como alvos regulados pelo miR-130a na maturagdo de
neutrofilos [160]. Alteragdes em TGF-f1 foram identificadas em adenocarcinoma pancreatico
e relacionadas com o maior potencial de migracdo celular pela ativacdo de SMAD2 e SMAD3
[161]. Em carcinoma pulmonar, alteracdes na expressdo do miR- 130a induzem a hipdxia
tumoral por meio da modulagdo de CDKNIA e podem estar envolvidas no processo de
remodelacdo vascular nesse carcinoma [161, 162]. Os genes TGF-f1, SMAD2, SMAD3 e
CDKNI4, potencialmente regulados pelo miR-130a, foram associados com o
desenvolvimento do carcinoma de péncreas [12], sugerindo que a desregulacdo do miR-130a

pode ter um efeito importante na tumorigénese.

A expressdo de MCL-1 (myeloid cell leukemia 1), uma proteina anti-apoptotica e
altamente expressa em culturas de células pancredticas, ¢ regulada negativamente pelo miR-
204 em carcinoma de pancreas [163]. A perda da expressdo do miR-204 foi identificada em
carcinoma gastrico e associada ao aumento de expressdo da proteina anti-apoptotica, BCL-2 e
pior prognostico dos pacientes [164]. Baixos niveis de expressdo do miR-204 também foram
detectados em carcinomas de mama e associados a uma menor sobrevida global e menor
sobrevida livre de doenga [165]. A perda da expressdo do miR-204 foi correlacionada com o
aumento da expressdao do gene BDNF (brain-derived neurotrophic factor) e subseqiiente
ativacdo da via de sinalizagdo AKT/mTOR, a qual promove um aumento da migracdo e
invasdo celular [165]. De acordo com esses estudos, a perda da expressdo de miR-204 ¢ a
consequente desregulacdo de vias moleculares responsaveis pela promogdo de crescimento e
proliferacdo celular aumentados, resisténcia a apoptose e aumento da capacidade de migragao
e invasdo podem estar associados a um comportamento bioldgico tumoral mais agressivo e

possivelmente associado ao pior prognostico dos pacientes com PDAC.
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Uma assinatura de 7 miRNAs, incluindo duas isoformas do miR-511 (miR-511-1,
miR-511-2, miR-9-1, miR-9-2, miR-30d, miR-326 ¢ miR-3677) foi associada com a
sobrevida de pacientes com hepatocarcinoma, sendo que o miR-511 estava com expressao
diminuida nos tumores [166]. A diminui¢do significativa da expressdo do miR-511 foi
detectada em nossas amostras de PDAC. O miR-511 também foi identificado como um
regulador do TNF por meio do TNFRI [167]. Em adenocarcinoma pulmonar, o miR-511 foi
caracterizado como um dos possiveis reguladores da expressio de TRIB2 (tribbles
pseudokinase 2)/BAX, sendo que esse estudo sugeriu que o miR-511 pode ter potencial uso

como molécula terapéutica para pacientes com esses carcinomas [167, 168].

Um baixo nivel de expressdo do miR-141 foi relatado em carcinoma pancreético e
correlacionado com estadiamento avancado, invasdo linfatica e menor sobrevida global de
pacientes adenocarcinoma de pancreas. Estudos funcionais sugeriram que o miR-141 inibe o
crescimento e a capacidade de formacdo de colonias, aumenta a apoptose dependente de
caspase-3 em células PANC-1, atuando como um supressor tumoral pela modulacdo da
proteina YAPI1 (yes associated protein 1) [169], que consiste em um efetor downstream da
via Hippo, a qual regula mecanismos de homeostase e regeneracdo tecidual e esta envolvida
na tumorigénese [170]. Em carcinoma gastrico associado a infeccdo por H. pylori, foi
demonstrado que o miR-141 regula o gene STAT4, diminuindo o potencial de invasdo celular

[171].

A expressdo diminuida do miR-129, assim como identificada em nossos casos de PDAC,
tem sido relatada em varios tumores, tais como: meduloblastoma [172], cancer gastrico [173],
carcinoma colorretal [174] e adenocarcinoma pulmonar [67]. O miR-129 ¢é considerado um
supressor tumoral e sua expressdo foi diretamente associada ao crescimento celular de
carcinoma gastrico, por meio da regulagdo dos genes-alvo CDK6 (cyclin-dependent kinase 6)
e SOX4 (SRY-box 4)[175]. A diminuicdo da expressdo do miR-129-2 foi inversamente
correlacionada com o nivel de expressdo de SOX4 em carcinoma de pancreas [176]. Esses
achados corroboram o papel dos miRNAs como potentes reguladores de fatores de
transcricdo, como os genes da familia SOX, envolvidos na regulacdo do desenvolvimento
embrionario e determinagdo do destino celular [177]. Em carcinoma colorretal, foi
demonstrado que o miR-129 promove a apoptose pela supressdo da proteina BCL2, além de
aumentar a quimiosensibilidade ao 5-fluorouracil, in vitro e in vivo [178]. A diminui¢do da
expressdo do miR-129 foi associada ao estadio avancado e desenvolvimento de metastases

em carcinoma hepatocelular; além disso foi demonstrado que o miR-129 levou a diminuic¢ao
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da expressdao de PAKS (p21 protein (Cdc42/Rac)-activated kinase), uma proteina supressora
tumoral [179].

Um estudo que avaliou a expressdo de miRNAs em linhagens celulares linfoblastoides
detectou a expressdo diminuida de miR-548a associada com a expressdo diferencial de
multiplos genes, incluindo C/3orf31, CFLAR, DOCKI10, CD38, LAP3, IFI44L, GBPS,
RABGAPIL, LRRK?2, HSP90BI1, IKZF3, KIAA1618, FBXO16 ¢ LACTB2 [180]. Ha poucos
relatos na literatura sobre o envolvimento da familia do miR-548 em carcinomas de pancreas.
Um estudo identificou o miR-548d como um regulador do desenvolvimento e progressdo de
carcinomas pancreaticos, por meio da modulacdo de multiplas vias moleculares [181]. Em
nosso estudo, evidenciamos baixos niveis de expressao do miR-548a associados a um grande

numero de vias moleculares potencialmente reguladas por esse miRNA.

A expressdo de miR-299a-5p estava diminuida nas nossas amostras de PDAC comparado
com margens cirurgicas histologicamente normais. O miR-299a-5p foi associado a células
progenitoras CD34" na hematopoiese, sendo um dos responsaveis pela modulagdo da
diferenciacdo celular [182]. A expressdo diferencial de miR-299-5p foi encontrada entre
carcinomas de prostata e células normais, sendo esse miRNA responsavel pela regulagdo da
proliferacdo, apoptose, migracdo e invasdo celular em carcinomas metastaticos de prostata
[183]. Niveis aumentados de expressdo da proteina osteopontina (OPN), uma proteina com
atividade oncogénica, foram associados a parametros clinicos de progndstico pobre em
pacientes com cancer de mama [184]. Posteriormente a esse estudo, a expressdo aumentada da
OPN foi associada a baixos niveis de expressdo do miR-299-5p em linhagens celulares de
carcinoma de mama [185]. Nesse estudo, os autores demonstraram que o gene OPN ¢ um alvo
regulado pelo miR-299-5p e que a expressdo da OPN desempenha um papel importante na

promocao da proliferacdo e tumorigenicidade das linhagens testadas.

Nossos resultados mostraram a expressao diminuida do miR-520f em PDAC. Para nosso
conhecimento, esse miRNA ndo foi previamente identificado na literatura em carcinoma
pancreatico. Em carcinomas de mama, perfis de expressdo diferencial de miRNAs foram
associados ao status de receptores hormonais, sendo que os miRNAs miR-342, miR-299,
miR-217, miR-190, miR-135b e miR-218 classificaram os tumores positivos para o receptor
de estrogénio, os mMiRNAs miR-520g, miR-377, miR-527-518a, miR-520f e 520c
classificaram os tumores positivos para o receptor de progesterona e os miRNAs miR-520d,

miR-181¢c, miR-302¢, miR-376b ¢ miR-30e foram classificadores dos tumores HER2/neu
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positivos [186]. A importancia desses resultados baseia-se no desenvolvimento futuro de
novas terapias mais precisas para pacientes com subtipos moleculares especificos de cancer

de mama.

A expressdo aumentada do miR-551b em células de cancer de pulmio com resisténcia
adquirida a apoptose inibiu a expressdo da catalase e potencializou o acumulo de espécies
reativas do oxigénio (ROS) e a expressdo do gene MUCI (mucin I, cell surface associated).
Esse estudo demonstrou que um mecanismo envolvendo o miR-551b/catalase/ROS leva ao
aumento da expressdo de MUCI e os autores sugerem que esse mecanismo pode ser
explorado como um alvo para superar a resisténcia a quimioterapia em carcinoma pulmonar
[187]. No péancreas, a expressio do miR-551-5p foi indicada como um marcador de

progressdo de doenca em pancreatite cronica [188].

Entre os demais miRNAs desregulados, detectamos um aumento significativo da
expressdo do miR-145, concordante com dados de estudos anteriores em PDAC [70, 92, 93] e
baixa expressdo do miR-367 em nossas amostras de PDAC. Entretanto, em outro tipo
tumoral, como o carcinoma pulmonar, a diminuicao da expressao do miR-145 e o aumento da
expressdo do miR-367 foram correlacionadas com um menor tempo para recorréncia,
sugerindo o papel desses miRNAs como marcadores prognésticos em carcinoma de pulmao
[189]. Esses dados sugerem que perfis diferenciais de alteracdes na expressao desses miRNAs

podem estar associadas a diferentes contextos teciduais no cancer.

O papel dos miRNAs tem sido evidenciado em mecanismos celulares importantes, tais
como o metabolismo da glicose [190]. Nesse mecanismo, foi identificado que o miR-296
regula o crescimento de hepatdcitos por meio da sinalizagdo de VEGFR2/PDGFRf3 [191]. Foi
demonstrado que o miR-296 regula a expressdo do gene HMGAI (high mobility group AT-
hook 1) afetando o crescimento ¢ invasdo tumoral em carcinoma de prostata [192].
Interessantemente, a expressdo do miR-296 encontra-se diminuida durante a progressdo
tumoral e esta associada com metastase de canceres de colon, mama, pulméo, estomago,
paratiredide, figado e tumores biliares, sendo que a perda da expressdo do miR-296 promove

a migragao celular e o aumento da capacidade de invasdo tumoral [193].

O miR-139 foi sugerido como um miRNA com atividade de supressor tumoral nas etapas
iniciais da tumorigénese colorretal [194], sendo que a expressao diminuida do miR-139 estava

associada ao pior prognoéstico de pacientes com esse tipo de carcinoma [195]. Concordante
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com nossos achados, Jamieson e cols. [92] identificaram a expressdo diminuida do miR-139-
3p em PDAC. Niveis desregulados do miR-139 podem alterar a via de sinalizacdo
IGFIR/MEK/ERK promovendo processos celulares de invasdo e metastase [196]. Outra via
importante modulada pelo miR-139 ¢é a WNT/TCF-4, identificada em carcinoma hepatocelular

[197].

Diferencas significativas no numero de miRNAs desregulados entre PDAC e carcinomas
AMP, em nosso estudo, indicam diferencas na complexidade de alteracdes em vias
moleculares associadas ao desenvolvimento e progressdo desses tumores. De fato, esses
tumores apresentam comportamentos biologicos distintos, os quais refletem as diferencas no
prognostico dos pacientes. Interessantemente, as vias moleculares moduladas pelos miRNAs
identificados em nosso estudo e nos dados da literatura podem representar alvos terapéuticos
potenciais para o desenvolvimento de novos tratamentos para pacientes com PDAC e

carcinomas AMP.

44



7. CONCLUSOES

O perfil de expressdo global de miRNAs identificado em adenocarcinoma ductal
pancredtico e adenocarcinoma de papila de Vater, revelou que os PDACs apresentam um
numero significativamente maior de miRNAs desregulados, o que pode estar diretamente
associado a um maior grau de progressdo e maior agressividade tumoral comparado com os
adenocarcinomas de papila de Vater. A expressdo desregulada de miRNAs ndo estava
associada significativamente aos dados clinicos dos pacientes. Adicionalmente, a
identificacdo de 3 miRNAs comumente alterados em PDAC e carcinomas AMP sugere que
vias moleculares comuns podem estar desreguladas nesses subtipos histologicos tumorais.
Dentre os miRNAs alterados exclusivamente nos PDACs, identificamos que esses regulam
varios genes associados a invasdo tecidual, metastase ¢ pior prognostico de pacientes com
cancer. Estudos de validagdo funcional sdo necessarios para elucidar o papel dos miRNAs
aqui identificados como moduladores de mecanismos de oncogénese em PDAC e carcinomas

AMP.
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- Tlustrissima Senhora
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Do Departamento de Cirurgia e Ortopedia da
Faculdade de Medicina de Botucatu

Prezada Dr® Patricia,

Informo que o Projeto de Pesquisa (Protocolo CEP 4382-2012) "MicroRNoma daos
carcinomas de figade, pdncreas e vias biliares”, conduzido por Vessa Senhorig,
com a colaboragdo dos Drs. Claudia Nishida Hasimoto, Giovanni Faria Silva, Igor
Jurisica, Juan Carlos Llanos Leonardo Pelafsky, Luiz Lehmann Coutinho. Maria
Aparecida Marchesan Rodrigues Kobayasi, Rodrigo Severo de Camargo Pereira e
Robson Francisco Carvalho, aprovado por este colegiado 01/10/2012, conta com
02 sub-projetos a saber:

Sub-Projeto 1: (Protocolo CEP 4382-2012-A) “"MicroRNoma des carcinomas de
figado" que sera conduzido por Jovita Ramos Ariede (Objetivo Académico de
Doutorado) e terd a colaboragdo de: Dra Sandra Drigo Linde, Dr. Rui Manoel Vieira
Reis, Mdrcia Maria Chiquitelli Marques Silveira, Cristévan Scapulatempo Neto,
André Lopes Carvalho e o Prof. Dr. Wan Lam (British Columbia Cancer Center,
Vancouver, Canadd). ‘

Sub-Projeto II: (Protocolo CEP 4382-2012-B) "MiéroRNoma  dos:carcinomas
dé pancreas” que serd conduzido por Tainara Francini Felix (Objetive Académico
de Mestrado) e terd a colaboragdo de: Dra Sandra Drigo Linde, Dr. Rui Manoel
Vieira Reis, Mdrcia Maria Chiquitelli Marques Silveira, Cristévan Scapulatempo
Neto, André Lopes Carvalho e o Prof. Dr. Wan Lam (British Columbia Céncer
Center, Vancouver, Canada).

Situac@o do Projeto: APROVADO. Ao final da execugdo dos projetos, deverd ser
apresentado ao CEP “Relatério Final de Atividades”.

Atenciosamente,
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Prof. Dr. Trajano Sardenberg
Coordenador do CEP.



