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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].



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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