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Resumo

O céancer de pancreas (CP), mesmo sendo menos comum que 0s outros tipos da doenca,
é responsavel por um dos maiores indices de mortalidade atualmente, com taxa de sobrevida
global em cinco anos equivalente a apenas 7%. O CP acomete pessoas com idade entre 60 e 80
anos e é mais prevalente em homens. O adenocarcinoma ductal pancreatico abrange a maior
parte dos casos de CP e quando diagnosticado, apenas 20% dos pacientes apresentam o cancer
limitado ao pancreas, ao passo que 50% apresentam estagios de metastase. 1sso ocorre devido
a seu diagndstico tardio, pois a maioria dos pacientes evidenciam os sinais das doencas em
estagios mais avancados, o que dificulta os tratamentos utilizados, como a radioterapia,
diminuindo a sobrevida. Por conta disso, destaca-se a importancia de estudos como este, que
visam a deteccdo de genes que possam se tornar possiveis biomarcadores desse tipo tumoral,
principalmente em relacdo ao secretoma humano, por possibilitar analisar processos e vias
responsaveis por migracao tumoral, resisténcia a terapias e outros fatores importantes para a
contencdo da doenca. Nesse cenario, o uso de ferramentas e plataformas online vem sendo
ampliadas para a descoberta e validacdo desses biomarcadores, como uma forma mais
econdmica para explorar os estudos com cancer e aperfeicoar o prognostico da doenca. Nosso
estudo adaptou uma metodologia que propicia a identificacdo dos potenciais biomarcadores,
onde encontramos vias inflamatérias relacionadas com a ativagdo do sistema complemento e
vias referentes as atividades de receptores, que sdo responsaveis pela progressao tumoral e

outros processos bioldgicos que contribuem para o desenvolvimento da doenca.

Palavras-chave: Cancer de pancreas, secretoma, bioinformatica, radioterapia, resisténcia,

biomarcadores.



Abstract

Pancreatic cancer (PC), despite being less common than other types of the disease, is
responsible for one of the highest mortality rates today, with an overall five-year survival rate
equivalent to only 7%. PC affects people aged between 60 and 80 years and is more prevalent
in men. Pancreatic ductal adenocarcinoma covers most cases of PC and when diagnosed, only
20% of patients have cancer limited to the pancreas, while 50% have stages of metastasis. This
is due to its late diagnosis, as most patients show signs of diseases in more advanced stages,
which makes the treatments used, such as radiotherapy, difficult, reducing survival. Because of
this, the importance of studies such as this one, which aim to detect genes that may become
possible biomarkers of this type of tumor, especially about the human secretome, is highlighted,
as they allow the analysis of processes and pathways responsible for tumor migration, resistance
to therapies and other important factors for disease containment. In this scenario, the use of
online tools and platforms has been expanded for the discovery and validation of these
biomarkers, as a more economical way to explore cancer studies and improve the prognosis of
the disease. Our study adopted a methodology that allows the identification of potential
biomarkers, where we found inflammatory pathways that are more predominantly enriched,
related to the complement system and receptor activities, which are responsible for tumor

progression and other biological processes that contribute to the development of the disease.

Keywords: Pancreatic cancer, secretome, bioinformatics, radiotherapy, resistance, biomarkers.
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1. Introducéo

1.1. Céncer de pancreas.

O cancer ¢ uma enfermidade que acomete grande parte da populacdo em todo o mundo.
No Brasil, segundo o Instituto Nacional do Céancer José de Alencar Silva (INCA), estima-se a
ocorréncia de 625 mil novos casos de cancer por ano no periodo de 2020-2022 (SCHILITHZ
etal., 2019).

O céncer de pancreas (CP) é pouco frequente em nosso pais, representando apenas 2%
de todos os tipos da afeccdo (INCA, 2020). Este tipo de cancer acomete pessoas com idade
entre 60 e 80 anos e a incidéncia prevalece mais comum em homens, sendo 50% mais alta do
que em mulheres (KAMISAWA et al., 2016). Algumas condi¢des de riscos que se destacam
sdo 0 aumento da idade, fumo, alto consumo de élcool, obesidade, diabetes mellitus, pancreatite
cronica e fatores hereditarios, como histérico de CP, cancer de ovario e cancer de mama
(CAPASSO et al., 2018).

Apesar da baixa incidéncia, o CP é um dos canceres com maior indice de mortalidade.
Nos EUA, estudos indicam aproximadamente 60.430 novos casos, em ambos 0S sexos no ano
de 2021, resultando em um total de 48.220 mortes (SIEGEL et al., 2021). A taxa de sobrevida
global em cinco anos é cerca de 7%; para pacientes submetidos a resseccao cirurgica, este
percentual passa a ser de 15-25% (KLEEFF et al., 2016). A baixa taxa de sobrevivéncia ocorre
devido ao dificil diagnostico precoce, pois a maioria dos pacientes sdo assintomaticos e s
apresentam sinais da doenca em estagios mais avancados (REN et al., 2018). Alguns dos
sintomas aparentes nos estagios de evolucao sdo dores nas costas, diarreia, dispepsia, nauseas,
vOmitos, perda de peso e inicio de diabetes (VAREEDAYAH; ALKAADE; TAYLOR, 2018).
Apenas 20% dos pacientes apresentam afeccdo limitada ao pancreas (estagio 1 e 2), outros 30%
encontram-se em estado localmente desenvolvido, onde o cancer possui ligagdo com a maior
parte dos vasos vasculares (estagio 3), enquanto 50% sdo diagnosticados em metastase (estagio
4) (LOVEDAY et al., 2019).

Entre todos os tipos de CP, o mais comum é o adenocarcinoma ductal pancreatico
(PDAC, do inglés pancreatic ductal adenocarcinoma), abrangendo aproximadamente 95% dos
casos. E denominado como uma neoplasia infiltrativa com diferenciacéo glandular derivada da
arvore ductal pancredtica. Cerca de 60%-70% dos PDACs sdo encontrados na cabeca da
glandula e os outros 30% no corpo e/ou cauda (por volta de 15% cada) (LUCHINI et al.,
2016). Frequentes locais de metastases sdo manifestados por cadeias de nodulos linfaticos,

podendo atingir estruturas como baco, estdmago, glandula adrenal esquerda, periténio e colon
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(LUCHINI; CAPELLI; SCARPA, 2016).

1.2. Diagnostico e tratamento.

A resseccdo cirargica permanece sendo o pilar curativo no tratamento do tumor
pancreatico, porém sua eficacia sozinha ndo é o suficiente para a supressdo da doenga, visto
gue mais de 90% dos pacientes recidivam ou morrem pela doenga ap6s o procedimento sem
terapia adicional (NEOPTOLEMOS et al., 2018). Uma das alternativas descobertas para este
problema é a combinagdo da quimioterapia adjuvante posteriormente a cirurgia. Neste
tratamento, sdo comumente usados farmacos como a gencitabina, 5-fluorouracil e
FOLFIRONOX (uma combinacéo de acido folinico, 5-fluorouracil, irinotecano e oxaliplatina)
(NEOPTOLEMOS et al., 2018). Contudo, o PDAC possui predisposicdao a desenvolver
quimiorresisténcia as drogas utilizadas, dificultando a acdo da terapia e diminuindo a sua
eficacia (SARVEPALLI et al., 2019). Fatores de transcricdo, tais como enzimas e vias de
sinalizacdo envolvidas no metabolismo de nucleotideos, estdo parcialmente ligados ao
progresso de resisténcia (ZENG et al., 2019).

Neste caso, outro método indicado ¢ a radioterapia (RT), que consiste na destruicdo ou
diminuicdo do tumor por meio de radiacdes ionizantes. Na interacdo direta, os fotons de alta
energia interagem com os elétrons, causando a danificacdo nas fitas do DNA das células
cancerosas (SESHACHARYULU et al., 2017). Na interacdo indireta, ocorre o processo de
radioidlise, quando a radiacdo interage com moléculas de dgua promovendo a formacdo de
radicais livres, afetando o DNA ou proteinas (OKUNO, 2007). Além do feixe de fétons,
outros tipos de radiacdo também sdo utilizados, como a radioterapia de particulas com
néutrons, prétons e ions de carbono (BYUN et al., 2021).

Normalmente a RT é administrada em conjunto com outras terapias, podendo ser
utilizada com abordagem curativa com o intuito de erradicar 0s tumores, assim como de forma
paliativa a fim de mitigar sintomas causados pelo cancer. Também pode ser executada como
tratamento neoadjuvante para limitar ou diminuir o tamanho do tumor, tal como tratamento
adjuvante para evitar a recidiva da doenga (BLOY et al., 2014)

Geralmente, a dose recomendada na RT convencional (XRT) é de 45-54 Gray (Gy) em
fracOes de 1,8 a 2 Gy, sendo 25-27 fragdes totais. Estes numeros podem variar caso a RT seja
aplicada em conjunto com outros tratamentos (PALTA et al., 2019). Estudos com métodos
radioterapéuticos mais tecnoldgicos possibilitaram grandes avangos na area da oncologia,
apresentando novas técnicas mais aprimoradas em comparacdo com a RT convencional
(BOUCHART et al., 2020).
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A radioterapia estereotaxica corporal (SBRT, do inglés stereotactic body radiation
therapy) possui um papel em evolugdo no tratamento neoadjuvante de pacientes com o tumor
em estagio ressecavel limitrofe. A SBRT usa altas doses de radiacdo por fracdo (>5Gy) em
menos fracdes (de 1 a 5) para entregar dosesfocais e ablativas diretamente ao tumor, com o
objetivo de diminuir a disseminagdo do tumor epermitir uma ressec¢do de margem negativa
(quando n&o héa células tumorais nas proximidades das bordas do tecido retirado) (ROBIN;
GOODMAN, 2017).

A radioterapia modulada por intensidade (IMRT, do inglés intensity modulated
radiotherapy) € um método que divide a radiagdo em pequenos feixes e 0s molda de acordo
com o volume do tumor, a fim de proteger melhor os 6rgdos adjacentes (LANDAU;
KALNICKI, 2018) (Figura 1, retirada de ROMEIIN et al., 2005). A dose total recomendada
para essa técnica é de 50-54 Gy sendo 1,8 a 2 Gy por fragdo, podendo variar para doses mais
altas (HUGUET et al., 2012). Um refor¢o integrado simultaneo(SIB) é frequentemente usado
em combinacdo com a IMRT, pois consegue fornecer essas altasdoses com mais seguranca,
obtendo resposta melhorada a radiacdo e evitando toxicidades significativas (DOBIASCH et
al., 2018).
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Figura 1: Colimador de multiplas laminas (MLC, do inglés multileaf collimator). Com 0 MLC equipado
ao acelerador linear, é possiveldistribuir a dose de acordo com o tamanho do tumor, bloqueando parte dos feixes

e limitando a dose de radiacéo entregue aos tecidos saudaveis (ROMEIJN et al., 2005).
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Esses e outros métodos radioterapicos podem ser empregados em conjunto com a
quimioterapia. A quimiorradioterapia (CRT) para PDAC ainda é muito incerta devido aos
resultados conflitantes dos estudos relacionados a doenca. Ainda que tenham sido obtidas boas
respostas, nota-se uma consideravel toxicidade e efeitos colaterais (LANDAU; KALNICKI,
2018). O quimioterapico gencitabina esta sendo o mais relevante para essa combinagéo por ser
um potente sensibilizador de radiacdo, apresentando eficacia sistémica significativa e maior
sobrevida em relacéo as outras drogas (LANDAU; KALNICKI, 2018).

Contudo, a maior parte dos tumores de CP séo radiorresistentes, sendo um dos principais
motivos da inefetividade da RT. O PDAC ¢é capaz de proporcionar a ativacdo de células
estreladas, que produzem altas quantidades de proteinas da matriz extracelular (MEC),
aumentando assim a rigidez em torno do cancer (fibrose extensa). Consequentemente, esta
rigidez induz a criacdo de expansdes heterogéneas de baixa concentracdo de oxigénio (hipdxia),
fator que pode evitar a morte celular impelida por radiacdo (WISHART et al., 2021). Outras
condicdes estdo correlacionadas com a radiorresisténcia, tais como alteracGes na resposta ao
dano ao DNA, sistema de reparo do DNA e controle de ponto de verificacdo do ciclo celular
(SESHACHARYULU et al., 2017). Devido a isso, destaca-se a importancia de encontrar
alternativas que busquem o aperfeicoamento nos tratamentos de CP, a fim de melhorar a
resposta a terapia e consequentemente a qualidade de vida dos pacientes.

1.3. Predicao de genes e uso de ferramentas de bioinformética na pesquisa do cancer.

A utilizacdo de possiveis biomarcadores ganhou grande atencdo dos pesquisadores
durante os Ultimos anos, pois estes auxiliam na deteccdo precoce da doenca (diagndstico),
trazem melhoriasno progndstico e predizem a resposta do tumor a determinados tratamentos
(FONG; WINTER, 2012). A vista disso, 0 secretoma vem sendo muito utilizado nos estudos
desses marcadores, pois as moléculas desse conjunto sdo diretamente secretadas pelo tumor e
a partir disso encontram-se circulantes no organismo, permitindo comunicagéo entre o tumor e
seu microambiente (CAPECE et al., 2018). Esse grupo também permite a biopsia liquida,
pois o principio desse método é a busca de biomacadores tumorais circulantes presentes no
sangue e até mesmo na saliva, sendo considerado um exame menos invasivo comparado com
a biopsia tradicional (CHEN; ZHAO, 2019). Alguns estudos recentes, como LV et al. (2019) e
Oliveira et al. (2020), identificaram elementos significativos na progressdo e no
desenvolvimento de outras condi¢des do PDAC e que s&o potenciais alvos para o tratamento,
como genes e proteinas que participam na desregulacdo da matriz extracelular. Alguns

tratamentos personalizados através da identificacdo de certos genes desempenham papéis
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importantes neste cenario, visto que tais genes sdo capazes de indicar quais pacientes irdo
responder positivamente a certos tipos de terapia, possibilitando a aplicacdo de medicina
personalizada de acordo com o perfil do individuo (WILLIAMS et al., 2010). Em conjunto
com a predicdo de biomarcadores, esta também o avanco no uso de ferramentas de
bioinformética e servidores de web, uma vez que nestes estdo armazenados dados émicos
(dados oriundos do genoma, transcriptoma, miRnoma, proteoma etc.) e diversos dados de
diferentes amostras clinicas (ZHENG et al., 2020). Por conta disso, essas tecnologias acabam
facilitando o processo de identificagdo de marcadores, tornando esta pratica mais acessivel e
rapida, até mesmo para profissionais sem conhecimentos prévios em bioinformatica (XIE et al.,
2020).

Embora a descoberta tenha remodelado meétodos como a quimioterapia, poucos
biomarcadores estao acessiveis clinicamente para contribuir na otimizacao de tratamentos como
radioterapia e quimiorradioterapia (DISCOVERY, 2020). A vista disso, é ideal identificar e
analisar os genes diferencialmente expressos que sejam capazes de predizer a eficacia do

tratamento radioterapico para CP.

2. Justificativa e Hipotese

Como citado anteriormente, o CP possui alto indice de mortalidade devido ao seu
diagnostico tardio, sendo detectado em estagios avancados da doenca. Em razdo disso, varias
pesquisas vém sendo realizadas com o intuito de identificar possiveis biomarcadores que
auxiliem na deteccdo precoce de tumores, propiciando melhor prognéstico e,
consequentemente, tratamento mais positivo.

Neste contexto, a analise in silico vem ganhando destaque nos estudos com
biomarcadores pela forma rapida e eficiente de adquirir dados sobre diferentes pacientes, como
proteinas secretadas pelas células tumorais, através de plataformas de analise e servidores de
banco de dados. Este ambito da bioinformética é capaz de substituir testes in vitro, se adequando
ao principio de 3Rs de Russel e Burch (RUSSEL ; BURCH, 1992), visando praticas de pesquisas
mais econémicas e humanitéarias (CAZARIN; CORREA; ZAMBRONE, 2004).

Diante disso, espera-se identificar possiveis biomarcadores secretados propriamente
pelas células tumorais pancredticas, especificando os diferencialmente expressos apos 0

tratamento de radioterapia para CP, com o propdsito de analisar a efetividade do tratamento.
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3. Objetivos
3.1. Objetivo Geral

Esse estudo tem como objetivo geral identificar genes diferencialmente expressos que
possam servir como biomarcadores para a eficacia do progndstico e do tratamento radioterapico

para o cancer de pancreas.

3.2. Objetivos Especificos

e Identificar as amostras de tumores pancreaticos humanos presentes em bancos de dados,
que apresentem alta pureza tumoral;

e Discernir dentre as proteinas secretadas, quais sao originarias de genes diferencialmente
expressos (DEGs), quando comparamos o tecido de péancreas normal com o tecido
tumoral;

e Observar as vias metabdlicas que sdo influenciadas pelas proteinas diferencialmente
expressas, buscando relacionar estas com processos fundamentais de progressao
tumoral e resisténcia ao tratamento radioterapico;

4. Materiais e Métodos

4.1. Escolha do Secretoma de Referéncia

A lista com o secretoma utilizado como referéncia, foi obtida através do banco de dados
The Human Protein Atlas (https://www.proteinatlas.org/). Foi selecionada a lista com 1708
proteinas secretadas no sangue, pelo cérebro, no sistema digestério, nos sistemas reprodutores
masculino e feminino, na matriz extracelular, em locais variados como olho ou pele e locais
desconhecidos. Tal lista foi escolhida, pois exclui as proteinas que estdo associadas a membrana
ou em compartimentos intracelulares, como endossomos ou lisossomos, e assim enfatiza apenas

proteinas que sdo de fato secretadas pelos diversos tipos celulares.

4.2. Download dos Dados com as Amostras Normais e Tumorais

Ap0s obter a lista com 1708 proteinas, esta foi submetida a plataforma Xena Browser
(https://xenabrowser.net/). Nesta, foram colocados como parametros estudos que
contemplassem amostras de tecido normal, obtidas do GTEx (Genotype Tissue Expression), e
de tumor primario de cancer de pancreas do TCGA (The Cancer Genome Atlas). Posteriormente
foram selecionados os parametros: Data type: Phenotypic; Phenotypic: sample type e primary

site. Enfim, foram aplicados os filtros para tumores primarios de pancreas. Apos isso, a lista do
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secretoma foi submetida a ferramenta, obtendo os dados do transcriptoma destas nas diferentes
amostras encontradas nos demais bancos de dados. Os dados de expressdo foram obtidos em
counts (que é o valor bruto de expressdo, sem aplicar normaliza¢do), e foram eliminadas
amostras que ndo tinham expressdo das proteinas listadas, ou que né@o representassem tumor

primario e tecido normal.

4.3. Filtragem das Amostras Tumorais de Alta Pureza

As filtragens das amostras que apresentavam alta pureza foram realizadas de acordo
com Benjamin J. Raphael et al., (2017), onde utilizaram o método do algoritmo ABSOLUTE
para avaliacdo da pureza do tumor e estimaram uma mediana de 33% de variacdo. A lista com
as amostras de alta pureza do tumor de pancreas foi obtida no material complementar do artigo.
Foram selecionadas as amostras com indice de pureza > 33%, e posteriormente estas foram
comparadas com a lista de amostras tumorais de ambos os tumores obtidos no XENA. As
amostras presentes em ambas as listas foram selecionadas como amostras de alta pureza e foram

utilizadas para anélises posteriores.

4.4. Andlise de Expressao Protéica Diferencial

Para determinar quais proteinas estavam alteradas no tecido tumoral em comparagéo ao
normal, foi utilizada a ferramenta de analise estatistica disponivel no Xena Browser, a qual
utiliza o método Welch'’s test. Os genes foram selecionados adotando um valor de p <0,01.
Considerou-se genes up regulados quando a média da expressdo das amostras do TCGA foi
maior que a média da expressdo das amostras controle (GTEX), e down reguladas quando o

oposto ocorreu.

45. Separacdo de Genes Diferencialmente Expressos relacionados a eficacia da
radioterapia

Para a analise de expressdo génica de pacientes submetidos a radioterapia, utilizou-se o
GEO (Gene Expression Omnibus). Os dados analisados foram retirados de dois estudos
distintos disponiveis na plataforma GEO.

O primeiro estudo, Farren et al., 2020 (GSE129492), apresenta dados em microarray,
sendo 24 samples de pacientes com CP submetidos a 4 tipos de tratamento: apenas ressec¢do

cirurgica (controle); quimioterapia; quimioterapia seguida de SBRT e quimioterapia seguida de
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XRT, todos como terapias neoadjuvantes e com 6 pacientes cada. Foi feita a analise dos grupos
de tratamentos presentes no estudo e posteriormente as amostras obtidas foram confrontadas
com as amostras de CP do TCGA, obtidas anteriormente, que apresentavam genes up regulados.

O segundo estudo, Mills BN et al., 2022 (GSE185311), apresenta dados de RNAseq,
sendo 22 samples de pacientes com CP, divididos em dois grupos: ndo tratados (13 samples) e
tratados com radioterapia SBRT (9 samples). Para saber quais genes estavam up ou down
regulados, foi feita a anélise no programa R, através do pacote DESeg2, com p-valor < 0,05.

Em ambos os estudos, os dados de expressdo foram obtidos em counts.

4.6. Enriquecimento Funcional dos Genes Diferencialmente Expressos Encontrados
Utilizou-se a plataforma EnrichR (https://maayanlab.cloud/Enrichr/) para determinar as
vias e o0s processos bioldgicos influenciados pelos DEGs identificados anteriormente. Dentro
desta, foram selecionados os seguintes bancos de dados para a anélise: WIKIPATHWAYS 2021
HUMAN; KEGG 2021 HUMAN; REACTOME 2021; NCI-NATURE 2021; GENE ONTOLOGY
BIOLOGICAL PROCESS e GENE ONTOLOGY MOLECULAR FUNCION. Com estes dados
foi possivel a identificagdo das vias metabolicas que sofriam influéncia dos DEGs
identificados, além dos processos biolégicos envolvidos. Foram realizadas analises para 0s
genes down regulados. Os graficos foram gerados de acordo com o valor de p <0,05 e

porcentagem de genes enriquecidos por termo.

5. Resultados

5.1. Download dos Dados com as Amostras Normais e Tumorais

Apds a submissdo das 1708 proteinas do secretoma na plataforma Xena Browser,
obteve-se as planilhas referentes a tecido normal e tumoral de pancreas. Assim, foram obtidas
um total de 345 amostras, sendo 167 de tecido normal, pertencentes ao GTEx e 178 amostras

de tecido tumoral primario, referentes ao banco de dados do TCGA.

5.2. Filtragem das Amostras Tumorais de Alta Pureza

Em seguida, foram determinadas as amostras tumorais que apresentavam alta pureza,
ou seja, ndo continham muitos infiltrados de células inflamatorias. Assim, de acordo com
Benjamin J. Raphael et al., (2017), foram encontradas 76 amostras de alta pureza tumoral de

pancreas.
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5.3. Genes diferencialmente expresso das amostras de alta pureza

Atraveés da ferramenta Network Analyst, foi possivel analisar quais genes séo
diferencialmente expressos nas amostras do tipo tumoral estudado. Para um valor de p ajustado
<0.01, quando comparamos amostras de tecido normal com tumor primario de CP, foram

encontrados 1422 genes significativos, dentre eles 651 up regulados e 287 down regulados.

5.4. Separacdo de Genes Diferencialmente Expressos relacionados a eficacia da
radioterapia

No estudo de Farren et al., 2020 (GSE129492), apds anéalise dos grupos definidos, foi
possivel identificar genes diferencialmente expressos em duas comparagdes de grupos:

= Quimioterapia versus Quimioterapia seguida de XRT (figura 2);

Volcano plot
GSE129492: Immune impact of heoadjuvant

chemo/radio-therapy in the...
Quimio e XRT vs Quimio, Padj<0.05

2.0

3.0

-log10(Pvalue)

1.0

0.0

leg2(fold change)

Figura 2: Gréfico volcano plot da expressdo de genes significativos presentes nos tratamentos de quimioterapia e
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quimioterapia seguida de XRT. Nota-se o maior nimero de genes up regulados (em vermelho) em relagéo ao genes
down regulados (em azul) (GEO, 2021).

= Resseccdo cirdrgica sem tratamento neoadjuvante (controle) versus Quimioterapia
seguida de SBRT (figura 3).

Volcano plot
GSE129492: Immune impact of neoadjuvant

chemo/radio-therapy in the...
Controle vs Quimio e SBRT, Padj<0.05

-log10{Pvalue)
ey
‘i

! ! ! T ! ! ! T !
-2 -1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5 1.0 15 2.0

log2(fold change)

Figura 3: Grafico volcano plot da expressdo de genes significativos presentes nos tratamentos de ressecgdo
cirGrgica (controle) e quimioterapia seguida de SBRT. Nota-se 0 maior nimero de genes down regulados (em
azul) em relagdo ao genes up regulados (em vermelho) (GEO, 2021).

Quando confrontamos as amostras obtidas da comparacdo de Quimioterapia vs
Quimioterapia seguida de XRT com as amostras de TCGA que estavam up reguladas, temos
42 genes significativos, sendo esses 42 expressos como up regulados. Com Controle vs
Quimioterapia seguida de SBRT, obtivemos 21 genes significativos, sendo 2 genes up
regulados e 19 down regulados.
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No estudo Mills BN et al., 2022 (GSE185311), ap6s analise com o0 DESeq2, encontrou-
se 6 genes down regulados e nenhum up regulado quando comparamos 0 grupo de pacientes
ndo tratados com tratados por SBRT (figura 4). Ao final, somando ambos os estudos, obteve-
se uma lista com 25 genes down regulados com a técnica de radioterapia SBRT (tabela
suplementar 1).

Volcano plot (GSE185311) Tratado vs Ndo Tratado padj<0.05

-log10(pvalue)
4
|

log2FoldChange

Figura 4: Gréfico volcano plot da expressao de genes significativos presentes nos grupos de pacientes tratados e
ndo tratados com SBRT. Os 6 genes down regulados séo representados pelos pontos em azul e 0s genes nao
signifivativos sdo representados em preto (Laiza, 2022).

5.5. Enriquecimento Funcional dos Genes Diferencialmente Expressos Encontrados

Observando os 25 genes down regulados que foram enriquecidos, foi possivel notar um
grande enriquecimento das vias inflamatorias relacionadas com a ativacdo do sistema
complemento e vias referentes as atividades de receptores. No banco de dados “GO
MOLECULAR FUNCTION” os receptores encontrados estdo associados com as moléculas
BMP, TNF (fator de necrose tumoral) e receptor de sinalizagdo de morte celular. Além desses,
ficou enriquecido o termo "transmembrane receptor protein serine/threonine kinase binding”,
estendendo nossa analise para inimeros receptores que podem estar relacionados a progressao
do CP. Ja no enriquecimento realizado no “REACTOME 2021, observou-se mais de uma via

associada a ativagdo do sistema complemento do CP, além de vias relacionadas a degradacéo
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de colageno e modificacdo da MEC, demonstrando que a radioterapia auxiliou na diminuigdo

da ocorréncia desses processos.

GO: Molecular Function
BMP receptor binding (GO:0070700)

transmembrane receptor protein serine/threonine kinase binding (GO:0070696)
G0:0005031)
G0:0005035)
G0:0008237)
G0:0017124)
metalloendopeptidase activity (GO:0004222)
damaged DNA binding (GO:0003684)
cytokine activity (GO:0005125)

receptor ligand activity (GO:0048018)

tumor necrosis factor-activated receptor activity
death receptor activity

metallopeptidase activity

SH3 domain binding

Terms

Reactome 2021

Metabolic disorders of biological oxidation enzymes Homo sapiens
Activation of C3 and C5 Homo sapiens

Terminal pathway of complement Homo sapiens

Pregnenolone biosynthesis Homo sapiens

Mitochondrial iron-sulfur cluster biogenesis Homo sapiens
Regulation of Complement cascade Homo sapiens

Collagen degradation Homo sapiens

Degradation of the extracellular matrix Homo sapiens

Complement cascade Homo sapiens

Extracellular matrix organization Homo sapiens

4 3 2 1 20

o
o
=]
=]

-logyo(p-value) % Genes/Term

Figura 5: Grafico de enriquecimento dos 25 genes down regulados, com as bases de dados GO: MOLECULAR
FUNCTION e REACTOME 2021.

6. Discusséo

Sabe-se que o CP possui alta taxa de mortalidade, devido principalmente a seu
diagnostico tardio, com cerca de 50% dos pacientes diagnosticados com metastase (LOVEDAY
et al., 2019). Por conta disso, a detecgdo de biomarcadores desse tipo tumoral vem sendo muito
estudada no meio cientifico através de ferramentas onlines, pois além de ser de facil acesso e
baixo custo, ndo é necessaria a realizagdo de exames invasivos nos pacientes (ZHENG et al.,
2020). Entretanto, os estudos observados, enfatizam o tratamento quimioterapico, ndo se
atentando a descoberta de biomarcadores radioterapicos. 1sso é de suma importancia, visto que
0 tratamento para CP pode ser realizado de maneira neoadjuvante, potencializando o tratamento
quando a resposta a quimioterapia é baixa (HEINRICH, LANG, 2017). Com isso, nosso estudo
visou na procura e identificacdo de DEGs que possam funcionar como potenciais
biomarcadores para CP, focando em genes de proteinas secretadas pelo tumor e que podem ser
detectadas no sangue.

Através das ferramentas utilizadas, foi possivel identificar 25 genes que tiveram sua

expressao diminuida pela técnica de radioterapia SBRT. Desses genes, dois (BMP6 e GDF15),
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estdo relacionados com os principais termos enriquecidos no banco de dados GO MOLECULAR
FUNCTION. A familia de genes BMP encontra-se subdividida em diversos grupos, sendo
responsaveis por regular o desenvolvimento de varios tecidos, como cartilagem, 0ssos, cabelo,
pele e tecido hematopoiético (MIYAZONO; KAMIYA; MORIKAWA, 2010). Os genes dessa
familia sdo classificados como transformadores do fator de crescimento tumoral (TGF-beta),
que esta relacionado com a progressao de diversos tipos tumorais, incluindo o CP (ROSHANI;
MCCARTHY; HAGEMANN, 2014). E descrito que a sinalizacio desse processo ocorre
atraves de receptores treonina/serina quinase, o que é coincidente com 0s nossos resultados
(MIYAZONO; KAMIYA; MORIKAWA, 2010). Portanto, a atuacdo da técnica de SBRT
promoveu a diminuicdo deste, o que esta relacionado com melhor progndstico e efetividade do
tratamento.

A respeito da familia BMP e tumores, Katoh (2017), demonstrou que a mesma esta
relacionada com a ativacdo canonica da via WNT. O papel dessas moléculas € bem descrito no
processo de diferenciacdo das chamadas “cancer stem cells”, promovendo crescimento tumoral,
invasdo e metastase. Além disso, ficou demonstrado que BMP4, BMP6 e BMP9, induzem
crescimento de células endoteliais in vivo e in vitro, relacionando estas diretamente com o
processo angiogénico, fundamental para a tumorigénese (SUZUKI et al., 2010). Portanto a
atuacdo da técnica de SBRT ocasionou diminuicdo deste, o que esta relacionado com um melhor
progndstico e efetividade do tratamento do CP.

Ja sobre o gene GDF15, também conhecido como MIC-1 (citocina inibidora de
macrofagos 1), é descrita a relacdo deste com a via do TGF-beta, assim como o BMP. Esta
molécula se apresenta com maior expressdo em condi¢des patoldgicas, como lesdes,
inflamacbes e em diversos tumores. Este apresenta papel fundamental na carcinogénese,
atuando na proliferacdo celular, migracdo, e inibicdo da apoptose em diversos tipos tumorais
s6lidos, como no caso do CP (WANG et al. 2014). Esses mesmos autores descreveram MIC-1
como um possivel biomarcador sérico para deteccdo de adenocarcinoma pancreatico. Isso e
complementado, através de dados de pacientes que apresentavam alta expressdo deste gene em
CP avangado, onde este esta atrelado a maior inflamacao, anorexia e até mesmo caquexia dos
pacientes, e consequentemente, pior prognostico (SUZUKI et al., 2021). A respeito desta Gltima
condicdo patologica, Vaes e colaboradores (2020), demonstraram que a secre¢do de GDF15 em
organdides de pacientes caquéticos de CP é maior do que sua secrecdo em pacientes nao
caquéticos, enfatizando a relagdo que este gene tem com tal processo. Por conta desta e mais
descobertas sobre o gene, 0 mesmo vem ganhando mais atencdo do meio cientifico, sendo

considerado um possivel biomarcador para o tratamento da caquexia causada por cancer. As
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nossas andlises evidenciaram que a radioterapia, quando administrada como tratamento
exclusivo, teve papel fundamental na diminuicdo da expressédo de MIC-1, sugerindo 0 gene
como um biomarcador para a eficécia deste tipo de tratamento no CP.

Entre os genes relacionados com organizacdo e degradacdo da MEC que mostraram-se
down regulados, destacou-se ADAM9 (desintegrina e metaloprotease 9), que apresenta
relevancia em diversos tumores sélidos, incluindo o CP. Este codifica uma protease de
superficie celular relacionada com processos de migracdo celular, resposta inflamatoria,
proliferacdo e interacbes célula-célula. No CP, a alta expressao desse gene esta atrelada a um
pior progndstico, pois ha maior taxa de invasdo e proliferacéo celular associada com transi¢éo
epitelio-mesénquima (ORIA; LOPATTA; SCHILLING, 2018). Além disso, ADAM9 apresenta
grande relacdo com MEC ao mediar os processos de migracao e adesdo das células tumorais
pancreaticas, permitindo a comunicacdo destas com proteinas presentes na matriz, como
fibronectina, tenascina e vitronectina. Logo, ha relacdo de ADAM9 com a invasdo de tecido
vascular na regido tumoral, promovendo assim angiogénese e progressao tumoral (ORIA et al.,
2019).

Por fim, analisando o conjunto de genes down regulados, outros dois processos
enriquecidos em nossas andlises estdo associados com a ativacao do sistema complemento. Tal
sistema é prontamente ativado pela presenca de danos associados a padrées moleculares na
superficie das células tumorais (MANGOGNA et al., 2021). Esta ativacdo é responsével por
uma inflamacdo no local do tumor, que segundo o estudo realizado Deng et al. 2021,
demonstrou estar relacionado com a ocorréncia de caquexia, fazendo com que haja um pior

prognostico, similar ao descrito anteriormente em nosso trabalho para o gene GDF15/MIC-1.

7. Concluséo

Dessa forma, com o nosso estudo podemos afirmar que o tratamento com a radioterapia,
mais especificamente a tecnica de SBRT, é eficiente para pacientes com CP, dado que 0 mesmo
diminuiu a expressdo de genes relacionados com processos fundamentais da patogénese deste
tipo tumoral, tais como transi¢do epitélio/mesénquima, angiogénese, proliferagdo e invasao
celular e até mesmo caquexia. O nosso trabalho elaborou um protocolo de analise e validacéo
de dados relacionados com a radioterapia, utilizando apenas ferramentas in silico, algo que é
mais comumente realizado com o tratamento quimioterapico. Além disso, 0s nossos resultados

destacam MIC-1 como possivel biomarcador para atestar a efetividade exclusiva do tratamento
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radioterdpico para o CP. Ainda assim, novos estudos devem ser realizados para a validagao
funcional e complementacgéo dos dados aqui fornecidos.
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9. Anexo

Tabela Suplementar 1 - Conjunto de genes down regulados encontrados em cada um dos
estudos selecionados.

Genes Down Regulados Log2 Fold Change
(GSE129492)
ADAM12 -1.471667
ADAM9 -1.423333
ADAMTS18 -1.658333
AFP -1.291667
AMBN -1.985
BMP6 -1.405

BPIFA2 -1.755



BPIFB1

Clorf54

C1QTNF3

C1QTNF5

C1QTNF7

C2

C5orfd6

Céorfls

C8G

COL9A2

CRISPLD1

CRTAC1

GDF15

EDA2R

DDB2

FDXR

ZMAT3

PAPPA

(GSE185311)

-1.743333

-1.613333

-1.793333

-1.543333

-1.711667

-1.398333

-1.991667

-1.508333

-1.316667

-1.753333

-1.723333

-1.575

-1.62749

-1.49514

-1.05714

-1.32329

-1.33547

-1.00156
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