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Resumo

Os carcinomas de pancreas sao carcinomas agressivos e estao entre as neoplasias de
alta complexidade no diagndstico, geralmente detectados em estagios avancados da
doenca. Estes carcinomas estdo associados a altas taxas de mortalidade, levando a
Obito mais de 432 mil pacientes a cada ano, mundialmente. Uma vez que o
diagndstico precoce é essencial para melhor sobrevida dos pacientes, a identificacéo
de biomarcadores circulantes e relacionados aos tumores provavelmente fornecerao
informacdes Uteis sobre o desenvolvimento da doenca, a progressao e impacto na
sobrevida. O papel dos microRNAs (miRNASs) na regulacdo de importantes
processos celulares desde o desenvolvimento sugere sua aplicabilidade clinica como
biomarcadores robustos. miRNAs sdo altamente estaveis e podem ser detectados
nos fluidos corporais. A deteccdo de miRNAs no plasma e soro tem sido
demonstrada util no diagndstico precoce e na predicdo de prognostico de pacientes
com neoplasias malignas. Portanto, nossos objetivos foram identificar o perfil
global de expressdao de miRNAs e os mRNAs-alvos regulados por miRNAs em
tumor e plasma de pacientes com carcinomas de pancreas e identificar vias
moleculares reguladas por miRNAs. O miR-378h apresentou expressao
significativamente aumentada (fold change > 2; p < 0,05; FDR < 0,05) no tumor e
no plasma de pacientes com adenocarcinoma ductal pancreético. Este miRNA atua
como modulador de vias de crescimento celular e de resposta imune. Em
adenocarcinoma de papila de Vater, o0 miR-5000-5p apresentou expressao
significativamente diminuida (fold change > 2; p < 0,05; FDR < 0,05) no tumor e
no plasma, modulando vias envolvidas na sinalizagdo Wnt e na proliferagdo celular.
Este estudo contribuiu para a identificacdo de miRNAs circulantes e relacionados
ao tumor como potenciais biomarcadores tumorais especificos importantes no

processo de oncogénese pancreética.



Abstract

Pancreatic carcinomas are aggressive carcinomas and are among the tumors with
high complexity at diagnosis, usually diagnosed in advanced stages. Pancreatic
carcinomas are associated with high mortality rates, with more than 432 thousand
deaths every year, worldwide. Since early disease diagnosis is essential for better
patient survival, the identification of blood-based and tumor-related biomarkers will
likely provide useful information on disease development, progression and impact
on survival. Of note, the role of microRNAs (miRNAS) in regulating important
cellular processes since early development suggests their clinical applicability as
robust biomarkers. miRNAs are highly stable and can be detected in the body fluids.
Detection of miRNAs in plasma and serum has been shown useful for early
diagnosis and to predict prognosis of patients with cancer. Therefore, our aims were
to identify the miRNA global expression profile in tumor and plasma from patients
with pancreatic carcinomas and to elucidate molecular pathways regulated by
miRNA target-genes. miR-378h was significantly upregulated (FC > 2 and p < 0.05
and FDR < 0.05) in plasma and tumor from patients with PDAC. This miRNA acts
as a modulator of cell growth and immune response pathways. In AMP cancers,
miR-5000-5p was significantly downregulated (FC > 2 and p < 0.05 and FDR <
0.05) in plasma and tumor, modulating pathways involved in Wnt signaling and cell
proliferation. The identification of specific circulating plasma and tumor-related
miRNAs deregulated in patients with PDAC and AMP may indicate these

molecules as valuable biomarkers to assist in early diagnosis.
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1. Capitulo |

Este capitulo refere-se ao projeto intitulado “Perfil de expressao global
de microRNAs em plasma e tumor de pacientes com carcinomas de pancreas”. Os
resultados correspondentes ao projeto estdo apresentados adiante no formato de

manuscrito cientifico (item 1.5).

1.1. Introducéo

1.1.1. Carcinomas de pancreas

Os carcinomas do pancreas representam a sétima causa mais frequente
de morte por cancer em homens e mulheres, levando a 6bito mais de 432 mil
pacientes a cada ano, mundialmente (1). As estatisticas globais mostraram esses
carcinomas como o 11° cancer mais comum, com mais de 459 mil novos casos no
ano de 2018 (1). No Brasil, o carcinoma de pancreas € responsavel por
aproximadamente 2% de todos 0s canceres, com a ocorréncia de mais de 12.000
casos novos a cada ano, e 4% do total de mortes por cancer, sendo a sexta causa
mais frequente de morte cancer em homens e mulheres. Em 2018 foram registradas
11.858 mortes pela doenca (2, 3). O desenvolvimento dos carcinomas de pancreas
esta relacionado a fatores de risco como etilismo, tabagismo, obesidade, diabetes e
pancreatite cronica (4).

Um dos principais problemas com o carcinoma pancreatico é a
dificuldade de deteccdo e diagnostico destes tumores, estando associada ao
diagnostico tardio e, consequentemente, uma alta taxa de mortalidade (5). O
tratamento padrdo disponivel é a cirurgia, porém apenas 10-20% dos pacientes sem
doenga metastatica séo elegiveis para a ressec¢do do tumor (6). Os pacientes que
apresentam doenca metastatica e ndo séo indicados a cirurgia (cerca de 50-60%)
podem ser submetidos a quimioterapia ou quimioterapia combinada com
radioterapia a fim de prolongar a sobrevida e aliviar os sintomas clinicos (7).

Existem ainda os pacientes que apresentam tumores com bordas ressecaveis,



chamados de borderlines: ao momento do diagnéstico eles ndo sdo elegiveis a
resseccao cirdrgica devido ao envolvimento do tumor com a vasculatura proxima,
porém sdo tratados primeiramente com quimioterapia para reducdo do tamanho do
tumor e sdo posteriormente submetidos a cirurgia (8).

O tipo histolégico adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC)
compreende cerca de 96% dos casos e 0s outros tumores pancreaticos incluem
carcinomas periampulares (9). Em relacdo aos carcinomas periampulares, ~12%
surgem do complexo ampular (distal ao encontro dos ductos biliar e pancreatico) e
séo classificados como adenocarcinoma de papila de Vater (AMP) (10). O principal
tratamento também é a resseccdo cirdrgica do tumor, porém ainda existe grande
dificuldade em diferencia-lo dos demais tipos periampulares no pré-operatorio (10).
No entanto, o adenocarcinoma de papila de Vater apresenta melhor prognostico
(com uma taxa de sobrevida em 5 anos > 45%) e detecgdo precoce quando
comparado ao adenocarcinoma ductal pancreatico (10).

Entender as diferencas e estudar as particularidades moleculares dos
tipos histologicos adenocarcinoma ductal pancreatico e adenocarcinoma de papila
de Vater podem ajudar na deteccdo precoce e no direcionamento do tratamento

destes pacientes.

1.1.2. microRNAs como biomarcadores no cancer

microRNAs (miRNAs) sao RNAs pequenos, de 18-22 nucleotideos de
comprimento, ndo codantes e que desempenham um papel importante como
reguladores da expressdo génica (11). A biogénese miRNAs através da via canonica
se inicia com um transcrito longo primario (pri-miRNA) com centenas de pares de
bases em forma de stem-loop sintetizado pela enzima RNA polimerase 11, a partir
da sequéncia de DNA. O pri-miRNA ¢ entdo clivado pela ribonuclease RNase Ill
Drosha, formando um complexo de ~650KDa acoplado ao co-fator DGCR8 (Di
George syndrome critical region 8), o que resulta em uma estrutura precursora (pré-
miRNA) em forma de grampo (hairpin) de 60-100 nucleotideos de comprimento

(12). A molécula precursora é exportada, por intermédio da proteina Exportina 5,



do nudcleo para o citoplasma, onde € clivada pela enzima RNase Ill Dicer. A
estrutura de haipin é desdobrada em uma estrutura madura de miRNA fita dupla de
~18-22 nucleotideos (dsRNA), composto pelo miRNA maduro guia e pela fita
complementar passageira. Tais sequéncias sdo nomeadas de acordo com a fita
precursora, uma proveniente da fita 5° e uma da fita 3’ (por exemplo, miR-125a-5p
e miR-125a-3p) (11, 13).

A fita de miRNA maduro com mais ligacGes de afinidade/estabilidade
para a proteina Argonauta é incorporada ao complexo de silenciamento induzido
por RNA (em inglés RISC, RNA-Induced Silencing Complex), composto por uma
familia de proteinas chamada Argonauta (Ago 1 e Ago 2) e pela proteina de ligacao
ao RNA (em inglés TRBP, transactivating response RNA-binding protein) (14). O
complexo € responsavel por orientar o mMiRNA para 0 RNA mensageiro (MRNA)
alvo. A outra fita de miRNA ¢é geralmente degradada; entretanto, em alguns casos,
ambas as fitas podem ser funcionais (15).

Em humanos, a regulacdo da expressdo génica ocorre
predominantemente por meio do pareamento de bases das extremidades 5 do
miRNA maduro com a extremidade 3’ ndo traduzida (3° UTR) do mRNA alvo,
levando, na maioria dos casos, a inibi¢do da tradugdo ou a degradacdo do mRNA
(11, 16). Na posicéo dos nucleotideos de 2-7 da regidao 5> do miRNA esté situada a
sequéncia seed, regido essencial para o pareamento e que permite aos miRNAs
regularem um grande namero de genes (11, 17). A predi¢édo de alvos regulados por
miRNAs ocorre através da identificacdo de mRNA com complementaridade
conservada a sequéncia seed do miRNA (17). Até o momento, existem 2.654
mMiRNAs  maduros anotados e mapeados no genoma  humano

(http://www.mirbase.org/cgi-bin/browse.pl?org=hsa).

Os miRNAs estdo envolvidos em muitos processos bioldgicos
importantes, tais como o desenvolvimento embrionario, diferenciacdo, apoptose e
proliferacdo celular (18-20) e em mecanismos de oncogénese (21-23). A descoberta
dessas moléculas como importantes reguladores da expressdo génica e seu papel na

carcinogénese humana tém os indicado como candidatos ideais a biomarcadores
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diagndsticos, progndsticos e como alvos terapéuticos potenciais no cancer (24-30).
Além disso, miRNAs sdo mais estaveis do que mRNAs, sua expressdo é tecido-
especifica e sdo facilmente detectados utilizando pequenas quantidades de RNA.

Amostras bioldgicas obtidas através de bidpsia de tecido séo
frequentemente utilizadas para caracterizacdo de tumores, porém existem restri¢oes
na frequéncia de amostragem e uma representacdo incompleta do tamanho e
caracteristicas do tumor (31). Dessa maneira, amostras extraidas de fluidos
corporais, como plasma, obtidas através de técnica minimamente invasiva
(conhecida como biodpsia liquida), apresentam componentes tumorais que podem
auxiliar no diagnostico precoce, monitoramento e progressao do cancer.

Os principais componentes presentes no sangue periférico que podem
fornecer informacdes sobre os tumores compreendem células tumorais circulantes,
DNA circulante livre de célula, DNA tumoral circulante, RNA circulante livre de
célula (que contém principalmente pequenos RNAs e RNAs mensageiros),
vesiculas extracelulares circulantes, plaguetas, proteinas e metabdlitos (31). De fato,
estudos recentes tém demonstrado a utilidade de miRNAs como biomarcadores
minimamente invasivos na deteccdo de células tumorais circulantes (32-35). Dessa
maneira, a analise global de expressdo de miRNAs, especificos ao tecido do tumor
e circulantes (livres no plasma), integrada a identificacdo de mRNAs-alvo regulados
por miRNAS, deve levar a elucidacdo de vias moleculares desreguladas e associadas

a patogénese dos carcinomas de pancreas.

1.1.3. microRNAs em carcinomas de pancreas

Alguns estudos tém mostrado a expressdo de miRNASs em carcinomas
de péncreas, porem ainda sdo necessarias mais informacgdes a respeito dos
mecanismos pelos quais 0s mMIRNAs podem regular vias moleculares
potencialmente envolvidas na tumorigénese, progressdo e metastase de carcinomas
de pancreas. Um estudo de expressdo global de miRNAs comparou 10 casos de
adenocarcinoma ductal pancreéatico, 7 casos de pancreatite cronica e 7 tecidos

normais como controle e mostrou que 0s niveis de expressdo de um grupo de 20



miRNAs foram capazes de diferenciar esses trés tipos de tecido. Além disso, 0s
autores identificaram os MIRNAs miR-216 e miR-217 expressos em tecido
pancreatico normal e com perda de expressdo em tecido pancreatico tumoral, sendo
que a expressdo desses dois miIRNAs sugere uma caracteristica do tecido
pancreatico normal (36).

Outro estudo comparou 65 amostras de adenocarcinoma ductal
pancreatico, 65 amostras pareadas de tecido normal adjacente e 42 amostras de
pancreatite crénica (37). Nessas amostras foram identificados dois grupos de
miRNAs diferencialmente expressos, sendo um capaz de discriminar
adenocarcinoma ductal pancreatico de pancreatite cronica e pancreas normal (miR-
21, miR-221, miR-222, miR-181, miR-181b, miR-181d e miR-155) e outro com
poder de predicdo de sobrevida a curto e a longo prazos (miR-452, miR-105, miR-
127, miR-518a, miR-187 e miR-30a-3p) (37).

Os altos niveis de expressao dos miRNAs miR-155, miR-203, miR-210
e miR-222 em amostras de adenocarcinoma pancreatico também foram
relacionados com uma pior sobrevida (38). Outro estudo analisou 17 pares de
amostras de carcinomas pancreaticos e tecidos histologicamente normais e
identificou oito miRNAs desregulados (miR-196a, miR-190, miR-186, miR-221,
miR-222, miR-200b, miR-15b e miR-95), os quais desempenham importantes
funcBes e compartilham vias moleculares durante a patogénese desse carcinoma
(39).

1.1.4. microRNAs circulantes

Tem sido demonstrado que miRNAs extracelulares circulam pelo
sangue de pacientes com cancer, podendo assim, servir como novos marcadores
diagnosticos. A primeira evidéncia que se tem registro a respeito de miRNAs
circulantes foi sobre os niveis altos de expressdo do miR-21 no soro de pacientes
com linfoma difuso de grandes células B, significativamente relacionado com
melhora da sobrevida livre de recidiva (40).

Os miRNAs circulantes podem estar envoltos por complexos lipidicos

ou lipoproteicos (microvesiculas), como exossomos, sendo assim altamente estaveis



na circulacdo sanguinea (34). A incorporacdo dos miRNAs ao plasma ocorre através
desses complexos extracelulares ou junto a proteinas de ligagdo ao RNA, como
proteinas da familia AGO ou HDL (41). Apesar da presenca e atividade da
ribonuclease RNAse no plasma, foi demonstrado que os miRNAs circulantes sdo
resistentes a degradacdo pois, por meio de centrifugacéo diferencial e cromatografia
de exclusdo por tamanho, foram identificadas duas populagfes de mMIRNAS
circulantes: cerca de 90% na forma livre de vesiculas, ou seja, acoplados aos
complexos AGO2 e uma pequena por¢cdo (~10% do total) encapsulados em
vesiculas (35, 42, 43). Dessa maneira, estratégias de analise de expressdo de
miRNAs circulantes na forma livre se faz importante na busca por potenciais
biomarcadores em carcinomas.

Estudos tém apresentado o crescente papel dos miRNAs circulantes
como biomarcadores em pacientes com carcinomas de pancreas. Por exemplo, foi
observada uma alta expressao dos miRNAs miR-21, miR-210, miR-155 e miR-196a
no plasma de pacientes com adenocarcinoma ductal pancredtico quando
comparados com individuos sem a doenca (44). A expressao do miR-196a no soro
demonstra o potencial valor desse miRNA como marcador de pior prognostico para
pacientes com adenocarcinoma ductal pancreatico (45). Amostras de plasma de
pacientes com cancer de pancreas também apresentaram niveis significativamente
elevados do miR-210 quando comparadas com amostras de individuos saudaveis
(46). O miR-18a circulante no plasma de pacientes com cancer de pancreas pode
ser um biomarcador atil para rastreio e monitoramento do tumor (47) e uma
assinatura de 7 miRNAs (miR-20a, miR-21, miR-24, miR-25, miR-99a, miR-185 e
miR-191) foi demostrada Gtil para diferenciar pacientes com pancreatite cronica
daqueles com cancer de pancreas (48).

Apesar destes e outros estudos, ainda ha necessidade de integracao de
dados de expressio de mMiRNAs e mRNAs-alvo regulados por miRNAS,
fundamental para a elucidacdo de vias moleculares em carcinomas de pancreas. As
evidéncias da literatura indicam que miRNAs circulantes podem ser excelentes

biomarcadores para monitorar 0 desenvolvimento e progressdo do tumor, pois



podem ser detectados nos fluidos corporais mesmo apds longos periodos de
armazenamento das amostras (49). Da mesma forma, miRNAs circulantes podem
representar biomarcadores com valor potencial para melhorar a deteccao da doenca,
determinacéo do progndstico/sobrevida ou predicdo de resposta ao tratamento em
carcinomas de péancreas. Considerando que a desregulacdo de miRNAs pode
promover a iniciag&o e progressdo tumoral, tais moléculas podem ser biomarcadores
robustos para o desenvolvimento de estratégias diagnosticas para pacientes com

carcinomas de pancreas.



4. Consideracoes finais

Este foi um estudo de identificacdo de alteracGes na expressdo de
miRNAs no plasma e no tumor de pacientes com carcinoma de pancreas, com
diagndstico de adenocarcinoma ductal pancreético ou adenocarcinoma de papila de
Vater, com etapa adicional de identificacdo da expressdo do metaboloma nas
mesmas amostras. Apesar do nimero limitado de amostras analisadas, 0s resultados
enriqueceram com novas informac@es e levaram a identificacdo de miRNAs e de
metabdlitos diferencialmente expressos e as alteracdes puderam ser detectadas e
quantificadas no plasma dos pacientes. Esses resultados reforcam dados da literatura
no sentido de indicar a aplicacdo das biopsias liquidas como estratégia diagnostica
molecular. Além disso, a integracdo de dados moleculares e de metabolismo deste
estudo, quando validadas, podera contribuir para o desenvolvimento de potenciais
biomarcadores para diagnostico precoce de pacientes com carcinomas de pancreas.
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