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Resumo

Introducéo: Os carcinomas hepato-pancreato-biliares (HPB) s&o carcinomas agressivos e estao
entre as neoplasias de alta complexidade no diagnostico, determinacdo do progndéstico e
tratamento. Considerando que o figado, a arvore biliar e o pancreas compartilham células
progenitoras comuns, a busca de alteragdes moleculares comumente encontradas nesses
carcinomas pode resultar no melhor entendimento e caracterizagdo dos mecanismos de
tumorigénese. Os microRNAs (miRNASs) sdo importantes reguladores da expressdo génica e
tém sido apontados como biomarcadores com aplicacdo clinica no diagnéstico, prognostico e
tratamento de pacientes com céncer. A andlise do perfil de expressdo de miRNAs circulantes
pode contribuir para melhor compreensdo dos processos envolvidos na tumorigénese dos

carcinomas HPB.

Objetivos: Identificar o perfil de expressdo de miRNAs circulantes no plasma e potenciais
processos bioldgicos envolvidos na tumorigénese de carcinomas de figado, pancreas e vias

biliares.

Pacientes e Métodos: Foram analisadas 12 amostras de plasma, sendo 4 obtidas de pacientes
diagnosticados com carcinoma hepatocelular, 4 com adenocarcinoma de pancreas e 4 com
colangiocarcinoma e 10 amostras de plasma de individuos saudaveis (controles). O perfil de
expressao de miRNAs circulantes no plasma dos pacientes foi determinado por meio do ensaio
TagMan® Array Human MicroRNA Cards (card A, v3.0). A andlise quantitativa da expressdo
de miRNAs foi calculada relativa aos controles e utilizou o software ExpressionSuite v.1.0.3.
Métodos de andlise bioinforméatica foram aplicados para a predicdo de mRNAs-alvo
potencialmente regulados pelos miRNAs identificados. Adicionalmente, redes de interacdo
miRNAs-mRNAs-alvo foram geradas como etapa inicial para a identificacdo de vias

moleculares envolvidas na tumorigénese.

Resultados: Foram identificados 42 miRNAs com expressdo desregulada no plasma de
pacientes com carcinomas HPB comparados ao grupo controle de individuos saudaveis, sendo
26 com expressdo diminuida e 16 com expressdo aumentada. Entre os 42 miRNAs
diferencialmente expressos no plasma, 28 miRNAs eram compartilhados entre os trés subtipos
tumorais (carcinoma hepatocelular, adenocarcinoma de pancreas e colangiocarcinoma), sendo
19 com expressao diminuida (let-7b-5p, let-7¢-5p, miR-140-3p, miR-150-5p, miR-16-5p, miR-
183-5p, miR-195-5p, miR-194-5p, miR-197-3p, miR-20b-5p, miR-25-3p, MiR-362-5p, miR-



425-5p, miR-486-5p, miR-486-3p, miR-500a-5p, miR-532-5p, miR-660-5p e miR-92a-3p) e 9
com expressdo aumentada (miR-130a-3p, miR-130b-3p, miR-142-5p, miR-152-3p, miR-199a-
3p, miR-29a-3p, miR-26a-5p, miR-27b-3p e miR-148a-3p). Andlise de predicdo de mMRNAs-
alvo seguida de analise de enriquecimento identificou potenciais genes-alvo dos miRNAs com
expressdo alterada e compartilhados entre os trés subtipos tumorais. Notavelmente, seis
miRNAs com expressdo aumentada (mir-130b-3p, miR-142-5p, miR-148a-3p, miR-152-3p,
miR-130a-3p e miR-27b-3p) foram identificados como potenciais reguladores de genes
envolvidos em processos bioldgicos de desenvolvimento celular. A identificacdo de miRNAs
desregulados no plasma de pacientes com o0s trés subtipos tumorais sugere uma associagéo

dessas alteragbes com 0s mecanismos comuns de tumorigénese nesses carcinomas.

Discussdo: O perfil de expressdo de miRNAs circulantes identificado no plasma de pacientes
com carcinomas HPB sugere uma grande complexidade de alteracfes em processos bioldgicos
potencialmente envolvidos na tumorigénese nesses carcinomas. Além disso, 0s genes-alvo
preditos a serem regulados por esses miRNAs codificam importantes proteinas com papel na
transcricdo e destino celular, como HMGA2, ZNF516, NFIB, HAS3 e CIT. Estudos de
validagdo em um nimero maior de casos podem contribuir para o desenvolvimento de novas

estratégias diagndsticas e terapéuticas para pacientes com carcinomas HPB.



Abstract

Background: Hepatic-pancreatic-biliary tract (HPB) cancers are aggressive carcinomas and
are among the tumors with high complexity regarding diagnosis, determination of prognosis
and treatment. Considering that the liver, the biliary tree and the pancreas share common
progenitor cells, the search for molecular alterations commonly found in these carcinomas may
lead to better understanding and characterization of genetic mechanisms of tumorigenesis.
MicroRNAs (miRNAS) are important gene expression regulators and have been identified as
biomarkers with clinical application in the diagnosis, prognosis and treatment of patients with
cancer. The expression profile analysis of circulating miRNAs may contribute to a better

understanding of tumorigenesis in HPB carcinomas.

Objectives: To identify the expression profile of circulating miRNAs in plasma and potential
biological processes involved in tumorigenesis in cancers of the liver, pancreas and biliary

ducts.

Patients and Methods: Twelve plasma samples were analyzed, 4 of which were obtained from
patients diagnosed with hepatocellular carcinoma, 4 with pancreatic adenocarcinoma and 4 with
cholangiocarcinoma, and 10 plasma samples from healthy individuals (controls). The
expression profile of circulating miRNAs was determined using the TagMan Array Human
MicroRNA Cards (card A, v3.0) platform. Quantitative analysis of miRNAs expression was
calculated relative to controls using the ExpressionSuite Software v1.0.3. Computational
bioinformatic analysis was performed to identify predicted miRNA target genes, as well as
miRNA-mRNA interaction networks as the initial step for the identification of molecular

pathways involved in tumorigenesis.

Results: Forty-two differentially expressed miRNAs were identified in plasma obtained from
patients with cancers of the liver, pancreas and biliary ducts, 26 of them downregulated and 16
upregulated. Among the 42 miRNAs, 28 miRNAs were shared between the three tumor
subtypes, being 19 downregulated (let-7b-5p, let-7¢c-5p, miR-140-3p, miR-150-5p, miR-16-5p,
miR-183-5p, MiR-195-5p, miR-194-5p, miR-197-3p, MiR-20b-5p, miR-25-3p, MiR-362-5p,
miR-425-5p, miR-486-5p, miR-486-3p, miR-500a-5p, miR-532-5p, miR-660-5p e miR-92a-
3p) and 9 upregulated (miR-130a-3p, miR-130b-3p, miR-142-5p, miR-152-3p, miR-199a-3p,
miR-29a-3p, miR-26a-5p, miR-27b-3p e miR-148a-3p). MiRNA target predictions followed by
enrichment analysis revealed putative target genes of altered miRNAs identified in all tumor



subtypes. Notably, six up-regulated miRNAs (mir-130b-3p, miR-142-5p, miR-148a-3p, miR-
152-3p, miR-130a-3p e mIiR-27b-3p) potentially regulate genes involved in cellular
development. The identification of mMiRNAs commonly dysregulated in plasma from patients
with HPB carcinomas and not in healthy controls suggests an association of these alterations

with tumorigenesis mechanisms of these carcinomas.

Discussion: The expression profile of circulating miRNAs identified in the plasma of patients
with HPB carcinomas suggests a great complexity of alterations in biological processes
potentially involved in tumorigenesis in these carcinomas. In addition, target genes predicted
to be regulated by these miRNAs encode important proteins with role in transcription and cell
fate, such as HMGAZ2, ZNF516, NFIB, HAS3 and CIT. Validation studies in a large number of
cases may contribute to the development of new diagnostic and therapeutic strategies for

patients with HPB carcinomas.
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1. Introducgéo

1.1. Carcinomas de figado, pancreas e vias biliares

Durante os estagios iniciais de desenvolvimento do organismo humano, quando o
endoderma definitivo forma o canal alimentar anterior, existem células progenitoras comuns
para o figado, o sistema biliar e pancreas ventral. Os compartimentos celulares localizados na
arvore biliar contém células-tronco para o desenvolvimento do figado, pancreas e vias biliares
que persistem até a idade adulta [1]. Considerando a origem embrionaria comum, tumores
primarios acometendo esses 6rgaos podem conter alteragbes moleculares comuns, as quais
podem incluir biomarcadores potencialmente Gteis para a melhoria do diagnostico e tratamento

dos pacientes.

1.1.1. Dados de incidéncia, mortalidade e fatores de risco associados aos

carcinomas de figado, pancreas e vias biliares

Dados do GLOBOCAN de 2012 indicam a ocorréncia de aproximadamente
782.000 novos casos de tumores primarios do figado, sendo 554.000 em homens (quinto
carcinoma mais comum) e 228.000 em mulheres (nono carcinoma mais comum) [2].

Os carcinomas de figado representam a segunda causa mais comum de morte por
cancer, responsaveis por aproximadamente 745.000 mortes em todo o mundo (521.000 em
homens e 224.000 em mulheres) [2]. Para o Brasil, os dados de 2013 contabilizam 8.772 mortes
pela doenca (5.012 homens e 3.759 mulheres) [3]. Uma analise sistematica de Hashim e
colaboradores comparou a mortalidade por cancer entre os anos 2000-2010 em 60 paises de 6
continentes e revelou que na maioria dos paises a taxa de mortalidade diminuiu cerca de 1% ao
ano para os carcinomas mais comuns (estbmago, colorretal, mama, Utero e prostata), com
excecdo dos carcinomas de figado e pulmdo. Os dados mostram que a mortalidade por
carcinoma de figado aumentou em metade dos paises analisados, principalmente na América
do Norte e América Latina [4].

Entre os tumores primarios do figado, o carcinoma hepatocelular é a neoplasia mais
comum e 0s principais fatores de risco para o seu desenvolvimento sdo a cirrose hepatica (lesdo
cronica devida a inflamagéo e fibrose), infeccdo pelo virus da hepatite B ou C, sindrome
metabolica e alcoolismo [5]. Também existem cofatores que contribuem para o carcinoma

hepatocelular, como tabagismo e ingestdo da aflatoxina B (derivada dos fungos Aspergillus



flavus e A. parasiticus), substancia carcinogénica relacionada a muta¢Ges no gene TP53 e
incidéncia deste carcinoma [5, 6].

O estudo de Carrilho e colaboradores sobre os aspectos epidemiolégicos e clinicos
do carcinoma hepatocelular no Brasil demonstrou que a infeccao pelo virus da hepatite C foi a
etiologia mais comum para cirrose hepética que, por sua vez, foi o principal fator de risco para
0 desenvolvimento de carcinoma hepatocelular [7]. Este estudo incluiu 1.405 pacientes
diagnosticados com carcinoma hepatocelular durante o periodo de Janeiro de 2004 a Outubro
de 2009 e foi conduzido por membros da Sociedade Brasileira de Hepatologia [7].

Para os carcinomas de pancreas foram estimados 338.000 novos casos no mundo
todo, em 2012, sendo 178.000 em homens e 160.000 em mulheres [2]. Responsaveis por
331.000 mortes (174.000 homens e 157.000 mulheres), esses carcinomas sdo considerados a
sétima causa mais comum de morte por cancer em ambos 0s sexos mundialmente [2]. No Brasil,
0s carcinomas de pancreas representam 2% de todos os carcinomas e 4% do total de mortes por
cancer, com mais de 9.000 casos novos em média, a cada ano. Em 2013 foram registradas 8.710
mortes pela doenca (4.373 homens e 4.335 mulheres) [3].

O desenvolvimento dos carcinomas de pancreas esta relacionado a fatores de risco
como etilismo, tabagismo, obesidade, diabetes e pancreatite cronica [8]. Cerca de 10% dos
casos apresentam um componente hereditario e os fatores genéticos que influenciam os
carcinomas de pancreas podem ser mutacfes nos genes BRCAL e BRCA2, historico familial de
cancer de pancreas em pacientes com Sindrome de Lynch e outras sindromes genéticas
relacionadas ao surgimento de neoplasias [8-10].

Os tumores do tipo colangiocarcinoma incluem uma pequena parcela dos tumores
primarios do figado. Nos Estados Unidos foram diagnosticados, em 2015, cerca de 10.910
novos casos de colangiocarcinoma e carcinomas de vesicula biliar [11]. A incidéncia do
colangiocarcinoma aumenta com a idade, sendo que a maioria dos pacientes é diagnosticada
por volta de 65 anos, mas o pico de incidéncia ocorre por volta dos 80 anos [12].

Nos Estados Unidos, dados de 2015 estimam 3.700 mortes por colangiocarcinoma
e carcinoma de vesicula biliar [11]. No Brasil, os carcinomas hepatocelulares e de vias biliares
levam a 6bito mais de 7 mil pacientes a cada ano (INCA, 2012) [3].

Os fatores de risco relacionados ao colangiocarcinoma incluem a infestacédo por um
parasita do aparelho digestivo (Clonorchis sinensis) e infecc¢éo cronica de origem alimentar por

parasita do figado (Opisthorchis viverrini) frequente em paises dos continentes Asiatico e



Africano [13, 14]. Além disso, fatores de predisposi¢cdo podem ser colangite esclerosante

primaria e cistos de colédoco [12].

1.1.2. Histologia dos carcinomas de figado, pancreas e vias biliares

Os tumores primarios do figado sdo classificados como benignos ou malignos e
como tumores mesenquimais ou tumores epiteliais, de acordo com o tecido de origem [13].
Cerca de 1-3% sdo tumores mesenquimais malignos, 6-12% s&o tumores benignos de origem
epitelial e 85-95% sdo tumores epiteliais malignos [13].

Aproximadamente 80% dos casos de tumores epiteliais malignos correspondem ao
carcinoma hepatocelular [3]. O carcinoma hepatocelular ainda apresenta uma variante
histoldgica rara, o fibrolamelar, que se diferencia por ocorrer em um grupo mais jovem (com
pico de incidéncia na década dos 30 anos), afeta homens e mulheres igualmente e raramente
estd associado a cirrose ou hepatite viral [13]. Os 20% restante correspondem ao
hepatoblastoma (manifesta-se em criancas nos primeiros anos de vida), ao colangiocarcinoma
(origina-se nas vias biliares hepéticas) e ao angiossarcoma (origina-se nos vasos sanguineos
hepaticos) [3].

Em relacdo aos carcinomas pancreaticos, aproximadamente 95% dos casos
compreendem o tipo histolégico adenocarcinoma ductal pancreatico e correspondem aos
carcinomas do pancreas exdcrino (responsavel pela producdo de enzimas para digestdo
alimentar). Os tumores neuroenddcrinos (5%) sdo mais raros, geralmente diagnosticados em
idade mais jovem e apresentam melhor prognostico [15, 16].

O colangiocarcinoma compreende cerca de 5% dos tumores epiteliais malignos
primarios do figado [3]. O termo colangiocarcinoma compreende os tumores originados do
epitélio dos ductos biliares e os subtipos sdo diferenciados de acordo com sua localizacdo
anatdmica de origem em intra-hepatico, hilar e distal [12].

O colangiocarcinoma intra-hepatico se caracteriza por apresentar massas hepaticas;
o colangiocarcinoma hilar (também referido como tumor de Klatskin) contém a confluéncia
dos ductos direito e esquerdo e geralmente os ductos intra e extra-hepaticos; o
colangiocarcinoma distal abrange o ducto hepatico sem atingir a confluéncia dos ductos direito
e esquerdo e geralmente envolve a por¢éo intra-pancreética do ducto biliar [12]. O subtipo mais
comum é o colangiocarcinoma hilar, que ocorre em 60-70% dos casos, seguido pelo

colangiocarcinoma distal (20-30%) e colangiocarcinoma intra-hepatico (5-10%) [17].



1.1.3. Diagnostico e Tratamento dos carcinomas de figado, pancreas e vias

biliares

O monitoramento de pacientes que apresentam fatores de risco para possivel
desenvolvimento de carcinoma hepatocelular (infeccao pelo virus da hepatite B ou C e cirrose
hepética) é realizado por meio de exame de ultrassonografia e o intervalo de vigilancia
recomendado é de seis meses [18].

Os nddulos identificados por ultrassonografia devem ser investigados. O
diagnostico de carcinoma hepatocelular deve ser baseado em exames de imagem, como
tomografia computadorizada e ressonancia magnética, e/ou biopsia. Os ndédulos hepaticos com
menos de 1 cm geralmente ndo séo carcinoma hepatocelular, portanto recomenda-se repetir a
ultrassonografia em intervalos de 3 meses para monitoramento [18].

Os nodulos com mais de 1 cm devem ser investigados através de ressonancia
magnética. Se o nodulo apresentar hipervascularidade arterial seguido por lavagem na fase
tardia, provavelmente é carcinoma hepatocelular, caso contrario, um segundo estudo com
contraste com outra modalidade de imagem (por exemplo, tomografia computadorizada) deve
ser realizado. Se os resultados continuarem inconclusivos, recomenda-se a biopsia [18].

O tratamento de primeira linha geralmente indicado para pacientes com carcinoma
hepatocelular priméario Unico com funcdo hepética preservada (bilirrubina normal com
gradiente de pressdo venosa hepéatica < 10 mmHg e contagem de plaquetas > 100.000) € a
resseccdo cirurgica do tumor. A recorréncia do tumor é comum ap0s a ressecc¢ao e o tratamento
subsequente é influenciado pelo padrdo de recorréncia, podendo ser uma nova ressec¢do ou
transplante de figado. O transplante de figado € indicado como tratamento de primeira linha
para pacientes com tumores multinodulares pequenos ou para pacientes com tumor Gnico com
menos de 5 cm e disfuncdo hepatica avancgada [19].

O carcinoma de pancreas apresenta grandes dificuldades em relacéo ao diagndstico
devido a auséncia de técnicas de deteccdo precoce e de terapias eficientes para os pacientes, 0
que leva a altas taxas de mortalidade pela doenca [11]. Durante os estagios iniciais a doenca se
caracteriza por ser assintomatica e, na maioria das vezes, o diagnoéstico é realizado quando os
pacientes ja apresentam doenga avancada, com presenca de metastase [20]. O biomarcador
antigeno de céancer 19-9 (CA 19-9) é comumente utilizado em pacientes com carcinoma de
pancreas para monitoramento da progressdo da doenca, recorréncia e/ou resposta ao tratamento,

porém nao possui sensibilidade ou especificidade para diagnostico precoce [21].



O tratamento padrdo disponivel para o carcinoma de pancreas € a cirurgia, porém
apenas 10-20% dos pacientes sem doenca metastatica sdo elegiveis para a ressec¢do do tumor
[22]. Os pacientes que apresentam doenca metastatica e ndo sdo indicados a cirurgia (cerca de
50-60%) podem ser submetidos aos tratamentos paliativos, como quimioterapia ou
quimioterapia combinada com radioterapia a fim de prolongar a sobrevida e aliviar 0s sintomas
clinicos [23].

A colangioressonancia, colangiotomografia, colangiografia endoscopica retrograda
ou percutanea transhepatica contribuem para o diagnostico e planejamento do tratamento dos
tumores de vias biliares [3].

Para o tratamento de colangiocarcinoma séo levados em consideragéo fatores como
a condicdo do paciente, a extensdo local do tumor (como também envolvimento parenquimal
e/ou vascular) e presenca ou ndo de doenca metastatica [24]. A ressecc¢do cirdrgica geralmente
é realizada quando o paciente apresenta boas condi¢fes nutricionais e médicas, com doenca
passivel de resseccdo com margens claras e sem evidéncia de doenga metastatica [25]. A
quimioradioterapia pode ser oferecida apds a cirurgia para pacientes em que o tumor invadiu a
camada muscular ou em que houve envolvimento de linfonodos regionais a fim de reduzir o
risco de recorréncia local e melhorar a sobrevida [12]. Para os pacientes com doenca avangada
ou metastatica ndo ressecavel podem ser oferecidos quimioterapia e cuidados paliativos [12].

1.1.4. Bases moleculares dos carcinomas de figado, pancreas e vias biliares

A inflamacéo crénica € um fator importante associado a patogénese dos carcinomas
humanos [26]. O carcinoma hepatocelular geralmente esta associado a infeccdo pelo virus da
hepatite B ou C cronica e consequente inflamacéo do figado, podendo evoluir para um processo
inflamatdrio crénico no decorrer da vida do paciente [26].

Diversas sdo as alteracdes genéticas e vias que participam da progressdo do
carcinoma hepatocelular (revisado em Llovet e colaboradores) [27]. Algumas alteracOes
genéticas somaticas observadas consistem em mutagdes no promotor ou amplificacdo do gene
TERT e consequente alta expressdo da telomerase (em cerca de 90% dos casos de carcinoma
hepatocelular). Mutac¢des no gene CTNNB1 podem ativar a via WNT-B-catenina (em 11-37%
dos casos de carcinoma hepatocelular), principalmente em pacientes com tumores bem
diferenciados e sem infecc¢éo pelo virus da hepatite B [27]. As vias RAS-RAF-MAPK e PI3K-

AKT-mTOR também foram relatadas como frequentemente ativadas nos carcinomas



hepatocelulares devido a amplificacdo da regido que abrange FGF3, FGF4 e FGF19 (em 5%
dos tumores), principalmente [27].

A inativacao da proteina p53 e alteracdes no ciclo celular também estdo presentes
em pacientes com carcinoma hepatocelular, principalmente nos casos com infeccéo pelo virus
da hepatite B [27]. Ja os pacientes expostos a aflatoxina B1 apresentam mutacgdo especifica
(R249S) no gene TP53. O fendtipo mais agressivo e progndéstico ruim dos pacientes podem
estar relacionados a mutacdes em RB1 (3-8% dos casos) ou delecdes em CDKN2A (2-12% dos
casos) [27].

Reguladores epigenéticos e complexos de remodelagdo da cromatina também estao
alterados em carcinoma hepatocelular, assim como metilagdo do DNA [27]. Mutacdes que
ativam NFE2L2 ou inativam KEAP1 ativam constitutivamente a via de estresse oxidativo em
5-15% dos casos de carcinoma hepatocelular [27].

O desenvolvimento e a progressao dos carcinomas de pancreas estdo associados a
desregulacdo de vias e processos decorrentes de alteracdes genéticas em multiplos genes [28].
A tumorigénese pancreatica é dirigida, principalmente, por quatro categorias de genes mutados:
oncogenes (KRAS, BRAF, AKT2, GUCY2F, NTRK3, EGFR), supressores tumorais e
mantenedores do genoma (pl16, TP53, SMAD4, BRCA2/PALB2, FANCC/FANCG, MAP2K4,
LKB1/STK11, ACVR1B, TGFBR1, TGFBR2) e mantenedores dos tecidos (PRSS1) [10].

Aproximadamente 90% dos casos de carcinomas pancreaticos apresentam
mutacdes no oncogene KRAS, associadas com as etapas de iniciagdo tumoral [29, 30]. As
principais mutacdes no gene KRAS sao transversdes dos nucleotideos G-T na primeira ou
segunda base e uma transicdo dos nucleotideos G-A na segunda base do cddon 12 [30, 31].
Essas mutacdes levam a substituicdo do aminoécido glicina (G) pelo aminoécido &cido
aspartico (D) na sequéncia da proteina, que se torna constitutivamente ativa e, por
consequéncia, sinaliza para transcri¢do de genes associados a progressao do ciclo celular [32].

As alteracGes no gene supressor tumoral p16 também apresentam alta prevaléncia
nos carcinomas pancreéticos e resultam no descontrole da proliferacdo celular e consequente
aumento do tamanho do tumor [33]. O gene TP53 codifica uma proteina que se liga a sitios
especificos do DNA e ativa a transcricdo de genes responsaveis pela divisao celular e apoptose.
Cerca de 75% dos carcinomas de pancreas apresentam mutacdes no gene TP53 que colaboram
para a sobrevivéncia celular [10, 34].

O desenvolvimento do colangiocarcinoma também esta associado ao acimulo de

alteracOes genéticas em genes regulatérios. Pacientes com mutagdes nos genes KRAS e BRAF
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podem apresentar uma pior sobrevida a longo prazo [35]. Fatores de predisposi¢cdo podem
influenciar os padrbes de mutacdo em colangiocarcinoma intra-hepatico, uma vez que mutacgdes
no gene EGFR foram observadas em pacientes com doenca hepatica cronica em contrapartida
aos pacientes sem doenca hepatica, que apresentaram mutacoes nos genes PIK3CA, CDKN2A,
PTEN e TP53 [36].

O colangiocarcinoma intra-hepéatico parece ser resultado de um processo de
carcinogénese que se inicia de uma leséo precursora chamada neoplasia intra-epitelial biliar,
tendo como um dos primeiros eventos moleculares a mutacdo no gene KRAS [37].

Os carcinomas de figado, pancreas e vias biliares, apesar de suas particularidades,
sdo neoplasias de dificil diagnostico, complexas na determinacdo do prognostico, carentes em
estratégias eficientes de tratamento, altamente agressivas e com taxas elevadas de morbidade e
mortalidade associadas. Haja vista que o figado, a arvore biliar e o pancreas ventral possuem
celulas comuns desde o desenvolvimento até idade adulta, a investigagdo por biomarcadores
comuns e também anatomicamente especificos para esses 6rgaos pode auxiliar na compreensao
genética e no comportamento desses tumores. Esses biomarcadores podem ser quantificados
em amostras clinicamente relevantes (como soro ou plasma) por meio de técnicas minimamente

invasivas, tais como a bidpsia liquida.

1.2. MicroRNAs como biomarcadores no cancer

Os microRNAs (miRNAs) sdo pequenos RNAs de 18-22 nucleotideos de
comprimento, ndo codificadores de proteinas, mas que desempenham importante papel na
regulacdo da expressdo génica e na patogénese de muitas doencas humanas [38, 39]. A
biogénese dos miRNAs através da via candnica se inicia com um transcrito longo primério (pri-
miRNA) com centenas de pares de bases sintetizado pela enzima RNA polimerase |1, a partir
do DNA gendmico. O pri-miRNA é entdo clivado pela ribonuclease RNase 11l 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
de 60-100 nucleotideos de comprimento [40]. A molécula precursora é exportada, por
intermédio da proteina Exportina 5, do nicleo para o citoplasma, onde é clivada pela enzima
RNase Ill Dicer originando um miRNA de fita dupla de ~18-22 nucleotideos (dsSRNA),
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) [41].



O miRNA maduro de fita simples € incorporado 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 ligacdo ao RNA
(em inglés TRBP, transactivating response RNA-binding protein) [42].

Em humanos, a regulacao da expressao génica ocorre predominantemente por meio
do pareamento de bases da regido 5’ do miRNA maduro com a regido 3’ nao traduzida (3’-
UTR) do mRNA alvo, no citoplasma [43]. Na posi¢do dos nucleotideos de 2-7 da regido 5° do
miRNA esta situada a sequéncia seed, regido essencial para o pareamento e que permite aos
miRNAs regularem um grande numero de genes [38, 44]. A predicao de alvos regulados por
miRNAs ocorre através da identificagdo de mMRNA com complementaridade conservada a
sequéncia seed do miRNA [44].

O pareamento do miRNA maduro ao mRNA alvo (regiao 3’-UTR) pode levar a
inibicdo da tradugdo do mRNA por pareamento incompleto ou degradacdo do mRNA por
pareamento completo. Mesmo que o pareamento de bases seja incompleto, a sequéncia seed
deve ser perfeitamente complementar [38]. Varia¢des genéticas na sequéncia seed do miRNA
como também na sequéncia complementar na regido 3’-UTR do mRNA alvo podem afetar o
pareamento e resultar em expressdo génica aberrante [45, 46]. Essas variantes podem ser
importantes mediadoras das variacOes fenotipicas e do risco de desenvolvimento de doencas,
como Alzheimer e cancer [46-48].

Os mecanismos de a¢do dos miRNAs vado além deste modelo predominante. De
acordo com a revisao de Ling e colaboradores [49], os miRNAs também podem ativar a
traducdo de um mRNA-alvo através do recrutamento de complexo de proteinas para elementos
ricos em AU do mRNA ou ativar a traducéo de um gene-alvo em caso de parada do ciclo celular;
podem aumentar a sintese global de proteinas (pelo aumento da biogénese de ribossomos) e
também podem atuar na comunicacdo celular (circulantes livres ou em microvesiculas na
corrente sanguinea) [49]. Os miRNAs também podem se ligar a regido 5’-UTR ou a regido de
fase de leitura aberta (do inglés open reading frame, ORF) do mRNA alvo e ativar ou reprimir
a sintese de proteinas [50]. Ainda no ntcleo, miRNAs podem se ligar as sequéncias promotoras
de genes e conduzir a sua expressdo, 0 que demonstra mais um modelo de regulacdo da
expressédo génica [51]. Adicionalmente, os miRNAS estéo envolvidos em processos biologicos
relevantes, como o desenvolvimento embrionario, diferenciacdo, apoptose e proliferacéo

celular [52-54] e em mecanismos de oncogénese [55-57].



Os miRNAs funcionais maduros sdo processados a partir de um ou ambos os bragos
da molécula precursora, sendo que pode ocorrer um acimulo maior de produto proveniente de
um dos bragos do dsRNA (preferencialmente que sera incorporado ao complexo RISC). Porém,
existe a possibilidade do brago a partir do qual o miRNA maduro dominante é processado
mudar em diferentes tecidos e em diferentes estagios de desenvolvimento, processo chamado
arm switching [58]. As consequéncias funcionais potenciais para mudangas no processamento
do dsRNA sdo importantes, pois miRNAs maduros de bragos opostos possuem mRNAs alvos
potenciais significativamente diferentes [58].

De acordo com o banco de dados miRBase, ja foram identificados e caracterizados
quanto a sequéncia e funcdo, 2.588 mMIRNAs maduros no genoma humano

(http://www.mirbase.orag/cgi-bin/browse.pl?org=hsa) [41, 59-62] e informacBes recentes

mostram que este nimero ainda é questionavel [63]. No estudo de Londin e colaboradores
foram identificados 3.707 novos miRNAs, sendo que 2.772 estdo na relacdo do miRBase 20
[63]. Os miRNAs sdo encontrados em regides intronicas de transcritos ndo codificadores e de
transcritos codificadores, regides exonicas de transcritos ndo codificadores e transcritos
codificadores e ainda existem os miRNAs que constituem introns (miRtrons) [64, 65].

Os miRtrons séo precursores alternativos para a biogénese de miRNAs que, através
de uma via nuclear ndo candnica, sdo processados em pré-miRNA (com estrutura semelhante
ao da via canonica) e contornam a clivagem pela enzima ribonuclease RNase Il Drosha.
Posteriormente sdo capazes de acessar a via canonica durante a exportacdo do ndcleo ao
citoplasma para serem clivados pela enzima RNase 11 Dicer e incorporados ao complexo RISC
[66-68].

A descoberta dos miRNAs como importantes reguladores da expresséo génica e seu
potencial papel na tumorigénese tém indicado os miRNAs como candidatos ideais a
biomarcadores diagndsticos, prognosticos e como potenciais alvos terapéuticos no cancer [69-
74]. Além disso, miRNAs sdo mais estaveis do que mMRNAS, sua expressao pode variar entre
tecidos diferentes e sdo facilmente detectados utilizando pequenas quantidades de RNA.
Portanto, a expressdo de miRNAs pode ser quantificada em amostras clinicamente relevantes,
tais como plasma ou soro. De fato, estudos tém demonstrado a utilidade de miRNAs como
biomarcadores sensiveis e minimamente invasivos na deteccdo de células tumorais circulantes
[75].


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

1.3. MicroRNAs em carcinomas de figado, pancreas e vias biliares

Os mecanismos pelos quais os miRNAs podem regular vias moleculares
potencialmente envolvidas na tumorigénese, progressao e metastase de carcinomas de figado,
pancreas e vias biliares ndo estdo bem elucidados. Recentemente, um estudo integrou dados de
expressdo de miRNAs e de mRNA de tumores e de tecidos adjacentes ndo-tumoral de figado
de 100 pacientes com carcinoma hepatocelular [76]. ApoGs anélises estatisticas, foram
selecionados seis miRNAs, sendo que trés (miR-26a, miR-122 e miR-130a) estavam com
expressao diminuida e os outros trés (miR-21, miR-93 e miR-221) com expressao aumentada.
Os miRNAs miR-26a, miR-122 e miR-130a regulam genes altamente expressos principalmente
envolvidos com proliferacdo celular abundante, que abrange transcricdo, metabolismo de
nucleotideos e replicacdo de DNA e 0os miRNAs miR-21, miR-93 e miR-221 regulam genes
com expressdo diminuida principalmente envolvidos em processos de metabolismo e do
sistema imune [76]. Em outro estudo, foi demonstrado que a expressao do miR-138 regula
negativamente a expressao da ciclina CCND3, evidenciando seu papel como supressor tumoral
em carcinomas hepatocelulares [77].

Em relacdo aos carcinomas pancreaticos, foi realizado um estudo de expressao
global de miRNAs que comparou 10 casos de adenocarcinoma ductal pancreatico, 7 casos de
pancreatite crénica e 7 tecidos normais como controle que mostrou que 0s niveis de expressdo
de um grupo de 20 miRNAs foram capazes de diferenciar esses trés tipos de tecido. Além disso,
os 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 expressado desses
dois miRNAs sugere uma caracteristica do tecido pancreatico normal [78].

Em outro estudo, foram comparadas 65 amostras de adenocarcinoma ductal
pancreatico, 65 amostras pareadas de tecido normal adjacente e 42 amostras de pancreatite
crbnica. Nessas amostras foram identificados dois grupos de miRNAs diferencialmente
expressos, sendo um capaz de discriminar adenocarcinoma ductal pancreético 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) [79].

A expressdo aumentada do miR-21 em amostras de carcinoma pancreatico foi
associada com baixa sobrevida, mesmo para um grupo de pacientes que era esperado melhor
sobrevida (por ndo terem os linfonodos acometidos — caracteristica de melhor progndstico) [80].

Os altos niveis de expressdo dos miRNAs miR-155, miR-203, miR-210 e miR-222 em amostras
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de adenocarcinoma pancredtico também foram relacionados com uma pior sobrevida
[81].Outro estudo analisou 17 pares de amostras de carcinomas pancredticos 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
funcOes e compartilham vias moleculares durante a patogénese desse carcinoma [82].

Os niveis de expressdo do miR-214 foram detectados como significativamente
diminuidos em metastases de colangiocarcinoma intra-hepéatico, comparado a tecido néo-
metastatico [83]. A inibicdo do miR-214 levou a um aumento do potencial metastatico celular
e aumento da expressdo do gene TWIST, associado a transicdo epitélio-mesenquimal e
diminuicdo dos niveis de expressdo de E-Caderina. Os resultados deste estudo sugerem um
papel importante para o miR-214 na regulacdo da metastase intra-hepéatica de
colangiocarcinoma, e sua aplicacdo potencial como alvo molecular terapéutico [83]. O miR-
421 também foi descrito como potencial biomarcador e alvo terapéutico por modular a
expressao do gene supressor tumoral FXR em carcinomas do trato biliar (colangiocarcinoma e
cancer de vesicula biliar), estimulando proliferacdo celular, formacéo de col6nias e migracédo
in vitro [84].

Outro estudo comparou amostras de tecido de colangiocarcinoma e de ducto biliar
normal e identificou diversos miRNAs desregulados, sendo 0 miR-21 com o maior valor de
expressao e com 95% de sensibilidade e 100% de especificidade para diferenciar os dois tipos
de tecidos [85].

Carcinomas de ductos biliares e de pancreas sdo dificeis de distinguir entre si apenas
utilizando caracteristicas clinicas e histopatoldgicas [86]. Amostras de tecido de pacientes com
colangiocarcinoma ou adenocarcinoma pancreatico foram comparadas com tecido adjacente de
ducto biliar e de pancreas, respectivamente, com o objetivo de identificar perfis de miRNAs
adequados para a discriminacdo desses tipos de carcinomas [86]. A comparacdo da expressao
de miRNAs nessas amostras revelou 15 miRNAs comumente desregulados, sendo que 8
estavam com alta ou baixa expresséo similar nos dois carcinomas (miR-221, miR-10a, miR-
135b, miR-21, miR-151-3p, miR-181a, miR-106b e miR-139-5p) e 0s outros 7 estavam com 0s
niveis de expressdo invertidos (miR-100, miR-145, miR-125b, miR-127-3p, miR-30e, miR-96
e miR-30b) [86].

Estes sdo alguns exemplos de estudos que evidenciam a importancia e o papel dos

miRNAs como biomarcadores com valor diagndstico, prognéstico e/ou preditivo e sugerem
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como potenciais alvos moleculares para intervencdo terapéutica, com beneficios na pratica

clinica.

1.4. MicroRNAs circulantes em carcinomas de figado, pancreas e vias biliares

Tem sido demonstrado que miRNAs extracelulares estdo presentes nos fluidos
corporais (inclusive no sangue) de pacientes com cancer, podendo assim, servir como novos
biomarcadores com valor diagnostico. A primeira descoberta a respeito de miRNAs circulantes
foi no soro de pacientes com linfoma difuso de grandes células B em que foi indicada uma
relacdo significativa entre os altos niveis de expressdo do miR-21 com uma melhora da
sobrevida livre de recorréncia [87].

Os miRNAs circulantes podem estar envoltos por complexos lipidicos ou
lipoproteicos, protegidos da degradacédo [88]. Os miRNAs sdo incorporados ao plasma atraves
desses complexos extracelulares que s&o vesiculas (corpos multivesiculares ou exossomos) ou
junto a proteinas de ligacdo ao RNA, como HDL e proteinas da familia AGO [89]. Apesar da
presenca e atividade da ribonuclease RNAse no plasma, foi demonstrado que os miRNAs
circulantes sdo resistentes a degradacdo pois, por meio de centrifugacdo diferencial e
cromatografia de exclusdo por tamanho, foram identificadas duas populagdes de miRNAs
circulantes: cerca de 90% na forma livre de vesiculas, ou seja, acoplados aos complexos AGO2
e uma pequena porcao (~10% do total) encapsulados em vesiculas [90-92]. Dessa maneira,
estratégias de analise de expressdo de miRNASs circulantes na forma livre se faz importante na
busca por potenciais biomarcadores em carcinomas.

Estudos tém apesentado o crescente papel dos miRNAs circulantes como
biomarcadores em pacientes com carcinomas de figado, pancreas e vias biliares. Entretanto, na
maioria dos estudos, esses tumores tém sido estudados isoladamente. Por exemplo, um estudo
com pacientes com carcinoma hepatocelular identificou aumento no nivel de expressdo do miR-
500 no soro dos pacientes que, apés cirurgia para retirada do tumor, voltou ao nivel basal [93].
Também foi demonstrado que os miRNAs miR-21 e miR-199a podem ser potenciais
biomarcadores circulantes em pacientes com carcinoma hepatocelular devido a alta expressao
e baixa expressdo desses miRNAsS, respectivamente, no soro desses pacientes [94].

A presenca dos miRNAs miR-21, miR-122 e miR-223 significativamente elevada
no soro foi descrita com possivel potencial diagnostico para diferenciar pacientes com
carcinoma hepatocelular ou com hepatite cronica do tipo B de individuos saudaveis. Além

disso, a expressdo do miR-21 e miR-122 foi maior em pacientes com hepatite crénica do tipo
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B em relacdo a pacientes com carcinoma hepatocelular [95]. Um painel de sete miRNAS
circulantes no plasma foi descrito como clinicamente relevante para o diagnostico de carcinoma
hepatocelular em estagio inicial: miR-122, miR-192, miR-21, miR-223, miR-26a, miR-27a e
miR-801 [96].

Niveis elevados do miR-221 no soro de pacientes com carcinoma hepatocelular
podem indicar uma taxa de sobrevida significativamente menor em relacdo aos pacientes com
diminuicdo da expressdo deste miRNA, sugerindo o miR-221 como um biomarcador
prognostico [97].

A alta expresséo de quatro miRNAs (miR-21, miR-210, miR-155 e miR-196a) foi
observada no plasma de pacientes com adenocarcinoma ductal pancreético vs. individuos sem
a doenca [98]. A expressdo do miR-196a no soro demonstra o potencial valor desse miRNA
como marcador de pior prognostico para pacientes com adenocarcinoma ductal pancreatico
[99]. Amostras de plasma de pacientes com cancer de pancreas também apresentaram niveis
significativamente elevados do miR-210 quando comparadas com amostras de individuos
saudaveis [100].

O miR-18a circulante no plasma de pacientes com cancer de pancreas pode ser um
biomarcador util para rastreio e monitoramento do tumor [101] e uma assinatura de 7 miRNAs
(miR-20a, miR-21, miR-24, miR-25, miR-99a, miR-185 e miR-191) foi demostrada util para
diferenciar pacientes com pancreatite cronica daqueles com cancer de pancreas [102].

Em relacdo aos pacientes com colangiocarcinoma, niveis baixos do miR-106a
foram correlacionados a um alto risco de metéstase linfonodal, sendo que altos niveis podem
indicar maior sobrevida para o paciente [103]. O miR-192 também foi reportado com potencial
valor prognoéstico e sua expressdo relacionada a metastase tumoral e sobrevida pobre em
pacientes com colangiocarcinoma, uma vez que 0s niveis desse miRNA no soro desses
pacientes eram maiores quando comparados a individuos saudaveis [104].

A presenca do miR-9 na bile parece ser um importante marcador clinico para
carcinomas de vias biliares atil na distingdo entre as condigdes benignas e malignas da doenga
[105]. O mesmo se aplica a0 miR-21, ja que sua expressao no plasma de pacientes com
carcinoma de vias biliares foi significativamente maior em relagdo a pacientes com doengas
benignas da vesicula biliar [106]. Além disso, os dados mostram que 0s niveis do miR-21 no
plasma de pacientes com carcinoma de vias biliares reduziram significativamente apds

intervencdo cirurgica [106].
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A alta expressdo do miR-150 no plasma de pacientes com colangiocarcinoma intra-
hepatico em relacdo aos controles também sugere esse miRNA como biomarcador com
potencial valor diagndstico [107].

Considerando que os miRNAs sdo estaveis, podem ser obtidos em amostras
clinicamente relevantes por métodos minimamente invasivos. Devido ao papel dos miRNAs na
iniciacdo e progressdo tumoral, os miRNAs podem representar biomarcadores uteis no
desenvolvimento de melhores estratégias diagnosticas, terapéuticas e de monitoramento de
resposta ao tratamento em pacientes com cancer.

Apesar dos estudos supracitados e de outros estudos, conforme revisado por Piontek
& Selaru [108], ainda h& poucos trabalhos de investigacdo da expressdao de miRNAs em
carcinomas de figado, pancreas e vias biliares. Para nosso conhecimento ndo ha estudos visando
a identificacdo de alteracdes na expressao de miRNAs comumente encontradas em plasma de
pacientes com os trés tipos tumorais. Adicionalmente, os estudos publicamente disponiveis
ainda ndo integram dados de expressdo de miRNAs e de genes-alvo regulados pelos miRNAs,
para a identificacdo de vias moleculares envolvidas na tumorigénese e que tenham sido
aplicados na pratica clinica. A andlise de alteracGes na expressdo de miRNAs circulantes,
integrada a identificacdo (in silico) de genes-alvo regulados por miRNAs, deve levar a
elucidacdo de vias moleculares desreguladas e associadas a patogénese dos carcinomas de

figado, pancreas e vias biliares.
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2. Justificativa

Apesar dos progressos nas estratégias cirdrgicas e de tratamento dos pacientes com
carcinomas de figado, pancreas e vias biliares, o diagndstico desses tumores € de alta
complexidade e o prognostico dos pacientes é pobre. Estratégias de tratamento vigentes para
pacientes acometidos por esses carcinomas, especialmente adenocarcinomas ductais
pancreaticos e carcinomas hepaticos e de vias biliares avancados, tém falhado em atenuar a
agressividade da doenca ou melhorar a sobrevida dos pacientes.

Considerando que o figado, a arvore biliar e o pancreas compartilham células
progenitoras comuns em estagios iniciais do desenvolvimento (as quais persistem até a idade
adulta), a busca por biomarcadores comuns, bem como especificos a cada localizacdo
anatdmica dos carcinomas de figado, pancreas e vias biliares deve resultar no melhor
entendimento e caracterizagdo de mecanismos moleculares de tumorigénese.

Justifica-se, portanto, a necessidade da aplicacdo de estratégias de analise para a
identificacdo de potenciais biomarcadores e processos bioldgicos desregulados em pacientes
com esses carcinomas. A identificacdo de processos bioldgicos regulados por miRNAs pode
contribuir significativamente para o desenvolvimento e aprimoramento de estratégias
diagndsticas, terapéuticas e de monitoramento de resposta a tratamento de pacientes com

carcinomas de figado, pancreas e vias biliares.
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3. Objetivos

1. ldentificar o perfil de expressdo de miRNAs circulantes no plasma de pacientes

diagnosticados com carcinomas de figado, pancreas e vias biliares;

2. Identificar (in silico) mRNAs-alvo regulados por miRNAs;

3. Construir redes de interacdo entre miRNAs diferencialmente expressos no plasma de

pacientes com carcinomas de figado, pancreas e vias biliares e seus mMRNAs-alvo.
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4. Materiais e Métodos

4.1. Aspectos éticos

O presente projeto de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
Faculdade de Medicina de Botucatu (CAAE: 34958114.2.0000.5411), Anexo 1. O Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido (TCLE) foi aplicado aos pacientes elegiveis ao estudo
(Anexo 2).

4.2. Critério de inclusdo e excluséo dos pacientes

Este estudo incluiu amostras de sangue de pacientes atendidos e tratados no
Hospital das Clinicas de Botucatu (HCB), da Faculdade de Medicina de Botucatu, UNESP.

Os critérios de inclusdo dos pacientes foram: individuos maiores de 18 anos e
capazes de fornecer consentimento informado, diagnéstico de carcinoma hepatico, pancreatico
ou de vias biliares (HPB), sendo dos subtipos tumorais carcinoma hepatocelular,
adenocarcinoma pancreatico ou colangiocarcinoma e de qualquer estadiamento e grau
histologico, pacientes submetidos a bidpsia ou cirurgia. Quanto aos carcinomas
hepatocelulares, foram coletadas amostras independente da presenca ou auséncia do virus da
hepatite B ou C, um dos fatores de risco para o desenvolvimento destes tumores.

Os critérios de exclusdo foram: pacientes que foram tratados com quimioterapia
e/ou radioterapia anteriormente a coleta de sangue, pacientes com doenca metastatica e ndo

priméria do figado, pancreas ou vias biliares.

4.3. Amostras

O perfil de expressdo de miRNAs circulantes foi determinado em amostras de
plasma do sangue periférico de pacientes com diagnostico de carcinoma hepatocelular,
adenocarcinoma pancreatico ou de colangiocarcinoma e de individuos voluntarios,
saudaveis/sem doenca (controle) coletadas no Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina,
UNESP, Botucatu-SP.

4.4. Delineamento e selecdo das amostras de pacientes com carcinomas HPB
Entre as amostras de plasma de pacientes com carcinomas de figado, pancreas e
vias biliares coletadas pelo nosso grupo de pesquisa, foram selecionadas aquelas que atenderam

a todos os critérios de inclusdo e exclusdo. Nessa fase foi analisado e confirmado o diagnostico
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histopatoldgico dos tumores dos pacientes. Portanto, essa etapa foi importante para identificar
entre todas as amostras coletadas, aquelas dos subtipos tumorais: carcinoma hepatocelular,
adenocarcinoma de pancreas e colangiocarcinoma, para analise molecular subsequente.

O delineamento experimental e a selecdo das amostras estdo apresentados na Figura

70 amostras de sangue foram
coletadas de pacientes
possivelmente afetados por
carcinomas de figado, pancreas ou

vias biliares
8 amostras
duplicadas foram
removidas
40 amostras foram excluidas, pelas seguintes razdes:
l e 2 amostras de pacientes tratados com quimioterapia antes da
coleta;
62 amostras ¢ 4 amostras sem diagnostico anatomopatoldgico;
selecionadas ™| « 13 amostras com auséncia de neoplasia;
e 21 amostras com diagndstico de carcinomas, porém ndo dos
l subtipos carcinoma hepatocelular, adenocarcinoma de pancreas
ou colangiocarcinoma.
22 amostras i ]
selecionadas para »| 10 amostras foram_ excluidas deyldo a problemas com
extracio de RNA baixa qualidade e quantidade de RNA

l

12 amostras
selecionadas para
guantificacdo da
expressao de miRNAs
circulantes (sendo 4 de
cada subtipo tumoral)

Figura 1. Delineamento e selecdo das amostras de pacientes com carcinomas HPB.
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4.5. Anélise molecular

4.5.1. Coleta, separacdo e armazenamento de plasma

Foram coletados dos pacientes e individuos controle 4 mL de sangue periférico em
tubo BD Vacutainer® (Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, EUA) com EDTA. O sangue foi
mantido em gelo a ~4°C até ser processado para obtengdo do plasma livre de células, por
centrifugacdo a 1.200 rpm, por 15 minutos a 4°C. A fracdo plasmatica (fase superior) foi
aliquotada e transferida para novos tubos eppendorf de 1,5 mL e entdo armazenada em freezer,

a -80°C até sua utilizacdo.

4.5.2. Confeccdo do pool das amostras controle

As 10 amostras controle (coletadas de voluntarios saudaveis) foram agrupadas em
um pool contendo 100 pL de cada amostra, o qual foi homogeneizado anteriormente a extracdo
do RNA, a qual foi realizada utilizando 200 puL deste pool, volume requerido segundo o

protocolo do fabricante.

4.5.3. Extracdo de RNA

A extracdo do RNA total enriquecido com moléculas circulantes livres foi realizada
utilizando o miRNeasy Serum/Plasma Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha), segundo protocolo do
fabricante. Um tubo eppendorf de 1,5 mL de plasma de cada amostra foi descongelado
inicialmente em gelo (por ~30 min.) e depois colocado em temperatura ambiente (15-25°C) até
descongelamento completo. De cada tubo, foi aliquotado 200 uL de plasma para extracdo do
RNA. Foram adicionados 1000 pL de reagente de lise (fornecido pelo kit) a cada amostra, as
quais foram incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente, a fim de desnaturar complexos
de proteinas e RNases e remover grande parte do DNA residual. Logo apds foram adicionados
200 pL de cloroférmio a cada amostra e incubadas por 3 minutos a temperatura ambiente e em
seguida centrifugadas a 14.000 rpm, por 15 minutos a 4°C. A centrifugacdo permite que cada
amostra seja separada em fases organicas e aquosa, sendo que a fase inferior contém proteinas,
a interfase contém DNA e a fase superior (aquosa) contém RNA. A fase aquosa contendo o
RNA de cada amostra foi transferida para novos tubos eppendorf e entdo foi adicionado 900
pL de etanol 100% a cada amostra para fornecer condicdes de ligacdo adequadas para todas as
moléculas de RNA que contenham de ~18 nucleotideos para cima. As préximas etapas

consistiram na purificacdo do RNA através de colunas com filtro, onde o RNA total (incluindo
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0s miRNAs e pequenos RNAS) adere a membrana e os contaminantes sdo descartados no
material filtrado. A fase aquosa contendo etanol de cada amostra foi transferida para as colunas
com filtro que foram centrifugadas a 10.000 rpm, por 15 segundos a 25°C e o filtrado foi
desprezado. Adicionou-se 700 pL da solucdo de lavagem Buffer RWT (fornecida pelo kit),
seguida por centrifugacdo a 10.000 rpm, por 15 segundos a 25°C e o filtrado foi desprezado.
Adicionou-se 500 pL da solugéo de lavagem Buffer RPE (fornecida pelo kit), seguida por
centrifugacdo a 10.000 rpm, por 15 segundos a 25°C e o filtrado foi desprezado. Adicionou-se
500 pL de etanol 80%, seguida por centrifugacdo a 10.000 rpm, por 2 minutos a 25°C e 0
filtrado foi desprezado. Uma nova centrifugagédo foi realizada para secagem das colunas a
14.000 rpm, por 5 minutos a 25°C. A coluna com filtro foi entdo transferida para um novo tubo
coletor fornecido pelo kit para a eluicdo do RNA que foi realizada em duas etapas. Primeiro
foram adicionados 7 uL de agua estéril e livre de RNAse (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA)
no centro do filtro, incubado por 1 minuto em temperatura ambiente, seguido de centrifugacédo
por 1 minuto a 14.000 rpm a 25°C. Essa etapa foi repetida uma vez até a obtengdo do RNA. O
RNA total obtido (enriquecido com miRNAs) foi entdo armazenado em freezer, a -80°C, até

sua utilizacéo.

4.5.4. Quantificacdo e qualidade do RNA

A andlise de quantificacdo e avaliacdo da qualidade e pureza das amostras de RNA
total (incluindo os miRNAs e pequenos RNASs) foi realizada no equipamento NanoDrop 8000
(Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, EUA), o qual permite quantificar o RNA total
contido em cada amostra e verificar a presencga de contaminacdo por proteinas e/ou residuos de

solventes organicos.

4.5.5. Reacdo de Transcricdo Reversa de miRNAs

A transcrigéo reversa dos miRNAs foi realizada utilizando o TagMan® MicroRNA
Reverse Transcription Kit (Applied Biosystems/Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA,
EUA) combinado com o Megaplex™ RT Primers Pool A v2.1 (Applied Biosystems), segundo
as orientagdes do fabricante. Esse sistema permite a transcrigéo reversa dos miRNAs maduros
inclusos no cartdo Tagman® Low Density Array Card A (Applied Biosystems). Na reacéo
foram adicionados ao RNA total 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
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condigdes: 40 ciclos de 16°C por 2 minutos, 42°C por 1 minuto e 50°C por 1 segundo; seguido
da inativagdo da transcriptase reversa a 85°C por 5 minutos. O produto da transcri¢do reversa

foi armazenado no -20°C até o0 momento da utilizacao.

4.5.6. Analise da expressao de miRNAs

A analise da expressdo dos miRNAs circulantes livres foi realizada utilizando a
plataforma TagMan® Array Human MicroRNA Cards (card A, v3.0), a qual consiste em um
cartdo com sondas liofilizadas, que permite quantificar a expressao de 384 miRNAs humanos.
A plataforma inclui trés controles (miRNAs enddgenos) para normaliza¢do dos dados e um
ensaio ndo humano como controle negativo.

Para o preparo da Reacdo em Cadeia da Polimerase Quantitativa em Tempo Real
(RT-gPCR) foram utilizados: 450 uL de Master Mix TagMan® Universal Master Mix 1l, no
UNG (Applied Biosystems); 6 uL de cDNA (produzido em etapa anterior) ¢ 444 uL de &gua
estéril e livre de RNAse. Foram adicionados 100 pL desse mix em cada um dos oito pogos da
placa; seguido por centrifugacdo da placa a 1.200 rpm por 1 minuto, duas vezes. A RT-qPCR
foi realizada no equipamento QuantStudio 12K Flex (Applied Biosystems).

Para a normalizacdo dos dados foi aplicada a normalizacéo global, que conforme
descrita por Mestdagh e colaboradores [109], em primeiro lugar é encontrado 0s ensaios
comuns para cada amostra e, em seguida, utiliza a mediana de Crt/Ct desses ensaios, como
fator de normalizacdo, em uma base por amostra. Demonstrou-se que este tipo de normalizagéo

é valido apenas se um grande nimero (384 ou maior) de alvos forem testados [109].

4.6. Analise dos dados

4.6.1. Processamento dos dados de expressao

Os dados de expressdo foram analisados atraves do programa ExpressionSuite
v1.0.3, ferramenta de analise de dados que utiliza 0 método Delta Delta Ct [110] e permite
quantificar a expressao génica relativa através de um grande nimero de genes e amostras.

Para a determinacdo de miRNAs diferencialmente expressos tem sido amplamente
aceito aplicar um valor de fold change (FC) > 1,5, como descrito em estudos prévios na
literatura [111, 112]. Dessa maneira, foi utilizado FC > 1,5 e p < 0,05 como valor de corte

(cutoff) para significancia estatistica.
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A construgdo dos Diagramas de Venn para analise dos conjuntos foi realizada

através da ferramenta InteractiVenn, disponivel online (http://www.interactivenn.net/) [113].

4.6.2. Predicéo de alvos dos miRNAs
A predicdio dos mRNAs-alvo potencialmente regulados pelos mMiRNAs
identificados com expresséo diferencial significativa (p < 0,05) foi realizada por meio de analise

bioinformatica, utilizando a ferramenta microRNA Data Integration Portal v.3.0.1.0

(http://ophid.utoronto.ca/mirDIP/) [114]. Esta ferramenta computacional é Gtil para predicdo
global de genes-alvo regulados por miRNAs por integrar os principais bancos de dados publicos
de miRNAs, como DIANA-microT [115, 116], microRNAs.org/miRanda [117, 118],
microCosm Targets (http://www.ebi.ac.uk/enright-srv/microcosm/htdocs/targets/v5/), picTar
(http://pictar.mdc-berlin.de/), PITA
(http://genie.weizmann.ac.il/pubs/mir07/mir07_dyn_data.html), RNA22 microRNA target

detection (http://cbcsrv.watson.ibm.com/rna22.html) e TargetScan [44, 119].

A integracdo dos bancos de dados melhora o rigor das predi¢des, equilibrando a
precisdo e recuperacdo de informacdes. Durante as buscas pelos mMRNAs-alvo foi utilizado o
filtro ‘Balanced Precision and Recall’ para proporcionar maior relagdo entre preciséo e taxa de
recuperacdo dos resultados. Os algoritmos de predi¢cdo procuram principalmente por alto grau
de complementariedade entre a extremidade 3’ da sequéncia alvo do mRNA e a extremidade 5’
do miRNA, com maior aten¢do a sequéncia seed do miRNA [114].

Adicionalmente, para o enriquecimento e identificacdo de vias biologicas
relevantes foi utilizado o programa STRING v10.0 [120, 121] e a montagem e visualizacdo da
rede de interacdo foi através do programa Cytoscape v3.4.0 [122, 123]. As principais funcdes
dos genes-alvo e das proteinas que codificam foram anotadas utilizando as bases de dados
disponiveis  publicamente  NCBI  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/) e  UniProt
(http://www.uniprot.org/) [124].
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5. Resultados

5.1. Perfil de expressdo de miRNAs circulantes em plasma de pacientes com

carcinomas de figado, pancreas e vias biliares

As analises foram realizadas para identificar os diferentes niveis de expressao dos
miRNAs circulantes nas amostras de plasma de pacientes com carcinomas HPB em relagédo ao
grupo (pool) de individuos controle. Essa andlise identificou 42 miRNAs com expressdo
diferencial estatisticamente significativa (FC > 1,5 e p < 0,05), sendo 26 miRNAs com
expressdo diminuida e 16 miRNAs com expressdo aumentada nas amostras de pacientes com
carcinomas HPB comparado com o grupo controle.

A Tabela 1 apresenta os miRNAs com expressdo diminuida e com expressao
aumentada e os respectivos valores de FC e de p. Os valores de FC representam o nimero de
vezes que 0 miRNA estd com expressdo diminuida ou aumentada. Adicionalmente, apresenta
qual o subtipo tumoral de doenca em que o miRNA se expressa diferencialmente (no plasma
de pacientes com carcinoma hepatocelular, adenocarcinoma de pancreas e/ou
colangiocarcinoma). A localizacdo genémica dos miRNAs alterados detectados nos trés
subtipos tumorais esta apresentada na Tabela 2.

A Figura 2 apresenta 0s 26 miRNAs detectados com expressao diminuida de acordo
com o subtipo tumoral. Dentre os 26 miRNAs circulantes com expressdo diminuida, 19
mMiRNAs (73%) eram compartilhados entre os trés subtipos tumorais, 2 miRNASs apresentaram
expressao diminuida no plasma apenas em carcinoma hepatocelular e adenocarcinoma de
pancreas, 1 miRNA apenas em carcinoma hepatocelular e colangiocarcinoma e 4 miRNAs
apresentaram baixa expressdo no plasma apenas em adenocarcinoma de péncreas e
colangiocarcinoma.

A Figura 3 apresenta 0s 16 miRNAs detectados com expressdo aumentada no
plasma de pacientes dos trés subtipos tumorais. Entre 0os 16 miRNAs circulantes com expresséo
aumentada, 9 (56%) eram comuns aos trés subtipos tumorais, 5 identificados em carcinoma
hepatocelular e adenocarcinoma de pancreas e 2 em adenocarcinoma de péancreas e

colangiocarcinoma.
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Tabela 1. miRNAs com expresséo alterada no plasma de pacientes com carcinomas

HPB.
Expressao diminuida Expressdo aumentada
Subtipo Subtipo
miRNA FC p-value  tumoralno miRNA FC  p-value tumoralno
qual o miR qual o miR

estd alterado estd alterado
miR-150-5p 0,062 0,000 Todos miR-98-5p 3,835 0,003 ACPeCCA
miR-140-3p 0,379 0,001 Todos miR-142-3p 1,697 0,009 CHCeACP
miR-195-5p 0,314 0,001 Todos miR-193b-3p 5,346 0,011 CHCeACP
miR-25-3p 0,351 0,001 Todos miR-494-3p 2,388 0,011 CHCeACP
miR-486-5p 0,073 0,001 Todos miR-130a-3p 3,467 0,015 Todos
miR-486-3p 0,155 0,001 Todos miR-142-5p 1,994 0,022 Todos
miR-92a-3p 0,178 0,001 Todos miR-148a-3p 3,055 0,031 Todos
miR-16-5p 0,276 0,003 Todos miR-29a-3p 2,007 0,032 Todos
miR-20b-5p 0,415 0,004 Todos miR-26a-5p 1,561 0,033 Todos
miR-425-5p 0,433 0,004 Todos miR-199a-3p 1,608 0,034 Todos
let-7c-5p 0,337 0,005 Todos miR-874-3p 3,106 0,034 CHCeACP
let-7b-5p 0,332 0,006 Todos miR-214-3p 4,263 0,034 ACP e CCA
miR-363-3p 0,450 0,009 CHCe ACP miR-27b-3p 2,527 0,037 Todos
miR-660-5p 0,495 0,015 Todos miR-212-3p 10,070 0,038 CHC e ACP
miR-485-3p 0,105 0,015 CHCeCCA miR-130b-3p 1,580 0,044 Todos
miR-194-5p 0,493 0,016 Todos miR-152-3p 4,422 0,045 Todos
miR-328-3p 0,421 0,027 CHC e ACP
miR-422a 0,333 0,028 ACP e CCA
miR-483-5p 0,379 0,029 ACP e CCA
miR-362-5p 0,152 0,030 Todos
miR-532-5p 0,493 0,030 Todos
miR-135b-5p 0,407 0,031 ACPe CCA
miR-500a-5p 0,098 0,038 Todos
miR-10a-5p 0,348 0,040 ACP e CCA
miR-183-5p 0,152 0,043 Todos
miR-197-3p 0,398 0,046 Todos

FC: fold change; ACP: Adenocarcinoma de pancreas; CCA: Colangiocarcinoma;, CHC:
Carcinoma hepatocelular.
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Tabela 2. Localizagdo no genoma humano dos miRNAs alterados detectados nos
trés subtipos tumorais, no plasma de pacientes com carcinomas HPB.

MiRNA Localizacdo genémica
miR-148a 7p15.2
miR-142 17922
miR-130b 22911.21
miR-152 17q21.32
miR-29a 70932.3
miR-26a 3p22.2 (26a-1) / 12914.1 (26a-2)
miR-130a 11g12.1
miR-27b 9g22.32
let-7b-5p 22013.31
let-7c-5p 21921.1
miR-140-3p 16¢22.1
miR-150-5p 19q13.33
miR-16-5p 13914.2 (16-1) / 3925.33 (16-2)
miR-183-5p 7932.2
miR-195-5p 17p13.1
miR-197-3p 1p13.3
miR-20b-5p Xq26.2
miR-25-3p 7022.1
miR-362-5p Xp11.23
miR-425-5p 3p21.31
miR-486-3p 8pl1.21
miR-500a-5p Xpl11.23
miR-532-5p Xp11.23
miR-660-5p Xp11.23
miR-92a-3p 13931.3 (92a-1) / Xq26.2 (92a-2)
miR-194-5p 1041 (194-1) / 11g13.1 (194-2)
miR-486-5p 8pl1.21
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miR-485-3p

miR-363-3p
miR-328-3p

let-7b-5p
let-7c-5p
miR-140-3p
miR-150-5p
miR-16-5p
miR-183-5p
miR-195-5p
miR-194-5p
miR-197-3p
miR-20b-5p
miR-25-3p
miR-362-5p
miR-425-5p
miR-486-5p
miR-486-3p
miR-500a-5p
miR-532-5p
miR-660-5p
miR-92a-3p

no plasma

(ACP) e colangiocarcinoma (CCA).
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miR-10a-5p
miR-135b-5p
miR-422a
miR-483-5p

Figura 2. Diagrama de Venn ilustrando os 26 miRNAs com expressdo diminuida

entre os subtipos carcinoma hepatocelular (CHC), adenocarcinoma de pancreas
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miR-130a-3p
miR-130b-3p
miR-142-5p
miR-152-3p
miR-874-3p miR-199a-3p
miR-494-3p miR-29a-3p
miR-193b-3p m!g-ggz-zp
miR-212-3p miR-27b-3p
miR-142-3p miR-148a-3p

miR-214-3p
miR-98-5p

Figura 3. Diagrama de Venn ilustrando os 16 miRNAs com expressdo aumentada
no plasma entre os subtipos carcinoma hepatocelular (CHC), adenocarcinoma de péancreas

(ACP) e colangiocarcinoma (CCA).
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5.2. Resultados de predi¢cdo de mRNAs-alvo regulados por miRNAs

A analise de predicdo detectou diversos mRNAs-alvo potencialmente regulados
pelos miRNAs diferencialmente expressos identificados nos carcinomas HPB, como descrito
na Tabela Suplementar (Anexo 3). As Figuras 4 e 5 representam redes de interacdo entre 0s
miRNAs com expressdo alterada compartilhados entre os trés subtipos tumorais e seus MRNAs-
alvo preditos, sendo a Figura 4 para os miRNAs com expressdo diminuida e a Figura 5 para o
miRNAs com expressdo aumentada no plasma dos pacientes em relacdo aos controles.

Os miRNAs miR-362-5p, miR-183-5p, miR-140-3p e miR-199a-3p, miR-26a-5p,
miR-29a-3p ndo estdo incluidos nas Figuras 4 e 5, respectivamente, pois seus mMRNAs-alvo ndo

apresentaram significancia estatistica e ndo foram incluidos nas redes de interag&o.
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Figura 4. Rede de interacdo entre miRNAs e mMRNAs-alvo. A rede mostra 0s miRNAs circulantes com expressdo diminuida comum
aos trés subtipos tumorais de carcinomas HPB. As setas verdes representam os miRNAs e os retangulos os mRNAs-alvo. mRNAs-alvo em amarelo
podem participam do processo bioldgico de regulagéo positiva da expressdo génica e mRNAs-alvo em azul podem participam do processo bioldgico
de regulacdo negativa. Dessa maneira, 0s mMRNAs-alvo em amarelo com borda azul podem desempenhar dupla funcdo. Nas analises de
enriquecimento de processos biologicos foi utilizado o programa STRING v10.0 e para montagem e visualizacdo da rede de interacdo o programa

Cytoscape v3.4.0.
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6. Discussao

Os carcinomas de figado, pancreas e vias biliares sdo patologias de dificil
diagnostico e progndstico complexo, carentes em tratamentos eficientes e que apresentam altas
taxas de morbidade e mortalidade. Considerando o papel bioldgico dos miRNAs e que miRNAs
circulantes podem ser encontrados no sangue periférico de pacientes com cancer, a
identificacdo de miRNAs como potenciais biomarcadores pode fornecer informacGes sobre a
biologia do tumor, auxiliar no diagnostico precoce e monitoramento da doenca, contribuindo
para 0 melhor manejo dos pacientes [125].

Nossos dados mostraram que, no plasma de pacientes com carcinomas HPB, um
grupo de 42 miRNAs estava com expressao alterada (26 com expressdo diminuida e 16 com
expressao aumentada), sendo que 28 miRNAs foram detectados como diferencialmente
expressos e compartilhados entre os trés subtipos tumorais (19 com expressdo diminuida e 9
com expressdo aumentada).

Entre os 19 miRNAs detectados em nosso estudo com expressao diminuida nos trés
subtipos tumorais (Figura 4), alguns se destacam por apresentarem interagdo com mais de um
mRNA-alvo, conforme detectado pela analise de predicdo. Entre eles estdo os miRNAs miR-
197-3p, miR-425-5p, miR-486-5p, miR-500a-5p e miR-25-3p que interagem com dois
mRNAs-alvo; 0 miR-92a-3p que interage com trés mRNAs-alvo; 0s miRNAs miR-195-5p e
let-7c-5p que interagem com quatro mRNAs-alvo; 0 miR-486-3p que interage com seis
MRNAs-alvo; o let-7b-5p que interage com onze mRNAs-alvo e 0 miR-194-5p que interage
com vinte e um mRNAs-alvo.

Até 0 momento ndo existem na literatura relatos sobre o0 miR-197-3p circulante em
pacientes com carcinomas HPB. H& apenas um estudo que sugere este miRNA, juntamente com
miR-1281 e miR-32-3p, como potencial biomarcador em pacientes com mesotelioma pleural
maligno [126].

O miR-425-5p foi detectado no plasma e soro de pacientes com diferentes
carcinomas. Experimentos com cultura de células de carcinoma de células escamosas de cabeca
e pescoco tratadas com radioquimioterapia mostraram um perfil de expressdo de miRNAs
diferencialmente expressos (incluindo miR-425-5p) semelhante ao observado no plasma de
pacientes com 0 mesmo carcinoma, sugerindo que esses miRNAs circulantes no plasma séo
possivelmente derivados do tumor [127]. Nesse estudo, a expressdo diminuida do miR-425-5p

foi identificada como um potencial biomarcador de monitoramento de terapia [127]. Um painel
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de 7 miRNAs (miR-106a-5p, miR16-5p, miR-20a-5p, miR451a, miR-25-3p e miR139-5p),
incluindo miR-425-5p, foi identificado como potencial biomarcador circulante no soro de
pacientes com osteosarcoma, todos com expressdo diminuida no soro dos pacientes em relacéo
ao soro de individuos saudaveis [128].

Estudos recentes também tém demostrado o miR-486-5p circulante em pacientes
com carcinoma de figado e de pancreas. Tan e colaboradores avaliaram o soro de pacientes com
cirrose que evoluiu para carcinoma hepatocelular relacionado ao virus da hepatite B e
demostraram 8 miRNAs diferencialmente expressos, incluindo o miR-486-5p [129]. Para
pacientes com adenocarcinoma pancreatico, 0 miR-486-5p circulante no plasma apresentou
potencial valor diagndstico para distingui-los de pacientes com pancreatite cronica e de
individuos saudaveis [130]. Ja sobre o miR-486-3p ha apenas um estudo que relata ter analisado
sua expressdo e de mais 11 miRNAs, no soro de pacientes com cancer de mama, porém 0s
resultados para esse miRNA n&o foram significativos [131].

O trabalho de Zhang e colaboradores analisou a expressdo de miRNAs circulantes
no soro de pacientes com carcinoma hepatocelular, pacientes com hepatite crénica e individuos
saudaveis [132]. Foi demonstrado que os niveis do miR-500a e miR-483-5p estavam
aumentados no soro de pacientes com carcinoma hepatocelular em relacdo aos dois outros
grupos, porém nao havia diferenca entre os pacientes com hepatite crénica em comparacao aos
individuos saudaveis, o que sugere o potencial papel desses miRNAs como biomarcadores
diagnosticos para o carcinoma hepatocelular [132].

O miR-25 circulante no soro ja foi relatado como potencial biomarcador para
deteccdo precoce do carcinoma de pancreas, [133] e, em um painel com mais 5 miRNAs,
potencial biomarcador na discriminagdo entre diabetes associada ao tumor e pacientes
saudaveis e diabetes ndo associada ao tumor [134].

Wang e colaboradores analisaram a expressdo de 24 miRNAs (previamente
apontados como relacionados ao carcinoma hepatocelular) no soro de pacientes infectados pelo
virus da hepatite B e identificaram 15 miRNAs com significante associacdo ao risco de
desenvolvimento de carcinoma hepatocelular [135]. Entre os 15 miRNAs, 8 foram associados
a um baixo risco (miR-652, miR-23a, miR-27a, miR-34a, miR-145, miR-10a, miR-150 e let-
7f) e 7 foram associados a um alto risco (miR-122, miR-99a, miR-331, miR-125b, miR-23b e
miR-26a), incluindo o miR-92a, o que sugere esses MIRNAS circulantes com potencial valor
na predicéo de risco de desenvolvimento de carcinoma hepatocelular em pacientes com hepatite

B [135].
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O miR-194 foi relatado como diferencialmente expresso no soro de pacientes com
carcinoma de esofago e, juntamente com outros miRNAs, possui papel potencial na distin¢ao
entre pacientes com carcinoma epidermoide escamoso de es6fago e individuos controles [136]
além de alta especificidade e sensibilidade na distin¢do entre adenocarcinoma de es6fago de
individuos controles e pacientes com esdfago de Barrett [137]. O miR-194 também tem sido
relatado como promissor biomarcador para monitoramento de recorréncia em pacientes com
cancer de mama [138], para predicdo de progressao de cancer de prostata em pacientes de risco
intermediario [139] e para detec¢éo precoce de cancer gastrico [140].

A expressdo do miR-195 derivado de exossomos circulantes foi analisada no soro
de pacientes com carcinoma hepatocelular em comparacdo com individuos com hepatite B e se
mostrou em baixos niveis no primeiro grupo [141]. Altos niveis de let-7b circulante no soro
podem apresentar alta sensibilidade e especificidade na diferenciacdo entre carcinoma
hepatocelular de estagio inicial de nddulos displasicos em pacientes com hepatite B [142].

A andlise de predicao identificou potenciais genes alvos para seis dos nove miRNAs
com expressao aumentada: mir-130b-3p, miR-142-5p, miR-148a-3p, miR-152-3p, miR-130a-
3p e miR-27b-3p. Os genes alvo potencialmente regulados por estes miRs foram identificados
na andlise de enriquecimento como envolvidos em diferenciacéo celular.

A expressdo diferencial do miR-148a circulante tem sido reportada em tecido
tumoral e no plasma de pacientes com diferentes tipos de carcinomas. Em pacientes com
carcinoma hepatocelular, a alta expressdo do miR-148a no plasma apresentou alta sensibilidade
e especificidade para prever recorréncia tardia do tumor, ap6s terem sido tratados com
transplante de figado [143]. O miR-148a circulante foi sugerido como biomarcador diagndstico
e preditivo em pacientes com osteosarcoma [144] e como biomarcador prognostico e de
resposta ao tratamento em pacientes com tumores epiteliais timicos [145]. Nossos resultados
também mostram alta expressdo do miR-148a no plasma de pacientes com carcinoma de figado,
pancreas e vias biliares (Figura 5).

Ja o trabalho de Wang e colaboradores avaliou os niveis dos miRNAs miR-148a e
miR-152 no soro de 76 pacientes com carcinoma hepatocelular, 62 controles com doencas
benignas do figado e 55 voluntarios saudaveis e identificaram que, nos pacientes, 0s miRNAs
apresentavam baixa expressao em relacdo aos controles [146].

Pacientes com carcinoma pulmonar de células ndo pequenas apresentaram baixa
expressao do miR-152 e let-7c no plasma anteriormente a cirurgia, sendo que, no periodo pés-

operatorio, ambos miRNAs apresentaram expressao aumentada. Niveis elevados de miR-152 e
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let-7c no plasma podem ser utilizados como potenciais biomarcadores prognosticos para
carcinoma pulmonar de células ndo pequenas [147].

Na literatura ha apenas um relato da expressao diferencial do miR-142-5p circulante
no soro de pacientes com cancer colorretal [148]. Os estudos mencionam a alta expressao da
outra fita do miR-142 (miR-142-3p). Foi demostrado que a alta expressédo do miR-142-3p pode
estar relacionada com pior progndstico em pacientes com carcinoma de cabeca e pescogo [149].
Nossos resultados mostram a alta expressdo do miR-142-5p em plasma de pacientes com
carcinomas HPB.

Outro miRNA com expresséo significativamente aumentada nos nossos dados é o
miR-130b. Concordante com nossos achados, o estudo de Liu e colaboradores identificou alta
expressao do miR-130b no soro e em tecido tumoral de pacientes com carcinoma hepatocelular
[150].

O estudo de Oksuz e colaboradores analisou a expressdo de 58 miRNAS no plasma
de pacientes com hepatite C, pacientes com cirrose e hepatite C e pacientes com carcinoma
hepatocelular e hepatite C comparados com grupo controle [151]. No grupo de pacientes com
cirrose e hepatite C, oito miRNAs foram detectados, incluindo miR-130a-3p, porém com
expressao diminuida [151]. O miR-130a também foi relatado com potencial papel na biologia
e progressao tumoral de cancer de mama invasivo, com alta expressao detectada em pacientes
linfonodo negativas e HER2 positivas [152].

Para 0 miRNA circulante miR-27b-3p, até 0 momento, existe apenas um estudo que
relata sua expressao diferencial no plasma. Ap6s remocao cirurgica do tumor, os niveis do miR-
27b-3p juntamente com outros 7 miRNAs estavam reduzidos no plasma de pacientes com
cancer colorretal, o que pode indicar que esses miRNAs sdo de origem tumoral, além de
representarem potenciais biomarcadores nao invasivos para detec¢édo de cancer colorretal [153].

Entre os genes preditos como alvos potenciais para 0s miRNAs desregulados
identificados em nosso estudo (Anexo 3 — Tabela Suplementar), alguns sdo preditos a serem
regulados por mais de um miRNA. Esses genes apresentam funcdes bioldgicas importantes e
estédo envolvidos em processos de transcri¢do, organizacao e divisdo celular, principalmente. A
Figura 4 mostra que 0s miIRNAs miR-194-5p e miR-195-5p podem regular o gene QKI.
Interessantemente, o gene QKI também aparece na Figura 5 como potencial alvo dos miRNAs
miR-130a-3p e miR-27b-3p. A proteina codificada pelo gene QKI é uma proteina de ligacao ao
RNA que regula o splicing do pré-mRNA, exportacdo do mRNA do nucleo e sua estabilidade

[154]. O gene TET3 também é alvo potencial do miR-195-5p, além do let-7b-5p. Membros da
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familia de genes TET (incluindo TET3), desempenham papel no processo de metilagdo do DNA
[155].

Os genes HMGA2, HAND1 e ZNF516 sdo alvos potenciais tanto do let-7b-5p
quanto do let-7c-5p. O gene HMGA2 codifica uma proteina com dominios de ligacdo ao DNA
estrutural, podendo atuar como regulador da transcri¢do. Delecdes, amplificagcdes e rearranjos
neste gene estdo associados com lipossarcomas [156]. A proteina codificada pelo gene HAND1
desempenha papel essencial na morfogénese cardiaca, além de ser necessaria em mecanismos
de angiogénese e desenvolvimento da vasculatura extra-embrionaria [157]. Proteinas zinc
finger desempenham papeis em diversas fungoes celulares, como proliferagéo, diferenciagéo e
morte celular. O gene ZNF516 codifica uma proteina deste tipo e que pode estar envolvida na
regulacdo da transcricdo [158].

Os miRNAs miR-486-3p e miR-25-3p sdo potenciais reguladores da expressao do
gene NFIB. O gene NFIB codifica uma proteina que reconhece e se liga a uma sequéncia
palindrémica especifica presente em promotores viral e celular e na origem de replicagdo do
adenovirus tipo 2, ativando mecanismos de transcricao e duplicacéo.

A proteina codificada pelo gene HAS3 é essencial para a sintese do acido
hialurénico (principal componente da matriz extracelular) e desempenha fungéo estrutural na
arquitetura dos tecidos, além de regular adesdo, migracéo e diferenciacéo celular [159]. O gene
HAS3 pode ser alvo dos miRNAs miR-660-5p, miR-92a-3p e também do miR-25-3p.

Na Figura 5, é possivel observar que 0 miR-130b-3p e 0 miR-142-5p séo potenciais
reguladores do gene CIT. A proteina codificada pelo gene CIT desempenha papel importante
na divisdo celular, promovendo citocinese eficiente junto a proteina KIF14 e também esta
envolvida no desenvolvimento do sistema nervoso central [160]. Polimorfismos neste gene
estdo associados com distdrbios de bipolaridade e risco de esquizofrenia [161].

Os miRNAs miR-148a-3p e miR-152-3p tém como potenciais alvos 0s genes
BTBD3, CDK5R1, IL15 e VSIG1, de acordo com a rede de interacdo. A proteina codificada pelo
gene BTBD3 atua como reguladora da orientagdo do campo dendritico durante o
desenvolvimento do cortex sensorial. Além disso, um estudo de predicdo de alvos candidatos
para o tratamento de diabetes tipo 2 demonstrou que esse gene parece desempenhar papel
importante no desenvolvimento dessa doenca [162].

O gene CDKB5R1 codifica uma proteina necessaria para o desenvolvimento
adequado do sistema nervoso central. Altos niveis dessa proteina foram descritos em adenoma

pituitario [163]. A proteina codificada pelo gene 1L15 é uma citocina que regula a ativagéo e
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proliferacdo de células T e células NK (do inglés, natural killer). Foi demonstrado que a
combinacdo entre as vias de sinalizagdo da citocina IL-15 com a da proteina TLR-9 podem
promover expansdo clonal de leucemia linfocitica crénica de células B [164]. O gene VSIG1 e
sua proteina apresentam niveis reduzidos em amostras de tecido de cancer gastrico, podendo
servir como potencial marcador progndstico [165].

As divergéncias entre nossos resultados e alguns dados da literatura em relacéo a
expressao diferencial dos miRNAs podem ser por algumas razbes, principalmente (1)
diferencas entre o nimero amostral dos estudos, (2) diferencas entre os grupos analisados, 0s
grupos utilizados como controle e as estratégias de analise, (3) alguns estudos mais antigos ndo
apresentam informacéo sobre qual fita do miRNA foi analisada e (4) os diversos mecanismos
de acdo e funcBes que os MiIRNAS podem apresentar.

Os diversos miRNAs desregulados identificados neste estudo indicam a
complexidade de alteracbes em processos bioldgicos potencialmente associados com
mecanismos de tumorigénese dos carcinomas HPB que, de fato, apresentam comportamentos
bioldgicos e manifestacdes clinicas diferentes. Embora nosso estudo tenha sido limitado em
relacdo ao tamanho amostral, sua principal inovacéo foi a investigacdo de miRNAS expressos
nos trés subtipos tumorais. Além disso, até onde temos conhecimento, alguns miRNAs aqui
identificados ainda ndo foram relatados na literatura como desregulados no plasma ou soro de
pacientes com carcinomas HPB. Os miRNAs identificados sdo candidatos potenciais em
estudos futuros de validacdo e podem contribuir para o desenvolvimento de novas estratégias

diagnosticas, de tratamento e/ou monitoramento de doenga em pacientes com carcinomas HPB.
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7. Conclusao

O perfil de expressdao de miRNAs circulantes identificado no plasma de pacientes
com carcinomas HPB pode indicar esses miRNAs como biomarcadores com potencial valor
clinico. Considerando o importante papel como reguladores da expressdo génica, a
identificacdo de 28 miRNAs circulantes diferencialmente expressos (19 com expressdo
diminuida e 9 com expressdo aumentada) e compartilhados entre os trés subtipos tumorais
sugere que processos bioldgicos comuns podem estar desregulados nos carcinomas HPB.
Adicionalmente, identificamos que esses miRNAs regulam genes associados a transcri¢ao e
divisdo, organizacao, diferenciacdo, proliferacdo e morte celular, o que pode estar relacionado

ao desenvolvimento e progressao dos carcinomas HPB.
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8. Perspectivas futuras

A continuidade deste estudo inclui a analise dos miRNAs e de seus mRNAs-alvo
em tumor e plasma de pacientes com carcinomas HPB em um maior grupo amostral, o que
permitira confirmar o potencial desses miRs e seus mMRNAs-alvo como biomarcadores em
carcinomas HPB. Além disso, este estudo podera contribuir para o desenvolvimento de novas
estratégias diagnosticas, de tratamento e monitoramento de doenca, beneficiando dessa forma

0s pacientes diagnosticados com carcinomas HPB.
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Perfil de expressdo de microRNAs circulantes em carcinomas de figado,
pancreas e vias biliares. Pesquisador: Natalia Bertoni

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 34958114.2.0000.5411
Instituicdo Proponente: Faculdade de Medicina de Botucatu/UNESP
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Ndmero do Parecer:
820.604

Data da Relatoria:
06/10/2014

Apresentacédo do Projeto:

Os canceres de figado, pancreas e vias biliares, coletivamente chamados HPB (hepato-pancreato-
biliares), sdo carcinomas agressivos e estdo entre as neoplasias de alta complexidade no diagnéstico,
determinacé@o do prognostico e tratamento. Considerando que o figado, a arvore biliar e o pancreas
compartilham células progenitoras comuns em estagios iniciais do desenvolvimento, que persistem até
aidade adulta, a busca de biomarcadores comuns, bem como especificos a cada localizacao anatémica
dos carcinomas HPB deve resultar no melhor entendimento e caracterizacdo de mecanismos genéticos
de tumorigénese. Atualmente, ha um consenso geral que a determinacdo de vias moleculares
desreguladas pode levar ao desenvolvimento de novas estratégias para melhorar o diagnéstico e o
tratamento do cancer acometendo estes 6rgédos vitais. O objetivo geral do estudo é identificar alteracfes
na expressao de microRNAs circulantes e genes-alvo regulados por microRNAs em carcinomas HPB.
MicroRNAs sé&o importantes reguladores da expressdo génica e tém sido apontados como
biomarcadores diagnésticos, prognésticos e preditivos em varios tipos de cancer. Os genes-alvo
regulados por microRNAs serdo identificados e mapeados em proteinas, como estratégia de
caracterizacdo de vias moleculares oncogénicas em carcinomas HPB. Para determinar o perfil de
expressdo de microRNAs livres no plasma e microRNAs derivados de exossomos em
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carcinoma hepatico, pancreético ou de vias biliares (HPB)sera realizada a extracdo do RNA das
amostras de sangue periférico em 40 pacientes com cancer em seguimento. Serdo incluidos individuos
maiores de 18 anos e capazes de fornecer consentimento informado, diagndstico de carcinoma
hepatico, pancreatico ou de vias biliares (HPB), de todos os subtipos histolégicos e de qualquer
estadiamento e grau histolégico, pacientes submetidos a bidpsia ou cirurgia. Quanto aos carcinomas
hepatocelulares, serdo coletadas amostras independente da presenca ou auséncia do virus da hepatite
B ou C, um dos fatores de risco para o desenvolvimento destes tumores.E seréo excluidos os pacientes
menores de idade ou incapazes de fornecer consentimento informado, pacientes com outros tumores
que nao HPB.

Consideracfes sobre os Termos de apresentacao obrigatéria:
Os autores apresentaram todas as declaracdes obrigatorias.
O TCLE esté redigido em forma de convite, explicando com clareza a participagéo para o paciente.

Recomendacgdes:
Sem recomendacgdes.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacgdes:
Aprovado.

Situacéo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o
Consideragdes Finais a critério do CEP:

Projeto de pesquisa APROVADO, deliberado em reuniéo do CEP de 06 de Outubro de 2014, sem
necessidade de envio a CONEP.

Solicitamos aos pesquisadores que apresentem ao CEP, o respectivo “Relatério Final de Atividades”
ao final do estudo.

BOTUCATU, 06 de Outubro de 2014

Enderego:  Chécara Butignolli, s/n

Bairro: Rubido Junior CEP: 18.618-970
UF: SP Municipio:  BOTUCATU
Telefone: (14)3880-1608 E-mail: capellup@fmb.unesp.br
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ANEXO 2 — Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO
Pesquisadora responsavel: Dra. Patricia Pintor dos Reis.
Titulo do Projeto: microRNoma dos carcinomas de figado, pancreas e vias biliares.

O(A) Sr.(a) esta sendo convidado(a) a participar de um estudo de pesquisa em genética de doencas e
tumores do figado, pancreas ou vias biliares.

Antes de concordar em participar deste estudo, é importante que o(a) Sr.(a) leia este Termo de
Consentimento e entenda a explicacdo do estudo.

Por favor, esclareca quaisquer duvidas ou palavras que ndo ficarem claras, antes de assinar este
documento.

O(A) Sr.(a) ttm o direito de recusar a participar deste estudo ou de suspender a sua participacdo do
estudo a qualquer momento, sem qualquer prejuizo ao seu atendimento e acompanhamento médico no
hospital.

Proposta do estudo

A proposta deste este estudo € identificar genes relacionados ao desenvolvimento de doencas e tumores
no figado, ou pancreas ou vias biliares. Essa pesquisa podera ajudar a descobrir se a doenga terd uma
evolucgdo clinica favoravel (por exemplo, com a possibilidade de cura) ou ndo e pode contribuir para a
descoberta de novos tratamentos.

Coleta de amostras para o0 estudo

O(A) Sr.(a) ja recebeu esclarecimento e explicacfes do seu médico sobre o seu tratamento e/ou sua
cirurgia. Caso o(a) Sr(a) necessite de cirurgia para remover um tumor, um pequeno pedaco do tumor (o
gual normalmente seria descartado ap6s a cirurgia) sera coletado para analise genética. Também serdo
coletadas duas amostras de 5 mL cada (total de 10 mL ou mais ou menos 1 colher de sopa) de sangue
periférico, por puncéo venosa.

A coleta de material para esse estudo ndo influenciard em nada no seu tratamento, ou seja, a sua cirurgia
serd feita exatamente como planejado pelo seu médico, independente da coleta de material.

O material coletado para esta pesquisa podera ser utilizado em estudos futuros e neste caso o(a) Sr(a)
sera consultado para decidir se concorda ou ndo com quaisquer pesquisas futuras.

Riscos e Beneficios

A coleta de sangue poderéd gerar um desconforto devido a pungdo venosa, como dor, vermelhidao,
inchago e pequeno hematoma no local da pungéo.

A coleta de material durante a cirurgia ndo causara nenhum desconforto ou risco adicional a cirurgia,
conforme explicado pelo seu médico.

A participacdo neste estudo ndo o beneficiara diretamente no momento, mas podera contribuir para o
entendimento de sua doenca e para descobrir novos tratamentos.

Né&o haveré beneficio financeiro com a sua participagdo neste estudo.
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Sigilo
Toda a informagdo pessoal serd mantida em sigilo. O sigilo ser4 garantido pelo uso de numeros,
impedindo a identificagdo ou acesso aos seus dados pessoais.

Participacao

A sua participacdo neste estudo é voluntaria. O(A) Sr.(a) pode escolher ndo participar ou
suspender a sua participacdo neste estudo a qualquer momento, sem nenhum prejuizo e sem
influenciar os seus cuidados médicos e tratamento.

Perguntas e Contato

Caso em qualquer momento o(a) Sr.(a) tenha qualquer divida ou necessite de esclarecimentos sobre
este estudo, por favor ligue para a Dra. Patricia Pintor dos Reis, Depto. de Cirurgia e Ortopedia,
Faculdade de Medicina, UNESP, Botucatu, SP, telefone (14) 3880-1451 (horario comercial) ou (14)
99618-2826 (24 horas por dia/7 dias por semana). Vocé também podera entrar em contato como o
Comité de Etica em Pesquisa, pelos telefones: (14) 3880-1608 ou 3880-1609.

Consentimento

Declaro que tive a oportunidade de discutir esse estudo e minhas duvidas e perguntas foram
respondidas e esclarecidas satisfatoriamente. Concordo em participar desse estudo com o
entendimento que eu posso suspender a minha participacdo a qualguer momento sem afetar o
meu tratamento ou acompanhamento médico. Eu recebi uma coOpia deste consentimento
informado. Declaro que minha participacéo neste estudo é voluntéaria e informada.

Nome do Paciente (por extenso) Assinatura do Paciente Data (Dia/Més/Ano)

Confirmo que expliquei o estudo ao participante declarado acima e que respondi e esclareci todas as
perguntas e duvidas completamente e com acuréacia.

Nome da pessoa Assinatura Data (Dia/Més/Ano)

obtendo o consentimento
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ANEXO 3 — Tabela Suplementar. Lista dos genes-alvo potencialmente regulados pelos
miRNAs com expressdo significativamente desregulada no plasma de pacientes com

carcinomas HPB.

MiRNA Genes-alvo potencialmente regulados pelos miRNAs identificados
Expressao diminuida

miR-150-5p FUBP3

miR-140-3p  ALDH1A3

miR-195-5p HIPK2, QKI, TET3, TNRC6B

miR-25-3p HAS3, NFIB

miR-486-5p  AFF3, ANKDD1A, ARID4B, BAHCC1, C8orf59, CCDC85C, CD59,
COL6AG6, COPS7B, DHFR, HEG1, LRRC1, MTERFD1, SLC5A3, SRSF3,
ST6GALNACSG, SYT7, TANGOG6, TOB1, TWF1, XG, ZFR2, ZNF37A,
ZNF594

miR-486-3p  APTX, ASH1L, BSN, CAPN6, CELSR2, CHD3, CYTH2, FNDC4, FOSL2,
IQSEC2, NFIB, NSL1, POLR2D, POU2F2, TCF7, TMSB4X, TPM3

miR-92a-3p DKK3, HAS3, SERTAD3

miR-16-5p ACVR2A

miR-20b-5p  AAK1, BNIP2, METAPL, SLC40A1, VPS26A, ZNFX1

miR-425-5p  BCOR, BEX4, DPYD, ZBTB21

let-7c-5p CCNJ, ELF4, HAND1, HMGA2, MAP3K1, MLLT4, PALD1, PCGFS3,
UTRN, YOD1, ZNF516, ZSWIM5

let-7b-5p ARID3B, ATP2B3, CCNJ, CPEB2, E2F6, ELF4, FRAS1, GPR137, HAND1,
HMGAZ2, IGDCC3, IGF2BP2, ITGB8, LOC283219, LSM11, MAP3K1,
NTN1, PALD1, PCGF3, PLEKHH1, RNF20, SOCS1, TET3, TMEM2,
TSC1, UTRN, YOD1, ZNF280B, ZNF516, ZSWIM5

miR-363-3p HAS3, ODZ3

miR-660-5p  HAS3

miR-485-3p FXR2
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ANEXO 3 — Tabela Suplementar. Lista dos genes-alvo potencialmente regulados pelos

miRNAs com expressdo significativamente desregulada no plasma de pacientes com

carcinomas HPB (continuacéo)

miR-194-5p

miR-328-3p
miR-422a
miR-483-5p
miR-362-5p
miR-532-5p
miR-135b-5p
miR-500a-5p
miR-10a-5p

miR-183-5p

AASS, ABCB10, ACBD3, ACVR2B, AGK, ANO1, ARL14EP, ATP6V1H,
BRMSIL, BTBD7, C180rf32, C210rf91, C70rf60, CAMSAP2, CASK,
CD2AP, CD44, CDK13, CDK19, CERKL, CFL2, CHD1, CHDG,
CHORDCI1, CNR1, CNTNAP2, CPED1, CTDSPL2, CXCL3, DACH1,
DCUN1D4, DENND1B, DISC1, DOCKS, EDN1, ELMSAN1, EMCN,
EPC2, FAM76A, FBXW2, FLI1, FMO2, FMR1, FOXA1, FZD3, FZD6,
GDAP2, GORAB, GOT2, GYG1, GYPA, HBEGF, HECTD2, HNF1B,
HOOKS, ITPKB, KHDRBS2, KIAA1210, KLHL11, LIMD1, LRCHZ2,
LRRFIP1, LSAMP, LUC7L3, MAP2, MCCC2, MSTN, NADK2, NFATS,
NVL, PAIP2, PCDH15, PDK3, PM20D2, PPFIBP1, PPT1, PRLR, PTPNZ,
QKI, RAB11FIP2, RASAL2, RICTOR, RNASE6, RSBN1L, RUFY2, SALL1,
SCRN1, SEPHS1, SEPT6, SETD5, SFRP2, SLC15A4, SLC25A27,
SLC28A1, SLK, SLTM, SMARCAS5, SNAP91, STAU2, TCAIM, TEX30,
THAP10, TMBIM4, TMEDS, TMEM106B, TMEM136, TMEM194A,
TMEMG65, TMEM87A, TRDMT1, TTC7B, TUSC3, UBLCP1, UBRS3,
VPS13C, WDFY1, XPNPEP3, XPR1, ZBBX, ZKSCAN2, ZNF527, ZNF607,
ZNF615, ZNF71

C5orf24, LIMK1, RUNX1T1, TESK2

ANKRDS52, VANGL?2

NFIX, RBM14

CDK20, CRIPT, MANSC4, TRIM50

NDP

CPLX1, KCNMA1

BNC2, INSR, MIER1

BCL9, BDNF, EBF2, ELOVL2, GATAG, GNG5, HIATL1, SON, TFAP2C,
TMEM132B

FOXN2
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ANEXO 3 — Tabela Suplementar. Lista dos genes-alvo potencialmente regulados pelos

miRNAs com expressdo significativamente desregulada no plasma de pacientes com

carcinomas HPB (continuacéo)

miR-197-3p

CBL, DNAHS5, DNAJB3, IFNA17, IFNA4, IL1IRAP, IL22RA1, LYSMD3,
METTLY, NAP1L4, NLK, SDR42E1, SEPT11, SYNGAP1, TMEM186,
TSEN2, TTPAL, TXLNG, ZNF181, ZNF20, ZNF345, ZNF720, ZNF75D

Expressdo aumentada

miR-98-5p
miR-142-3p

miR-193b-3p

HMGAZ2, IGDCC3, IGF2BP1, PRTG

ANKRD11, AP1S2, ATF7IP, CDC25C, CEP192, CLTA, EARS2, FMNL2,
FOXR2, GABRAG, GALNT11, HEATRSA, HSD17B4, LARP1B, LRRC3B,
MEI1, RAB2A, RERE, SGMS1, SLC12A9, SPDYES8P, STAM, TTTY4B,
YBX3, ZFYVE16, ZNF90

MBTD1, SESN2, SLC39A5

miR-494-3p
miR-130a-3p
miR-142-5p

miR-148a-3p

miR-29a-3p
miR-26a-5p

NELL1

CNOT6, CPEB2, LCOR, QKI, TNRC6B

ADAMTS1, ADCY3, AKT1, ANGPTL5, AQP3, ATP1B1, ATXN7L2, BAI3,
BMP2, BOD1L1, BOLL, BRD1, BRIX1, C110rf87, C8orf34, CARF, CD38,
CDH11, CECR2, CEP290, CHIC2, CHPT1, CHSY3, CIT, CLINT1,
CNEP1R1, CUL2, CUL4A, DIAPH2, DNAJC25, DNAJC7, DNAJCY,
DYNLT1, EGFL6, EMC4, FAM24A, FIGN, FOXP2, GBP5, GEMINZ2,
GUCY1B3, HELQ, HERPUD1, HMGXB4, HNRNPH3, HOXD8, HSD11B1,
HSPB11, IGF2BP3, IL22, INSLG, IPOS, ITGAV, KAT6B, LDB2, LEPROT,
LHX8, LMX1A, LRP12, LRP1B, MAPK6, MBD2, MED14, MEGF10,
MEGF9, MEIS1, MORN2, MRPS36, MSH6, NDUFA2, NLN, NRG1,
OGFRL1, OTX2, PGM2, PIBF1, PLEKHA3

ABCB7, ABHD12, ATP4B, BAGALTG6, BAI3, BCCIP, BTBD3, C12o0rf4,
CCT6A, CDK5R1, CELSR1, CNTNAP3B, CTSL, DLEU7, EOGT, ERRFI1,
HBS1L, HOPX, HPS5, IL15, KCTD16, KRT76, LEPROTL1, MED12L,
MMP10, MMP15, MRGPRX3, NPEPL1, OSBPL11, PSMC2, RPL36A,
SCNOYA, TGFA, USP32, VPS37A, VSIG1, WDFY4, XPO4

TET2, TET3

BRWD1, CHORDC1, FAM98A, SLC7A11, TET2, TNRC6B
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ANEXO 3 — Tabela Suplementar. Lista dos genes-alvo potencialmente regulados pelos

miRNAs com expressdo significativamente desregulada no plasma de pacientes com

carcinomas HPB (continuacéo)

miR-199a-3p
miR-874-3p
miR-214-3p

miR-27b-3p
miR-212-3p
miR-130b-3p
miR-152-3p

PTPRF

ARHGAPG, CDCA7L, PLEKHH3, SPTB, SYPL2, ZCCHC14, ZNRF1
BAZ2A, CSF1, FAM134A, GALNT18, HR, KPNA3, LDOCIL, OPRK1,
QKI, SCARF1, SEC24C, SRGAP3, TFAP2C, UNC5A

NFIB, ONECUT2, QKI, ZNF704

EPN2

CIT, MTMR4

ABCB7, ABHD12, ATP4B, BAGALT6, BCCIP, BTBD3, C120rf4, CCT6A,
CDKB5R1, CELSR1, CNTNAP3B, CTSL, DLEU7, ERRFI1, HBS1L, HOPX,
HPS5, IL15, KCTD16, KRT76, LEPROTL1, MED12L, MMP10, MMP15,
MRGPRX3, NOLAL, NPEPL1, OSBPL11, PSMC2, RPL36A, SCNIA,
USP32, VPS37A, VSIG1, WDFY4, XPO4
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