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RESUMO

O adenocarcinoma ductal pancreatico (ADP) é uma doenca rara, mas possui
uma taxa de incidéncia muito proxima a taxa de letalidade. Parte da alta
mortalidade do ADP se deve ao diagnostico dificil (muitas vezes somente
possivel com analise de tecido pancreatico) e tardio da doenca, que
geralmente acontece com o0 tumor jA em estdgio avancado. Assim, a
descoberta de biomarcadores nao-invasivos surge como uma possibilidade de
diagndéstico mais seguro e, de preferéncia, precoce. Recentemente descobriu-
se que os microRNAS (miRNAs - pequenos RNAs nado-codificantes, envolvidos
na iniciacdo e na manutencéo de tumores, incluindo o ADP) sdo estaveis em
amostras circulantes, e a diferenca em seus niveis de expressao pode
discriminar com acuracia a presenca ou auséncia de determinadas doencas.
Neste estudo, n6s avaliamos a expressao de seis miRNAs (miR-21, -34a, -155,
-196a, -200b e -376a) escolhidos de acordo com dados prévios da literatura,
em amostras de soro e saliva de pacientes com e sem ADP, e também em
tecido tumoral e nao-tumoral de pacientes com ADP. Esta avaliacdo
comparativa teve como objetivo verificar a presenca de biomarcadores de
diagnostico, e possivelmente de prognéstico, neste perfil. Os niveis de
expressdo foram mensurados através de quantificagdo relativa, por PCR
guantitativo em tempo real. Embora os niveis de expressdo tenham se
mostrado elevados em todas as amostras de tecido tumoral em relacdo ao
tecido ndo-tumoral, esta diferenca nao foi significativa. Isso pode ser explicado
pelo pequeno tamanho amostral, pela heterogeneidade tumoral e tecidual e
pela ampla variabilidade de expressdo dos miRNAs. Em amostras de soro,
miR-21 e miR-34a foram significativamente mais expressos em pacientes com
ADP e ambos foram capazes de discriminar pacientes com e sem doenca com
sensibilidade e especificidades clinicamente aceitaveis. Nosso estudo mostrou
ainda que existe uma correlacao forte e positiva entre os niveis de expressao
destes dois miRNAs em amostras de soro e tecido, embora 0 mecanismo
responsavel por esta correlacdo seja desconhecido. A auséncia de correlagdo
de miR-21 e de miR-34a, quando analisados individualmente em amostras de
soro e tecido pareadas, sugere que diferentes mecanismos regulam a
expressao destes miRNAs em diferentes tecidos. Nas amostras de saliva, de
modo geral, os niveis de miRNA foram muito baixos, e mesmo 0s miRNA
detectaveis ndo apresentaram valores de expressdo significativamente
diferentes entre casos e controles. Tais achados sugerem que 0os mMiRNAs
escolhidos neste estudo ndo sdo biomarcadores salivares adequados para
diagnostico, embora seja necessario uma confirmacdo destes dados em uma
série maior de casos.
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ABSTRACT

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is a rare disease, whose incidence
rates are very close to mortality rates. Part of the high mortality of PDAC is due
to its difficult (often only possible with pancreatic tissue analysis) and late
diagnosis, when disease is at an advanced stage. Thus, the discovery of
noninvasive diagnostic biomarkers emerges as a possibility to perform a safe
diagnosis, preferably early in the disease course. Recently, microRNAs
(miRNAs - small non-coding RNAs involved in tumors initiation and
maintenance, including PDAC) were discovered as stable molecules in
circulating samples. Several studies have shown that the difference in their
expression levels between cases and controls can accurately discriminate the
presence or absence of certain diseases. In this study, we evaluated the
expression levels of six miRNAs (miR-21, -34a, -155, -196a, -200b and -376a),
chosen according to previous literature data, in serum and saliva samples from
patients with and without PDAC, and also in non-tumoral and tumoral tissue.
The aim of our study was to investigate the presence of diagnostic and/or
prognostic biomarkers. Expression levels were measured by relative
quantification using real-time quantitative PCR. Although expression levels were
increased in tumor tissues, this difference did not reach significance. This can
be explained by the small sample size and the heterogeneity of tumor and
tissue, beyond the already described wide variability in miRNAs expression
levels. In serum, miR-21 and miR-34a were significantly more expressed in
samples from patients with ADP and both were able to distinguish patients with
and without disease with clinically acceptable sensitivity and specificity. Our
study also showed that there is a strong positive correlation between the
expression levels of these two miRNAs in serum and tissue. However, the
mechanism related to this correlation remains unknown. The absence of
correlation between each miR-21 and miR-34a individually, when matched
serum and tissue samples were compared, indicates that different mechanisms
regulate the expression of these miRNAs in different body compartments. In
saliva samples, generally, miRNA levels were very low, and no difference in
MiRNA expression levels was seen between cases and controls. These findings
suggest that the chosen miRNAs are not adequate as diagnostic biomarkers in
saliva, although these findings require confirmation in a larger series of cases.
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I.1 Epidemiologia do adenocarcinoma ductal pancreético

No Brasil, as doencas neoplasicas sdo a segunda causa de mortalidade
(Secretaria de Vigilancia em Saude, Ministério da Saude, 2004). Entre as
neoplasias, o cancer de pancreas € um tipo incomum, respondendo por apenas
2% de todos os novos casos e por 4% de todas as mortes relacionadas ao
cancer (INCa, 2012). O tumor pancreatico mais comum e também o de pior
prognaéstico € o adenocarcinoma ductal pancreatico (ADP), que corresponde a
90% dos casos de cancer de pancreas e possui uma taxa de incidéncia muito
proxima a taxa de letalidade, tornando-o a 42 causa de morte relacionada ao
cancer nos Estados Unidos (Siegel et al., 2012) e a 92 no Brasil (INCa, 2003).
Nos Estados Unidos, a taxa de incidéncia de cancer pancreatico € de
aproximadamente 9/100.000 habitantes (Warshaw et al., 1992), e a estimativa
para o ano de 2013 é que 45.220 pessoas desenvolvam a doenca, das quais
38.460 devem evoluir a 6bito (American Cancer Society, 2013). No Brasil ndo
ha um registro preciso da incidéncia do cancer de pancreas em todas as
regides, entretanto a estimativa da taxa de mortalidade pela doenca é de 2,7 a
cada 100.000 habitantes (Ministério da Saude, 2003). Ja no Rio Grande do Sul,
no ano de 2010, a taxa de mortalidade chegou a 7,66 a cada 100.000

habitantes, sendo considerada a maior no pais (DataSus, 2010).

I.2 Aspectos clinicos do adenocarcinoma ductal pancreatico

Diversos motivos tornam o ADP tao letal. O primeiro deles é a provavel
disseminacdo precoce de células derivadas do tumor na corrente sanguinea,
por vezes ainda antes de se observar uma microinvasao tecidual, demonstrada
em estudos animais realizados por Rhim e colaboradores (2012). Segundo, a
doenca geralmente € muito agressiva, caracterizada por uma progressdo muito
rapida e efeitos sistémicos importantes, como perda de peso e astenia
significativas, muitas vezes tornando o paciente inapto a cirurgia ou mesmo ao
tratamento nao-cirdrgico (Li et al., 2004). E terceiro, o adenocarcinoma ductal
pancreatico é resistente a maioria das formas de tratamento desenvolvidas até

hoje. Varias hipéteses podem explicar essa observacdo, entre elas a baixa
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vascularizacdo tumoral, que dificulta 0 acesso de drogas quimioterapicas ao
tumor (Olive et al., 2009). Outras razfes que agravam o quadro clinico dos
pacientes sdo metastases frequentes, dificuldades de resseccédo cirtrgica do
tumor e alta incidéncia de recidivas. Essas caracteristicas, aliadas a biologia
tumoral agressiva, fazem com que a sobrevida livre de doenca em 5 anos seja
muito baixa: apenas 6% dos casos (Siegel et al., 2012). A sobrevida média
pés-diagnostico € de 4 a 6 meses. NOs casos ressecaveis, a sobrevida livre de
doenca em 5 anos € de 20%, e o tempo médio de sobrevida é de 13 a 20
meses apos a cirurgia (Neuzillet et al., 2011).

Adicionalmente, o0s pacientes frequentemente apresentam sintomas
inespecificos no inicio da doenca ou sdo mesmo assintomaticos até estagios
avancados da doenca, fazendo com que o diagndstico seja muito tardio,
guando poucas opcoes terapéuticas estdo disponiveis. Segundo estimativas da
National Cancer Data Base (2010) dos Estados Unidos, aproximadamente 56%
dos casos de cancer de pancreas sao diagnosticados quando a doenca esta
nos estagios Il e IV (veja tabela 1 para definicbes de estadio TNM), ou seja,
guando o tumor ja envolve estruturas adjacentes ou a doenca é metastatica,
respectivamente. Em ambos os casos, ndo ha possibilidade de resseccdo
cirirgica, e a doenga € considerada incuravel. A apresentacdo de sintomas
depende da localizacdo do tumor, bem como do estagio da doenca. Para
tumores localizados na cabeca do pancreas, que sdo 0s mais frequentes, e
para os de corpo do pancreas, os sintomas geralmente sdo consequéncias da
compressdo de estruturas adjacentes: ducto biliar, nervos celiaco e
mesentérico, ducto pancreatico e duodeno. Pacientes com tumores localizados
na cauda do pancreas apresentam sintomas menos especificos, como dor
abdominal, e mais frequentemente apresentam queixas que sdo relacionadas a

doenca metastatica no momento do diagndstico (Li et al., 2004; Hidalgo, 2010).



Tabela 1. Classificagdo TNM de tumores malignos®

Estadio T (Tumor primario)
Tx Tumor primario ndo pode ser acessado
TO Nao hd evidéncia de tumor primario

Tis Carcinoma in situ
T1 Tumor limitado ao pancreas e < 2cm
T2 Tumor limitado ao pancreas e > 2cm

Tumor se estende além do pancreas sem envolvimento do plexo celiaco ou
T3 artéria mesentérica superior

Tumor se estende além do pancreas e envolve o plexo celiaco ou artéria
T4 mesentérica superior

Estagio N (Linfonodos regionais)

Nx Linfonodos regionais ndo podem ser acessados
NO Auséncia de metdstase nos linfonodos regionais
N1 Presenca de metastase nos linfonodos regionais

Estagio M (Metastase a distancia)

Mx A presenca de metdstase a distancia nao pode ser avaliada
MO Auséncia de metdstase a distancia
M1 Presenca de metastase a distancia

Grupamento por Estadios

Estadio 0 Tis NO MO Localizado

Estadio IA T1 NO MO Localizado

Estadio IB T2 NO MO Localizado

Estadio IIA T3 NO MO Localmente invasivo
Estadio IIB T1-3 N1 MO Localmente invasivo
Estadio Il T4 Qualquer N MO Irressecavel

Estadio IV Qualquer T Qualquer N M1 Irressecavel

TUnido Internacional Contra o Cancer (UICC) - 62 edicédo (2004)

A dificuldade de diagnéstico é resultado ndo s6 da inespecificidade dos
sintomas, mas também das limitacbes metodolégicas relacionadas. Embora
atualmente existam técnicas para a identificacdo do ADP, a maior parte dos
exames de imagem disponiveis — ultra-sonografia, tomografia computadorizada
e ressonancia magnética - é ineficaz para a deteccdo do ADP em fase precoce,
uma vez que ndo sao confidveis para a identificagdo de tumores menores do
que 1 a 2 cm. A ecoendoscopia € o método de imagem mais preciso na

identificacdo de pequenas massas pancreaticas, identificando até 96% dos



casos de ADP, mesmo quando as lesdes possuem apenas 1 cm. (Osvaldt et
al., 2008). Mas infelizmente, este € um exame de alto custo, ndo disponivel em
todos os servigos de saude, nem mesmo para individuos de alto risco, de forma
que, mesmo quando existentes, as ferramentas diagnosticas ndo estao
acessiveis. Além disso, em alguns casos de doenca avancada, os exames de
imagem podem apresentar resultados insatisfatorios ou inconclusivos, sendo
entdo necessarios procedimentos altamente invasivos como uma laparotomia
exploratoria para possibilitar a determinacdo do estadiamento e as decisdes
terapéuticas futuras (Hidalgo, 2010; Mayo et al., 2009).

Com todas essas dificuldades, um método de rastreamento ideal para
diagndstico precoce do cancer de pancreas seria um biomarcador sanguineo
com alta acurécia, que identificasse a doenca em estagios iniciais de forma
minimamente invasiva e que tivesse baixo custo. Atualmente, o Unico
biomarcador com utilidade clinica é o antigeno de superficie CA19-9, atil no
monitoramento da doenca e na deteccao precoce de recaida em pacientes ja
diagnosticados com ADP. O CA19-9, no entanto, possui limitacdes importantes,
como a nao-especificidade para cancer de pancreas e sua auséncia em
pacientes que sao negativos para o antigeno de Lewis a ou b (e que
correspondem a 10% dos pacientes com ADP), os quais ndo sintetizam CA19-
9 mesmo em estagios avancados da doenca. Assim, embora util no
monitoramento da doenca, este biomarcador é ineficaz na identificacdo de
pacientes com ADP (Harsha et al., 2009).

Nos ultimos anos, importantes avancos na compreensdo da biologia
molecular da doenca, bem como em diagndstico, estadiamento e tratamento de
pacientes com tumores primarios do pancreas tem sido apresentados. No
entanto, progressos minimos foram feitos em prevencao e diagndéstico precoce,
bem como no tratamento de pacientes com doenc¢a avancada. Um estudo feito
por Steinberg (1990) mostrou que se o cancer de pancreas for detectado
guando o tumor tiver menos do que 2 cm e ainda estiver em estagio |, a taxa de
sobrevida em 5 anos sobe para 37%. Assim, o desenvolvimento de estratégias
eficazes de rastreamento do tumor permitiria a detec¢cado do cancer pancreatico
em estagios precoces e trataveis, resultando em uma melhora global do

prognastico.



I.3 Fatores de risco para adenocarcinoma ductal pancreéatico

A natureza letal do cancer de pancreas e o fato de que a maior parte dos
pacientes se apresenta com doenca em estagio avancado tem direcionado os
esforcos cientificos da area para o rastreamento de individuos com maior
predisposicao ao desenvolvimento da doenca, como aqueles j& diagnosticados
com neoplasias intraepiteliais pancreaticas (NIPan) ou neoplasias intraductais
papiliferas mucinosas (NIPM), possibilitando a identificacdo e tratamento da
doenca em uma fase precursora e curavel (Vincent et al., 2004).

Alguns fatores de risco para ocorréncia do ADP estdo claramente
estabelecidos. O primeiro deles é a idade. Sabe-se que este tipo tumoral
raramente ocorre antes dos 45 anos, sendo que aproximadamente 80% dos
casos sao diagnosticados entre 60 e 80 anos de idade. Outro fator de risco
importante € o sexo: a ocorréncia da doengca € maior em homens, em uma
proporcdo de 2 homens cada mulher afetada. Esta diferenca, no entanto,
desaparece com a idade. Aparentemente, género e idade nao influenciam a
sobrevida global. H&4 apenas dois estudos que mostram uma diferenca
significante, com pior progndstico para pacientes acima dos 70 anos (Neuzillet
et al., 2011).

Sabe-se também que muitos fatores ambientais influenciam no
desenvolvimento da doenca. O risco mais consistentemente reportado é
tabagismo. Tabagistas tem uma chance de 2 a 3 maior de desenvolver ADP,
quando comparados com nao-fumantes. Ha estudos limitados sobre o
consumo de &lcool, de café e aspirina. Alguns estudos tem mostrado um
aumento da incidéncia de cancer de pancreas entre pacientes com historico de
diabetes ou pancreatite cronica; também ha evidencias, ainda menos
conclusivas, de que a cirrose, 0 sobre-peso e dietas ricas em colesterol
estejam associadas com um aumento na incidéncia da doenga (Batty et al.,
2009; Landi et al. 2009; Lowenfels et al., 2006).

Outro fator de risco importante para o desenvolvimento do cancer de
pancreas é a historia familiar. Varias sindromes genéticas estdo associadas
com um risco aumentado de desenvolvimento de cancer de pancreas, incluindo
pancreatite hereditaria, céancer colorretal hereditario n&o-polipomatoso

(HNPCC, do inglés Hereditary Non Polyposis Colorectal Cancer ou Sindrome
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de Lynch), sindrome de Peutz-Jeghers entre outras (Tabela 2) (Li et al., 2004).
As bases genéticas destas associa¢cdes permanecem desconhecidas, embora
ja se saiba, por exemplo, que em pacientes de um subgrupo de alto risco,
existam mutacdes em genes de reparo do DNA, como BRCA2.

Tabela 2. Fatores de risco para cancer de pancreas (adaptado
de Li et al., 2004).

Fatores demograficos
Idade

Género

Origem étnica

Fatores genéticos e condiges clinicas

Histdria familiar de cancer de pancreas

Pancreatite hereditaria

Cancer colorretal hereditario ndo polipose (HNPCC)
Ataxia-telangiectasia

Sindrome de Peutz-Jeghers

Cancer de mama hereditario

Pancreatite cronica

Diabetes mellitus
Deficiéncia no metabolismo de carcinégenos e em vias de reparo de
DNA

Estilo de vida e fatores ambientais

Tabagismo
Exposi¢Oes ocupacionais
Dieta pobre em frutas e vegetais

Métodos de preparo de alimentos




I.4 Biologia do adenocarcinoma ductal pancreatico

Nos ultimos anos, o0 nosso conhecimento da patogénese do céancer
pancreatico tem avancado significativamente, devido ao melhor entendimento
da biologia molecular da doenca. Como muitas outras neoplasias malignas, o
adenocarcinoma ductal pancreatico € o resultado do sucessivo acumulo de
alteracdes genéticas, especialmente em trés grandes familias de genes:
oncogenes, genes supressores de tumor, e genes de reparo (manutengdo) ao
DNA. Acredita-se que o acumulo de alteracfes nestes genes ocorra em uma
ordem relativamente previsivel. Assim, com base nos perfis genéticos e
histologicos, foi desenvolvido um modelo de progressdo que envolve as
neoplasias intraepiteliais pancreaticas (NIPan), e a transformacédo do ducto
pancreatico normal, passando por displasias de baixo grau (NIPan 1A e 1B) até
displasia de alto grau (NIPan 2 e 3) e finalmente adenocarcinoma ductal

pancreatico (Hubran et al., 2000) (Figura 1).

Ducto normal NIPan-1A NIPan-2 NIPan-3 Adenocarcinoma

* Poucas células cubicas * Células elongadas * Anormalidades * Invasdo do lumen * Crescimento invasivo

* Unica camada celular * Produgdo de mucina nucleares: aumento no * Atipia nuclear severa * Marcada reagao
NIPan-1B tamanho e populagao, * Atividade mitdtica estromal (desmoplasia)
* Arquitetura papilar perda de polaridade anormal
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Figura 1. Modelo de progressdo do cancer pancreatico (adaptado de
Bardeesy e DePinho, 2002).

As lesbes precursoras, NIPan-1A e -1B, sdo caracterizadas pelo
crescimento das células ductais com uma abundante producdo de mucina e, no

caso da NIPan-1B, a arquitetura papilar substitui a arquitetura plana. Além da



presenca de mutagbes em proto-oncogenes e genes supressores de tumor,
essas lesfes sdo caracterizadas pela ativagédo da via de sinalizacdo autocrina
do fator de crescimento epidermal, ou EGF (do inglés, Epidermal Growth
Factor), com a superexpressao de ligantes como o fator de transformacgéo do
crescimento, TGF-a (do inglés, Transforming Growth Factor) e de receptores
como o receptor de EGF, EGFR. Com a progresséo das lesbes, as células
adquirem alteracdes nucleares moderadas (NIPan-2) ou mesmo severas, com
mitoses anormais e invasao do lumen (NIPan-3) (Schneider et al., 2005).

MutacBes ativadoras de KRAS sdo as primeiras alteragBes genéticas
detectadas durante a progresséo das NIPans, e sua frequéncia aumenta com a
progressdo da doenca, sendo encontrada em quase 100% dos
adenocarcinomas ductais pancreaticos. As diferentes isoformas codificadas por
este gene estdo envolvidas em diversas vias ativadas por receptores de
membrana. Através da ligacdo GTP/GDP, sdo capazes de ativar vias
canodnicas de sinalizacdo celular, como proliferacdo e sobrevida. Assim, nas
células onde KRAS esta mutado, as cascatas de sinalizacdo permanecem
constitutivamente ativadas, independente da presenca do ligante, conferindo
assim um fen6tipo maligno a estas células. No ADP, os tumores com mutacdes
em KRAS costumam ser mais agressivos e exibir resposta parcial ou muito
pobre as terapias padréo. Dessa forma, este perfil tumorigénico especifico tem
se configurado como um dos principais alvos de estudo para desenvolvimento
de novas terapias (Bardeesy e DePinho, 2002; Schneider et al., 2005).

Da mesma forma, de 80 a 95% dos tumores apresentam perda de funcao
do gene supressor de tumor CDKNZ2A, causada por mutagcdo, delecdo ou
hipermetilacdo de seu promotor. Como este gene € responsavel pela
transcricdo de dois supressores de tumor distintos, INK4 e ARF, sua perda de
funcdo resulta no distarbio de duas importantes vias de sinalizacao:
retinoblastoma (RB) e p53 (Rozenblum et al.,, 1997). Essa alteracdo surge,
mais frequentemente, no final do processo de carcinogénese associado ao
ADP (Bardeesy e DePinho, 2002).

O gene supressor de tumor TP53, conhecido como “guardido do
genoma”, encontra-se mutado em 50-75% dos tumores do tipo ADP
(Rozenblum et al, 1997). As ceélulas mutantes sao irresponsiveis aos

checkpoints de controle de dano ao DNA, e evadem 0s mecanismos de
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apoptose, contribuindo para a instabilidade gendmica. Isso explica as
frequentes aneuploidias e os complexos rearranjos cromossdmicos observados
nestes tumores, bem como a grande heretogeneidade intratumoral. A
ocorréncia de mutacdo em TP53 é considerada um evento tardio na
carcinogénese do ADP (Harada et al., 2002).

Estudos citogenéticos de tumores pancreaticos demonstraram que a
dindmica dos teldmeros também contribui para a instabilidade genémica vista
no ADP. Embora a reativacdo da telomerase seja crucial para a imortalizacao
das células tumorais, é possivel que em um periodo transiente anterior a
imortalizacdo, o encurtamento e disfuncdo dos teldmeros contribua para a
carcinogénese facilitando a formacao de rearranjos cromossémicos (Maser e
DePinho, 2002).

Mutacdes herdadas no gene BRCA2 sado tipicamente associadas a
Sindrome de predisposicdo hereditaria ao cancer de mama e ovario, mas
também representam um risco significativo de desenvolvimento de cancer de
pancreas. A proteina brca2 é necessaria para a manutencdo da estabilidade
gendmica através da regulacdo dos processos de recombinacdo homologa e
reparo ao DNA. Consequentemente, a perda de funcdo deste gene resulta no
acumulo de alteracbes cromossdmicas letais. Essas mutacdes sdo um evento
tardio na carcinogénese do ADP (Goggins et al., 2000).

Outra alteracdo encontrada com frequéncia neste tipo tumoral € a perda
de funcdo de SMAD4/DPC4, que codifica um importante componente da via de
sinalizacdo TGF-B. Esta molécula inibe o crescimento da maioria das células
epiteliais normais, tanto pelo blogueio da transicdo G1 - S, quanto através da
promocdo da apoptose. As respostas celulares ao TGF-f sdao, em parte,
SMAD4 dependentes, e por esta razdo 0s adenocarcinomas pancreaticos
mostram certa resisténcia ao TGF-. Sabe-se que SMAD4 encontra-se em uma
regido que esta deletada em aproximadamente 30% dos casos de ADP, e sua
auséncia pode predizer menor sobrevida (Luttges et al., 2001; Bardeesy e
DePinho, 2002).

Estudos recentes mostraram que as bases moleculares e genéticas do
cancer de pancreas sao de extrema complexidade. As alteragcbes mais
comumente encontradas nos tumores podem ser organizadas de acordo com

sua relacdo com diferentes vias de sinalizagcdo, embora nem todos os tumores
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tenham alteracdes em todas as vias (Figura 2). Estas modificacbes tém sido
associadas com a agressividade do tumor e prognéstico, e especula-se que
algumas delas possam ser Uteis para o rastreamento da doenca. Alguns
estudos sugerem que os niveis de expressao de Akt fosforilada (uma proteina
envolvida na via de Ras), por exemplo, estdo associados com melhor ou pior
prognoéstico em pacientes com ADP ressecavel. Outros marcadores também
tem sido reportados como preditores independentes de progndéstico em ADP,
como a expressao de pl6, MMP-7 e VEGF. Ainda assim, muitos aspectos
bioldgicos que controlam o adenocarcinoma de pancreas sdo desconhecidos, e
ainda ndo ha um marcador Unico capaz de prever o prognostico, ou mesmo

capaz de indicar a presenca do tumor precocemente (Jones et al., 2008).
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Figura 2. Alteracbes nas vias de sinalizagdo celular no processo de

carcinogénese do adenocarcinoma ductal pancreatico (Samuel e Hudson, 2012)
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I.5 Biomarcadores em cancer de pancreas

Em face da pouca sensibilidade dos exames de imagem e da grande
gama de possiveis complicacbes decorrentes dos exames em tecido
pancreatico disponiveis atualmente, muitos esforcos tem sido feitos no sentido
de identificar biomarcadores para a deteccdo precoce e o rastreamento efetivo
do cancer de pancreas através de métodos precisos e minimamente invasivos.
Atualmente, os biomarcadores tumorais utilizados clinicamente na deteccéo e
monitoramento do ADP sdo marcadores plasmaticos: o antigeno
carcinoembriogénico (CEA) e o antigeno carboidrato relacionado ao grupo
sanguineo Lewis (CA19-9).

O CA19-9 foi descoberto em 1981, em estudos de rastreamento de
cancer colorretal, mas se mostrou mais eficiente em cancer de pancreas.
Apesar do amplo uso deste marcador, sua sensibilidade (70 — 90%) e
especificidade (68 — 91%) (Goonnetilleke e Siriwardena, 2007) n&o satisfazem
as necessidades clinicas atuais. As principais limitacdes no uso do CA19-9
incluem sua frequente elevacédo (acima do valor basal de 37kU/l) em condicdes
ndo-malignas como pancreatite e ictericia obstrutiva, além da sua pobre
correlacdo com a doenca em estagios mais precoces. Além disso, este
marcador pode ter niveis elevados em pacientes com cirrose e colangite, bem
como em pacientes com outras neoplasias do trato gastrointestinal e
hepatobiliar, como cancer gastrico, colorretal, do eséfago e ducto biliar. Por fim,
como ja mencionado, aproximadamente 10% da populacao geral ndo produz o
antigeno, e tais pessoas ndo seriam rastreadas pelo método (Herreros-
Villanueva, 2013).

O CEA é uma glicoproteina que foi descoberta em 1965, como um
marcador para cancer de colon mas, assim como o CA19-9, mostrou-se melhor
marcador para cancer de pancreas. Este marcador possui sensibilidade e
especificidade de 54% e 79%, respectivamente. Seu uso é limitado pelo fato de
se mostrar elevado em diversos tipos tumorais, como tumores da mama,
estbmago e colorretais. Por outro lado, o CEA é o marcador com maior
acuracia para identificacdo de lesfes mucinosas cisticas do pancreas
(Goonnetilleke e Siriwardena, 2007). Dentre as les6es mucinosas, as NIPM séao

consideradas uma via de carcinogénese independente para adenocarcinoma
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pancreatico, sendo uma lesdo detectada de forma frequente em exames de
imagem em pacientes assintométicos, mas com potencial maligno incerto
(LaFemina et al., 2013).

.6 microRNAs

Em 1993, o grupo de pesquisa coordenado por Victor Ambros descobriu,
em Caenorhabditis elegans, a existéncia de um gene que codifica um pequeno
RNA nao-codificante, e junto com estudos realizados pelo grupo de Gary
Ruvkun demonstrou-se que esse pequeno RNA era capaz de regular a
tradugao de proteinas através da ligagao na posicédo 3’'UTR e inibicdo de RNAs
mensageiros (Lee et al., 1993, Wightman et al., 1993). Nos anos seguintes,
com a descoberta de outros genes que também codificavam pequenos RNAs
em diversas espécies, cunhou-se o termo micro-RNAs (também chamados de
miRNAs ou miRs), que engloba todos os pequenos RNAs com caracteristicas
semelhantes (Lagos-Quintana et al., 2001; Lee e Ambros, 2001).

Os miRNAs sao uma classe de pequenos RNAs nado-codificantes de fita
simples, de 18 a 25 nucleotideos de tamanho, resultantes de uma sequéncia
de clivagens enzimaticas a partir de uma molécula precursora. Na maioria dos
casos, a transcricdo dos genes codificadores de miRNAs é mediada pela RNA
polimerase Il, e os transcritos possuem cap e cauda poli(A). Embora alguns
mMiRNA de origem animal sejam produzidos individualmente, a partir de
unidades de transcricdo separadas, muitos miRNAs sdo produzidos a partir de
unidades de transcricdo que geram mais de um produto: uma Unica unidade de
transcricdo pode conter agrupamentos de diferentes miRNAs, ou até mesmo
pode codificar um miRNA e uma proteina. Neste Ultimo caso, a organizacdo da
sequéncia codificadora é feita de tal modo que a sequéncia do miRNA fique
contida em um intron (Bartel, 2004).

A organizacao gendmica dos miRNAs é bastante diversa e representa 1 a
4% do genoma humano, estimando-se que existam mais de 880 genes
codificadores de microRNAs em mamiferos. Uma vez que comumente um
microRNA se liga ao seu alvo através de complementaridade imperfeita de
bases, a identificacdo de mRNAs-alvo tem sido cada vez mais complexa.

Muitos estudos indicam que a porg¢ao 5’ (sequencia seed) do miRNA é crucial
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para a estabilidade e o carregamento correto da molécula no complexo
mIiRISC, e isso também possui uma importancia funcional. Por este motivo, as
ferramentas de bioinformética para predicdo de alvos levam em consideracao
essencialmente esta sequéncia, que corresponde aos nucleotideos 2 a 8.
Estudos resultantes dessas analises mostram que um Unico microRNA pode
regular negativamente até 200 mRNAs, com fun¢des completamente distintas.
Como consequéncia de seus multiplos alvos, os microRNAs desempenham um
importante papel nos mais diversos eventos celulares, como proliferacao
celular, diferenciacao e apoptose (Ruan et al., 2009; Esquela-Kercher e Slack,
2006).

Por fim, estima-se que os miRNAs regulem aproximadamente 30% de
todos os transcritos génicos. Acredita-se que a maior parte dos microRNAs
(70%) estd localizada em introns e éxons, e 0os 30% restantes estejam
localizados em regifes intergénicas (Rachagani et al., 2010). Atualmente, a
principal base de dados de miRNA contabiliza 2042 diferentes miRNAs em

humanos (miRBase versédo 19.0).

I.7 A biogénese dos microRNAs

Apos a transcricdo do miRNA pela RNA polimerase, o proximo passo na
biogénese é a clivagem do precursor. O transcrito primario, ou pri-miRNA, é
formado por algumas centenas a milhares de nucleotideos, organizados em
uma regido central stem, em que dois seguimentos de RNA com bases
complementares (pelo pareamento Watson-Crick) sdo pareados. Esta
sequencia € flanqueada de um lado por outras bases néo pareadas, e de outro
lado pela regido loop, onde os pares de base ndo sdo complementares, de
forma a constituirem alcas circulares. Esse pri-miRNA € clivado no nucleo pelo
complexo enzimatico formado pela RNAse Il Drosha e proteinas associadas
do Microprocessador, que cliva ambas as fitas, liberando a regido nao pareada,
e mantendo apenas as regides stem e loop, gerando assim um pre-miRNA.
Este pre-miRNA, de aproximadamente 70 nucleotideos, sera ativamente
transportado para o citoplasma via Exportina-5. Uma vez no citoplasma, é
realizada a clivagem do pre-miRNA pelo complexo enzimatico RNAse Il

Dicer/Argonauta, que remove a alca terminal (estrutura loop), resultando na
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formacdo de um duplex de miRNA de aproximadamente 22-23 pb de tamanho
(microRNA:microRNA* duplex). Esse duplex de miRNA é separado em duas
fitas simples por uma helicase, e uma destas fitas ser4 preservada,
constituindo assim o miRNA maduro, enquanto a fita complementar sofrera
degradacdo. Algumas evidéncias sugerem que a escolha entre as fitas esta
relacionada a termoestabilidade das extremidades de cada uma das fitas
(Bartel, 2004).

O miRNA maduro, que pode possuir de 18 a 25 nucleotideos, € entéo
incorporado a um complexo de silenciamento induzido por RNA (miRISC), que
0 guiara até a regido 3’'UTR do RNAm alvo, desencadeando assim os possiveis
processos de regulagdo deste RNAmM. A biogénese dos microRNAs esta

representada esquematicamente na figura 3.
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O complexo miRNA e RISC (miRISC) regula a expressao génica por
meio de dois mecanismos poés-transcricionais: a degradacdo do mRNA e
repressao da tradugdo do RNAmM. O que determina um ou outro mecanismo é a
complementaridade entre as bases do mMIRNA e do RNAm. Se a
complementaridade entre o RNAmM e o miRNA for parcial, havera a repressao
do processo de traducdo. Se a complementariedade for total, havera a
degradacdo do mRNA, o que € mais comumente encontrado em plantas
(Bartel, 2004; Esquela-Kercher e Slack, 2006).

Os mecanismos de acdo do complexo RISC ainda n&o foram
completamente elucidados, mas evidéncias sugerem que a repressado pode
ocorrer durante o inicio da traducdo ou mesmo apos este evento. A competicdo
entre miRISC e elF4 pela ligacdo a extremidade 5 do mRNA, a deadenilacéo
da cauda poli-A e o bloqueio da associacao entre as unidades ribossomais 60S
e 40S promovidos pelo complexo miRISC sao bons exemplos de mecanismos
de repressao inicial. Os mecanismos posteriores ao inicio da traducéo incluem:
dissociacdo prematura dos ribossomos, diminuicdo da taxa ou parada no
alongamento protéico e degradacdo do polipeptideo nascente (Carthew e
Sontheimer, 2009; Nilsen, 2007).

.8 microRNAs em cancer

Os genes de mIiRNAs estdo frequentemente localizados em regides
gendmicas associadas ao cancer e em pontos de quebra cromossdémica, bem
como em regibes de frequente perda de heterozigosidade, sugerindo um
envolvimento dos miRNAs na iniciacdo e na progressao de diversos tumores
humanos (Rachagani et al., 2010).

A associagao entre miRNAs e cancer foi proposta pela primeira vez em
2002, em um estudo envolvendo leucemia linfocitica crénica (LLC) e a delecéo
cromossOmica 13g14. A LLC é o subtipo leucémico mais comum em adultos, e
é atribuida a delecdo 13914 em mais de 50% dos casos. Além disso, varios
outros tipos de cancer, incluindo linfomas, mieloma mdltiplo e cancer de
prostata, tem sido associados a esta delecdo. Apesar de todos os esforgcos
nesse sentido, nenhum gene conhecido que pudesse estar fortemente

associado a ocorréncia de LLC foi encontrado na regido deletada. No entanto,
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foi visto que dois miRNAs, miR-15 e miR-16, localizados nesta regido,
encontravam-se sub-expressos em 68% o0s casos de LLC (Calin et al., 2002).
Outro estudo demonstrou que miR-15 e miR-16 regulam negativamente a
expressao da proteina antiapoptética Bcl2. Logo, a auséncia destes miRNAs
em LLC é um dos fatores responsaveis pela aquisicdo do fendtipo maligno
(Cimino et al., 2005).

Em um elegante trabalho de 2005, Lu e colaboradores demonstraram,
através de experimentos de microarray, que os perfis de expressao de miRNAs
refletiam a classificacdo das malignidades humanas, como o grau de
diferenciacéo tumoral e o tipo de neoplasia. Desde entéo, varios outros estudos
tem demonstrado que alguns miRNAs estdo associados a diferentes etapas do
processo de carcinogénese tumoral, atuando como oncogenes, enquanto
outros atuam como supressores de tumor, regulando negativamente
oncogenes. A figura 4 mostra como um miRNA pode funcionar como um
oncogene ou como um supressor de tumor. Em tecidos normais (figura 4a), o
funcionamento adequado da transcricdo, processamento e ligacdo do miRNA
as sequencias complementares resultam em taxas balanceadas de
crescimento, proliferacdo, diferenciacdo e morte celular. Quando um miRNA
atua como um supressor de tumor e existe um desbalanco na sua biogénese
(seja na sua transcricdo ou nos passos subsequentes) levando a uma reducao
ou eliminacdo do miRNA, a formacao de tumores acontece como consequéncia
da ndo-repressao da producdo de oncoproteinas (figura 4b). Uma vez em
abundancia, essas proteinas sao responsaveis pela aquisicdo do fendtipo
maligno das células, com aumento da proliferacdo, capacidade de invasao,
evasao da apoptose e aumento da angiogénese. Os miRNAs que atuam como
supressores de tumor podem ter sua expressado diminuida como consequéncia
de delecbes, silenciamento epigenético ou até mesmo perda de expressao de
fatores transcricionais. Também por falhas em algum ponto da biogénese, os
microRNAs que atuam como oncogenes tem sua expressdo aumentada em
tecidos tumorais. Isso resulta na reducdo ou mesmo na eliminacdo da
expressdo de genes supressores de tumor, levando a progressao tumoral
(figura 4c). O aumento nas taxas de expressdao de miRNAs pode acontecer em

razao da amplificacdo de seu gene, de um promotor constitutivamente ativo ou
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mesmo por causa do aumento da estabilidade da molécula (Esquela-Kercher e
Slack, 2006).
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tumor (Esquela-Kercher e Slack, 2006).

Em um estudo de 2009, Ruan e colaboradores consideram os miRNAs
como os “novos reguladores dos hallmarks do cancer’”, uma vez que estéo
envolvidos na regulacdo de genes com papel crucial em todas as etapas da
tumorigénese, como apoptose, proliferagdo celular, angiogénese, resposta
imune, invasdo e metastases, instabilidade genémica e metabolismo. Acredita-
se que, restaurando a expressdo de miRNAs super- ou sub-expressos nas
células tumorais, seja possivel promover a diferenciacédo celular e recuperar o
fendtipo benigno nestas células. No entanto, a compreensao dos mecanismos
exatos de interacdo de miRNAs com oncogenes e genes supressores de tumor
ainda é deficiente. Analises de expressdo de miRNAs demonstram que 0s
perfis de expressdo estdo correlacionados com todos o0s aspectos do
desenvolvimento tumoral, desde sua classificacdo, diagndstico e progressao,

até a estimativa de progndstico e resposta ao tratamento (Ruan et al., 2009).
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1.9 microRNAs e adenocarcinoma ductal pancreético

No cancer de pancreas, como ja mencionado anteriormente, um
importante desafio € a busca de biomarcadores que possibilitem o diagnostico
da doenca, especialmente em sua fase mais precoce, e que possam indicar os
estagios da doenca e/ou o progndstico do paciente.

Estudos recentes revelam que o perfil de expressdo de miRNAs € muito
mais informativo no que diz respeito a patologia molecular do que os perfis de
expressdo de RNAm. Nos ultimos anos, diversas abordagens tem sido
utilizadas para quantificar os miRNAs, incluindo cDNAarrays, hibridizacdo in
situ (ISH) e PCR quantitativo em tempo real. A identificagdo de alteragOes de
perfis de expressdo de miRNA em cancer de pancreas podera contribuir para
um melhor entendimento da sua biologia tumoral, qualificar o diagnéstico do
ADP (categorizando claramente a presenca ou auséncia e ainda o estadio da
doenca), além de contribuir para o desenvolvimento de novos protocolos para
definir prognostico e intervencdes terapéuticas. Assim, € possivel que o
monitoramento do perfil de expressdo dos miRNAs seja uma ferramenta que,
além de diagnosticar, permita o acompanhamento da progressdo da doenca
(Sempere e Kauppinen, 2009).

O primeiro estudo detalhado envolvendo cancer de pancreas e miRNAs
foi publicado em 2006, por Lee e colaboradores, utilizando o método gRT-PCR
array. A andlise do perfil de expressdo de 201 precursores de mMIiRNA
(correspondendo a 222 miRNAs maduros) mostrou que um grupo de 100
microRNAs eram diferencialmente expressos, quando comparados tecidos
tumorais e normais. Entre os mais expressos, destacaram-se 0s microRNAS -
155, -21, -221, -424, -301 e -100, sendo que trés miRNAs eram especificos das
células tumorais, miR-221, -376a e -301, ndo estando presentes no estroma,
acinos ou ductos.

Em 2007, Bloomston e colaboradores, utilizando a técnica padréo-ouro
(QRT-PCR), demonstraram que era possivel distinguir corretamente tecidos
saudaveis dagueles com adenocarcinoma ductal pancreatico e pancreatite
cronica utilizando um painel de expressao de miRNAs. Vinte e um miRNAs com

expressao elevada e 4 miRNAs com expressdo reduzida em tumores foram
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capazes de discernir corretamente tecidos tumorais e saudaveis em 90% dos
casos. Um segundo painel, com 15 miRNAS superexpressos e 8 subexpressos,
foi capaz de discernir tecidos tumorais daqueles com pancreatite cronica com
93% de acuracia. Um subgrupo de 6 miRNAs foi capaz de distinguir pacientes
com maior e menor sobrevida, em um grupo de pacientes com metastase
regional (linfonodo positivos). Finalmente, ficou demonstrado que a alta
expressdo de miR-196a prediz uma menor sobrevida (26,5 meses em casos
com baixa expressdo, contra 14,3 meses em casoS COmM superexpressao).
Esse estudo demonstrou ser possivel a utilizacdo de miRNAs como ferramenta
diagnostica e prognostica, mas destacou que esses achados deveriam ser
validados em outras populacdes. (Bloomston, 2007).

Zhang e colaboradores (2009) analisaram um painel de 95 miRNAs,
escolhidos com base em suas potenciais funcdes relacionadas a biologia do
cancer, desenvolvimento celular e apoptose. As analises foram feitas em
amostras de tecido tumoral de pacientes com ADP, linhagens celulares de
ADP, e em amostras de tecido de pacientes com pancreatite crbnica e
pacientes saudaveis. O estudo buscava encontrar um padrdo Unico de
expressao para ADP e alvos moleculares relevantes para futuras investigacdes
e para o desenvolvimento de ferramentas diagndsticas e busca de novas
estratégias terapéuticas. Os resultados mostraram que existe uma grande
diversidade entre os perfis de expressdo de cada tumor/amostra, reiterando o
conceito de medicina personalizada. No entanto, além de revelar novos
mMiRNAs ainda nao reportados em ADP, o estudo destacou um painel de 8
MIiRNA, cuja expressao diferia muito dos demais e de uma forma consistente
entre diferentes amostras, sendo eles: miR-196a, -190, -186, -221, -222, -200b,
-15b e -95. A tabela 3 apresenta alguns miRNAs com expressao desregulada
no cancer de pancreas, revelados por diversos estudos com tecido tumoral

e/ou linhagens celulares.
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Tabela 3. microRNAs

Adenocarcinoma

frequentemente desregulados em

Pancreatico (adaptado de

Papaconstantinou et al., 2012).

microRNA

Super-expressos

Efeito da alteracdo na expressao

miR-21

miR-221

let-7

miR-155
miR-10/10b
miR-146
miR-223
miR-200a/b/c

miR-203
miR-17-5p
miR-27a
miR-132
miR-212
miR-196

Sub-expressos

Agressividade

Metdstases hepaticas

Resisténcia a gencitabina
Resisténcia a gencitabina
Tumorigénese

Tumorigénese

Resisténcia a terapia neoajduvante
Tumorigénese

Tumorigénese

Tumorigénese

Aumento na proliferacdo e invasao
Pior prognéstico

Aumento na proliferacdo e invasao
Crescimento tumoral
Tumorigénese

Tumorigénese

Pior prognéstico

miR-217
miR-96
miR-34/34a
miR-143
miR-145
miR-216
miR-107
miR-29a/b
miR-103
miR-320
miR-20a
miR-148a
miR-142-5p
miR-204

Crescimento tumoral e invasao
Crescimento tumoral e invasdo
Tumorigénese

Tumorigénese

Tumorigénese

Tumorigénese

Agressividade tumoral
Aumento na proliferagdo
Aumento na proliferacdo
Aumento na proliferagdo
Capacidade metastatica
Tumorigénese

Resisténcia a gencitabina
Resisténcia a gencitabina
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O miRNA mais extensivamente estudado em cancer de pancreas € o miR-
21, que também tem sido associado a muitas outras neoplasias. Considerando
que o cancer de pancreas € notoriamente resistente a quimio e radioterapia, e
que o tratamento adjuvante ndo € muito efetivo e estd associado a uma
importante toxicidade, encontrar um marcador preditivo de sensibilidade as
terapias € de extrema utilidade. Neste contexto, Moriyama e colaboradores
(2009) analisaram as taxas de proliferacdo, invasao e quimiorresisténcia de
células pancreaticas transfectadas com o precursor ou com o inibidor de miR-
21. As células transfectadas com o precursor de miR-21 apresentaram
significativo aumento da taxa de proliferagdo, invasdo e resisténcia a
gencitabina, quando comparadas com as células controle ndo transfectadas.
Em contraste, as células que receberam inibidores de miR-21 tiveram a
proliferacdo, invasdo e quimiorresisténcia a gencitabina diminuidos,
demonstrando o envolvimento deste miRNA com aspectos importantes da
tumorigénese e resposta terapéutica.

Nesta mesma linha, Hwang e colaboradores (2010) realizaram um estudo
para avaliar potenciais preditores de resposta ao tratamento quimioterapico
adjuvante. Os resultados mostraram que pacientes com ADP cujos tumores
tem baixos niveis de expressdo de miR-21 (reportado como altamente
expresso em células de tumores do pancreas) apresentam melhores respostas
ao tratamento adjuvante. Dillhoff e cols. (2008), demonstraram que apesar de
nao haver correlacdo da expressdo de miR-21 com tamanho tumoral,
diferenciacéo, presenca ou auséncia de linfonodos positivos ou estadio T, havia
uma forte associacdo entre niveis de expressdo e progndstico: pacientes
linfonodo-negativos com altos niveis de expressdo de miR-21 tiveram pior
prognostico (menor sobrevida; 15,2 meses), quando comparados aqueles com
baixos niveis de expressao (sobrevida de 27,7 meses).

O miR-34a, que esta frequentemente subexpresso em linhagens celulares
de ADP, é um importante componente da via de p53, funcionando como um
supressor de tumor (Chang et al., 2007; Tarasov et al. 2007; Hermeking, 2010).
Sabe-se que existem diversos mecanismos responsaveis pela redugdo nos
niveis de expressdo de miR-34a, como a supressao de p53 (Chang et al.,
2007), a delecédo da regido gendmica responsavel por sua transcricdo (1p36)

(Calhoun et al., 2006) e a metilacdo aberrante do seu promotor (Lodygin et al.,
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2008). Em um modelo celular de ADP (linhagens MiaPaCa2 e BxPc3)
deficiente em p53, a transfeccdo de miR-34a foi capaz de restaurar a funcéo
supressora de tumor de p53 e inibir a expressao de Bcl-2, diminuindo assim as
taxas de crescimento celular e invaséo, induzindo apoptose e parada no ciclo
celular (Ji, 2009). Estudos posteriores mostraram que pacientes cuja expressao
tecidual de miR-34a é alta, apresentam melhor progndstico apds resseccao
cirtrgica, com maior sobrevida do que os pacientes com baixos niveis de miR-
34a (Jamieson et al., 2012).

A superexpressdo do miR-155 é um evento frequente em uma grande
variedade de tumores além do cancer de pancreas, como linfomas, tumores de
mama, pulmao, coélon e tiredide (Eis et al., 2005; He et al., 2005; Volinia et al.,
2006). Este miRNA é conhecido por ter um importante papel pré-tumorigénico e
um estudo de Kent e colaboradores (2009) demonstrou niveis elevados deste
MIiRNA em 11 de 21 linhagens de ADP. O miR-155 regula negativamente o
gene induzido por estresse TP53INP1, cuja expressdo em baixos niveis esté
correlacionada com a progresséo tumoral (Kent et al., 2009). Em 2010, Ryu e
colaboradores demonstraram que a alteracdo na expressdo do miR-155 € um
evento precoce na patogénese do ADP, uma vez que o aumento da expressao
se inicia ainda na NIPan-2 (Ryu et al., 2010), lesdo sabidamente precursora do
ADP, como ja mencionado. Neste mesmo ano, Greither e colaboradores
mostraram que a alta expressdo de miR-155 esta correlacionada a menor
sobrevida em pacientes com ADP.

O miR-196a também parece ter um papel importante no ADP. Em 2007,
Szafranska e colaboradores mostraram que o miR-196a estava praticamente
ausente em células de tecido pancreatico normal e de pancreatite crénica, mas
havia um aumento de até 14 vezes em sua expressdo em ADP e linhagens
tumorais pancreéticas. Estudos adicionais do mesmo grupo revelaram que a
expressdo deste miRNA aumentava a medida em que a doencga progredia,
desde as NIPans até o ADP (Szafranska et al., 2008). Além disso, uma
correlacdo foi vista entre os niveis de expressdo tecidual de miR-196a e
sobrevida (Bloomston, 2007), como mencionado anteriormente.

Outro miRNA diferencialmente expresso no ADP € o miR-200b. Em um
estudo de 2009 que avaliou a expressao de 95 miRNAs no ADP, miR-200b foi

um dos que apresentou niveis mais elevados de expressao em ADP, estando
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superexpresso em aproximadamente 70% dos casos, e em até 43 vezes no
tecido tumoral em relacdo ao tecido ndo-tumoral (Zhang et al., 2009). A familia
miR-200 tem como alvo dois fatores de transcricdo, ZEB1 e ZEB2, que sao
reguladores negativos de E-caderina, cujos baixos niveis sdo fundamentais
para a transicdo epitélio-mesenquimal (EMT, do inglés epithelial to
mesenchymal transition), um evento que garante mobilidade as células e é
essencial para a formacgédo de metastases em tumores epiteliais.

Por fim, a associacdo de miR-376a com cancer foi descrita primeiramente
em 2006, em um estudo que mostrava sua expressao aumentada em até 7
vezes em tecidos pancreaticos tumorais, e sua expressao Sse mostrou
especifica de células tumorais, ndo sendo vista em acinos ou células estromais
(Lee et al., 2006). Anos mais tarde esse aumento de expresséo foi observado
também em ratos, em um estudo que evidenciou que os niveis plasmaticos de
microRNAs poderiam refletir os eventos tumorais em andamento (Yabushita et
al., 2012).

.10 microRNASs circulantes

Considerando a baixa disponibilidade de amostras de tecido para analise
diagnéstica e prognostica, a descoberta de biomarcadores em amostras de
facil acesso se mostra como uma potencial solucdo para a questdo do
diagnostico e definicdo de prognostico, que sdo muitas vezes dificeis de
estabelecer em cancer de pancreas. Em 2008, dois estudos demonstraram a
existéncia de miRNAs no soro e plasma, realcando seu potencial como
biomarcadores minimamente invasivos, tanto para diagnéstico quanto para
definicdo de progndstico (Lawrie et al., 2008; Chen et al., 2008). Neste mesmo
ano, Mitchell e colaboradores, em estudos com céancer de prostata,
demonstraram que os miRNAs circulantes tem origem no tecido tumoral, sendo
protegidos da alta atividade RNAse enddgena por mecanismos até entdo
desconhecidos. Desde entéo, diversos trabalhos tem mostrado a utilidade de
microRNAs circulantes como biomarcadores nos mais diversos tipos tumorais
(Albulescu et al., 2011). Hoje sabe-se que os miRNAs presentes no soro e
plasma estdo protegidos por estruturas maiores, como microvesiculas,

€X0SsSomos, corpos apoptoéticos ou pela proteina Argonauta2 (Kosaka et al.,
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2010; Arroyo et al., 2011). No entanto, os mecanismos secretorios e as funcdes
biolégicas dos miRNAs extracelulares ainda precisam ser melhor esclarecidos.

Em adenocarcinoma ductal pancreético, o primeiro estudo analisando
mMiRNAs circulantes foi realizado por Wang e colaboradores (2009), mostrando
que um painel de 4 miRNAs descritos pela literatura como superexpressos no
tecido tumoral de pacientes com ADP (miR-21, -210, -155 e -196a) também
eram detectiveis no plasma, sendo capazes de distinguir pacientes com e sem
cancer com sensibilidade e especificidade de 64% e 89%, respectivamente.
Utilizando amostras de soro, Kong e colaboradores (2011) ampliaram este
painel para 7 miRNAs (miR-21, -155, -196a, -181a, -181b, -221 e -222), e
apenas o0s trés primeiros mMiRNAs obtiveram sucesso em classificar
corretamente pacientes com e sem ADP. Neste mesmo trabalho, demonstrou-
se também a capacidade do miR-196a na predicdo de prognostico de
pacientes com ADP: pacientes com altos niveis deste miRNA ndo tinham
possibilidade de ressecc¢éao cirargica (estagios Il e IV), enquanto pacientes com
baixos niveis apresentavam a doenca em fase inicial (estagios | e Il). Além
disso, observou-se uma correlacdo entre os niveis de miR-196a e tempo de
sobrevida dos pacientes, uma vez que pacientes com altos niveis de miR-196a
sobreviviam em média 6,1 meses, em comparacao com sobrevida média de 12
meses em pacientes com baixos niveis de expressao deste miRNA.

Ainda em 2011, pela primeira vez em ADP um estudo avaliou os niveis de
expressdo de miRNAs tanto em amostras de tecido quanto em amostras
circulantes do mesmo paciente. Morimura e colaboradores descreveram a
expressdo dos miRNAs da familia miR-17-92 em tecido e plasma de pacientes
com ADP e em controles sem doenca. O trabalho demonstrou que a expressao
diferencial do miR-18a era capaz de distinguir os dois grupos de individuos,
com e sem doenga.

Por fim, em 2012, uma analise genémica de larga escala foi realizada em
amostras de soro de pacientes com ADP, na tentativa de identificar um perfil
unico de expressdo de miRNAs nesse tipo de amostra. No total, apenas 44 e
19 miRNAs se mostraram super- e subexpressos, respectivamente.
Surpreendentemente, nem todos os miRNAs apontados pelo estudo como
diferencialmente expressos coincidiram com os miRNAs ja reportados por

outros estudos em amostras circulantes de pacientes com cancer de pancreas.
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E ainda, destes miRNAs com expressédo alterada, somente 7 (miR-20a, -21, -
24, -25, -99a, -185 e -191) apresentavam niveis de expressao
significativamente diferentes entre casos e controles. O estudo mostrou ainda
que pacientes com altos niveis de miR-21 exibiam uma menor taxa de
sobrevida, quando comparados a pacientes com baixos niveis de expressao.
Com estes resultados, os autores utilizaram o painel de 7 miRNAs para avaliar
um grupo de 55 pacientes com suspeita de ADP. Os pacientes foram
acompanhado por até 7 meses, e o0 painel demonstrou ter uma precisdo na
capacidade de diagnostico dos pacientes de 83,6%, 0 que é significantemente
maior do que a precisdao do CA19-9 (56,4%) e do CEA (36,4), que foram
avaliados nestas mesmas amostras (Liu et al., 2012).

Além do plasma e soro, alguns autores tem buscado biomarcadores de
diagnéstico e prognostico na saliva. Oferecendo vantagens como facilidade e
seguranca durante a coleta e sendo uma opc¢éo totalmente nao-invasiva, a
saliva tem apresentado um alto potencial para monitoramento de doencas
sistémicas. Assim como 0 sangue, a saliva € formada por um complexo
conjunto de enzimas, hormoénios, anticorpos, fatores de crescimento, etc.
Algumas moléculas entram na saliva a partir do sangue, e outras através das
células, seja de forma transcelular (difusdo passiva ou transporte ativo
intracelular) ou paracelular (ultrafiltracdo extracelular). Assim, a maior parte dos
componentes do sangue também estd presente na saliva, fazendo deste
material biolégico um reflexo tdo bom quanto o soro para a analise de
variagfes hormonais, nutricionais e metabdlicas (Lee e Wong, 2009).

Diversos estudos tem evidenciado que biomarcadores salivares séo uteis
no diagnostico de diferentes tipos de cancer, como carcinoma de células
escamosas de cabeca e pescoco (Franzmann et al., 2005), cancer oral (Li et
al., 2004) e cancer de mama (Streckfus et al., 2000; Brooks et al., 2008). Em
2010, um estudo feito por Zhang e colaboradores revelou que RNAs
mensageiros presentes na saliva sdo capazes de diferenciar pacientes com
cancer de pancreas, pancreatite crénica e pacientes saudaveis. O estudo, feito
atravées de uma analise de perfil transcriptbmico, mostrou que 4 mRNAs
(KRAS, MBD3L2, ACRV1 e DPM1) se destacaram, funcionando como um
painel para discriminar pacientes com e sem cancer com sensibilidade e

especificidade de 90% e 95%, respectivamente, demonstrando assim o poder
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discriminatorio de biomarcadores tumorais na saliva. Além disso, estudos
recentes tem enfatizado a possibilidade de deteccdo de miRNAs em amostras
salivares e sua utilizacdo como biomarcadores (Park et al., 2009; Patel et al.,
2011). Até o momento, nenhum outro estudo foi publicado utilizando saliva de

pacientes com ADP como fonte de biomarcadores.
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CAPITULO Il JUSTIFICATIVA
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Atualmente, os casos suspeitos de ADP s&o primariamente identificados
com base em estudos de imagem, por ndo existirem biomarcadores sensiveis e
especificos o suficiente para complementar e/ou substituir a avaliacédo
diagnostica por imagem. Todos o0s casos necessitam de confirmacéo
histoldgica, o que pode ser dificil, j& que a obtencao do tecido suspeito ndo raro
requer multiplas bidpsias guiadas por radiologia ou ecoendoscopia, ou ainda
intervencao cirurgica extensa devido a localizacéo retroperitoneal do pancreas.
Além disso, frequentemente ha uma interpretacdo errbnea dos exames de
imagem, e as lesdes neoplasicas sao confundidas com aquelas provocadas por
pancreatite crénica ou outras patologias benignas. Todas essas questdes
demonstram a importancia de encontrar novos marcadores moleculares que
facilitem o diagndstico e o acompanhamento da doenga. A procura por novas
estratégias de diagnostico, no entanto, é um desafio pela ampla
heterogeneidade tumoral, sendo este assunto extensivamente estudado.

Com o intuito de possibilitar a deteccao efetiva e criar possibilidades para
a promocao efetiva do rastreamento de ADP em grupos de risco, métodos nédo-
invasivos para obter amostras clinicas com valor diagnéstico tem sido alvo de
especial interesse, uma vez que possibilitam a descoberta de marcadores
transcriptbmicos que traduzam o estado clinico do paciente. Tais abordagens
sdo muito promissoras no estabelecimento de um método de rastreamento que
identifique pacientes com lesGes precursoras de ADP (em risco para 0
desenvolvimento tumoral), ou mesmo pacientes assintomaticos, com uma
doenca ainda em estagios curaveis.

Além disso, a estratificacdo de pacientes em grupos de risco de acordo
com fatores progndsticos ainda é muito limitada no contexto do céncer
pancreatico, diferente do que acontece em tumores como cancer de mama e
préstata. Isso dificulta, por exemplo, a escolha de medidas terapéuticas,
cirurgicas e quimioterapicas. Considerando todos os achados da literatura e as
necessidades praticas no manejo do adenocarcinoma ductal de pancreas, este
estudo visa comparar a expressdo de miRNAs em individuos com ADP e
controles saudaveis e, nos pacientes, verificar se 0s niveis da expressao estao

particularmente associados a algum aspecto clinico da doenca, o que poderia
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servir de base para o desenvolvimento de um ensaio que auxilie na previséo da
existéncia e do comportamento tumoral.

Os miRNAs se configuram, potencialmente, como excelentes
biomarcadores para cancer, uma vez que sua expressdo € frequentemente
desregulada em tal doenca e parece ser tecido-especifica. Além disso, é
sabido que alguns fluidos corporeos, tais como plasma, soro e saliva contém
quantidades detectaveis de miRNAs, que circulam de maneira livre e estavel,
oriundos de diversos tecidos e 0Orgaos. Encontra-se aqui, portanto, uma
potencial ferramenta para o acompanhamento da doenca: os miRNAs em
fluidos circulantes poderiam ser biomarcadores com as caracteristicas
necessarias para satisfazer a necessidade de se ter um teste ndo-invasivo,
especifico e sensivel, capaz de auxiliar no diagnostico precoce no

acompanhamento da evolucdo do ADP.
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[11.1 Objetivo Geral

Avaliar comparativamente a expressdo de miRNAs em diferentes

materiais biolégicos de pacientes com adenocarcinoma ductal pancreatico e

controles sem doenca, e verificar a presenca de biomarcadores de diagnéstico,

bem

como a associacdo de determinado perfil de expressdo com

caracteristicas clinicas especificas nos pacientes.

[11.2 Objetivos Especificos

Comparar o0s niveis de expressdo de um painel de mMiRNAs,
selecionados de acordo com sua ja descrita funcdo no ADP, em
amostras circulantes - soro e saliva de pacientes com e sem
adenocarcinoma ductal pancreatico, com a finalidade de identificar

biomarcadores de diagndstico ndo-invasivo;

Avaliar os niveis de expressdo destes miRNAs em amostras de soro e
avaliar sua correlacdo com os niveis de expressao deste mesmo painel

no tecido pancreético;

Comparar o perfil de expressdo obtido em cada grupo de amostras
(tecido, soro e saliva) com os dados clinicos (idade, sexo, estadiamento
cirurgico, grau de diferenciagdo tumoral, localizagdo do tumor) do grupo
de pacientes com ADP, a fim de verificar a existéncia de marcadores de
prognastico neste perfil.
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CAPITULO IV MANUSCRITO 1

miR-21 and miR-34a are overexpressed in serum of patients with
Pancreatic Ductal Adenocarcinoma

(Formatado para submissao ao peridédico PLOS ONE)
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Abstract

Background: Since Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is one of the
most deadly cancers and PDAC diagnosis often requires surgical procedures,
circulating microRNAs appear as potential and minimally invasive diagnostic
biomarkers.

Methods: We analyzed the expression levels of six miRNAs (miR-21, -34a, -
155, -196a, -200b and -376a) whose expression has been described as
deregulated in PDAC. Tumoral and adjacent non-tumoral tissues (n = 26 and
10, respectively) as well as serum (n = 24) samples of PDAC patients and 9
healthy controls were obtained. miRNA expression levels were measured by
quantitative real-time PCR (TagMan MicroRNA Assays).

Results: Although all miRNAs showed higher expression levels in PDAC
tissues, this difference did not reach significance. However, miR-196a
expression in tumoral tissues was very high and although not significant, the
difference in expression was able to discriminate PDAC and non-tumoral
tissues (AUC = 0.712; P = 0.052). In serum, a significant difference between
groups was observed for the expression of miR-21 and miR-34a (P < 0.001 and
P = 0.001). Both miRs accurately discriminated the two groups, with AUC for
miR-21 and miR-34a of 0.894 (P = 0.001) and 0.865 (P = 0.002), respectively.
Spearman’s correlation and Kappa tests confirmed that there is a positive
correlation between expression levels of miR-21 and miR-34a, both in serum (rs
= 0.681; P < 0.001; kappa = 0.477; P = 0.022) and in tissue samples (rs =
0.845; P < 0.001; kappa = 0.846; P < 0.001).

Conclusion: Serum miR-21 and miR-34a are potentially useful diagnostic
biomarkers of PDAC and their expression appears to be correlated, both in
pancreatic tissue and serum. Further studies in a larger subset of patients
should be undertaken to confirm these findings and to investigate the

mechanisms that regulate miRNA expression in pancreatic cancer.

Keywords: Serum biomarkers; microRNAs; miR-21; miR-34a; Pancreatic

ductal adenocarcinoma

35



Introduction

Among cancers, pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is relatively
uncommon, accounting for 3% of all new cases. However, it is responsible for
up to 6% of all cancer-related deaths. In the USA, 43,920 new diagnoses and
37,390 PDAC-related deaths were estimated for the year 2012 (Siegel et al.,
2012). Several PDAC-associate features make it such a devastating and lethal
disease: early dissemination of tumor derived cells in the blood stream (Rhim et
al., 2012), substantial morbidity associated with disease progression which
often renders the patient unsuitable for surgery or even non-surgical disease-
specific treatments (Li et al., 2004) and widespread tumor resistance to most
forms of treatment developed to date, as a consequence of the poor tumor
vascularization (Olive et al., 2009).

Early stage pancreatic cancer is usually a clinically silent disease, which
only becomes apparent after tumor invasion of surrounding tissues or
metastatic seeding of distant organs. Thus, diagnosis usually occurs late in the
course of the disease, when the only curative treatment, surgical resection, is
less effective or even unviable (Vincent et al., 2004). In addition, accurate non-
invasive diagnostic tools are not readily available, thus rendering the definitive
diagnosis of PDAC or its precursor lesions very difficult without a surgical
procedure (Hidalgo, 2010; Mayo et al., 2009).

The molecular basis of PDAC carcinogenesis has been intensively
investigated during the last decade (for an excellent review, see Samuel and
Hudson, 2012) and several differentially expressed genes have been identified
in the disease (Jones et al., 2008). However, only a few molecules have been
assayed as diagnostic biomarkers in the clinic. Conventional serum tumors
markers, such as CEA (carcinoembryonic antigen) and CA19-9 (carbohydrate
antigen 19-9) have been used in the diagnosis and to monitor disease
progression but unfortunately lack sufficient sensitivity and specificity (Harsha et
al., 2009).

microRNAs (miRNAs) are endogenous non-coding RNAs, of
approximately 22 nucleotides in length, with important regulatory roles in all cell
types, by targeting mRNAs for cleavage or translational repression (Bartel,

2004). In the past few years, several studies have shown that miRNAs are
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directly involved in the development of virtually all tumor types and are able to
discriminate tissues with different biological behaviours, including neoplastic
and non-neoplastic tissues (Lu et al., 2005). In pancreatic tumors, abnormal
expression patterns of miRNAs have been investigated by several research
groups and some mMiRNAs with specific oncogenic and tumor suppressor
function have been identified, including miR-221, -21, -181a, -155 and -196a
(Bloomston et al., 2007), miR-216, -217 and -375 (Szafranska et al., 2007) and
many others (Lee et al., 2006; Zhang et al., 2009; Kent et al., 2009).

In addition to tissue expression, miRNAs have recently been detected in
serum and plasma samples of patients with different cancers (Lawrie et al.,
2008; Chen et al., 2008). In 2008, studying human prostate cancer, Mitchell and
collaborators demonstrated that circulating miRNAs originate from cancer
tissues and are protected from endogenous RNase activity by unknown
mechanisms. To date, evidence from different studies indicates that circulating
mMiRNAs are frequently encountered in different diseases and are protected by
exosomes, apoptotic bodies, microvesicles or by the Argonaute2 protein
(Kosaka et al., 2010; Arroyo et al., 2011; Gallo et al., 2012). This knowledge
has led to intense investigation of their potential use as minimally invasive
cancer biomarkers (Wong et al.,, 2008; Chen et al., 2008; Morimura et al.,
2011).

In the present study, we have assessed five miIRNAs (miR-21, miR-155,
miR-196a, miR-200b and miR-376a) with a previously reported oncogenic
function in PDAC and one tumor-supressor miRNA (miR-34a) directly involved
in the p53 pathway, which is frequently downregulated in PDAC. The aim of our
study was to investigate the potential role of these miRNAs, in serum and

tissue, as diagnostic and/or prognostic biomarkers in PDAC.
Material and Methods
Patients and controls
A consecutive series of 31 patients with incident PDAC were recruited for

this study in the setting of tertiary care hospital in Southern Brazil. The study

was approved by the Institutional Ethics Committee of Hospital de Clinicas de
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Porto Alegre under protocol numbers 11-0510 and 10-0162. All of the
participants were recruited only after providing written informed consent.

Inclusion criteria for PDAC patients were recent pathology-proven
diagnosis and no history of previous or current chemotherapic or radiotherapic
treatments. For those patients submitted to surgical intervention, definitive
tumor stage was established on the basis of operative findings and staging
exams. For patients with inoperable tumors, staging was determined from
ultrasound, computed tomography and/or magnetic resonance imaging data, as
well as from histological evaluation of biopsy samples. Tumors were staged
according to the International Union Against Cancer (UICC) tumor-node-
metastasis classification (Sobin & Wittekind, 2002).

Serum samples were also obtained from controls (n=9), ascertained from
the hospital’s radiology and urology departments. This group included
individuals without any clinical evidence of pancreatic disease and with a
normal recent (within a twelve month period from the recruitment date)
abdominal computed tomography scan. By review of medical records, healthy
controls also did not have any clinical evidence of other malignancies. For
tissue analysis, normal adjacent pancreatic tissues from PDAC patients were
used as controls (n=10). Histopathological review was performed in 8 of these
10 control samples and confirmed the sole presence of normal pancreatic tissue

in all.

Sample collection, processing and miRNA extraction

Blood samples were collected using Vacutainer (BD®) tubes without
addition of anticoagulants and processed immediately. After a coagulation time
of 30 min at room temperature, serum was completely separated by
centrifugation at 1500 rpm for 10 min at room temperature. The supernatant
serum was recovered and stored at -80°C until miRNA isolation. All samples
were thawed on ice and the miRNA fraction was obtained of 500 pl of serum
using the mirVana PARIS kit (Ambion), and eluted into 70 ul of pre-heated
(95°C) RNAse-free water, according to the manufacturer’s instructions.

Tissue samples were identified and separated immediately after surgical
excision, transported in liquid nitrogen and stored at -80°C until miRNA

isolation. Frozen tissues were first pulverized in a stainless steel mortar and
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pestle. miRNA purification was done using a mirVana PARIS kit (Ambion), and
resulting miRNAs eluted into 100 pl of pre-heated RNAse-free water, according
to the manufacturer’s instructions. All miRNA samples were purified using the
DNAfree kit (Ambion), to avoid DNA contaminants. RNA quantity and purity was

determined using the NanoDrop 1000 spectrophotometer (ThermoScientific).

Histopathological analyses of PDAC patients and adjacent pancreatic
tissue

For histopathological analyses, samples from the tumor and macroscopically
normal pancreatic tissue were selected by the pathologist and surgeon during
the surgical procedure. Tissue samples of the 26 patients included in this study
were obtained from 8 duodenopancreatectomies (30.8%), 4 pancreatic biopsies
(15.4%) and 14 laparotomies (53.8%). For all samples, an immediately adjacent
portion to that used for miRNA purification was excised, fixed in 10% buffered
formalin, embedded in paraffin and stained with hematoxylin and eosin. The

histological analysis was performed by a pathologist.

miRNA detection

mMiRNAs were quantified in duplicates by qRT-PCR using human TagMan
MicroRNA Assay kits (Applied Biosystems), using the following assays IDs:
000397 (miR-21), 000426 (miR-34a), 002623 (MiR-155), 241070_mat (miR-
196a), 002251 (miR-200b) and 000565 (miR-376a). The reverse transcription
reaction was carried out using a TagMan MicroRNA reverse-transcription kit
(Applied Biosystems) in 15 pl reactions, containing 5 pl of purified miRNA, 0.15
pl 100mM dNTPs, 1 pl Multiscribe reverse transcriptase (50U/ul), 1.5 pl 10x
reverse transcription buffer, 0.19 pl RNase inhibitor (20U/ul), 3 pl gene specific
primer and 4.16 pl nuclease-free water. For synthesis of cDNA, reaction mixes
were incubated at 16°C for 30 min, at 42°C for 30 min and at 85°C for 5 min,
and then held at 4°C. After this procedure, 1.00 ul cDNA solution was amplified
using 5 pl of Tagman 2x Universal Master Mix with no AmpErase UNG (Applied
Biosystems), 0.5 pl of gene specific primers/probe and 3.5 pl nuclease-free
water, in a final volume of 10 pl. Quantitative PCR was run on a StepOne real-
time PCR system (Applied Biosystems). The reaction mix was incubated at
95°C for 10 min, followed by 40 cycles of 95°C for 15 sec and 60°C for 1 min.
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The cycle threshold (Ct) values were automatically calculated using the
StepOne 2.2.2 Software (Applied Biosystems).

The expression of miIRNAs was normalized using the 2 ““AC method (Livak
& Schmittgen, 2001; Schmittgen & Livak, 2008). Tissue-derived samples were
normalized using a small nucleolar RNA, RNU-48, as the endogenous control,
as recommended by TagMan MicroRNA Assay manufacturer (Wong et al.,
Application Note n° 127AP11-01, Applied Biosystems). Due to lack of a
universal endogenous control for serum samples, normalization for these was
done using a synthetic exogenous control, cel-miR-39 from C. elegans (Qiagen,
catalogue number MSY0000010), which was spiked into each serum sample as
an internal control in a 50pM concentration. This miRNA was chosen because
of the lack of sequence homology to human miRNAs and absence of empiric
hybridization to human miRNA probes, as previously described (Mitchell et al.
2008; Li et al., 2012).

Clinical variables
Clinical data (age at diagnosis, gender, tumor TNM classification, tumor
localization and differentiation grade) were obtained from patient interviews and

review of medical records.

Statistical analyses

Considering the non-parametric characteristic of our samples, Mann-
Whitney test was used to evaluate differences in miRNAs expression between
cases and controls. Fisher's exact and Continuity correction Chi-square tests
were used to determine if there was a significant association between the
relative serum miRNAs levels and a given clinical feature. Receiver operating
characteristic (ROC) curves and the area under the ROC curve (AUC) were
used to assess the feasibility of using serum mIiRNA concentrations as
diagnostic tools for detecting PDAC. The cutoff point for assessing sensitivity
and specificity was established by obtaining the division between these two
values. Univariate logistic regression was used to determine the odds ratios and
95% confidence intervals. The Spearman correlation test was used to measure
correlations between quantitative variables and Kappa statistics was used to

measure the agreement between categories. All tests of statistical significance
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were two-sided and P values of <0.05 were considered significant. All analyses
were performed using the Statistical Product and Service Solutions (SPSS)
software version 18.0 (IBM).

To perform univariate logistic and Kappa tests, we categorized absolute
expression values, considering all samples above the median as “high” and all
below the median as “low”. We also categorized the following clinical features:
differentiation grade (moderate/well differentiated vs. poorly differentiated);
tumor localization (pancreatic head vs. non-head); T stage (T1/T2 vs. T3/T4)
and TNM stage (I/1l vs. HI/IV).

Results

Clinical features of patients and controls

A total of 31 PDAC patients and 9 control individuals were recruited for the
study. Tissue samples were available from 26 patients and blood samples from
24. Eighteen patients provided both tissue and peripheral blood samples.
Clinical features of the PDAC patients (age, gender, TNM classification, tumor
localization and differentiation grade) are summarized in Table 1. No significant
difference was observed in age at recruitment and gender between the
individuals included in the case and control groups for the serum analyses (P =
0.458 and P = 0.499, respectively) and between these groups for the tissue
analysis as well (P = 0.274 and P = 0.303, respectively).

MiRNAs expression profiles in pancreatic tissue

Expression levels of the six PDAC-associated miRNAs (miR-21, -34a, -155, -
196a, -200b and -376a) were assessed in tissue samples from 24 PDAC
patients and in histopathological normal pancreatic tissue of 10 PDAC patients.
All miRNAs showed higher expression levels in PDAC when compared to the
normal adjacent pancreatic tissue, although this difference did not reach
significance for any of the miRNAs investigated (Figure S1). Significant
variability in expression levels was observed for all miRNAs. For miR-155, -
196a and -200b, there was substantial overexpression in the PDAC group with
fold-changes of 3.69, 20.65 and 2.21 but no significant difference in the
comparison of expression with the non-tumoral tissue (P-values of 0.546, 0.053

41



and 0.903, respectively). For miR-21, -34a and -376a, expression levels were
not as increased (fold change 2.02, 1.14 and 1.77, respectively) and as
observed with the other miRNAs, no statistically significant difference when
compared to controls (P = 0.794, 0.126, 0.286, respectively). Since miR-196a
expression in tumoral tissues was very high (> 20 fold change) and difference
between groups reached borderline significance, we assessed its ability to
discriminate normal from tumoral tissues using ROC analysis. Results from this
analysis showed a satisfactory AUC value of 0.712 (95% CI, 0.52 — 0.89; P =
0.052). For all other miRs, ROC analysis yielded unsatisfactory results (Table
S1).

MiRNAs expression profiles in serum

Expression levels of the six PDAC-associated miRNAs were compared in
24 serum samples from patients with PDAC and 9 control individuals. A
significant difference between groups was observed for the expression of miR-
21 and miR-34a (P < 0.001 and P = 0.001), corresponding to an average fold
change of 11.59 and 7.73 increased expression in PDAC samples, respectively.
Although the expression of miR-200 and miR-376 was also increased in cases,
(average fold change of 2.80 and 1.13) this difference did not reach significance
(P = 0.203 and P = 0.379). Expression levels of miR-155 and miR-196a were
almost undetectable in serum from PDAC patients and controls, with high Ct
values and a great variabilty among all individuals. Comparison of the
expression levels between groups for these miRNAs also did not reach
significance (P = 0.179 and P = 0.084) (Figure 1).

The ability of each miRNA to discriminate PDAC from control samples in
serum was further assessed by ROC analysis. Both miR-21 and miR-34a
accurately discriminated the two groups, as seen in Figure 2. The areas under
the curve (AUC) for miR-21 and miR-34a were 0.894 [95% confidence interval
(Cl), 0.78 — 1.0; P = 0.001] and 0.865 (95% CI, 0.71 — 1.0; P = 0.002),
respectively. Using the optimal cut-off point, sensitivity and specificity of miR-21
were 82.6% and 77.8%, and for miR-34a, 91.3% and 77.8%, respectively. AUC,
sensitivity and specificity obtained for the other miRNAs in serum were not

suitable for diagnostic purposes (Table S1).
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Correlation analyses between miR-21 and miR-34a

Since miR-21 and miR-34a clearly showed a different expression profile
between PDAC cases and controls in serum, we decided to verify a possible
correlation between expression values of these two miRNAs. Spearman
correlation test confirmed that there was a moderate correlation for expression
levels of the two miRNAs (rs = 0.681; P < 0.001) (Figure 3) in serum. We further
analyzed correlation between expression levels of miR-21 and miR-34a in
pancreatic tissues, and results were similar, showing a positive and strong
correlation (rs = 0.845; P < 0.001). We then used Kappa coefficient statistics to
assess whether there is an agreement between miR-21 and miR-34a
expression. In serum, the analysis showed a moderate agreement (kappa =
0.477; P = 0.022) and in tissues, an almost perfect agreement (kappa = 0.846;
P < 0.001) between miR-21 and miR-34a expression levels. When we assessed
miR-21 and miR-34a separately, for a correlation of each of them between
PDAC tissues and serum, no correlation was found (Spearman rs values of
0.373, P = 0.128 for miR-21 and rs = 0.159, P = 0.541 for miR-34a).

Association analyses between miRNA expression and clinical features in
PDAC patients

We investigated possible associations of miRNA expression levels in
serum and tissues with age at PDAC diagnosis, sex, tumor grade and
localization and TNM stage. In serum samples, the first association observed,
although borderline significant, was between miR-200 expression and tumor
grade: 88.9% of patients with low-miRNA values had a moderate or well
differentiated histological grade, whereas 60% of patients with high-miRNA
values had a poor differentiated tumor [P = 0.057, Odds-ratio (OR) = 12 (95%
Cl, 1.05 — 136.8)]. This same miRNA had a significant association with tumor
localization: all patients with high-miRNA values had tumors localized in the
pancreatic head (P = 0.029; see Table S2 for OR and 95% CI information).

With respect to T stage, 83.3% of patients with high-miR-34a values and
87.5% of patients with high miR-196a values had T3/T4 stages, but the
association analysis did not reach significance (P = 0.193; OR = 4.16; 95% CI,
0.60 — 28.6 for miR-34a and P = 0.282; OR = 7.0; 95% CI, 0.56 — 86.30 for miR-

43



196a). In addition, and consistent with these findings, 83% of patients with high
levels of miR-34a showed unresectable disease, but again, this association was
not statistically significant (P = 0.089; OR = 6.0; 95% CI, 0.87 — 41.2) (Figure
4). Further details about ORs, P- values and 95% Cls, are summarized in Table
S2. No significant associations of miRNA expression levels in pancreatic tissue
and clinical features related to disease outcome were observed in this study,
although, as in serum, the majority of patients with high miR-34a expression
levels presented advanced disease (84.6% in T3/T4 stages and 76.9% TNM Il
or IV stages, respectively). Further details about ORs, P- values and 95% Cls,

are summarized in Table S3.

Discussion

Previous studies have demonstrated that miRNAs are aberrantly
expressed and directly involved in PDAC development (Lee et al., 2006;
Bloomston et al., 2007; Szafranska et al., 2007; Zhang et al., 2009). Most of
them focused on tissue expression, and only very few studies investigated
biomarkers in peripheral fluids that could contribute to non-invasive diagnosis in
suspected PDAC cases.

Although several studies, in different cancer types, have shown that
circulating miRNA can correctly discriminate cancer-affected and -unaffected
individuals, (Resnick et al., 2009; Tanaka et al., 2009; Heneghan et al., 2010)
only a few studies have investigated circulating miRNAs as potential diagnostic
biomarkers in PDAC. Wang et al., (2009) were the first to demonstrate that a
panel of four miRNAs (miR-21, -210, -155 and -196a) could distinguish PDAC
patients and controls in plasma samples, with a sensitivity and specificity of
64% and 89%, respectively. Kong et al., demonstrated that three miRNAs (miR-
21, -155 and -196a) were able to discriminate PDAC patients and healthy
controls, and indicated miR-196a as a potential prognostic biomarker (Kong et
al., 2011). Finally, high throughput expression analysis of miRNAs in serum of
PDAC patients using Illumina sequencing technology showed newly
deregulated miRNAs in these samples (Liu et al., 2012). To our knowledge, only
one study effectively compared miRNA expression levels in tissue and

peripheral body fluids (in this case, plasma). The study was focused on the

44



miR-17 — 92 cluster and proposed miR-18 as a good biomarker of disease and
recurrence (Morimura et al., 2011).

In the present case-control study, we sought to identify, among six
mMiRNAs previously shown as involved in pancreatic carcinogenesis, potential
diagnostic and prognostic biomarkers. In tissue samples, all six miRNA’s
expression levels were higher in PDAC when compared to non-tumoral
pancreatic tissue, although the difference did not reach significance for any of
the miRNAs studied. We identify three potential explanations for these non-
significant results. The first is sample size. Since this study was designed to
include incident cases, and PDAC is a relatively rare tumor, the number of
cases we were able to recruit within the study period of 3 years was limited.
Second, miRNA expression has been described as highly variable, and third,
pancreatic normal tissues and PDAC tumors are known for its significant
heterogeneity. Kent et al. (2009), for instance, have discussed that non-
neoplastic pancreatic tissue is composed of a myriad of different cell types,
including pancreatic duct cells, from which adenocarcinoma arises, cells of the
stroma, acini and infiltrating inflammatory cells, which can also contribute with
different miRNA expression profiles. In fact, conflicting results in miRNA
expression data are not infrequent among studies that have described miRNA
expression in pancreatic tissue. MiR-21, for example, has been reported in
PDAC at fold changes of 15.7 (Lee et al. 2006), 3.08 (Bloomston et al. 2007)
and in ranges as wide as 1.95-6888.62 (Zhang et al.,, 2009). MiR-34a
expression levels have also shown conflicting results between different studies
in pancreatic cell lines and PDAC tissue (Szafranska et al. 2007; Bloomston et
al. 2007; Kent et al. 2009; Ji et al. 2009). Although downregulation of miR-34a
expression in PDAC is an expected result in pancreatic cancer, due to common
inactivation of p53 (which positively regulates miR-34a) and other mechanisms
(Calhoun et al.,, 2006; Chang et al., 2007), in other tumors miR-34a is
consistently overexpressed (Dutta et al., 2007; Wang et al., 2012).

An important finding from our tissue experiments was the observation of
extreme overexpression of miR-196a in PDAC when compared to non-tumoral
tissue. Although difference between groups reached only borderline
significance, ROC analysis demonstrated a potential role for the use of this

MIiRNA as an additional diagnostic marker in PDAC, and further studies should
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be undertaken in a larger sample size to confirm these results. Our results are
consistent with previous reports from literature, which showed miR-196a
virtually absent in non-tumoral pancreatic cells but significantly overexpressed
in PDAC cells (fold change = 14) (Szafranska et al., 2007). Other studies have
also shown that miR-196a expression increases with disease progression, with
lower expression observed in precursors lesions (i.e. pancreatic intraepithelial
neoplasia) than in PDAC (Szafranska et al., 2008). Moreover, tissue miR-196a
expression levels have been correlated with survival rates in PDAC: patients
with high miR196a levels had poor survival when compared to those with low
expression (14.3 months vs 26.5 months, respectively) (Bloomston et al., 2007).
Thus, our findings reinforce a potential role of miR-196 as a diagnostic and
prognostic biomarker in tissue PDAC samples.

In serum, two circulating miRNAs, miR-21 and miR-34a, clearly
discriminated PDAC patients and controls with acceptable sensitivity and
specificity. The potential use of miR-21 as a diagnostic biomarker for pancreatic
cancer in plasma was first described by Wang et al. in 2009 and recently, it was
also described in serum (Kong et al., 2011; Liu et al., 2012). Thus, our results
reinforce the previous findings that circulating miR-21 are observed in PDAC
patients and its expression levels are sufficiently increased to allow the use of
this information as an additional tool for diagnosis. On the other hand,
circulating miR-34a had not been described before in any pancreatic disease.
Thus, our findings of significantly increased expression in serum of PDAC
patients, suggests that miR-34a could be used, in addition to miR-21 as an non-
invasive tool in diagnosis. Finally, our results also indicated a strong correlation
in expression of these two miRNAs, both in pancreatic tissues and in serum,
suggesting that their overexpression may be regulated by related mechanisms.
What remains to be determined is whether the mechanism associated with
increased circulating miR-21 and -34a in PDAC patients is directly related to
their expression in tissue or if it is an independent event. The absence of a clear
correlation between expression of each of these two miRNAs in tissue and
serum, as observed in this series of cases, suggests that different mechanisms
regulate miRNA expression in different compartments. In line with this
observation, a very comprehensive study by Wulftken et al. (2011) that

assessed mMiRNA expression in tissue and serum of renal cell carcinoma
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patients found that although 109 miRNAs were circulating in higher levels in
serum, only 36 of them showed increased expression levels in the tumor. Thus,
it is likely that different mechanisms are at play in the regulation of miRNA
expression in distinct body compartment.

We conclude that serum miR-21 and miR-34a are potentially useful
diagnostic biomarkers of PDAC and their expression appears to be correlated,
both in pancreatic tissue and serum. Further studies in a larger subset of
patients should be undertaken to confirm these findings and to investigate the

mechanisms that regulate miRNA expression in pancreatic cancer.
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Table 1 Pancreatic cancer patients
characteristics
Variables Serum Tissue
(n=124) (n=26)
Age (years)
Mean 62 (43 - 85) 65 (43 - 85)
<65 13 (54%) 11 (42%)
> 65 11 (46%) 15 (58%)
Sex
Male 12 (50%) 14 (54%)
Female 12 (50%) 12 (46%)
Histologic grade1
Poor 4 (17%) 3 (11,5%)
Moderate to poor 3 (12%) 3(11,5%)
Moderate 12 (50%) 14 (54%)
Well 1 (4%) 2 (8%)
NI 4 (17%) 4 (15%)
Localization
Head 19 (79%) 22 (84,5%)
Body/tail 4 (17%) 3 (11,5%)
Uncinate process 1 (4%) 1 (4%)
T stage'
Tl 1 (4%) 0 (0%)
T2 6 (25%) 6 (23%)
T3 4 (17%) 7 (27%)
T4 13 (54%) 13 (50%)
N stage1
Nx 3 (12%) 2 (8%)
NO 8 (34%) 8 (31%)
N1 13 (54%) 16 (62%)
M stage1
MO 16 (66%) 17 (65,5%)
M1 8 (34%) 9 (34,5%)
Stage1
1A 1 (4%) 0 (0%)
IB 1 (4%) 1(4%)
A 1 (4%) 1 (4%)
1B 5 (20%) 6 (23%)
1l 8 (34%) 9 (34,5%)
v 8 (34%) 9 (34,5%)
1

These are according to the American Joint Committee on

Cancer (AJCC) 6" edition - TNM staging system for pancreatic

cancer
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Figure 2. ROC curves of serum levels of miR-21 and miR-34a. A, miR-21; B, miR-
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Table S1. Area under the curve (AUC), P - values and 95% Confidence

Intervals (Cl) of miRNA levels in serum and tissue samples.

Serum samples
AUC P - value 95% CI
miR-21 0.894 0.001 0.782 -1.00
miR-34a 0.865 0.002 0.719-1.00
miR-155 0.343 0.169 0.114-0.572
miR-196a 0.286 0.079 0.055-0.514
miR-200b 0.652 0.192 0.456 - 0.847
miR-376a 0.606 0.301 0.370-0.842
Tissue samples
AUC P - value 95% Cl
miR-21 0.531 0.778 0.324-0.738
miR-34a 0.669 0.120 0.487 - 0.852
miR-155 0.569 0.525 0.380-0.759
miR-196a 0.712 0.052 0.527-0.896
miR-200b 0.485 0.888 0.288 - 0.681
miR-376a 0.381 0.274 0.195 - 0.567
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Table S2. Odds ratios (OR) and 95% confidence intervals (Cl) of high-
MiRNA levels among different clinical features in serum samples. “*”

means that confidence intervals were not calculated because one cell on Chi-square
test was empty

Serum samples
miRNA Odds Ratio 95% Cl Feature
miR-21 1.56 0.24| 9.91
miR-34a 1.56 0.24| 9.91
miR-155 2.13 0.33| 13.81 Differentiation grade
miR-196a 5.00 0.47 | 52.96 (Poorly differentiated)
miR-200b 12.00 1.05 | 136.80
miR-376a 0.65 0.53| 3.53
miR-21 0.09 *
miR-34a 024 |002| 278
miR-155 0.00 * Tumor localization
miR-196a 2.33 167 | 32.58 (Non-head)
miR-200b 0.00 *
miR-376a 1.00 0.11| 8.73
miR-21 0.67 0.11| 3.93
miR-34a 4.16 0.60 | 28.62
miR-155 0.28 0.04| 1.87 T stage
miR-196a 7.00 0.56 | 86.32 (T3 or T4)
miR-200b 1.28 0.20| 8.43
miR-376a 1.00 0.15| 6.53
miR-21 0.51 0.08 | 3.10
miR-34a 0.34 0.04| 2.45
miR-155 2.66 0.43 | 16.39 N stage
miR-196a 1.33 0.14 | 11.92 (N1)
miR-200b 0.58 0.07 | 4.38
miR-376a 0.58 0.07 | 4.38
miR-21 1.50 0.25| 8.84
miR-34a 1.33 0.22| 7.98
miR-155 1.50 0.25| 8.84 M stage
miR-196a 0.55 0.06 | 4.75 (M1)
miR-200b 0.20 0.03| 1.42
miR-376a 0.27 0.04| 1.85
miR-21 1.00 0.18 | 5.46
miR-34a 6.00 0.87 | 41.21
miR-155 0.46 0.08 | 2.65 TNM stage
miR-196a 1.80 0.21| 15.40 (Il or 1V)
miR-200b 0.35 0.05| 2.40
miR-376a 0.65 0.10 | 4.00




Table S3. Odds ratios (OR) and 95% confidence intervals (CI) of high-

MiRNA levels among different clinical features in tissue samples.

Tissue samples
miRNA Odds Ratio 95% Cl Feature
miR-21 2.00 0.28 | 14.19
miR-34a 2.00 0.28 | 14.19
miR-155 3.33 0.46 | 24.05 Differentiation grade
miR-196a 2.57 0.36 | 18.32 (Poorly differentiated)
miR-200b 2.57 0.36 | 18.32
miR-376a 0.78 0.11| 5.10
miR-21 3.60 0.32 | 40.23
miR-34a 3.60 0.32 | 40.23
miR-155 3.60 0.32 | 40.23 Tumor localization
miR-196a 1.00 0.12 | 8.42 (Non-head)
miR-200b 0.27 0.02 | 3.10
miR-376a 1.00 0.12 | 8.42
miR-21 2.44 0.36 | 16.54
miR-34a 2.44 0.36 | 16.54
miR-155 7.50 0.73 | 76.77 T stage
miR-196a 1.00 0.16 | 6.20 (T3 or T4)
miR-200b 2.44 0.36 | 16.54
miR-376a 1.00 0.16 | 16.20
miR-21 0.60 0.10 | 3.40
miR-34a 1.28 0.23| 7.05
miR-155 1.00 0.18 | 5.46 N stage
miR-196a 5.00 0.75 | 33.21 (N1)
miR-200b 0.60 0.10 | 3.40
miR-376a 0.47 0.08 | 2.65
miR-21 1.40 0.27 | 7.13
miR-34a 1.40 0.27 | 7.13
miR-155 0.35 0.06 | 1.89 M stage
miR-196a 1.40 0.27 | 7.13 (M1)
miR-200b 1.40 0.27 | 7.13
miR-376a 2.85 0.52 | 15.47
miR-21 4.71 0.73 | 30.27
miR-34a 2.08 0.38 | 11.48
miR-155 2.08 0.38 | 11.48 TNM stage
miR-196a 1.00 0.19 | 5.28 (1 or 1V)
miR-200b 2.08 0.37 | 11.48
miR-376a 2.08 0.37 | 11.48
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ABSTRACT

Background: Since pancreatic adenocarcinoma (PDAC) is one of the most
deadly forms of cancer and its diagnosis often requires surgical intervention,
salivary microRNAs could be used as non-invasive diagnostic biomarkers.
Methods: We analyzed the expression levels in saliva of six miRNAs (miR-21, -
34a, -155, -196a, -200b and -376a) previously reported in PDAC. miRNA
expression was assessed in 10 PDAC patients and 10 controls by quantitative
real-time PCR using TagMan MicroRNA Assays.

Results: Expression levels of all miRNAs studies were very low, and in some,
undetectable. There was no significant difference in miRNA expression levels
between PDAC and controls.

Conclusion: Although this study may be limited by small sample size, our
results suggest that the miR-21, -34a, -155, -196a, -200b and -376a are not
significantly nor differentially expressed in saliva. Thus, they are probably not

suitable for use as non-invasive biomarkers for the diagnosis of PDAC.

KEYWORDS

Salivary biomarkers; microRNA; pancreatic ductal adenocarcinoma.
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Introduction

Pancreatic adenocarcinoma (PDAC) is the most common form of
pancreatic cancer, corresponding to 90% of all cases. It is also the most
aggressive form, with incidence rates close to mortality rates (Siegel et al.,
2012). PDAC is usually a silent disease until very late in its course and accurate
diagnosis in early stages is difficult to establish. The definitive diagnosis of
PDAC is often times only attained through surgical procedures (Hidalgo, 2010;
Mayo et al., 2008).

In the past few years, several studies have shown that microRNAs
(miRNAS), small non-coding RNAs of approximately 22 nucleotides in length,
have important regulatory roles in all cell types, by targeting mRNAs for
cleavage or translational repression (Bartel, 2004). In cancer, miRNA are
involved both in the development and maintenance of tumors (Lewis et al.,
2002; Lu et al., 2005).

Considering the need of a non-invasive and accurate method to diagnose
PDAC, especially in early stages of the disease, saliva has been suggested as
an advantageous sample for use in easy, safe and non-invasive diagnostic
assays (Lee and Wong, 2009) and biomarkers of health and disease have been
actively sought in saliva. Correspondence of proteins and other molecules in
saliva and blood have supported this search (Zimmermann and Wong, 2008)
and several salivary biomarkers which provide diagnostic information about
cancer have been already identified, including diagnostic biomarkers for head
and neck squamous cell carcinoma (Franzmann et al., 2005) and breast cancer
(Streckfus et al., 2000; Brooks et al., 2008). Recently, Zhang and cols. (2010)
demonstrated that salivary messenger-RNAs (KRAS, MBD3L2, ACRV1 and
DPM1) could correctly distinguish pancreatic cancer patients and healthy
controls with a sensitivity and specificity of 90% and 95%, respectively. The
expression of several miRNAs in saliva has been demonstrated in normal
individuals by Patel et al. in 2011 and differential expression of selected
mMiRNAs in saliva from oral cancer patients was described by Park et al. in
20009.

In this proof-of-concept study, we investigated five miRNAs (miR-21,
miR-155, miR-196a, miR-200b and miR-376a) reported to have a potential
oncogenic function (Lee et al., 2006; Zhang et al.,, 2009) and one mMIRNA
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directly involved in regulation of the p53 pathway (miR-34a), which is
downregulated in PDAC (Kent et al.,, 2009). The aim of our study was to
determine whether these mIiRNAs, previously associated with PDAC in
pancreatic tissue samples, could be detected in saliva and if their expression
differed significantly between saliva of pancreatic cancer patients and healthy

controls.

Material and Methods

Patients and samples

The study was approved by the Institutional Research Ethics Committee
(Hospital de Clinicas de Porto Alegre), under registration numbers 11-0510 and
10-0162. Written informed consent was obtained from all patients for the use of
their salivary samples.

Inclusion criteria for the case group (PDAC patients) were: recent
diagnosis and no previous chemo or radiotherapy treatment. For patients who
underwent surgery, definitive tumor stage was established on the basis of
operative findings and accessory exams. For those patients unsuitable for
surgical treatment, tumors were staged by means of ultrasonography, computed
tomography and/or magnetic resonance imaging, as well as histological
evaluation of the biopsy sample. The tumors were staged according to the
International Union Against Cancer (UICC) tumor-node-metastasis classification
(Sobin & Wittekind, 2002). Criteria for recruitment of individuals to the control
group included absence of clinical symptoms of pancreatic disease and recent
normal abdominal computed tomography scan, excluding any systemic or
malignant disease.

All saliva samples were collected from subjects before any therapeutic
procedure. Donors were not allowed to eat, drink, smoke or perform oral
hygiene 1 hour prior to collection. Whole saliva was collected between 9 and 11
a.m. and preserved using the RNA Oragene kit RE-100 (DNA Genotek Inc.),
according to the manufacturer’s instructions. miRNA purification was done
using a mirVana PARIS kit (Ambion), starting from 500 pl of saliva and eluting
the extracted material into 70 pl of pre-heated RNAse-free water, according to

the manufacturer’s instructions for liquid samples. All miRNA samples were
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purified using the DNAfree kit (Ambion) to avoid DNA contaminants. All samples
were quantified using a NanoDrop ND-1000 spectrophotometer (Thermo
Scientific).

miRNA detection

MIiRNA expression was quantified in duplicates by gRT-PCR using
human TagMan MicroRNA Assay kits [Applied Biosystems; assay IDs 000397
(miR-21), 000426 (miR-34a), 002623 (miR-155), 241070 _mat (miR-196a),
002251 (miR-200b) and 000565 (miR-376a)]. The reverse transcription reaction
was carried out using a TagMan MicroRNA reverse-transcription kit (Applied
Biosystems), following as indicated by the supplier. After reverse transcription,
1.00 pl cDNA solution was amplified using 5ul of Tagman 2x Universal Master
Mix with no AmpErase UNG (Applied Biosystems), 0.5ul of gene specific
primers/probe and 3.5pl nuclease-free water, in a final volume of 10pl.
Quantitative PCRs were run on a StepOne real-time PCR system (Applied
Biosystems). The reaction mix was incubated as recommended by the
manufacturer. The expression of miRNAs was normalized using the 224¢
method (Livak et al., 2001; Schmittgen et al., 2008). Due to lack of a universal
endogenous control for liquid samples, normalization was done using a
synthetic exogenous control, cel-miR-39 from C. elegans (Qiagen, catalogue
number MSY0000010), which was spiked into each salivary sample as an
internal control at a 50pM concentration. This miRNA was chosen because of a
lack of sequence homology to human miRNAs and absence of empiric
hybridization to human miRNA probes, and its use has been described
previsouly (Mitchell et al. 2008; Li et al., 2012).

Clinical variables
Clinical data (age at recruitment and PDAC diagnosis, gender, tumor
TNM classification, tumor localization and differentiation grade) were obtained

from patient interviews and review of medical records.

Statistical analyses
Considering the non-parametric characteristic of our samples, Mann-

Whitney test was used to evaluate differences in miRNAs expression between
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cases and controls. All statistical significance tests were two-sided and P-values
<0.05 were considered significant. All analyses were performed using the
Statistical Product and Service Solutions (SPSS) software version 18.0 (IBM).
Some analyses were performed excluding outliers values. Outliers are defined
as any value point more than 1.5 interquartile ranges, below the first quartile or

above the third quartile.

Results

Clinical Samples

In total, 20 subjects were recruited for this study, including 10 patients
with newly diagnosed PDAC and 10 controls. No significant difference was
observed in age at recruitment and gender between the individuals included in
the case and control groups (P = 0.179 and P = 0.370, respectively).

Comparison of the expression levels of five of the six PDAC-associated
mMiRNAs (miR-21, -34a, -155, -200b and -376a) between salivary samples of
patients with PDAC and healthy controls did not reach significance (Table 1).
Mir-196a expression was significantly higher in the control group (P = 0.024),
but expression levels were heterogeneous and often almost undetectable.
Among controls, one sample showed no miR-196a expression and 3 showed Ct
values higher than 35, which could be considered inexistent. Among cases, 7 of
the 10 samples showed Ct values higher than 35 and one sample was also
undetectable. On the other hand, a few samples (n=2) in the control group
showed extreme miR-196a expression levels, which were clear outliers. When
the Mann-Whitman test was performed dismissing these outliers, the
comparison lost significance (P = 0.091). Overall, miRNAs showed a very low
copy number per sample, which is reflected in the overall high Ct values, as

shown in Table 2.

Discussion

To our knowledge, this is the first study to interrogate the presence of
MIiRNA in salivary samples of PDAC patients and their ability to discriminate

these from individuals without pancreatic disease. Our results showed that
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although some of the six miRNAs are present in salivary samples, they are
detectable at very low rates. Even when detected at sufficient levels, as occurs
with miR-21 - a highly expressed miRNA in PDAC tissue, plasma and serum
samples (Lee et al., 2006; Wang et al., 2009; Kong et al., 2011) - they were not
able to distinguish samples from PDAC and controls. Thus, they were not able
to comply with two important features every diagnostic biomarker should have:
significant quantity that allows robust diagnosis in a given sample and sufficient
specificity to allow its use in clinical applications.

Although this study may be limited by small sample size, our results,
produced with good quality saliva samples and a highly accurate and sensitive
detection method, suggest that miR-21, miR34a, miR-155, miR-196a, miR-200b
and miR-376a are not significantly nor differentially expressed in saliva. Thus,
they are probably not suitable for use as non-invasive biomarkers for the
diagnosis of PDAC.
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Table 1. Fold change values in PDAC cases and healthy controls. When a group

presented some outlier values, mean fold change were calculated first considering this values,

and then dismissing the outlier values, to evaluate the real difference between the two groups.

Considering Number of Number of
. . Fold change cases . Fold change controls .
miRNA Outliers Mean (min - max) outliers Mean (min - max) outliers P - value
values? (cases) (controls)
miR-21 Yes 13.79(0.14 - 113.9) 1 * * 0.842
No 2.63(0.14 - 10.9) * 2.38 (0.03-5.73) *
miR-34a Yes * * 1.98 (0.05 - 5.73) 1 0.769
No 1.95(0.08 - 6.27) * 1.51(0.05 - 2.76) *
miR-155 Yes 1.16 (0.008 - 7.35) 2 * * 0.079
No 0.13 (0.08 - 0.68) * 1.65 (0.03 - 3.52) *
miR-196a Yes * * 2.72(0.04 - 10.62) 2 0.024
No 0.43 (0.006 - 1.41) * 0.98 (0.04 - 2.32) *
miR-200b Yes 11.48 (0.015 - 90.36) 1 * * 0.720
No 2.71(0.015-9.18) * 1.60(0.12 - 3.92) *
miR-376a Yes * * * * 0.604
No 1.43 (0.07 - 4.45) * 4,58 (0.07 - 19.17) *

Gk

indicates that there is no outlier in this group.

Table 2. Ct values in PDAC cases and controls

miRNA Group Minimum Ct Maximum Ct Mean Ct Median Ct SD
miR-21 Cases 20.53 28.14 25.14 25.55 2.56
Controls 24.16 30.06 26.54 26.24 2.05
. Cases 25.01 33.35 28.92 29.33 2.46
miR-34a 1x
Controls 25.56 35.15 28.94 28.39 2.90
. Cases 20.01 36.68% 33.13 32.61 2.13
miR-155
Controls 29.42 32.42 31.06 31.82 1.34
. Cases 31.79 38.66" 35.53 36.25 2.21
miR-196a -
Controls 29.93 36.02 33.71 34.34 2.19
miR-200b Cases 25.66 33.751* 28.68 27.89 2.69
Controls 26.85 35.65 29.91 28.91 2.81
. Cases 31.31 37.08" 28.68 27.89 2.69
miR-376a -
Controls 32.94 36.86 34.52 34.06 1.44

*The superscript numbers indicate how many samples had Ct values > 35.
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CAPITULO VI DISCUSSAO
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A discussdo especifica referente aos resultados obtidos no presente
trabalho encontra-se nos manuscritos apresentados nos Capitulos IV e V.
Neste capitulo serdo mencionados aspectos mais gerais referentes ao tema
retomando questdes ndo discutidas anteriormente. No entanto, alguma
sobreposicao de contetdo é inevitavel.

Muitos estudos tem mostrado que 0os mMIRNAs estdo diretamente
envolvidos na patogénese do adenocarcinoma ductal pancreatico, e sua
expressdo aberrante e desregulada sido demonstrada em amostras de tecido
pancreatico tumoral (Lee et al., 2006; Bloomston et al., 2007; Szafranska et al.,
2007; Zhang et al., 2009), em comparacédo com tecido pancreatico ndo-tumoral.
No entanto, considerando a baixa disponibilidade deste tipo de material para
analises diagndésticas e prognosticas, a descoberta de biomarcadores em
amostras de facil acesso seria de grande valor para otimizar o diagnéstico
deste tumor e, se permitisse diagnostico em estagios precoces da doenca,
seria ainda mais relevante. Os primeiros estudos que demonstraram a
existéncia de miRNAs circulantes foram publicados em 2008, utilizando
amostras de soro e plasma. Os resultados foram positivos, demonstrando
algumas diferencas de expressdo entre individuos com e sem céncer,
reforcando assim o potencial dos miRNAs como ferramenta diagndstica
minimamente invasiva (Lawrie et al., 2008, Chen et al., 2008). Neste mesmo
ano, em um estudo com tumores malignos da préstata, demonstrou-se que 0s
mMIiRNAs circulantes se originavam no tumor, mas 0S mecanismos que 0S
mantinham protegidos contra a atividade de RNases enddgenas na circulacao
permaneciam desconhecidos (Mitchell et al.,, 2008). Estudos recentes
revelaram que os miRNAs presentes no soro e plasma sdo protegidos da
atividade RNase enddgena por varios mecanismos, como por exemplo pelo
encapsulamento em corpos apoptéticos, exossomos, vesiculas de HDL
(lipoproteina de alta densidade) e principalmente pela sua associacdo com
proteinas da familia Argonauta (Kosaka et al., 2010; Arroyo et al., 2011; Gallo
et al., 2012; Vickers et al., 2011).

Os mecanismos secretérios responsaveis pela liberacdo dos miRNAs na
circulacdo sédo ainda desconhecidos e ndo esta comprovado que todos tumores

secretam, efetivamente, miRNAs. Uma primeira hip6tese sugere que 0s
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MiRNAs sejam liberados através de um processo celular seletivo, pelo menos
em alguns tipos de tumor. Opinides alternativas defendem que todos os
mMiRNAs encontrados na circulagdo sdo sub-produtos da atividade e morte
celular. De fato, evidéncias recentes sugerem que ambas as teorias podem
estar corretas (Turchinovich et al., 2012). Existe ainda uma terceira
possibilidade: uma parcela dos miRNAs circulantes poderia ser derivada de
células sanguineas, e € possivel que miRNAs circulantes associados ao tumor
sejam originadas de imundcitos provenientes do microambiente tumoral ou
ainda de algum outro mecanismo de resposta imunoldgica mediado pelo tumor,
de forma que a desregulacdo de miRNAs circulantes pode ser uma importante
conexao entre imunidade e cancer (Ma et al., 2012).

Muitos estudos, em diferentes tipos tumorais, tem demonstrado que a
expressao diferencial de miRNAs circulantes € suficiente para discriminar
pacientes com e sem cancer (Resnick et al., 2009; Hu et al., 2010; Tanaka et
al., 2009; Heneghan et al. 2010). A investigacdo de miRNAs circulantes em
ADP é bastante recente, e ha poucos dados disponiveis na literatura. O
primeiro estudo com pacientes diagnosticados com ADP (Wang et al., 2009)
demonstrou que a analise da expressao de um painel de quatro miRNAs em
amostras de plasma identificava corretamente casos e controles sem doenga.
Apesar de ter ampliado o painel de miRNAs investigados para sete, o estudo
seguinte viu diferenca significativa em apenas trés miRNAs, e demonstrou, pela
primeira vez em ADP, a utilidade de um miRNA circulante como biomarcador
de prognéstico (Kong et al., 2011). Recentemente, Liu e colaboradores (2012),
utilizando uma plataforma de andlise em larga escala, avaliou diferencas de
expressdo de miRNA em amostras de soro de casos com ADP e controles
saudaveis. Este estudo revelou novos miRNAs com expressdo desregulada,
embora seus achados ndo tenham sido completamente compativeis com o0s
dados dos estudos anteriores. Esta heterogeneidade nos resultados, mesmo
guando os mesmos MiRNAs sdo avaliados em diferentes estudos néo é
incomum. Ela pode ser explicada, em parte, pela grande diferenca entre os
protocolos utilizados, e reforca a necessidade de uma padronizacdo de
metodologias para possibilitar a comparacdo entre diferentes estudos. A
distribuicdo de diferentes miRNAs extracelulares em uma determinada amostra

dependera do protocolo utilizado no processamento da amostra (soro, plasma
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ou saliva). Dependendo das velocidades e tempos de centrifugacdo, por
exemplo, diferentes compartimentos circulantes contendo mMIRNA serdo
isolados, uma vez que cada estrutura protetora associada com diferentes
mMiRNAs tem pesos diferentes (Turchinovich et al., 2012). As diferencas nos
tamanhos amostrais, a amplitude de variagcdo nos niveis de expressdo dos
miRNAs e a heterogeneidade da doenca, quando somadas, também
contribuem para as diferencas entre os estudos. Apenas um estudo em cancer
de pancreas comparou efetivamente os niveis de expressdo de mMIRNA
circulante e em tecido tumoral dos mesmos pacientes. Este estudo avaliou a
expressdo dos miRNAs da familia miR-17-92, e demonstrou que o miRNA-18a
pode ser um bom biomarcador de diagndéstico e progndéstico (Morimura et al.,
2011).

No presente estudo nds avaliamos seis miRNAs, escolhidos de acordo
com dados prévios da literatura em que se observou alguma associacdo
positiva destes com ADP, dos quais cinco sdo descritos como superexpressos
em tecidos tumorais pancreéticos (miR-21, -155, -196a, -200b e -376a) e um é
frequentemente descrito como subexpresso (miR-34a). Embora a expresséo de
todos os miRNAs estudados tenha sido maior no tecido pancreéatico tumoral do
gue no tecido nado-tumoral adjacente, essa diferenca nao foi estatisticamente
significativa. Diversas razfes podem explicar esses achados. O tamanho
amostral é uma limitacdo e, apesar de todos os esforcos, € um problema
comum em pesquisas com doencas raras. A alta heterogeneidade ndo s6 do
tumor, como também do tecido pancreatico que contém, além das células
ductais (que dao origem ao ADP), acinos, estroma e células inflamatérias em
abundéancia (Kent et al., 2009), embasa a justificativa para achados distintos
entre diferentes grupos de pesquisa. De fato, ndo ha uma concordancia
absoluta sobre os niveis de expressdo de miRNAs entre os estudos ja
publicados, e muitos deles relatam diferengas significativas, inclusive para
alguns miRNAs avaliados pelo nosso estudo, como o0 miR-21 e o miR-34a (Lee
et al. 2006; Bloomston et al. 2007; Zhang et al. 2009; Szafranska et al. 2007;
Bloomston et al. 2007; Kent et al. 2009; Ji et al. 2009).

A heterogeneidade intratumoral tem sido alvo de intensas investigacoes, e
sabe-se que tal caracteristica dos tumores tem um importante papel inclusive

na resisténcia a drogas e falhas no tratamento, uma vez que parte das
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descobertas cientificas e mesmo as decisdes terapéuticas sdo baseadas na
andlise de apenas um fragmento do tumor. Em um elegante estudo publicado
em 2012, Gerlinger e colaboradores analisaram bidpsias mudltiplas de
carcinomas renais metastaticos de quatro pacientes diferentes. O estudo
mostrou que 63 a 69% de todas as mutacdes somaticas encontradas tinham
uma distribuicdo heterogénea no tumor, ndo sendo encontradas em todas as
regibes analisadas, demonstrando que uma Unica biopsia tumoral revela
apenas uma minima parcela de todas as alteracbes genéticas presentes em
um tumor.

Em amostras de soro, nosso estudo demonstrou que tanto miR-21 e miR-
34a sdo capazes de distinguir corretamente pacientes com e sem ADP, com
sensibilidade e especificidade bastante satisfatérias. O miR-21 ja havia sido
descrito como bom biomarcador circulante em ADP em amostras de plasma
(Wang et al., 2009) e, mais recentemente, em amostras de soro (Kong et al.,
2011; Liu et al., 2012). Por outro lado, o0 miR-34 nunca havia sido descrito em
amostras circulantes e, como demonstramos, existe uma significativa
correlacdo entre os niveis de miR-21 e de miR-34a, tanto no soro quanto em
tecido tumoral de pacientes com ADP. Tal correlagéo, no entanto, néo foi vista
guando comparamos amostras de tecido e soro do mesmo paciente para cada
um dos dois miRNAs separadamente. Ou seja, embora 0s niveis de expressao
de miR-21 e miR-34 parecam estar correlacionados entre si tanto no tecido
pancreatico quanto no soro, quando cada um dos miRNA é avaliado
separadamente nos dois tecidos pareados, ndo se observa uma correlagéo.
Uma revisdo da literatura nos mostra que outros investigadores ja
demonstraram que mMIiRNAs circulantes diferencialmente expressos nao
apresentavam niveis de expressao similares no tecido, quando comparadas
diferentes amostras bioldgicas do mesmo paciente. Um estudo realizado com
amostras de pacientes com carcinoma renal mostrou que, quando comparadas
amostras de soro e tecido de cada individuo, com a finalidade de identificar
novos biomarcadores de diagndstico tecido-especifico, apesar de uma média
de 109 miRNAs se mostrarem diferencialmente expressos no soro, apenas 36
deles apresentavam expressdo equivalente no tecido (Wulfken et al., 2011).
Resultado similar também foi encontrado em um estudo com linhagens

celulares, que mostrou que a liberacdo de mMIiRNAs n&o necessariamente
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reflete a abundancia vista na célula de origem, e que alguns miRNAs
encontrados em altos niveis no meio extracelular por vezes apresentavam
valores de expressdo menores nas células de origem. O estudo também
apresentou evidéncias que reforcam a teoria de que miRNAs podem ser
seletivamente liberados pelas células, e destaca ainda que o0s MiRNAs
extracelulares devem ser considerados independentes da abundancia vista nas
células/tecido de origem, quando analisados como biomarcadores de doenca
(Pigati et al., 2010).

Uma vez que nosso estudo é o primeiro a comparar a expressao de
mMiRNAs em soro e tecido tumoral pancreatico de amostras pareadas, e
também é o primeiro a descrever miR-34a como potencial biomarcador de
diagnéstico em soro, € importante que estas analises sejam repetidas em
outras séries e com um numero maior de pacientes. Além disso, estudos
adicionais devem ser realizados para melhorar a nossa compreensao acerca
dos mecanismos de regulacdo da expressdo de miRNAs em diferentes

compartimentos.
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CAPITULO VII CONCLUSOES
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Considerando os miRNAs por nos avaliados e os resultados encontrados no

presente estudo, podemos concluir que:

f.

Os miRNAs miR-34a, -155, -196a, -200b e -376a estdo presentes em
niveis muito baixos em amostras de saliva, tanto de pacientes com

ADP quanto de pacientes sem doenca pancreatica.

N&o ha diferenca de expressao significativa dos miRNAs miR-21, -34a,
-155, -196a, -200b e -376a em amostras de saliva, quando
comparadas amostras de pacientes com ADP e controles sem doenca
pancreética.

Ha diferenca significativa dos niveis de expressdo de miR-21 e miR-
34a em amostras de soro entre pacientes com e sem ADP (P < 0.001
e P = 0,001, respectivamente), indicando que estes possam ser

biomarcadores de diagndstico ndo-invasivo do ADP.

. Ha uma correlagéo positiva entre os niveis de expressdo de miR-21 e

miR-34a, tanto em amostras de soro (Prs < 0,001; Pyappa = 0,022)

quanto em amostras de tecido (Pys < 0,001; Pyappa < 0,001).

N&do foi observada associacdo significativa entre os niveis de
expressdo dos miRNA miR-21, -34a, -155, -196a, -200b e -376a e
caracteristicas clinicas do grupo de pacientes incluidos neste estudo,
guando analisadas amostras de tecido.

A expressdo de miR-200b em amostras de soro apresentou uma
associagao significativa com a localizacédo (P = 0,029) e limitrofe com

o grau de diferenciacao do tumor (P = 0,057).

Devido a reconhecida heterogeneidade tumoral e a grande
variabilidade na expressdo dos miRNAs, tamanhos amostrais maiores

e analises equivalentes em séries distintas devem ser realizadas para
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validar os achados deste estudo e confirmar o poder de discriminacao

dos miRNAs de individuos com e sem ADP.

Diferentes mecanismos que regulam a expressdo de miRNAs podem
estar atuando em diferentes compartimentos do corpo, sendo
necessarios estudos adicionais para melhor entendimento dos

determinantes de expressédo de miRNAs.
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CAPITULO VIII PERSPECTIVAS
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Como perspectivas e sugestbes de andlises adicionais destacamos as

seguintes:

Aumentar o tamanho amostral do grupo de amostras de tecido, e incluir
amostras de tecido pancreatico normal (de pacientes sem nenhuma

doenca pancreatica);

Aumentar o tamanho amostral do grupo de amostras de soro,

especialmente em relacdo aos controles sem doenca pancreatica,

Comparar a sensibilidade e especificidade diagndstica do miR-21 e

miR34a no soro com o marcador atualmente utilizado, CA19-9;

Investigar se o0s niveis de expressdo de miR-21 e miR-34a estado
alterados em outras doencas incluidas no diagnoéstico diferencial do

ADP, como por exemplo, pancreatite cronica;

Investigar se os niveis de expressdo de miR-21 e miR-34a discriminam
pacientes com e sem lesdes precursoras do ADP, como NIPM e NIPan;

Investigar os possiveis mecanismos através dos quais 0s niveis de

expressao de miR-21 e miR34a se correlacionam; através de estudos in

vitro com inibidores de miRNA.
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Casos (material completo)

ANEXOD

Termo de Consentimento Livre & Esclarecido - Casos

BIOMARCADORES EM CANCER DE PANCREAS: ESTUDOS GENOMICOS E
PROTEOMICOS EM MATERIAL BIOLOGICO

Pesquisadores: Patricia lzefi, Barbara Alemar, Alessandro Bersch Osvaldt, Gabriel
Macedo, Cleandra Gregdrio Silva, Ursula Matte, Patricia Ashian-Brolla

Consentimento Informado para Armazenamento de Material Biolégico & Estudos
Moleculares em Paclentes com Doengas do Péncreas

O Grupo de Oncogenética e Grupo de Vias Biliares e Pancreas do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre estao realizando um estudo para procurar novas allernativas
para o diagndstico de doengas do pancreas. Nesse estudo serfo avaliados materiais
bicldgicos de pessoas com e sem doengas pancreaticas, Por meio deste estudo,
convidamos pessoas com alteragBes no pancreas a doar um ou mals dos seguintes
materials: sangue, tecido pancredtico (uma peguena parte do pancraas que poderd ser
relirada durante a crurgia) e saliva dos guaeis serfio exiraidos DMA, RNA e protelinas
(material genético e protedmico). A parir do estudo deste matarial, pretendemos
comelacionar os achados moleculares a fim de identificar marcadares associados a0
desenvolviments de doengas do pancreas. lsso poderd  contribuir para o
estabelecimenio de esiratégias que visem a detecio & o manejo precoce dessas
doengas,
Este material sera estocado no Hospital de Clinicas de Porto Alegre e poders ser
utilizado para futuros estudos sobre fatores genéticos associados a diversas doencas do
pancreas. Os dados pessoais e clinicos constantes do prontudrio dos paricipantes
serdo digitados em um banco de dados e mantidos sob sigilo. Todazs as andlises
laboratorials serdo realizadas sem identificacao nominal das pessoas. A guantidade de Fubrica da
tecido pancredtico e sangue doado para estes estudos ndo irdo prejudicar sua sadde. N
Se vocé desejar participar do estudo, quaisquer perguntas que vocd tiver em
relaglo as coletas e aos procedimentos que serfio feffos no futuro serdo respondidas |
por membros da equipe de cirurgia que estd fhe acompanhando ou por membros da m:ﬂ “::f
equipe de pesquisa. Se vocd ndo desejer pericipar do estudo, a sua decisSo ndo
afetard seu acompanhamento médico ou cirirgico no Hospital de Clinicas de Porto
Alegre. Se vocéd desela participar e concorda em doar estes materiais para pesquisa,
por faver, responda &s perguntas a seguir;

Comité de Etica &rm Pesouse
GPPGHCPA
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W 00462



1. Vocé concorda que as suas amostras oblidas neste estudo sejam armazenadas e
utilizadas neste estudo sobre doengas de pancreas?

O sim O néo

2. Vocé quer ser informado sobre os resultados destes estudos?
O sim O nde

Se vood respondey “sim® a esla pergunts, serd avisado sobre quaiquer informagSo oblida nesfe
eshudo.

3. Se vocd respondeu “sim” & pergunta anterior, @ por alguma razfo estiver
impossibilitado de receber estes resultados, vocé deseja que estes sejam transmitidos a
alguma pessoa préxima a voos?

O sim (neste caso, indicar nome & telefona l

O néo

4. Vocé concorda que suas amostras sejam armazensdas para uso fuluro em oulras
pesquisas ndo relacionadas a doencas do pancreas?

Osim O ndo

Se vocd responden ‘sim” a ests questio, serd coratado para conceder ou ndio sua auforizagio
para o uso do malenial biokgico doade na realzagho de novos esfudos, bem como o Serd pars
raceber 0z resulfados dos Mesmos, caso assim desajs.

5. Wocé concorda que suas smostras sejam enviadas para centros de pasquisa no
exterior, para realizaco de andlises complemantaras?
O sim O n&o

As amosfras serfio enviadas som igentiicagdo, & of resuitados oblidos ndo Irarfo beneficio
dirato para vood,

0 armazenamenio da amositra ndo implica em quaiquer custo. O periode de ™ Fore
armazenamento & de 5 anos, mas seu consentimento pode ser refirado a qualquer .
moments se vocd mudar de iéia, e neste caso as suas amostras serdo destruldas.

Este documento ndo toma obrigatdria a realizagSo de nenhum dos procedimentos
acima mencionados. Em nenhuma hipitese haverd quebra de sigilo quanto acs seus [ Fubnes g
dados pesscais ou a liberagho de amostras identificadas ou resultados para terceiros p——
sem a sua autorizacho por ascrito, Se publicados em revistas cientificas, os resultados
desse estudo serfio apresentados de forma anbdnima, sem identificacdo dos
participantes,
Comité de Etica em Pesquisa
GPPGIHCPA
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W A004 2

93



Para que se cumpram os efeitos legais, o presente documento composto de trés
péginas foi elaborado em duas vias de igual teor, ambas firmadas e rubricadas pelos
envolvidos (paciente e pesquisador) abaixo identificados.

Declaro que li e compreendi as informagdes acima, e recebi uma via assinada e
rubricada deste documento. Declaro, ainda. que tive minhas dividas esclarecidas por

Nome do entrevistador Assinatura do entrevistador
Ass,
Assinatura do paciente
Nome completo:
Data de nascimento: Data;
Testemunha:
Nome e assinatura
Data:

Pesquisadores responsaveis: Em caso de divida os pesquisadores e o comilé de ética poderdo fornacer
esclarecmeanios. Telefones para contato: Pesquisadores - Dr, Alessandro Osvalat, Dra Patricia Ashton-
Prolia, Dra, Patricia Izetti @ mestranda Barbara Alemar: (51) 3350-7651
Comité de Etica HCPA (51) 3358-8304,

Rubrca do
pesquisador

Comaté de Etica am Pesquise
GPPGMHCPA

VERSAO APROVADA

29 | 03> 1 204%
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Casos (sangue e saliva)

ANEXO Il

Termmo de Consentimento Livre & Esclarecido - Casos

BIOMARCADORES EM CANCER DE PANCREAS: ESTUDOS GENOMICOS E
PROTEOMICOS EM MATERIAL BIOLOGICO

Pesquisadores: Palricia Izett, Barbara Alemar, Alessandro Bersch Osvaldt, Gabriel
Macede, Cleandra Gregdrio Silva, Ursula Matte, Patricia Ashiton-Prolia

Consentimento Informado para Amazenamento de Material Bioldgico e Estudos
Malaculares em Paclentes com Doengas do Pincreas

O Grupo de Oncogendlica e Grupo de Vias Bilares e Pancreas do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre estéo realizando um estudo para procurar novas alternativas
para o diagnbsfico da doencas do pancreas. Nesse estudo serSo avaliados materiais
biclogicos de pessocas com e sem doengas pancrediicas, Por meio desie estudo,
convidamos pessoas com alteragdes do pancreas a doar sangue e saliva dos guais
serdo extraidos DNA, RNA e proleinas {material genéfico e protedmico). A partir do
estudo deste material, pretendemos comelacionar os achados moleculares a fim de
identificar marcadores associados ao desenvolvimenio de doengas do pancreas. lsso
padera contribuir para o estabelecimento de estratégias que visem a deteccdio e o
manejo precoce dessas doencas,

Este material seré estocado no Hospital de Clinicas de Porio Alegre e podera ser
utifizado para futuros estudes sobre fatores genéticos assoclados a diversas doengas do
panereas. Os dados pessoais e clinicos constantes do prontudrio dos paricipantes
serdo digtados em um banco de dados e manfidos sob sigilo. Todas as analises
laboratorisis serdo realizadas sem identificagiio nominal das pessoas. A quantidade de [ Tibica e |
saliva e sangue doado para estes estudos ndo o prejudicar sua sande.

Se vocé desejar participar do estudo, qualsquer perguntas que vocé tiver em
relagéo &s coletas @ aos procedimentos que serdo feitos no fulure serfo respondidas
por membros da equipe de cirurgia que estd |he acompanhando ou por membros da m
equipe de pesquise. Se vocd ndo desejar participar do estudo, a sua decisdo nao
afetard seu acompanhamento médieo ou cirirgico no Hospital de Clinlcas de Porto
Alegre. Se voc® deseja participar @ concorda em doar estes materiais para pesquisa,
por favor, responda &s perguntas a SBEUIr:

Comité e Etica em Pesqussz
GPPGIHCRA
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1. Voch concorda gue as suas amostras obfidas neste estudo sefam armazenadas e
utilizadas neste estudo sobre doenpas de pancreas?

O sim O ndo

2. Vock quer ser informado sobre os resultados destes estudos?
O sim O ndo

Se vood respondey “sim” a esia pegunta, serd avizado sobne qualquer informagdo oblida neste
L2 e

3. Se vocd respondeu ‘sim" & pergunta anterior, e por alguma razdo estiver
impossibilitado de receber estes resultados, vocé deseja que estes sejam transmitidos a
alguma pessoa prixima a vocé?

O sim {neste caso, ndicar nome e telefone J
O néo

4. Vocé concorda que suas amostras sejam armazenadas para uso futuro em outras
pesquisas néo relacionadas a doengas do pancreas?

Osim O ndo

Se vocd respondeu “sim” a esta questso, serd confaledo para conceder ou ndo sua autorizapio
para o uso do matenal bivkdgico doado na realizagio de novos esfudos, bem como o serd para
recaber os resultados dos mesmos, ceSD assim desaje,

5. Vocé concorda que suas amostras sejam enviadas para centros de pesquisa no
exterior, para realizacio de andlises complementares?

O sim O néo

As amosles serfio enviadas sem identiicapdo, & os msullados obiidos ndc trado beneficio
direto para vacd,

O armazenamento da amostra ndo implica em qualquer custo, O periodo de
armazenamento & de 5 anos, mas seu consentimento pode ser retirado & qualquer
momento se vocé mudar de idéla, e neste caso as suas amostras serfio destruldas.
Este documento ndo forma obrigatdria a realzac8o de nenhum dos procedimentos
acima mencionados. Em nenhuma hipétese haverd quebra de sigilo quanto acs seus
dados pessoais ou a fiberaglo de amostras identificadas ou resultados para terceiros
sem a sua autcrizagho por escrito. Se publicados em revistas cientificas, os resultados
desse estudo serfio apressntados de forma anbdnima, sem identificacdo dos

participantes,

Hubrca do
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GPPGIHCPA

VERSAQ APROVADA

29 03 ZMz
e AQMe2

96



Para que se cumpram os efeitos legais, o presente documento composto de trés
paginas foi elaborado em duas vies de iqual teor, ambas firmadas e rubricadas pelns
envolvidos (paciente e pesquisador) abaixo identificados.

Declaro que li e compreendi as informages acima, e recebi uma via assinada e
rubricada deste documento. Declaro, ainda, que tive minhas dividas esclarecidas por

Nome do entrevistador Assinatura do entrevistador
Ass.
Assinatura do paciente
Nome completo:
Data de nascimento; Data:
Testemunha:
Nome e assinatura
Data:

Pesquisadores responsévels: Em caso de divida os pesquisadores e o comité de ética poderfio fornecer
esciarecimentos. Tolefones para contato: Pesquisadores - Dr. Alessandro Osvaldt, Dra Patricia Ashton-
Prolla. Dra. Patricia lzotti @ mesiranda Bérbara Alemar: (51) 33597881
Comité do Etica HCPA (51) 3359-8304.

Rubrica do

Comité de Siica am Pesomss
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Termo de Consentimento Livre e Esclarecido — Controles (sangue e

saliva)

AMEXD IV

Termo de Consentimenta Livre & Esclarecido - Controles.

BICMARCADORES EM DOENGAS DD PANCREAS; ESTUDOS GENOMICOS E
PROTEQMICOS EM MATERLAL BIOLAGICD

Fesquisadares: Patricia @etl, Barbera Alemar, Alessandro Baersch Osvaldl, Gabriel
Macado, Cleandra Gregdnio Sika, Lisula Matie, Patrcia Ashion-Pralia

Consentimento Informado para Armarenaments o Esfudos Maolecidarss sm
Material Bioldgico de Pacientes sem Doengas do Péncreas

0 Grupo de Oncogenética o Grupo de Vies Biliares & Pdncress do Hospital de
Clinicat de Poro Alegre esifio realizando um estudo pare procural novas alermnatvas
para o dagndsiics de dosncas do pincreas. Messs eshudo secdo avallsdos maleriais
biokigicos de pessoas com & gam doenca do pdncreas. Vool esid sends convidadn
para panicipar dasse eshudo porque n&o tem nenhuma dosnca neopidsics do pAnEess.
O esludo ervolve & colels de sangue & salva para andlises de mancadores gendticos @
dian prodeinas. A parir do eshudo desbe materal, prelendemcs comelacionar os achados
moleculares am maledisis biokdgicas de paclenses sauddveis, pacientas com pancreatie
crinica @ pacienies cAncer da pAncreas, a fim de idenfificar mercadores assaciados ag
desprvolvimento de lesbes neoplisicas benignas & malignas. 1550 poderd contribuir
para o estabelecimanto de estralégias que visem a deleclo @ o mansja precoce das
OoRncas do pAncress.

Este material sard estocado no Hospitel de Clinicas de Paro Alegre & poders sar
uliizads para futuras estudos sobre faioees gendticos associados a8 divensas doencas do
piincraas. O dados pessoais e clinkos constartes do promtudnc dos parlicpantes
eerdo digiados em um banco de dados e mantidos sob sigito, Todas as sndlises
labaraioriais serfio realzadas sem identificagso nominal das pesscas. A quantidade de [ Tabsd
&aliva & sangue daado para esbes estudos nic o prejudicar sus sadde,

Se wool desajar pafcipar do estudo, quasquer perguntas gue vocd liver am
relacao &5 coledas & 805 procedimentos que sarso felios ro fuluro serso respondidas
pof mamaros da equips de cirungia que est lhe acompanhando ou par membios da rml
equipe de pesquisa Se vook ndo deselar parliciper do estudo, a sua deckfo nbo
afetard seu scompanhements médico ou cinirgico no Hosplal de Clinicas de Poro
Alegre. Se wocd dessia participar @ conconds em doar estes materials para pasguisa,
por fawar, responds & perpuntas & seguir

Corrild da I'.Fr_'-- T Fraspd i

P PO A,

VERSAD APROVADA
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1. Vock concorda gue 85 suas amostras obfidas neate estudo sejarm amazenadas &
utlizadan nesle asivds sobre doencas de péncreas 7

O sim O néia

2. Vool quer saf Fformado sobre os resuliedos destes eaiudoaT
O sim £ nda

S wood mERGATEL "5im° & asla perpunta, sevll aviapd saboe quaiguer informagso oblids nesfa
Ees i

3. Se voch respondeu “sim’ & pargurda anteror, & pof alguma razfo estiver
impossibiltado de receber estes resullados, vook dessa que esies sajam transmitidas a
miguUmS PEEENE BrOxima a wookT

O sim {pasfe caso, indicer noma @ lalafong ]
O ndo

4. Vock concorda Que Suss amostras sejam ammazenadas pars uso fubwo em outras
mmmludnmwduﬂm?
(gt 1)

So voold mspondes "sin” 8 ests quasiio, sard CoNAfac PAVE CONCBOET AU NS0 Sus Aunragso
AT O R0 0 esleal boldpioo doado na eekTaGAn de noved ealudog, bem como 0 sen pam
mcaber os resulados O0S MIRMOS, CRST AREM dases.

5, Voob concorda que suas smostras sejam enviadas para cenlios de pesgusa no
exierior, para resfizacda de andlises complementares ?

As amasvag seflo esnadas sem idenifoacio, @ od msuleday oblivos ndo fanio bewefioio
SR pars wood,

O armazenamero da amosim ndo implica em qualguer cusio. O periodo de
armazenamanto & de 5 anos, Mas deu consenfimenio pode ser reirado 8 guakues
Fomenls &8 wocd mudar de idéin. & nesie cass B8 suBs Amositas serdo desiruidas,
Este documento ndo toma obigaliis a realzssho de nenhum dos procedimenios s ]
goima menconados, vooll pode muder e iddia a qualguer mamenta, Em nenhuma pacenic
hipatesa haverd guebra de sigilo guario acs seus dados pesscals ouU & baraglo de
arfoslras identficadas ou resufledos para ierceiros sem & sua autorzagio por escTio

Se pubficadoe em revisies cierificas, os resulados desse eshudo serSo apresentados —p——
de farma andnima, sem ideniificagio dos paricipanies.

Para gue s& cumpram os sefics egals, o presenie documenio composto de s
pagiras fol elaborado em dusd vias de igual teor, ambas firmadas @ nibricadas pelos

efvolvidos (paciente & pesquisador] abalxo idemificados.

Comind de Edes am Fesguss
PP HHIC P
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Declaro que |l e compreendi as informagdes acima, & recebi uma via assinada &
futricada deste documento. Daclaro. ainda. qua tius minkas d'nides esclaracides por

Nome do entrevistador Assinatura 0o enirevistador
Ass
Assinaturs do pacienie =
Nome completo:
Data de nascivweno. Data:
Testemunha:
Nome o sesinsturs
M—-—

Pesquissdorss responsdveis: Em caso de dlvids o8 peequisaciones @ 0 comils de den pode-8o domecer
waclsracimentos. Telefones pan contata Pesquisacores < Or. Alessand'e Osvakdt D Patrica Ashion-
Frola, Dva, Puiics loets & mestranda Birbara Alemar (51) 3386- 7681
Comish da Etica HCPA (51) 3358-8304

Jomits da Elcs s Pegquey
GPPGHCFA

VERSAD APROVADA
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Cartas de aprovacéo do projeto — CEP HCPA

) {3 HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAO

COMISSAQ CIENTIFICA E COMISSAD DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

A Comissdo Cientifica e 2 Comissdo de Pesquisa e Etica em Salde, que é reconhecida pela Comissdo
Nacional de Etica em Pesquisa ([CONEPVMS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office For
Human Research Protections (OHRP)YUSDHHS, como Institufional Review Board (IRBO0OD0921)
analisaram o projeto:

Projeto: 100162 Versdo do Projeto:  17/06/2010 Versdo do TCLE:  17/06/2010

Pesquisadores;
ALESSANDRD BERSCH OSVALDT
PATRICIA LISBOA IZETTI RIBEIRD
GLILHMERME BALDO

GABRIEL DE S0UZA MACEDO
WiINIAN PIERR! BERSCH
BARBARA ALEMAR BESERRA
GILBERTO SCHWARTSMANN
LIRSLILA DA SILVEIRA MATTE
PATRICIA ASHTOMN PROLLA

Titulo: BIOMARCADORES EM CANCER DE PANCREAS: ESTUDOS GENOMICOS E
FROTEOMICOS EM MATERIAL BIOLAGICO

- Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodoldgicos, inclusive quanto ao seu Termo de
Consentimento Livee & Esclarecido, de acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais & Macionais,
espacialmente as Resolupdes 196/96 e complementares do Conselha Nacional de Sadde. Os membros do
CEF/HCPA ndo participaram do processo de avalisgio dos projetos onde conslam como pesquisadores.
Toda e gualguer alteracdo do Projelo, assim como os eventos adversos graves, deverao ser comunicados
imediatamente ao CEP/HCPA. Somente poderdo ser utilizados os Termoes de Cansentimenio onde consle 2
aprovagso do GPPG/HCPA.

- De acordo com a regulamentagdo da Resolugdo 34002004 do CNSIMS o CEPIHCPA foi credenciads,
atraves da Carta Circular N° 037 CONEP/CNS/MS de 11 de agosto de 2004, para dar aprovagao final para
este projeto.

-~ f/ Porto Alegre, 01 de julho de 2010.

L
4
S
Prof Nadine Clausell
Cnurdanadcra/GPFG e CEFHCPA
I /

Fa
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Grupo de Pesquisa e Pés-Graduacdo

% HCPA - HOSPITAL DE CLIiNICAS DE PORTO ALEGRE
COMISSAO CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

A Comisséo Clentifica e a Comisséio de Pesquisa e Etica sm afnﬁda. que & reconhecida pela Comissao
Nacional de Etica em Pesquisa (CONEP)/MS como Comitd de Etica em Pesquisa do HCPA e pelo Office
For Human Research Protections (OHRP)/USDHHS, como Institucional Review Board {IRBOO0ODS21)
analisaram o projeto:

Projeto: 110510

Pesquisador Responsdyel
IPATRICIA ASHTON PROLLA 1

Titulo:  MicroRNAs em Adenocarcinoma Ductal Pancredtico: Novos Biomarcadores de
Diagnéstico e Progndstico

Data da Versio:
NOVA VERSAO DO PROJETO 28jDBf2012 |

Este documento refarents ao projeto acima foi  APROVADD  em seus aspectos éticos & metodolbglcos,
de acordo com as Diretrizes e Normas Internacionais e Naclonals, especiaimente as Resolugbes 196/96
& complementares do Conselho Nacional de Sadde.

Porto Alegre, 14 de sstembro de 2012,

V-.

Prof. rto Goldim
Coord PG e CEP/HCPA
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