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RESUMO

VIEIRA, N.F. Combinag&o da expressdo dos miRs-21, -23a, -100, -107, -181c e -
210 teciduais e plasmaticos com o CA 19-9 sérico no diagnoéstico do
adenocarcinoma pancreatico. 2014. 122f. Tese (Doutorado), Faculdade de
Medicina de Ribeir&o Preto, Universidade de S&o Paulo, Ribeirdo Preto, 2014.

O diagnéstico diferencial, o tratamento e o prognéstico do adenocarcinoma
de pancreas (AP) ainda desafiam a préatica clinica. O objetivo desse estudo é
avaliar o papel da expressao dos microRNAs (miRNAs) -21, -23a, -100, -107, -181c
e -210 teciduais e plasmaticos e, em combinacdo com o CA-19-9, no diagndstico
do AP. Foram utilizadas amostras de tecido (Grupo APt, n=18), de plasma (Grupo
APp, n=13) e da regido paratumoral (Grupo PPT, n=9) de pacientes com AP, do
tecido pancreatico de doadores cadaveres ou de pacientes submetidos a
pancreatectomia por trauma (Grupo PN, n=7) e do plasma de voluntarios saudaveis
(Grupo PC, n=6). Verificou-se a expresséo do painel dos miRNAs selecionados em
todos os grupos, mediante reacéo de cadeia de polimerase reversa (RT-PCR), bem
como a concentracdo serica do CA19-9 nos grupos APt e PN. No tecido, existe
diferenca na expressao do miRNA-21 (p=0,005) e do miRNA-210 (p=0,008) entre
os grupos APt, PN e PPT; o miRNA-21 discrimina o grupo APt de PN e PPT e o
MiRNA-210 discrimina o grupo APt do PN. Na comparacéao dos grupos APt e PN, a
acuracia do CA 19-9 sérico foi de 88% (AUC-ROC 0,95; 0,84 - 1): sensibilidade de
83% e especificidade de 100%, para o valor limiar de 37,0 ng/dl. No grupo APp ha
hiperexpressado do miR-181c (IC 95% 1,67 - 17,68; p<0,00001) e do miR-210 (IC
95% 0,16 - 5,20; p=0,03), em relacdo ao PC. A combinacdo da expressdo dos
miR-21 e -210 do tecido tumoral e dos valores séricos do CA19-9 tem acuracia de
100% no diagnéstico do AP. A acuracia do miR-181c no plasma (APp x PC) foi de
100%. Os achados revelam que a combinacdo da expressdo de miRNAs teciduais
e dos valores do CA19-9 aumenta a acuracia no diagnoéstico do AP, mas a
expressdo de miRNA no plasma pode servir como um teste de diagndstico ndo
invasivo. Todavia, novos estudos sdo necessarios para validar esses resultados,
bem como para avaliar a utilidade desses biomarcadores e suas associa¢cdes com

a sobrevivéncia e a resposta a terapia do AP.

Palavras-chave: Adenocarcinoma de pancreas, microRNAs, rastreamento de

tumor, biomarcador



ABSTRACT

VIEIRA, N.F. Combined expression of tissue and plasma miRs-21, -23a, -100, -
107, -181C, and -210with serum CA 19-9 in diagnosis of Pancreatic
Adenocarcinoma. 2014. 122p. Tese (Doutorado) - Faculdade de Medicina de

Ribeirdo Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, 2014.

Differential diagnosis, treatment and prognosis in pancreatic adenocarcinoma (PC)
are still a challenge to clinical practice. The aim of the current study is to assess the
role of select plasma and tissue microRNAs (miRs-21, -23a, -100, -107, -181c e -
210) as biomarkers for the diagnosis of PC. Samples of plasma (APp Group, n=13),
pancreatic tumors (APt Group, n=18) and peritumoral regions (PPT Group, n=9)
were collected from patients during surgical procedure. The control group consisted
of samples collected from patients submitted to pancreatic surgery for trauma or
cadaveric donors (PN Group, n=7). Healthy volunteers donated blood for collection
of normal plasma (PC Group, n=6). The relative abundances of six miRNAs were
measured in all groups using real-time PCR, as well as serum CA 19-9 levels in
Groups AP and PN, and difference was considered significant when p <0.05. In
tissue samples, there is a difference in the expression of miRNA-21 (p=0.005) and
MiRNA-210 (p=0.008) across groups APt, PN e PPT; miRNA-21 distinguishes
group APt from PN and from PPT and miRNA-210 distinguishes group APt from
PN. Serum CA 19-9 has an accuracy of 88% (AUC-ROC 0.95; 0.84 — 1), sensibility
83%, specificity 100%, at a cutoff of 37 ng/dl. In group APp there is overexpression
of miR-181c (IC 95% 1.67 — 17.68; p<0.00001) and miR-210 (IC 95% 0.16 — 5,20;
p=0.03) in comparison to group PC. The combination of tissue expression of miR-
21, -210 and serum CA 19-9 has 100% accuracy for diagnosis of pancreatic
adenocarcinoma. The acuracy of plasmatic miR-181c (APp x PC) was also 100%.
These findings suggest that the combination of tissue miRNAs and serum CA 19-9
can improve accuracy, but plasmatic miRNA expression can be used as a non-
invasive diagnostic test for PC, although further studies are necessary to validate
these results as well as to evaluate its utility as biomarker related to survival and

response to therapy in pancreatic adenocarcinoma.

Keywords: Pancreatic adenocarcinoma, microRNA, biomarker, tumor screening
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1 INTRODUCAO

O adenocarcinoma de pancreas (AP) € uma doenca altamente letal e, embora
seja responsavel somente por 4% de todos 0s canceres, representa a oitava causa de
morte relacionada ao cancer (BOSETTI et al.,, 2012b; FERLAY, JACQUES et al.,
2010). O desenvolvimento do AP poderia ser evitado através da deteccao e tratamento
precoces de lesBes precursoras. Entretanto, a falta de métodos adequados de
rastreamento impossibilita seu diagnéstico e conduta terapéutica em um estadio inicial.
Desse modo, hd um grande interesse na identificacdo de novos biomarcadores que
supram essa deficiéncia no diagnéstico precoce do AP (YU et al.,2011; HAMADA, S.;
SHIMOSEGAWA T, 2011; ZHAO et al., 2011).

O estudo da progressao do AP utilizando analises matematicas dos dados
de sequenciamento genético tumoral demonstrou que leva cerca de 10 anos entre
a iniciacdo do AP e a capacidade de desenvolver metastases (CAMPBELL et al.,
2010; YACHIDA et al., 2010). Assim, ha oportunidade para deteccao do AP desde
suas mutacdes iniciais, reforcando a importancia de se descobrirem e validarem
métodos para rastreamento e diagnostico precoce, preferencialmente com valor
preditivo, para o AP.

Na prética clinica, a presenca de perda de peso, ictericia, CA 19-9 >37 U/ml,
acompanhada de dilatacdo da via biliar e massa na cabeca do péancreas, séo
alteracbes que orientam a conduta terapéutica na maioria dos centros
especializados, mas o exame anatomopatolégico segue sendo o padrdo-ouro na
confirmacdo de malignidade. Por outro lado, as dificuldades de realizacdo do
estudo anatomopatolégico das massas pancreaticas no pré-operatoério, atribuidas
as limitacbes do material tecidual obtido por biopsia percutanea ou por
ecoendoscopia, podem expor pacientes a uma duodenopancreatectomia cefélica
para doenca inflamatéria benigna (ABRAHAM et al., 2003)

O antigeno carboidrato 19-9 (CA 19-9) é uma glico-proteina mucina
associada ao AP que esta relacionada ao grupo sanguineo Lewis. A sensibilidade e
a especificidade do CA 19-9 para o AP variam de 70-92% e 68-92%,
respectivamente, mas estao diretamente relacionadas ao tamanho tumoral, e tem
valor limitado nos tumores menores (CWIK et al., 2006; PLESKOW et al., 1989).
Considera-se como limite da normalidade o nivel sérico de 37U/mL. Para niveis

séricos superiores a 200 U/mL sua especificidade supera os 95% (CASTELLANOS;
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BERLIN; CARDIN, 2011; HATA et al.,, 2012). Seu valor no rastreamento €
comprovadamente ineficaz, embora ainda seja 0 melhor biomarcador disponivel na
pratica clinica para o AP.

O CA 19-9 pode estar elevado em outras neoplasias malignas, tais como
cancer colorretal, ovariano, gastrico, hepatico, bem como algumas condicdes
benignas, como colangite aguda, cirrose hepética e pancreatite crénica
(CASTELLANOS; BERLIN; CARDIN, 2011; SIMIANU et al., 2010)

A puncao aspirativa por agulha fina (PAAF) geralmente é realizada durante a
ultrassonografia endoscopica (USE) e permite a bidpsia de massas tumorais,
linfonodos e estudo do liquido ascitico (SAHANI et al., 2008). A USE-PAAF
demonstra valor preditivo negativo entre 20% e 50% para o diagnostico de
malignidade, assim, uma bidpsia negativa ndo exclui cancer. Sua sensibilidade é
de 85% e a especificidade de 98% (ARDENGH; GOLDMAN; LIMA-FILHO, 2011,
MAJUMDER; CHUBINEH; BIRK, 2012).

As taxas de complicacbes da PAAF é de cerca de 1,6% (VINCENT et al.,
2011). Por outro lado, a biépsia do pancreas guiada por agulha fina ndo pode ser
usada rotineiramente para a deteccdo precoce ou rastreamento populacional para
0 AP (SINGH;SRINIVASAN, 2011), o que reforca a necessidade de identificacéo de
bons biomarcadores, especialmente os obtidos por técnicas ndo-invasivas atraves
do exame de fluidos corporais (REICHERT, 2011).

O escovado citologico é obtido durante o exame de colangiopancreatografia
endoscopica retrograda. Sua sensibilidade, que varia de 20% a 50%, é mais baixa
gue a USE-PAAF, atribuida a quantidade reduzida de células tumorais coletadas.
Ao passo que sua especificidade é de 100%, semelhante a da USE-PAAF (NOVIS
et al., 2010; PARSI et al., 2011).

Os microRNAs (miRNAs) sdo segmentos curtos e ndo codificantes de RNA que
regulam a expressdo de outros genes. Alteragcbes nos miRNAs estdo ligadas ao
cancer, ora vistas como consequéncia, ora como causa. No entanto, delecdes,
amplificacbes e quebras cromossémicas em regides que contém miRNAs
desencadeiam aspectos especificos da tumorigénese como oncogénese, progressao,
invasdo, metastase e angiogénese. Mais de 50% dos mMIiRNAs descritos estao
localizados em regides gendmicas associadas com cancer ou pontos de fragilidade
gendbmica (BLOOMSTON et al., 2007; SZAFRANSKA, et al., 2007).
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A visao classica do cancer como uma doenga genética que afeta oncogenes e

genes de supressao tumoral que codificam proteinas esta agora expandindo para

incluir os MiRNAs. Os miRNAs podem, por si mesmos, agirem como supressores

tumorais quando suprimidos, como o miR-15a, miR16-1 e a familia let-7 (TONG;

NEMUNAITIS, 2008; TSANG; KWOK, 2008),

Ou Como oncogenes,

guando

amplificados, no caso do miR-155, miR17-2 ou miR-21 (HABBE et al., 2009; HUANG et
al., 2010; MEDINA; NOLDE; SLACK, 2010).
Ainda existem evidéncias de expressao tecidual distinta no niumero de miRNAs

entre o pancreas normal, a pancreatite crénica e o carcinoma pancreatico (ZHU, Z.et

al., 2009), bem como no plasma de pacientes com AP (WANG et al., 2009a).

Quadro 1 — Alteracbes dos miRNAs no adenocarcinoma pancreético e 0s genes

gque afetam.
miRNA Expresséo Gene-alvo Referéncia
miR-21 N PDCD4 e TIMP3 Du Rieu et al., 2010
miR-655 N ZEB1 e TGFBR2 Harazono et al., 2013
miR-150 " IGF1R Farhana et al, 2013
miR-630 " IGF1R Farhana et al, 2013
miR-155 ) SEL 1L Liu, Q. et al., 2013
miR-424-5p ) SOCS6 Wu, etal, 2013
miR-197 " p120 catenina Hamada et al., 2013
miR-10a " HOXA1 Ohuchida et al. 2012
miR-10b " - Nakata et al, 2011; Setoyama et al., 2011
miR-100 " IGF1R Huang, J. et al., 2013
miR-301a " Bim Chen, Z. et al, 2012
miR-375 " - Zhou et al, 2012
miR-218 ¥ ROBO1 He et al. 2013; Li, C.H., 2013
miR-203 ¥ EZH2 Xu et al., 2013
miR-1290 - LiA. et al., 2013
miR-142-3p ¥ HSP70 Mackenzie et al. 2013
Let-7a v RRM BHUTIA et al., 2013
miR-221 " - Kawaguchi et al., 2013
miR-211 - Giovannetti et al., 2012
miR-34a v NOTCH1 Xia et al. 2012
miR-143 Vv ARHGETI’QQEHGEFZ’ Hu et al., 2012
miR-96 ¥ - Tanaka et al., 2013
miR-34b ¥ Smad3 Liu,C. et al.,2013
miR-101 ¥ CDH1 Qazi, A.M. et al.,2012
miR-200 Vv MT1-MMP Soubani, O. et al., 2012
miR-15b e miR-16 ¥ Bcl2 Shen, J.et al., 2012
miR-31 ' YSll - Laurila, E.M. S et al., 2012
miR-146 Smad4 Du, J, et al., 2012
miR-193b ¥ - Rosero, S. et al., 2010
miR-150 ¥ MUC4 Srivastava, et al., 2011
miR-548d 7 - Heyn H., et al., 2012
miR-126 v ADAM9 Hamada S. et al.,2012
miR-34 ¥ - Liu, C. et al., 2013; Xia, J., et al. 2012
miR-132 7 - Zhang S. et al.,2011
miR-148a v CDC25B Liffers, et al., 2011
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Os miRNAs podem ser identificados e quantificados ndo somente nos
tecidos congelados, mas em tecidos fixados em parafina, ou em soro ou plasma.
Esses marcadores moleculares minusculos porém potentes ja demonstraram ser
eficientes na classificacdo do AP, na estratificacdo progndstica, e como preditor de
resposta ao tratamento quimioterapico. De forma quase constante, o miR-21, e
menos frequentemente o0 miR-196, miR-217, miR10b e miR-155 parecem estar
hiperexpressos no AP e serem indicativos de pior sobrevida global, pior resposta
ao tratamento e maior risco de metastase (HWANG et al., 2010; PREIS et al.,
2011b; SCHULTZ et al., 2012).

O presente trabalho € motivado pela necessidade de identificar
biomarcadores teciduais e plasmaticos, que possam contribuir com o diagndstico e
a melhor caracterizacdo dos AP, mediante pesquisa de miRNAs, bem como a
comparacao da expressdo desses miRNAs com o biomarcador atualmente mais

empregado na pratica clinica, o CA 19-9.
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REVISAO DA LITERATURA
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2 REVISAO DA LITERATURA

Atualmente ndo existem meios para fazer o diagnostico precoce e seguro do
AP, nem de se estabelecer um tratamento curativo nos estadios mais avancados.
Assim, a maioria dos pacientes (80%) apresenta-se com doenca disseminada, 0
que resulta em baixa taxa de ressecc¢do curativa e sobrevida, em média, de 4 a 6
meses. A sobrevida estimada em 5 anos € menor que 5% e, embora o AP nao
esteja entre os canceres mais frequentes, é considerado uma das causas mais
frequentes de morte relacionada ao céncer, com aproximadamente 28.000 mortes
por ano nos EUA (SIEGEL; NAISHADHAM; JEMAL, 2013) e 40.000 mortes por ano
da Europa (FERLAY, J et al.,, 2013). Existe, portanto, uma necessidade da
pesquisa de marcadores moleculares de diagnostico e prognostico, para que se

possa melhorar o manejo clinico do AP.

2.1 Fatores de risco para o adenocarcinoma de pancreas

As causas exatas para o AP ndo sdo conhecidas, mas fatores como sexo,
idade e raca parecem estar relacionados. Fatores modificaveis como tabagismo,
obesidade, diabetes, risco ocupacional, dentre outros, aumentam o potencial de se

adquirirem mutacdes genéticas que resultam no AP (IODICE et al., 2008).

2.1.1 Sexo

O cancer de pancreas € cerca de 30% mais frequente em homens do que
em mulheres. Dados dos EUA (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2013), Unido
Europeia (FERLAY, J et al., 2013), e de todo o mundo (FERLAY, JACQUES et al.,
2010) demonstram maior incidéncia e mortalidade para os homens em comparacéao
com as mulheres. As diferencas observadas entre 0s sexos podem estar
relacionadas aos diferentes estilos de vida como tabagismo, etilismo, dentre outros
(HOEM; BACKMAN, 1999).

2.1.2 Idade

A idade avancada € um dos fatores de risco mais importantes para a
incidéncia e mortalidade do AP. O risco é mais baixo até a idade de 50 anos, mas
aumenta subitamente a partir de entdo. Em andlise retrospectiva, a taxa de
incidéncia do AP vai de 1,2/100.000 em homens de 35-39 anos para 100,5/100.000
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nos individuos com 85 anos ou mais (FERLAY, JACQUES et al., 2010; AMERICAN
CANCER SOCIETY, 2013). A idade mediana ao diagndstico € de 71 anos nos EUA
(AMERICAN CANCER SOCIETY, 2013) e 72 anos na Inglaterra (PARKIN, 2011), o
gue significa que metade dos pacientes terdo a doenca acima de 71/72 anos.

2.1.3 Tabagismo

O tabagismo € o fator de risco mais importante para AP e estima-se que seja
responsavel por 20-30% de todos casos (IODICE et al., 2008; PARKIN, 2011). Esta
associado a um risco duas vezes maior de cancer de pancreas, e este risco declina
apos o periodo de cessacado tabagica, atingindo o0 mesmo risco do ndo tabagista
apos 20 anos de abstinéncia (BOSETTI et al., 2012a).

O risco de AP aumenta com a duracdo e intensidade do habito tabagico,
explicando a incidéncia mais precoce do AP encontrada entre fumantes (BOSETTI
et al., 2012a; LYNCH et al., 2009). Ha aumento em 27% no risco de cancer de
pancreas a cada cinco cigarros fumados por dia (LEENDERS et al.,, 2012). O
tabagismo passivo aumenta em 50% no risco de AP (VRIELING et al., 2010) e
criancas que estdo expostas a fumaca de cigarro diariamente possuem o dobro do
risco de terem AP ao longo da vida (CHUANG et al., 2011).

2.1.4 Obesidade

O risco de desenvolver o AP é cerca de 20% maior no obeso quando
comparado ao individuo de peso normal (ARSLAN et al., 2010; BERRINGTON DE
GONZALEZ; SWEETLAND; SPENCER, 2003). Estima-se que 12% dos casos de
AP da Inglaterra sejam atribuidos a sobrepeso e obesidade (PARKIN, 2011). Os
mecanismos envolvidos que explicam tais observacdes ndo estdo claros, mas,
provavelmente, a obesidade levaria a uma inflamacdo cronica, mediada por
moléculas como TNF-alfa, IL-6, gerando um estresse oxidativo com disfuncéo
mitocondrial e autofagia (GUKOVSKY et al., 2013).

2.1.5 Alcool

N&o existe evidéncia clara do efeito causal do alcool sobre o AP. Um
discreto risco foi observado com o consumo maior que 30g de alcool por dia
(GENKINGER et al., 2009). Uma meta-analise identificou aumento de 20-30% no

risco de AP nas pessoas que consumiam trés ou mais doses de alcool ao dia
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(TRAMACERE et al., 2010). Entretanto, um grande estudo de caso-controle
recente comprovou que ndo existe aumento no risco, mesmo quando 0 consumo €&
de 60g por dia ou mais de alcool, seja na forma de bebida destilada ou fermentada,
como cerveja ou vinho (MICHAUD, 2010).

2.1.6 Nivel Socioeconémico

O nivel socioeconémico, medido por anos de educacdo, é inversamente
proporcional a mortalidade por cancer de pancreas (JEMAL et al., 2013). Ainda a
baixa renda esta associada a um aumento de 80% no risco de AP em homens
brancos e a um risco ainda maior de 170% em negros norte-americanos, mesmo
depois de controlar para fatores de viés como consumo de alcool, tabagismo e
dieta (SILVERMAN et al., 2003).

2.1.7 Raca

A taxa de incidéncia e mortalidade varia de acordo com o grupo étnico. Nos
EUA, a incidéncia mais alta € encontrada nos afro-americanos (incidéncia
15,3/100.000, mortalidade 13,8/100.000), seguido de taxas intermediarias nos
brancos americanos (incidéncia 11,6/100.000, mortalidade 10,7/100.000), e as
taxas mais baixas estdo relacionadas aos americanos asiaticos (incidéncia
8,8/100.000, mortalidade 7,5/100.000) (AMERICAN CANCERSOCIETY, 2013).

2.1.8 Dieta

Diversos aspectos nutricionais vém sendo associados ao AP. Alguma
evidéncia sugere associacdo entre consumo de carne vermelha e embutidos e
aumento do risco de AP (LARSSON; WOLK, 2012). De outro lado, a ingesta de
folato, presente em frutas e vegetais frescos, teria valor de protecdo contra o risco
de desenvolver AP(JANSEN et al., 2013). Foi identificada associacdo entre a
ingesta de refrigerantes e o desenvolvimento de AP, provavelmente por seu alto
teor de aclcar, o que aumenta os niveis de insulina e promove obesidade e
diabetes (GENKINGER et al., 2012).

2.1.9 Diabetes
O diabetes melitus tanto é fator de risco para o AP como um sinal precoce

do aparecimento deste cancer. Ao diagndéstico de AP, cerca de 25% dos pacientes
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estdo diabéticos e outros 40% estdo pré-diabéticos (CHARI et al., 2008). Os
pacientes com diabetes apresentam aumento de risco para AP independente da
duracdo do diabetes e este risco € maior para 0os que tém um pior controle
glicémico (HENRY; PRIZMENT; ANDERSON, 2013).

2.1.10 Pancreatite

Ha forte associacao entre pancreatite cronica e AP, e tal condi¢cao pode ser
sinal precoce de AP (RAIMONDI et al., 2010). O aumento do risco é de seis vezes
para os pacientes com pancreatite cronica e esta relacionado com a duragéo e
recidiva da pancreatite (RAIMONDI et al., 2010). O intervalo entre o diagndstico da
pancreatite e 0 aparecimento do cancer pode ser de 10 a 20 anos, porém apenas
4% dos pacientes com pancreatite cronica desenvolverdo AP ao longo de suas
vidas (LOWENFELS et al., 1993).

2.1.11 Risco Genético

Embora a maioria dos AP apareca de forma esporadica, cerca de 10% dos
casos podem ser atribuidos a causas genéticas (PETERSEN, G. et al., 2006). Ha
trés formas clinicas distintas de apresentacdo da predisposicao genética:

e Sindromes de predisposicdo tumoral, que possuem fendtipo clinico
diferente, porém possuem risco aumentado de AP: Peutz-Jeghers, Li-
Fraumeni, sindrome do melanoma-carcinoma pancreatico, sindrome do
cancer de ovario e mama.

e Fibrose cistica e pancreatite hereditaria: risco aumentado de AP,
possivelmente, em virtude da pancreatite cronica.

e Cancer de pancreas familiar: dois ou mais parentes de primeiro grau, ou
trés parentes em qualquer grau com carcinoma de pancreas numa
familia, e que néo preencham critério de nenhuma outra sindrome
genética conhecida (SCHNEIDER et al., 2011).

2.2 Etiopatogénese
O AP é uma doenca genética causada por mutacdes especificas, herdadas
e adquiridas, de genes associados ao cancer. Os mecanismos envolvidos na

tumorigénese foram mais esclarecidos apés o sequenciamento dos éxons de
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20.661 genes em 24 casos de adenocarcinomas ductais de pancreas (JONES et
al., 2008). O mapeamento dos genes envolvidos nos mecanismos moleculares do
AP deu nova compreensao sobre a agregacao familiar da doenca, a progressao
das células a partir do ducto pancreatico normal, as lesdes precursoras nao
invasivas, culminando com o carcinoma invasivo (SINGH; SRINIVASAN, 2011).

A progressdo de uma célula normal para o AP requer o acumulo de uma
série de mutacbes genéticas herdadas ou adquiridas. As muta¢des pontuais de
ativagcdo do oncogene KRAS séao prevalentes no AP e resultam na estimulagéo de
diversas vias, incluindo a via da proteina quinase ativada pelo mitdgeno RAF e a
via da fosfoinositidilquinase-3. Outras alteracdes genéticas incluem o encurtamento
do telémero e a inativacdo de genes supressores tumorais como CDKN2A, TP53, e
SMAD4, que codificam pl6, p53, e SMAD4, respectivamente, e também
contribuem para a progresséo do cancer pancreatico (YACHIDA et al., 2010).

Os eventos genéticos podem se apresentar em diferentes estagios no
desenvolvimento do AP, nas lesdes precussoras histologicamente definidas como
neoplasia intraepitelial pancreatica (NIP), neoplasia mucinosa papilifera intraductal,
ou neoplasia cistica mucinosa. Cada lesdo precursora representa uma via
alternativa na formacdo do AP e possui eventos genéticos e apresentacdo Unicos
gue controlam o seu desenvolvimento, conforme ilustrado na figura 1 (LOWERY;
O’'REILLY, 2012).

A maioria das alteracfes genéticas no AP representam mutacdes somaticas,
presentes em multiplas combinacfes, e podem ser divididas em trés grandes
categorias (COWAN; MAITRA, 2014):

e Mutacao de ativacao de oncogenes, como o0 KRAS.

e Inativacdo de genes supressores de tumores, como 0 p16/CDKN2A,
TP53 e SMADA.

e Inativacao de genes de reparo do DNA, como o hMLH1 e MSH2.
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Figura 1 - Muta¢cBes somaticas associadas ao AP (Fonte: LOWERY; O'REILLY, 2012)

Dentre as mutacdes mais frequentes, esta a ativacdo do KRAS, presente em
mais de 90% dos pacientes com AP (JONES et al., 2008). Esta mutacdo parece
ocorrer precocemente na carcinogénese do AP, uma vez que esta presente nas
lesbes pancreaticas pré-malignas e sua prevaléncia aumenta a medida que
aumenta o grau de displasia das lesdes precursoras (WU et al., 2011).

A perda de funcdo de genes supressores tumorais foi bem estudada no AP,
e em mais da metade dos casos existe inativacdo de pl6/CDKN2A, TP53 e
SMAD4 (ROZENBLUM et al., 1997).

O gene pl6/CDKN2A encontra-se no cromossomo 9p e sofreu inativacao
somatica em praticamente todos os AP (mais que 94% de todos os casos), levando
a perda de funcdo do pl6, o produto proteico do gene CDKN2A. A importancia da
inativacao desse gene é por sua funcao no controle do ciclo celular desses tumores
(COWAN; MAITRA, 2014).

Cerca de 80% dos pacientes com AP possuem inativacdo do gene TP53,
gue leva a perda da regulacdo da proliferacdo celular e da apoptose em resposta
ao dano do DNA (JONES et al., 2008).

No cromossomo 18q Ilocaliza-se o0 gene SMAD4, inativado em
aproximadamente 60% dos pacientes com AP e que possui participacado

fundamental na sequéncia de sinais intracelulares dos receptores de fator de
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crescimento transformante beta (TGFB). Os casos de AP com perda de SMAD4
possuem maior risco de metastase a distancia e pior prognéstico (BLACKFORD et
al., 2009).

A andlise de lesBes pancredticas intraductais estabeleceu a presenca
acumulativa das mesmas mutagdes genéticas do AP na chamada “neoplasia
intraepitelial pancreatica” (NIP). A medida que aumenta o niamero de mutacoes,
aumenta o grau de displasia. A mutacédo do gene KRAS aparece primeiro no NIP-1,
guando o gene p16/CDKNZ2A sofre mutacao a lesao transforma-se em NIP-2, e por
ultimo a inativacdo do SMAD4 e do TP53 aparecem somente no grau mais alto de
displasia, o NIP-3 (BLACKFORD et al., 2009).

Menos do que 10% dos pacientes com AP possuem inativacdo do gene
BRCA-2, e constitui-se em uma das mais importantes causas de cancer
pancreatico familiar, pois as mutacées do BRCA-2 sdo encontradas em até 17%
dos pacientes com céancer de pancreas familiar (RUSTGI, 2014).

Os genes de reparos do DNA, como hMLH1 e hMSH2 foram bem estudados
por causa de sua importancia na patogénese do cancer coloretal, particularmente
na sindrome de céancer coloretal ndo-polipose, sindrome de Lynch (do inglés
HNPCC, Hereditary Non-polyposis Colorectal Cancer Syndrome). Os pacientes
com HNPCC possuem mutacdes herdadas nos genes de reparo do DNA e um
risco elevado de canceres gastrointestinais, inclusive cancer pancreatico
(WILENTZ et al., 2000).

Os genes de reparo do DNA estdo mutados em cerca de 4% dos AP e,
quando presentes, conferem um aspecto histologico “medular” especifico, o que
facilita seu reconhecimento a microscopia. A presenca desta mutacdo confere
melhor prognéstico, embora sejam menos responsivos a quimioterapia baseada em
5-FU (RIBIC et al., 2003).

2.3 CA 19-9 e 0 adenocarcinoma de pancreas

O antigeno do céancer 19-9 (CA 19-9) é uma glicoproteina mucina que esta
relacionada com a proteina do grupo sanguineo de Lewis. Este antigeno esta
presente em tecidos epiteliais do pancreas, células dos ductos biliares, estbmago,
bexiga, célon, endométrio, glandulas salivares, e prostata (STEINBERG, 1990). O
suco pancreatico normal, biliar (em condi¢des benignas), e mesmo o fluido seminal
também contém CA 19-9 (STEINBERG, 1990). Niveis séricos podem estar
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elevados tanto em individuos saudaveis quanto naqueles com condi¢gBes benignas
ou malignas (TEMPERO et al., 1987).

O CA 19-9 foi originalmente identificado por um anticorpo monoclonal em
uma linhagem celular de céancer coloretal (KOPROWSKI et al., 1979; LOCKER et
al., 2006), mas provou ser mais util na avaliacdo do cancer pancreatico. Este
antigeno sialilado do grupo sanguineo Lewis A é identificado atraves de um ensaio
radioimunométrico (LOCKER et al., 2006), no entanto, cerca de 5% da populacéo
sdo antigeno Lewis A-B- e ndo produzem o antigeno CA 19-9, e nestes individuos
tal ensaio néo pode ser utilizado (LOCKER et al., 2006; TEMPERO et al., 1987).

O céancer de pancreas € apenas uma das varias condi¢cbes que podem
causar niveis elevados de CA 19-9, e esse exame nao é recomendado com teste
de triagem (FREBOURG et al., 1988). A sua sensibilidade (68-93%) e
especificidade (76-100%) sao insuficientes para um rastreamento populacional
adequado (STEINBERG, 1990).

A colestase decorrente de doenca de ducto biliar, cirrose, ou pancreatite
podem elevar falsamente os niveis de CA 19-9 e causar incerteza diagnéstica. A
elevacdo do CA 19-9 se correlaciona com os niveis de fosfatase alcalina, e a
determinacdo seriada dos niveis do CA 19-9 apos o alivio de ictericia e/ou a
utilizacdo de niveis de corte mais altos em pacientes com ictericia podem ser
necessarios para excluir o cancer de pancreas em pacientes com imagem normal
na investigacao por imagem (LOCKER et al., 2006).

O CA 19-9 é util na avaliacdo da eficacia da terapia e pode ser medido no
inicio do tratamento para a doenca localmente avancada e metastatica e a cada 1-
3 meses durante o periodo de tratamento com a quimioterapia, a radioterapia e/ou
outras terapias. A queda nos niveis de CA 19-9 ajuda a confirmar a eficacia de um
regime terapéutico (SEUFFERLEIN et al., 2012).

Por outro lado, um aumento dos niveis CA 19-9 pode indicar a necessidade
de alterar o regime de tratamento. Se o CA 19-9 aumentar durante o periodo de
vigilancia, a progressdo da doenca deve ser confirmada com o exame clinico,
diagndstico por imagem e/ou biopsia. No entanto, ndo existe consenso quanto a
frequéncia com que o teste do CA 19-9 deve ser realizado, qual aumento é
importante ou o periodo de tempo de elevacédo dos niveis de CA 19-9 considerado
significativo (LOCKER et al., 2006).

A sensibilidade, especificidade, valor preditivo positivo (VPP) e valor
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preditivo negativo (VPN) do CA 19-9 para o diagndstico de cancer de pancreas €
dependente do nivel de corte (Tabela 1). Um nivel normal é inferior a 37 U/mL, o
gue corresponde a uma sensibilidade de 81% (68% -93%), uma especificidade de
90% (76% -100%), VPP de 72%, e VPN de 96% (STEINBERG, 1990). Estudos
também mostram que os niveis de CA 19-9 podem correlacionar-se com a carga
tumoral, a recorréncia da doenca, e a resposta ao tratamento. Assim, o CA 19-9 é
um marcador melhor para neoplasias pancreaticas avancadas do que para a
doenca em estagio inicial.

Tabela 1 - Niveis de corte de CA 19-9 para o diagnéstico de cancer de pancreas

Sensibilidade Especificidade

0 0
Corte (U/mL) (%) (%) VVP (%) VPN (%)
37 81 90 72 96
100 68 98 87 94
300 54 99 92 91
1000 41 99,8 97 89

Fonte: Steinberg, 1990.

Os valores elevados de CA 19-9 (isto é, maior do que 1000 U/mL) ao
diagnostico podem se correlacionar com tumores irressecaveis ou neoplasias mais
avancadas, embora esta avaliacdo pré-operatoria de CA 19-9 ndo tem sido
amplamente utilizada para estabelecer irressecabilidade. Niveis elevados de
marcador também podem ser utilizados para prever o desfecho clinico dos
pacientes. A diminuicdo ou normalizacao dos niveis de CA 19-9 no pés-operatério
se correlaciona com maior sobrevida. Por outro lado, o aumento dos niveis de
marcadores no pos-operatério foram correlacionados com menor tempo de
sobrevivéncia e aumento da recorréncia da doenca (FREBOURG et al., 1988).

Finalmente, o CA 19-9 pode ser utilizado para monitorar a resposta do tumor
ao tratamento curativo com a cirurgia, com ou sem tratamentos adicionais como
guimioterapia, radioterapia e/ou outras terapias alvo ou biolégicos. A diminuicdo do
CA 19-9 confirma a eficacia do regime terapéutico, enquanto que um nivel estavel
ou crescente pode indicar a necessidade de mudanca na terapia (STEINBERG,
1990).
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2.4 Diagnostico

As técnicas de imagem de rotina, tais como tomografia computadorizada ou
ressonancia magnética, podem ndo detectar o AP nas fases iniciais e nem
diferenciar lesdes benignas de malignas (REICHERT, 2011). Na pratica clinica, a
presenca de perda de peso, ictericia, CA 19-9 >37 U/ml, acompanhada de
alteracdo da via biliar e massa na cabeca do pancreas, sdo alteracdes que
orientam a conduta terapéutica na maioria dos centros especializados, porém o
exame anatomopatolégico segue sendo o padrdo-ouro na confirmacdo de
malignidade. Por outro lado, as dificuldades de realizagcdo do estudo
anatomopatolégico das massas pancreaticas no pré-operatério, atribuidas as
limitacbes do material tecidual obtido por bidpsia percutanea ou por
ecoendoscopia, expdem pacientes a uma duodenopancreatectomia cefalica para
doenca inflamatodria benigna (ABRAHAM et al., 2003).

A biopsia por agulha fina guiada por ultra-sonografia endoscopica (EUS-
FNA) é uma modalidade minimamente invasiva para o diagnostico pré-operatério
do cancer de pancreas e com taxas de complicacdes de cerca de 1,6% (VINCENT
et al., 2011). Por outro lado, a biépsia do pancreas guiada por agulha fina néo pode
ser usada rotineiramente para a deteccdo precoce ou rastreamento populacional
para AP (SINGH;SRINIVASAN, 2011), o que reforca a necessidade de
identificacdo de bons biomarcadores, especialmente os obtidos por técnicas nao-
invasivas através do soro ou plasma e que possibilitem o diagndstico de carcinoma

pancreatico por meio de técnicas acuradas e menos invasivas (REICHERT, 2011).

2.4.1 Quadro clinico

A apresentacdo clinica do AP varia de acordo com sua localizacdo
anatébmica. Aproximadamente 60-70% destes estdo localizados na cabeca do
pancreas, enquanto 20-25% estdo no corpo/cauda, e o restante envolve todo o
orgdo (MODOLELL; GUARNER; MALAGELADA, 1999). Comparado a outros
tumores do corpo e cauda do 6rgdo, o AP da cabeca do pancreas apresenta-se
mais comumente com ictericia, esteatorréia e perda de peso (BAKKEVOLD;
ARNESJ@; KAMBESTAD, 1992; KALSER; BARKIN; MACINTYRE, 1985; PORTA
et al., 2005).

Um estudo multi-institucional com 185 pacientes de AP identificou os

sintomas mais frequentes ao diagndstico (Quadro 1) (PORTA et al., 2005).
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Quadro 2 — Sinais e sintomas mais frequentes ao diagndéstico de adenocarcinoma
de pancreas. (Fonte: Porta et al., 2005).

Sinal % Sintoma %
Ictericia 55% | Astenia 86%
Hepatomegalia 39% | Perda de Peso 85%
Massa Hipocondrio Direito 15% | Anorexia 83%
Caquexia 13% | Dor abdominal 79%
Massa epigastrica 9% | Coldria 59%
Ascite 5% Ictericia 56%
Nausea 51%
Dor lombar 49%
Diarréia 44%
Vémito 33%
Esteatorréia 25%
Tromboflebite 3%

A abordagem diagnostica e o tratamento do AP continuam a ser
desafiadores. Embora o carcinoma do pancreas possa ser tratado cirurgicamente
na fase inicial, a maioria dos casos apresenta-se em um estagio avancado, com
disseminacdo vascular do tumor e sua propagacdo para os linfonodos regionais
(VINCENT et al., 2011).

Além disso, o diagnostico diferencial de AP e massas pseudotumorais
causadas por pancreatite cronica € muitas vezes dificil devido a caracteristicas
indistinguiveis nos exames de imagem e na apresentacdo clinica (SAITO et al.,
2011), bem como no estudo anatomopatoldgico. Um estudo realizado em pacientes
submetidos a duodenopancreatectomia por suspeita de malignidade no Hospital
Johns Hopkins revelou em 10,6% de achados cirargicos ndo neoplasicos (maior
parte pancreatite crbnica) e 9,2% eram tumores benignos que tinham sido
suspeitados de neoplasia maligna no pré-operatorio, de forma a indicar a cirurgia
radical (ABRAHAM et al., 2003).

As caracteristicas clinicopatolégicas determinadas apos a
duodenopancreatectomia (DP), incluindo o envolvimento linfonodal, o grau
histologico, a invasdo venosa e status da margem de resseccdo, estabelecem
estratificagbes de risco entre os pacientes com AP (VINCENT et al.,, 2011). Por

outro lado, esses fatores por si sO ndo representam toda a variabilidade
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prognostica observada no AP que influencia diretamente na sobrevida
(RACHAGANI; KUMAR; BATRA, 2010). A histologia ndo tem sido suficiente para
esclarecer as diferentes respostas que 0s pacientes apresentam ao mesmo
esquema terapéutico. Existem ensaios que permitem prever a quimiosensibilidade
in vitro de tumores a determinados agentes quimioterapicos, no entanto sua
aplicabilidade clinica é limitada (LIAO, Q. et al., 2010).

A natureza sistémica do AP é uma constatacao frente a recorréncia precoce
apos extensas ressecc¢des da doenca aparentemente localizada. Desta forma, a
identificacdo de marcadores do AP no prée-operatorio pode melhorar os critérios de
estadiamento e de selecéo dos pacientes para cirurgia em circunstancias limitrofes
de resseccao (VINCENT et al., 2011).

A andlise molecular é claramente uma fonte de biomarcadores clinicamente
Uteis. Os tumores com caracteristicas clinico-patologicas semelhantes podem
conter diferencas moleculares que se associam a variacdo do comportamento
clinico: isso foi claramente demonstrado no pancreas e outros tipos de cancer, com
subgrupos de tumores classificados baseando-se na expressao de genes (SINGH,
2011).

2.5 Modalidades terapéuticas
2.5.1 Cirurgia

A cirurgia constitui-se atualmente o Unico tratamento de potencial curativo
para o AP, no entanto somente 15-20% dos pacientes sdo candidatos ao
tratamento cirargico definitivo. Os métodos de imagem servem para discernir 0s
pacientes mais adequados para resseccdo com carater curativo daqueles que
poderao se beneficiar de algum procedimento cirargico paliativo (SAIF, 2011).

Quando a doenca esta limitada ao 6rgdo e aos linfonodos peripancreaticos
(estadio I-11B), a cirurgia apresenta maximo potencial de cura. Outros tumores com
envolvimento limitado de regibes peripancreaticas, como a veia mesentérica
superior, a veia porta, a artéria mesentérica superior ou a artéria hepatica podem
também ser tecnicamente ressecaveis, porém o impacto na sobrevida ainda é
controverso. No caso de estreitamento ou oclusdo da veia mesentérica superior o
tumor é considerado como limitrofe para resseccdo e existem discussdes sobre
riscos e beneficios de cirurgia de resseccéo tumoral combinada a enxertia vascular

no mesmo tempo cirargico (BALCOM et al., 2001).



37

No entanto, aqueles que apresentam metastase no peritonio, figado, omento
ou qualquer sitio extra-abdominal ndo possuem indicacdo de resseccao cirdrgica, e
ndo se beneficiardo de qualquer procedimento cirtrgico extenso (GOOIKER et al.,
2011).

Atualmente, os exames de imagem séo inadequados em identificar os AP
que sdo realmente ressecaveis, sobretudo pela baixa sensibilidade para doenca
metastéatica de pequeno volume, como metastase menor que 1 cm na superficie do
figado ou peritbnio, que raramente é vista na tomografia computadorizada (TC), na
ressonancia nuclear magnética (RNM) ou na ultrassonografia abdominal (US). O
emprego da laparoscopia como recurso de estadiamento aumenta a eficacia
cirargica dos pacientes que ndo apresentam doenca metastatica aparente pelos
exames de imagem pré-operatorios. Esta indicado também nos pacientes com
doenca aparentemente localizada, porém tumores maiores que 3 cm, tumores de
corpo ou cauda e com CA 19-9 elevado (> 100 Ul/ml) (KATZ et al., 2008).

O procedimento cirargico considerado padrdo na maior parte dos centros de
tratamento do AP é a duodenopancreatectomia ou cirurgia de Whipple, e consiste
na retirada da cabeca do pancreas, duodeno, 15 cm proximais do jejuno, ducto
biliar comum, vesicula biliar e gastrectomia parcial.

A morbi-mortalidade do procedimento de Whipple vem caindo com o passar
do tempo e a modernizacdo dos hospitais, passando de cerca de 15% na década
de 1970, a menos de 4% nas grandes séries atuais (BALCOM et al., 2001). A maior
razdo da melhora dos resultados foi apontada por uma meta-analise de 14 estudos
e é o0 desenvolvimento de centros especializados no tratamento do AP, com
cirurgidoes e servicos de alto volume operatério especifico nessa area de atuacao.
Houve uma correlacdo entre o volume cirdrgico do hospital, a mortalidade pés-
operatoria e a sobrevida global (GOOIKER et al., 2011).

Os pacientes que se apresentem com obstrucdo biliar ao diagnéstico
possuem maior risco de complicacées perioperatorias e devem ter o ducto biliar
drenado antes da cirurgia, de forma seletiva (SANTOS et al., 2005, Qiu et al.,
2011). Deve haver uma ampla discussédo sobre a via de drenagem biliar, ja que
hoje pode ser feita por via endoscépica, percutanea, laparoscopica ou por cirurgia
convencional. Na presenca de colangite, a preferéncia é por colocacdo de proteses
expansiveis que descomprimam e drenem o conteldo infectado enquanto a
infeccdo é debelada (MOSS et al., 2007).
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2.5.2 Quimioterapia

Como somente uma minoria dos pacientes com AP apresentam doencga
ressecavel ao diagndstico, a maioria dos pacientes possui doenca localmente
avancada ou metastética, com sobrevida mediana variando de oito a 12 meses
para aqueles com doenca localizada, e trés a seis meses para 0S que tem
metastase ao diagnoéstico (SAIF, 2011).

E consenso que todos os pacientes submetidos a ressecgéo cirlrgica com
intuito curativo sdo candidatos a terapia adjuvante, mesmo aqueles com doenca
aparentemente localizada, como pT1pNO (SEUFFERLEIN et al., 2012).

Ha beneficio na sobrevida global dos pacientes com AP que receberam
guimioterapia adjuvante, e os dois agentes de impacto sdo gemcitabina e as
fluoropirimidinas (LIAO, WEI-CHIH et al., 2013; YU et al., 2013). Uma meta-analise
com nove estudos demonstrou que, quando comparado com observagao, 0 risco
relativo de morte foi de 0,65 (intervalo de confianca, IC, 95%, 0,49 — 0,84) para
fluorouracil, de 0,59 (IC 95%, 0,41 — 0,83) para gemcitabina, ap0s ajustados para
fatores como envolvimento linfonodal (LIAO, WEI-CHIH et al., 2013).

Existe davida se haveria beneficio em adicionar radioterapia a quimioterapia
adjuvante aos pacientes com AP. Poucos estudos compararam diretamente
guimioterapia com ou sem radioterapia como estratégia adjuvante. O estudo
ESPAC-1 comparou em trés bracos o efeito de quimioterapia versus quimioterapia
e radioterapia associados versus observacdo como tratamento adjuvante no AP.
Apods 0 ajuste para os fatores prognosticos mais importantes, a concluséo foi que
guimioterapia adjuvante promove ganho de sobrevida, enquanto o acréscimo de
radioterapia possui efeito deletério nesta populacdo (NEOPTOLEMOS et al., 2004).

Os pacientes que ndo sdo candidatos a tratamento curativo devem receber
terapia paliativa, e o principal objetivo deste tratamento ndo deve ser somente a
reducdo das dimensfes do tumor aos exames de imagem, uma vez que existem
caracteristicas de reacdo desmoplasica e inflamatéria em torno do tumor
(FREENY, 1989). Até a monitoramento dos marcadores séricos como o CA 19-9 ou
CEA deve ser feito com prudéncia, visto que sdo notérias as limitacdes do uso
desses marcadores, como sua nhdo alteracdo em individuos com auséncia do
antigeno sanguineo Lewis, intervalo variavel para sua redugdo, mesmo com

resposta clinica, ndo padronizacdo da curva resposta clinica-marcador (BAUER et
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al., 2013).

O mais importante para avaliar a eficiéncia de um esquema terapéutico
paliativo é sua eficacia clinica, medida em varidveis como qualidade de vida e
beneficio clinico, que avaliam questdes mais gerais como adequacgdes as funcbes
diérias, nivel de satisfacdo com o tratamento, dor, grau de funcionalidade do
paciente, entre outros (ALTER, 1996).

A mono-quimioterapia tem sido a principal forma de tratamento do AP
metastético, ainda que nao exista observacdo, entre os agentes ativos, de taxa de
resposta superior a 10% e sobrevida mediana maior que seis a sete meses.

A razdo para a refratariedade do AP aos agentes citotoxicos ndo esta
esclarecida, porém a hipotese mais aceita € que as mutacdes de inativacdo da
funcdo da proteina pl6, que é responsavel por 90% dos casos de AP, liberam a
inibicdo transcricional do gene supressor tumoral do retinoblastoma (RB). Esta
superexpressao do RB pode entdo permitir que as células escapem da apoptose
induzida pela quimioterapia (PLATH et al., 2002).

A gemcitabina € o agente mais empregado para os pacientes com AP que
nao sao candidatos a terapias mais agressivas. Trata-se de um analogo de
nucleosideo com semelhanca estrutural a citarabina. Embora os estudos iniciais
tenham sugerido baixa taxa de resposta, 6-11%, no tratamento em primeira linha
como agente unico (CARMICHAEL et al., 1996; CASPER et al., 1994), o beneficio
clinico foi observado mesmo na auséncia de resposta por imagem (11 versus 27%)
(ROTHENBERG et al., 1996), e sua aprovacao hoje como primeira linha baseia-se
somente no beneficio clinico superior ao grupo tratado com placebo.

Os derivados das fluoropirimidinas, como o 5-FU, a capecitabina e o S-1
podem ser utilizados como monoterapia, com resposta clinica que varia de 2-25%,
e boa aceitacdo geral. O perfil de efeitos colaterais inclui eriterma acral-plantar
(sindrome méao-pé), ndusea e diarreia(SCHULLER et al., 2000; VAN RIJSWIJK et
al., 2004).

Outros agentes quimioterapicos utilizados em monoterapia incluem
antraciclicos (doxorrubicina e epirrubicina) (WILS et al., 1985), estreptozocina,
ifosfamida, taxanes (docetaxel e paclitaxel), camptotecinas (topotecano e
irinotecano) (SAIF, 2011).

A combinacdo de agentes quimiotergpicos contra o AP produz uma maior

taxa de resposta, com maior toxicidade, porém nem sempre com a melhor
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sobrevida que se esperaria apos tal intensidade (VINCENT et al., 2011).

O esquema FOLFIRINOX (combinacéo de 5-FU, irinotecano e oxaliplatina)
foi o primeiro esquema de poli-quimioterapia a conferir ganho de sobrevida a um
selecionado grupo de pacientes com AP metastatico ou irressecavel. A
comprovacgdo estd no estudo de fase Il ACCORD 11, que comparou em 342
pacientes em 6timo estado clinico a combinacdo FOLFIRINOX versus gemcitabina
monoterapia. O estudo precisou ser interrompido precocemente pois a diferenca
em sobrevida entre os dois grupos impediu a continuacdo do braco que recebia
somente gemcitabina (taxa de resposta 32 versus 9%; sobrevida global 11,1 versus
6,8 meses) (CONROY et al., 2011).

A toxicidade foi maior no grupo de recebeu FOLFIRINOX, e é opinido
corrente entre os especialistas que, embora seja 0 esquema de melhor taxa de
resposta e sobrevida, ndo é de facil manejo para o paciente debilitado que
habitualmente frequenta os consultorios médicos fora dos protocolos de pesquisa.
Hoje em dia, dentro do universo dos pacientes candidatos, o FOLFIRINOX é
prescrito para somente 18% daqueles com indice de desempenho 1, e para 3%
dos pacientes com indice de desempenho 2 segundo entrevista realizada a 370
oncologistas americanos, no ano de 2010 (BENDELL et al., 2011).

A segunda combinacdo com ganho de sobrevida é de gemcitabina
associada a paclitaxel em nanoparticulas estabilizadas com albumina (nab-
paclitaxel). No estudo de fase Il MPACT, com 861 pacientes sem tratamento
prévio, a combinacdo de gemcitabina com nab-paclitaxel proporcionou uma maior
taxa de resposta (23 versus 7%) e maior sobrevida global (8,5 versus 6,7 meses)
em relacdo ao grupo que recebeu gemcitabina somente. O braco da combinacao
apresentou mais efeitos colaterais como neutropenia, neuropatia, diarreia e fadiga,
porém de leve a moderada nos grupos estudados (VON HOFF et al., 2013).

Outros esquemas com poliquimioterapia utilizam sobretudo em combinacao
com gemcitabina, agentes como cisplatina, oxalipatina, capecitabina, irinotecano ou
5-FU (STATHIS; MOORE, 2010). Em todos, o braco que recebe a combinacao
apresenta um ganho de sobrevida global marginal, quando efetivamente ocorre, e
as custas de um aumento excessivo de toxicidade e deve ser oferecido para os
pacientes que precisam de resposta rapida e que toleram os efeitos colaterais do
esquema escolhido.

Das terapias de alvo molecular atualmente disponiveis para uso clinico, a
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molécula contra o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), o erlotinib,
esta aprovada em combinacdo com gemcitabina para uso em pacientes com AP
avancado. O estudo de fase lll canadense com 569 pacientes demonstrou melhora
da sobrevida global no grupo que recebeu a combinacao erlotinib e gemcitabina em
comparacao ao que recebeu gemcitabina isolada (6,2 versus 5,9 meses) mesmo se
tal grupo ndo apresentou consideravel nimero de respostas objetivas por imagem
(MOORE et al., 2007).

2.6 Biomarcadores no cancer de pancreas

A pesquisa para identificacdo de biomarcadores que possibilitem a deteccao
mais precisa do AP € uma necessidade, uma vez que os métodos utilizados em
seu diagnodstico sao invasivos, podem acarretar em morbidade ao paciente e a
sobrevida e o prognadstico estédo diretamente ligados ao estagio em que a doenca é
diagnosticada. Em consequéncia, o diagnéstico precoce permitiria uma maior taxa
de resseccao completa com um melhor prognadstico.

Os miRNAs tem revelado um grande potencial como biomarcadores para
diagnostico do AP, bem como seu prognostico. As neoplasias intraductais papilares
(NIP) sao lesbes nao invasivas, precussoras do AP. O aumento da expressdo do
miR-21 e do miR-155 no suco pancreatico dos pacientes com NIP ja foi
demonstrado (HABBE et al., 2009).

Por outro lado, outros estudos ainda precisam confirmar o papel desses
MiRNA como biomarcadores de NIP. A superexpressao dos miR-205 e miR-21
precedem as alteracdes fenotipicas no ductos pancreaticos, tantos nas amostras
de humanos quanto de ratos transgénicos que desenvolveram cancer (HUMEAU,
TORRISANI; CORDELIER, 2013).

A superexpressao pode iniciar-se precocemente na transformacéo do tecido
pancreatico normal em maligno (JIAO et al., 2012), o que reforca o emprego do
miR-21 no diagnéstico precoce do AP. Finalmente, foram identificados nove
mMiRNAs no conteldo de um cisto pancreatico que podem ser utilizados como
biomarcadores para diferenciar a NIP, e prosseguir com ressec¢ao, ou caracterizar
um cisto ndo mucinoso e manter observagcdo, com sensibilidade de 89% e
especificidade de 100% (MATTHAEI et al., 2012).

De uma forma geral, os miRNAs podem ser identificados e quantificados néao

somente nos tecidos congelados, mas em tecidos fixados em parafina, ou em soro
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ou plasma. Esses marcadores moleculares minusculos porém potentes ja
demonstraram ser eficientes na classificacdo do AP, na estratificacdo prognostica,
e como preditor de resposta ao tratamento quimioterapico. De forma quase
constante o miR-21, e menos frequentemente o0 miR-196, miR-217, miR10b e miR-
155 parecem estar hiperexpressos no AP, e sao indicativos de pior sobrevida
global, pior resposta ao tratamento e maior risco de metastase (HWANG et al.,
2010; PREIS et al., 2011b; SCHULTZ et al., 2012).

2.6.1 Biogénese do MicroRNA

Os microRNAs (miRNA) sdo moléculas de RNA de cadeia simples de cerca
de 17-23 nucleotideos de comprimento, que funcionam na regulacdo da expresséo
do gene, e estdo envolvidas em diversos processos celulares, incluindo
diferenciacdo, proliferacdo e apoptose (LYNAM-LENNON; MAHER; REYNOLDS,
2009). Evolutivamente, sua origem € do reino vegetal como forma de protecdo ao
material genético de interferéncias externas. O primeiro pequeno RNA né&o
codificante identificado foi o lin-4, regulador do gene de controle do crescimento
larval lin-14, no nematddeo Caenorhabditis elegans (LEE, et al. 1993). Em 2000 foi
identificado o primeiro mMIRNA em vertebrados, o let-7a (PASQUINELLI et al.,
2000).

O processo de biogénese dos miRNAs é complexo e envolve componentes
nucleares e citoplasmaticos (LU et al.,, 2005). Inicialmente, os miRNAs séao
produzidos na forma de um transcrito primario longo (pri-miRNA), de varias
qguilobases de extenséo, pela RNA polimerase Il. O pri-miRNA € processado, ainda
no nuacleo, por uma endonuclease RNase lll, conhecida com Drosha, juntamente
com seu cofator Pasha gerando uma molécula precursora do miRNA maduro
denominada pré-miRNA, com cerca de 70 nucleotideos. Em seguida, o pré-miRNA
€ transportado ao citoplasma pela exportina-5, que utiliza GTP como co-fator
(Figura 2) (KAI; PASQUINELLI, 2010).

No citoplasma, o pré-miRNA é processado por outra RNase lll, Dicer,
gerando um miRNA fita dupla de aproximadamente 22 nucleotideos. Este produto é
incorporado ao complexo multimérico RISC (do inglés, complexo silenciador
induzido por RNA), que inclui as proteinas argonautas como principais

componentes. A atividade da helicase faz com que apenas uma das fitas do duplex
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de miRNA permaneca no complexo RISC para controlar a expressado pos-

transcricional de genes-alvo (ZHANG et al., 2007) (Figura 2).
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Figura 2 — Modelo geral da biogénese e funcdo do miRNA (Fonte:KAI;
PASQUINELLI, 2010)

Os miRNAs constituem tradicionalmente uma classe de reguladores
negativos da transcricdo génica. Cada miRNA pode, por predicbes de
bioinformatica, regular até 300 genes diferentes, de acordo com a
complementariedade do miRNA e a sequéncia do mRNA do gene (HSU et al.,,
2008). Para os miRNAs sédo conhecidos 2 mecanismos de acédo: degradacédo do
MRNA e inibicdo da sua traducdo. O primeiro mecanismo ocorre quando ha
pareamento perfeito entre o miRNA e o gene alvo (HUTVAGNER; ZAMORE, 2002)
ou quando o pareamento imperfeito resulte em deadenilagdo do mRNA (ROUSH,
2006). O pareamento imperfeito pode interferir na inibicdo da traducéo, através do
bloqueio da inicializacdo, retirada de ribossomos e inibicdo de alongamento
(PETERSEN, C. et al., 2006). O possivel papel do miRNA como regulador positivo
da transcricdo génica também ja foi demonstrado (VASUDEVAN, 2011).

A expressdo de miRNAs estda desregulada nos tumores humanos e tem
papel importante na oncogénese (BABASHAH; SOLEIMANI, 2011). Os miRNAs

sdo classificados como supressores, quando inibem oncogenes ou genes de
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apoptose, e oncomirs, quando promovem proliferagcdo tumoral ao inibir genes/vias
supressores tumorais (BABASHAH; SOLEIMANI, 2011).

A versdo mais recente do registro miRBase (http://microrna.sanger.ac.uk/)
(18.0, lancada em novembro de 2011 e atualizada em junho 2013) lista
24.521miRNAs maduros identificados em humanos. Estes miRNAs podem regular
a expressao de mais de um terco dos genes humanos (KOZOMARA,; GRIFFITHS-
JONES, 2014).

O cluster miR-17-92, que contempla os miR-17-3p, miR-17-5p, miR-18a,
miR-20a, miR-19a, miR-19b-1 e miR-92a-1, é a familia oncogénica mais estudada,
gue é regulada pelo c-MYC e modula genes indutores de apoptose (DI LEVA,
CROCE, 2010). Com o aumento da expressdo do cluster miR-17-92, ocorre
reducéo da apoptose com permissividade da proliferagéo tumoral.

Por outro lado, a familia let-7 (let-7-a-1, a-2,a-3, b, c, d, e, f-1, f-2, g, i, mR-
98) é a supressora tumoral mais estudada, capaz de regular oncogenes como a
familia RAS, CDC25a, CDK6, HMGA2 (JOHNSON et al., 2005; RICARTE-FILHO et
al., 2009; TSANG; KWOK, 2008;AMERES et al., 2010). Desta forma, esta classe
de reguladores tem grande potencial para aplicabilidade clinica, at¢ mesmo em
tratamentos. Recentemente, foi publicado um estudo clinico fase 1 que avaliou o
uso de um miRNA sintético em pacientes com melanoma. Utilizando um
nanocarreador sistémico, como a transferrina, direcionado para células tumorais,
foi observada uma reducao na expressdao de mRNA e proteina de um gene alvo do
MiRNA sintético em pacientes com melanoma (subunidade M2 da ribonucleotideo
redutase). Nao houve relato de toxicidade, mas o estudo avaliou apenas 3
pacientes (DAVIS et al., 2010).

Com base no seu papel fundamental na regulacédo da expressao do gene, as
alteracoes na expressdao de mIRNA estdo fortemente associadas com o
desenvolvimento e progressao de praticamente todos os tipos de cancer (WANG et
al., 2009a). Alguns miRNAs séo frequentemente alterados em diferentes tipos de
tumores, mas também existem os padrdes especificos de expressdo para 0S
diferentes canceres (TONG; NEMUNAITIS, 2008). Geralmente, a hipo-expressao
de miRNAs é mais frequente em células cancerosas do que sua hiperexpressao
(DAVIS, MARK E et al., 2010). No entanto, ha evidéncia de que existem miRNAs
gue sao hipoexpressos nos tecidos normais, mas que estdo aumentados no cancer
(AMARAL et al., 2009).
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Héa estudos que verificaram os perfis de expressdao de miRNA em varios
o6rgaos humanos, além de comparar os tecidos normais versus cancerosos e
indicaram a possibilidade de classificacdo de tumores em funcéo dos padrbes de
expressao restritos a um érgdo (CROCE, 2006; JOHNSON et al., 2005; VOLINIA et
al.,, 2006; WEBER et al., 2006). Alguns estudos incluiram também o tecido
pancreético, porém poucos possuem amostras com boa caracterizacdo clinica e
em tamanho satisfatorio de modo a se identificarem biomarcadores reais que
teriam ampla e irrestrita aplicabilidade clinica (RACHAGANI; KUMAR; BATRA,
2010).

Os estudos sobre a aplicacdo clinica de miRNAs como marcadores tumorais
nos tecidos tém aumentado nos ultimos anos, em funcdo da possibilidade de
diferenciar a origem tumoral, subtipo histolégico, progndstico e definir origem da
metastase em investigacdo (CALIN, G. A; CROCE, 2006; JOHNSON et al., 2005;
VOLINIA et al., 2006; WEBER et al., 2006).

Da mesma forma, a expressao diferencial de miRNA livre em plasma tem
sido estudada para definir sua aplicacéo clinica, com a vantagem de ndo necessitar
de métodos invasivos (BREMNES; SIRERA; CAMPS, 2005; KROH et al., 2010). No
ano de 2008, foi demonstrado pela primeira vez a presenca de miRNA livre em
plasma de individuos normais, com alta estabilidade a degradacéo por causa de
sua estrutura quimica (MITCHELL et al., 2008). Esse mesmo grupo demonstrou a
origem tumoral de miRNA plasmatico através de um modelo animal de
camundongos injetados com cultura celular tumoral prostatica humana. Foram
identificados mIRNAs humanos circulantes nos animais, ndo presentes antes da
enxertia ou no grupo controle.

Outra evidéncia para o uso de miRNA em plasma como biomarcador é que
pacientes portadores de neoplasia pulmonar apresentam mesma expressao
relativa de miRNA comparando o tecido tumoral e o plasma de cada paciente
(MITCHELL et al., 2008), sugerindo fidelidade da expressdo tumoral em sangue
periférico. Desde entdo, miRNAs plasmaticos especificos foram identificados para
neoplasia de mama (ZHU et al., 2009), ovéario (RESNICK et al., 2009), coloretal
(LIU, MAO; CHEN, 2010), cabeca e pescoco (NAWROZ et al., 1996) e pulméo
(RABINOWITS et al., 2009).

Os miRNAs originarios de cancer da préstata entram na circulacdo e podem

ser biomarcadores auxiliares desse cancer (MITCHELL et al.,, 2008). Uma
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abordagem semelhante foi utilizada para detectar miRNA no soro de pacientes com

cancer de ovario (RESNICK et al.,, 2009). Ao se investigar a utilizacdo de

exossomos circulantes no diagndéstico de cancer foi constatado que o teor de

mMiRNA de células de tumor de ovario e no exossomo circulante foi semelhante e

pode ser usado para distinguir pacientes com cancer daqueles com doenca
benigna do ovario e de controles normais (ASLAM et al., 2009; RABINOWITS et al.,

2009).

O tecido pancreatico tumoral também apresenta certas caracteristicas e a

expressao aberrante de 100 precursores miRNA foi descrita no cancer pancreético

ou desmoplasia, incluindo miRNAs previamente relatados em outros céanceres
humanos (miR-155, miR-21, miR-221 e miR-222), bem como miR-376a e miR-301,
relatados pela primeira vez na expressao diferencial deste cancer (LEE, E. J.et al.,

2007), conforme apresentado na figura 3.
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Figura 3 — MiRNAs associados a caracteristicas clinico-patolégicas no AP
(Fonte: JAMIESON et al., 2012)
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Na pesquisa do perfil de miRNAs de provavel implicagdo na patogenia do AP
foi demonstrada a superexpressao dos miR-21, miR-107, miR-100, miR-181c, miR-
23a (HWANG et al., 2010; ROLDO et al., 2006;VOLINIA et al., 2006;HASHIMOTO
et al., 2010). O miR-21 apresenta relacdo com a agressividade da doenca,
metastase hepatica, indice de proliferagéo celular e com o progndéstico do paciente.
O miR-107 localiza-se no cromossomo 10 e regula a expressao de quinases
dependentes de ciclina do carcinoma pancreatico. Varios mecanismos de lesdo e
reparo tecidual induzido por hipoxia estdo mediados pelo miR-23a. A
hiperexpressdo do miR-181c, estd presente em humanos no cromossoma 19, em
células com carcinoma gastrointestinal (ZHANG et al., 2007). O miRNA-100,
localizado no cromossomo 11, esta hipoexpresso em células-tronco de pancreas
(JUNG, 2011). Estudos com modelos de hipoxia, incluindo infarto do miocardio,
doenca aterosclerotica, revelaram um hiperexpressdo do miRNA 210 nessa
condicao. (DEVLIN et al., 2011)

Além de presente nos tecidos, os microRNAs tém sido encontrados também
no soro, no plasma, e outros fluidos corporais, de uma forma estavel, uma vez que
€ protegido da atividade de RNase enddgena (em associacdo com RISC, livre no
sangue ou nos exossomos — endossomas derivados de organelas). Desta forma,
parece viavel correlacionar a presenca de miRNAs no sangue ou fluidos corporais
com tecidos tumorais. Ademais, os miRNAs funcionam como reguladores de uma
rede de genes, sendo assim diferentes dos outros biomarcadores porque tém um
papel patogénico no processo da doenca e ndo sdo subprodutos do estado de
doenca (LAWRIE et al., 2008).

A existéncia de miRNA na circulacdo e o potencial de miRNAs como
marcadores nao-invasivos de diagndéstico e suas aplicacdes promissoras na terapia
e progndstico das neoplasias esta em processo de consolidacdo (BLOOMSTON et
al., 2007). Entre 95 miRNAs selecionados, 0 miR-92 aparece como um marcador
plasmatico potencial para o cancer colorretal (HUANG et al., 2010). Para AP, os
miR-21, miR-155 e miR-196a foram atribuidos como marcadores promissores na
analise de tecidos tumorais. No entanto, ndo esta estabelecido o quanto esta
alteracao dos miRNAs pode ser identificada no sangue de pacientes com AP e qual
seu significado clinico, tanto para diagndstico quanto para preditor de resposta ou

prognastico.
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3 JUSTIFICATIVA

Os microRNAs estao envolvidos no desenvolvimento e progressao tumoral e
a verificagdo da expresséo dos microRNAs no AP pode auxiliar na caracterizagéao
dos tumores e na definicdo de novas possibilidades diagnésticas e terapéuticas. A
identificacdo de biomarcadores séricos para diagnéstico do AP através da
identificacdo de um perfil de expressao dos microRNAs pode contribuir ainda para
melhorar o tratamento e definir o progndstico dos pacientes.
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4 OBJETIVO

1. Comparar a expresséo tecidual dos miRNAs 21, - 23a, -100, -107, -181c,
-210 nos tumores, paratumores e pancreas saudaveis.

2. Comparar a concentracao plasmatica dos miRNAs 21, - 23a, -100, -107, -
181c, -210 e CA 19-9 em pacientes com diagnostico de adenocarcinoma
pancreético e pessoas saudaveis.

3. Avaliar o desempenho dos miRNAs 21, - 23a, -100, -107, -181c, -210 e

CA 19-9 como testes diagndsticos.
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5 PACIENTES E METODOS

5.1 Selegcéo de miRNA

A selecdo dos miRNAs estudados foi obtida mediante analise dos estudos
gue descreveram a expressao de miRNAs no AP entre os anos de 2007 e 2010. Os
trabalhos de interesse foram obtidos mediante acesso ao endereco eletrénico GEO
(Gene Expression Omnibus - http://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo) e a selecdo dos
miRNAs foi feita com auxilio do software R Project (DEVELOPMENT CORE TEAM,
2011).

Nesse processo, oito trabalhos foram selecionados (BLOOMSTON et al.,
2007a; DU RIEU et al., 2010; LEE, EUN JOO et al., 2007a; ROLDO et al., 2006;
SZAFRANSKA, A E et al., 2007; SZAFRANSKA, ANNA E et al., 2008; VOLINIA et
al., 2006; ZHANG, YUQING, 2010) com os seguintes miRNAs identificados por
PCR quantitativa: miR-21, miR-107, miR-100, miR-181c, miR-210 e miR-23a.

5.2 Local do estudo

O presente estudo foi realizado nos Laboratorios de Biologia Molecular dos
Departamentos de Cirurgia e Anatomia e de Clinica Médica da Faculdade de
Medicina de Ribeirdo Preto da Universidade de Sédo Paulo (FMRP-USP).

A coleta dos fragmentos de tumor e tecido pancreéatico normal que serviram
como amostras foram realizadas pela equipe do Servico de Cirurgia e Endoscopia
do Sistema Digestivo do Hospital da Clinicas da Faculdade de Medicina de
Ribeirdo Preto da Universidade de Sao Paulo (HCFMRP-USP) e do Centro de
Medicina Legal — CEMEL, nos anos de 2008 a 2012.

O trabalho foi realizado com amostras do biorepositorio aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa em humanos (Processo 4910/2008, aprovado em
30/03/2009).

5.3 Coleta de Tecido

Foram utilizadas amostras de 18 pacientes com AP (Grupo APt) tratados no
Hospital das Clinicas da FMRP-USP entre abril de 2008 a agosto 2012: 6
provenientes de ressec¢do duodenopancreatica e 12 obtidas mediante biépsia com
agulha de tru cut durante tratamento cirdrgico paliativo visando a derivagéo biliar e

gastrica. Dos pacientes submetidos a resseccdo duodenopancreédtica também
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retirou-se tecido pancreético adjacente ao tumor, Grupo PPT (n=9). As amostras
de tecido pancreético normal, Grupo PN (n=7), foram obtidas de resseccédo
cirdrgica por trauma ou coletadas de cadaveres e acondicionadas no biorepositorio
do laboratério de Biologia Molecular (Laboratério de Técnica Cirargica e Cirurgia
Experimental) da FMRP-USP.

5.4 Coleta de Sangue

Foram colhidos 10ml de sangue para separacdo do plasma no periodo pré-
operatério dos pacientes com AP, Grupo APp (n=13). Como controle para estudo
da expressao dos miRNAs séricos foram colhidos 10ml de sangue de individuos
saudaveis, Grupo PC (n=6), bem como foi colhido sangue dos doadores de tecido

normal, Grupo PN (n=7)para avaliar concentracao sérica de CA 19-9.

5.5 Extracao do RNA tecidual

Apés a microdisseccdo das amostras por um patologista, utilizou-se o
método de TRIzol® Reagent (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) para obtencédo do
RNA tecidual. Ao fragmento tumoral microdissecado ou a amostra de tecido
pancreatico normal foram adicionados 250ml de PBS autoclavado e os fragmentos
foram submetidos ao fragmentador de tecidos Polytron PT 2100 (Kinematica,
Lucerne, Switzerland). Apés homogeneizacao do tecido, foram adicionados 750ml
de TRIzol® Reagent, 200ml de cloroformio e 10ml de glicogénio (20mg/ml),
agitando vigorosamente por 15 segundos e incubando por 5 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida, as amostras foram centrifugadas a 13.200 rpm durante 15
minutos a 4°C. A fase aquosa (sobrenadante) das amostras foi transferida para
outro tubo de microcentrifuga estéril de 1,5ml e a precipitacdo do RNA realizada
com a adicdo de 500ml de isopropanol 100% gelado sob leve homogeneizacéo,
seguido de incubacédo overnight a -70°C.

Posteriormente, as amostras foram descongeladas em gelo e centrifugadas
a 13.200 rpm durante 15 minutos a 4°C. Apés a centrifugacao, o isopropanol foi
removido e o precipitado lavado com 1ml de etanol 75% gelado e centrifugado
novamente. Apés a remocao do etanol, o precipitado foi deixado em repouso para
secagem e posteriormente re-suspenso em 15ml de A&gua estéril tratada
previamente com dietilpirocarbonato (DEPC, Sigma, St. Louis, MO, USA). A
guantificacdo do RNA foi realizada pela leitura em espectrofotometro NanoDrop

1000 (NanoDrop Technologies, Wilmington, Delaware, USA) em comprimento de
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onda de 260 nm, considerando que 1 unidade de DO260 equivale a 40mg/ml de
RNA. A integridade das amostras foi também verificada pela visualizacdo das
bandas de RNA ribossémico 28S e 18S em gel de agarose 1,2% corado com
solucdo de brometo de etideo 0,5%.

5.6 Extracdo do RNA plasmaético

Utilizou-se o kit miRNeasy (QIAGEN) (BLOOMSTON et al.,, 2007),
realizando-se algumas modificacBes necessérias em seu método. Inicialmente,
adicionou-se 4,0ml (4000pl) de TRIzol e 400ul de plasma em um falcon de
polipropileno de 15ml, para ser resistente ao TRIzol. Em seguida, o material foi
deixado em repouso por 5min em temperatura ambiente e adicionou-se 800ul de
cloroférmio (propor¢do 1:5 com a quantidade de TRIzol inicial), misturando
vigorosamente por 30 segundos.

Apobs deixar o material em repouso por 3 minutos em temperatura ambiente,
centrifugou-se por 15 minutos a 12.000g a 4°C. Ao final da centrifugacé&o havia um
sistema de 3 fases: incolor=RNA, branco=DNA, vermelho=proteina. A fase incolor
foi transferida para outro falcon de 15ml, adicionou-se 1,5 vezes o volume
conseguido da fase incolor de etanol 100% e a amostra foi agitada vigorosamente.
Em seguida, adicionou-se 700ul da solugdo na coluna do Kit, centrifugando a
>8000g por ao menos 15s.

O liquido resultante foi descartado e repetido o passo anterior com o0 que
restou da solucédo até o final da mesma, sempre descartando o liquido resultante.
No momento seguinte, foi adicionado 700ul de Tampao RWT (Buffer RWT do Kit)
em cada coluna, centrifugando também a >8000g por ao menos 15s, sempre
descartando o liquido resultante. Adicionou-se 500ul de Tampao RPE (Buffer RPE
do Kit) em cada coluna, centrifugando também a >8000g por ao menos 15s e
descartando o liquido resultante. Na sequéncia, adicionou-se 500ul de Tampéo
RPE (Buffer RPE do Kit) em cada coluna, centrifugando também a >8000g, desta
vez por 2min, descartando, o liquido resultante. Centrifugou-se com o0 maximo da
centrifuga por 1 minuto, descartando liquido resultante. Trocou-se coletor da coluna
e adicionou-se 30ul de agua RNA-free. Centrifugou-se a >8000g por 1min e
transferiu-se para um Eppendorf o liquido resultante, congelando-o a -80°C
imediatamente. A qualidade do RNA plasmatico foi avaliada do mesmo modo do
RNA tecidual.
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5.7 PCR em tempo real (QPCR)

A transcricdo reversa foi realizada pela enzima MultiScribe™ e kit High
capacity cDNA Reverse Transcription (Applied Biosystems): 1,5ul de 10x Buffer,
0,15ul 100nM dNTP, 0,75ul de primer especifico para cada um dos microRNAs
analisados, 1,0ul de MultiScribe™ a 50U/ul, 4,16ul de H,O DEPC, 5 ng de RNA e
inibidor de RNase 0,19ul. As reagdes ciclaram a 16°C por 30 min, 42°C por 30 min
e 85°C por 5 min, segundo protocolos fornecidos pelo fabricante.

Foram estudados 6 miRNAs (miR-21, miR-23a, miR-100, miR-107, miR-181c
e miR-210,) e dois controles enddgenos para analise tecidual (RNU-24 e RNU-48).
Para a andlise plasmatica, o referencial utilizado foi o miR-16, conforme dados
publicados previamente (WANG et al., 2009a; WONG et al., 2008). O quadro 3

identifica das sondas utilizadas.

Quadro 3 — MiRNAs estudados

MiRNA ID Ensaio
miR-21 002438
miR-23a 002439
miR-100 002142
miR-107 000443
miR-181c 002333
miR-210 000512
RNU-24 001001

ID Ensaio: identificagao do ensaio de gPCR Tagman™ da Life Technologies

Os experimentos foram realizados em duplicata com 2,5ul cDNA diluido 1:4,
5,0ul Master Mix (Applied BioSystems), 2,0ul H,O RNAse Free e 0,5ul da sonda
especifica de cada miRNA, com termociclagem 40x ciclos de 95°C por 15s e 60°C
por 1min. Utilizou-se do aparelho Applied BioSystems 7500 Real-Time PCR
System.

A analise da expresséo foi realizada através do software QPCR (Pabinger et
al, 2009), e regressao linear do software LingRegPCR (RAMAKERS et al, 2003)
para célculo da eficiéncia de cada reacdo. O QPCR é um software em linguagem

Java que permite armazenar, manejar e analisar dados de qPCR em larga escala.
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De modo automéatico, o QPCR padroniza o mesmo nivel de fluorescéncia para
calcular o CT (ciclo que a amostra alcanca o nivel de fluorescéncia comum),
calcula a eficiéncia da reacéo, separando os miRNAs dos controles enddgenos, as
amostras controles das de interesse e calcula a expressao relativa. A expressao
relativa de cada miRNA (fold change) foi calculada pela razdo entre a mediana da

expressao deste gene no grupo tumoral e a mediana no grupo normal.

5.8 Analise Estatistica

Foi utilizado o teste nado-paramétrico de Kruskal-Wallis para verificar a
homogeniedade ou nédo entre os grupos APt, PPT e PN. Valores de p menores que
0,05 evidenciam que pelo menos um dos grupos se diferencia dos demais. A
verificacdo das diferencas entre os grupos foi feita utilizando o pés teste de Dunn
para comparagdes multiplas, com nivel de significancia de 0.05.

Para comparar os grupos APp e PC foi utilizado o teste ndo paramétrico de
Mann-Whitney para amostras independentes. Valores p menores que 0.05
evidenciam néo igualdade entre os grupos comparados.

Foram construidas curvas ROC(Receiver Operating Characteristic) para
cada miRNA. Um limiar foi estabelecido a partir da maxima sensibilidade com a
maxima especificidade para obtencdo das acuracias. As combinacfes entre 0s
mMiRNAs e o CA 19-9 foram feitas utilizando a regresséo logistica. Os valores de
sensibilidade e de especificidade e areas sob a curva (AUC) para cada ponto de
corte das variaveis de interesse foram calculadas, assim como as medidas de
desempenho dos testes de acordo com pontos de corte definidos.

Para a combinacdo do CA19-9, miRNA21, miRNA181c e miRNA210 foram
construidas combinacfes lineares entre as variaveis, de tal maneira que se
resultaram em novas variaveis: CA19-9 miRNA21 miRNA210 (Grupo APt x Grupo
PN), CA19-9 miRNA21 (Grupo APt x Grupo PN), CA19-9 miRNA210 (Grupo APt x
Grupo PN) e miRNA21 _miRNA210 (Grupo APt x Grupo PN),
MiRNA210_miRNA181c (Grupo APp x Grupo PC), construindo-se as curvas ROC a
partir dos novos valores. Todas as analises foram feitas no software R version
3.0.1.
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RESULTADOS
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6 RESULTADOS

6.1 Casuistica

A maioria dos pacientes era do sexo masculino (10 pacientes) e com idade
acima de 60 anos (15 pacientes). A maior parte tinha estadiamento avancado, com
9 pacientes T3-T4 e 9 com metastase a distancia. A cirurgia foi realizada com
intuito curativo em 6 pacientes (Quadro 4).

Quadro 4 — Caracteristicas demograficas, patoldgicas e de tratamento da coorte de
pacientes com AP

Caracteristica N =18
Demogréfica
Sexo Masculino / Feminino 10/8
Idade >60/<60 15/3
Patolégica
<T3 9
; T3-T4 9
Estadiamento ; .
Linfonodo acometido 4
Metastase a distancia 11
I 1
lla 2
TNM Ib 2
1] 2
v 11
Exame Clinico
Antecedentes Qualquer anteceAdente familiar 7
de cancer
> 5kg 12
Perda de Peso <5kg 6
Ictericia Presente 12
Tratamento e Prognhdstico
Duodenopancreatectomia 6
Cirurgia Anastomose Biliodigestiva 10
Laparotomia Exploradora 2
Quimioterapia Adjuvante 2/6
P Paliativa 8/12

6.2 Extracdo de RNA

A quantificacdodo RNA extraido das amostras de tecido pancreatico normal
foi de (X£SD) 17,6 = 2,6 ug/mL e a razdo DO260/D0O280 de 1,77 + 0,07; nos
paratumores de 7,9 = 2,5 ug/mL com razdo DO260/D0O280 de 1,85 = 0,06; nos
tumores de 4,9 £ 6,2 ug/mL com razdo DO260/D0O280 de 1,75 £ 0,17. A viabilidade
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do RNA nas amostras de tecido também foi demonstrada pela visualizacdo das

bandas 18S e 28S em gel de agarose 1,2% (Figura 4).

18S w=m)

Figura 4 —Gel de agarose 1,2%, com as bandas das subunidades 28S e 18S de
RNA ribossémicos que demonstram a qualidade do RNA total.

A quantificacdodo RNA plasmatico extraido dos pacientes com AP foi de

(X£SD) 13,0+6,1 ng/mL e nos controles normais de 39,3+11,6 ng/mL.

6.3 PCR gqualitativo de miRNA tecidual tumoral, paratumoral e controle

Dentre os 6 miRNAs estudados, houve diferenca na expressao mediana do miRNA
-21 (2,4) no grupo APt, em relacédo aos grupos PPT (0,86) e PN (0,87) (p=0,005) e
do miRNA -210 (5,43) no grupo APt, em relacéo aos grupos PPT (0,77) e PN (0,99)
(p=0,008) (Tabela 2).
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Tabela 2 — Medidas descritivas da expressao dos miRNAs nos grupos APt, PN e

PPT.
Minimo [ 1°Quartil | Mediana | 3°Quartil | Maximo | Pvalor

miR-100

APt (n=18) | 0.002068 0.007592 0.052270 0.125700 1.97700

PPT (n=9) 0.006362 0.049420 0.257200 0.625600 0.950100 0.1052
PC (n=7) 0.009894 0.147200 0.426800 1.02400 4.2200
miR-107

APt (n=18) 0.000 1.172 2.936 6.063 93.630

PPT (n=9) 0.2032 0.5639 0.8114 1.9260 3.8600 0.07755
PN (n=7) 0.3688 0.6752 0.9733 1.3230 1.6610

miR-181c

APt (n=18) 0.0352 0.0589 0.2042 0.3396 3022.00

PPT (n=9) 0.04889 0.13270 0.18840 0.50700 30.98 0.2832
PN (n=7) 0.1337 0.2956 0.3735 0.4428 5.0160
miR-21

APt (n=18) 0.2705 1.1310 2.4010 6.2050 2298.00

PPT (n=9) 0.2361 0.6272 0.8640 1.4460 3.0260 0.005705
PN (n=7) 0.1546 0.2321 0.8799 1.0250 3.4520
miR-210

APt (n=18) 0.000 2.144 5.432 14.990 171.60

PPT (n=9) 0.4250 0.4676 0.7721 3.7480 1000.00 0.008729
PN (n=7) 0.3331 0.4128 0.9911 1.2020 2.4470
miR-23a

APt (n=18) 0.000005 0.000025 0.000150 0.001325 22.3700

PPT (n=9) 0 0.0000164 0.0000624 0.0001050 0.0010230 0.2479
PN (n=7) 0 6.06-06 3.66-05 6.16-05 7.00

p-valor: teste de Kruskal-Wallis.

Na analise comparativa, através do poés-teste de Dunn, o miRNA-21
discrimina o grupo APt de PN e PPT e o miRNA-210 discrimina o grupo APt do PN
(Tabela 3).

Tabela 3 — Estatistica teste com valores criticos para discriminacdo do grupo APt

de PN e PPT
Diferenca Observada Diferenca Critica Diferenca
miR-21
APt — PPT 10.08 9.73 Verdadeira
APt - PN 11.99 10.61 Verdadeira
PPT-PN 1.91 12.01 Falsa
miR-210
APt —PPT 7.47 9.73 Falsa
APt - PN 12.92 10.61 Verdadeira
PPT- PN 5.45 12.01 Falsa

Pés-teste de Dunn (95%)):
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6.4 PCR qualitativo de miRNA plasmético de pacientes com AP e controles

No grupo APp ha hiperexpressdo do miR-181c (IC 95% 1,67 - 17,68;
p<0,00001) e do miR-210 (IC 95% 0,16 - 5,20; p=0,03) em relacdo ao PC (Tabela
4).

Tabela 4 — Medidas descritivas da expressédo dos miRNAs nos grupos APp e PC

Minimo 12 Quartil Mediana 32 Quartil Maximo Valor p

miR-100

APp (n=13) 0.0318 0.3662 3.6550 7.9150 519.60 0.467
PC (n=6) 0.3641 0.6743 1.0640 1.5480 4.07
miR-107

APp (n=13) 0.5599 0.7853 1.2830 2.0960 20.17 0.3676
PC (n=6) 0.3489 0.7085 1.04 1.3480 3.9110
miR-181c

APp (n=13) 2.031 2.791 6.167 15.040 23.080 <0.0001
PC (n=6) 0.4452 0.5887 1.0030 1.1030 1.6430
miR-21

APp (n=13) 0.02092 0.24100 2.90600 4.24200 43.88 0.3229
PC (n=6) 0.1409 0.4609 1.0160 1.3140 3.1470
miR-210

APp (n=13) 0.4923 1.3840 3.6280 5.7210 15.81 0.03649
PC (n=6) 0.4974 0.7630 1.0010 1.4550 2.0330
miR-23a

APp (n=13) 0.04941 0.15730 0.58920 13.17 205.00 0.8983
PC (n=6) 0.10 0.5175 1.1360 4.9460 8.8220

6.5 Abundancia Relativa dos miR-21, -23a, -100, -107, -181c, -210 entre os
grupos AP, PN, PPT, APp, PC

A tabela 5 mostra, por meio da analise ROC (Receiver Operating Characteristic)
a abundancia relativa dos miR-21, -23a, -100, -107, -181c, -210 entre 0S grupos
APt x PN, APt x PPT, PPT x PN, APt x PC. Em grifo estdo as comparacfes cujos

AUC > 0,70, considerados como com associa¢do de moderada a forte.
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Tabela 5 - Anadlise ROC da abundancia relativa dos miR-21, miR-23a, miR100,
miR107, miR181c, miR210 entre os grupos APt, APp, PN, PPT e PC

_ Grupos Intervalo de confiangca 95%
miRNA Comparad AUC
omparados Limite inferior | Limite Superior
*APt x PN 0,85 0,65 0,98
*APt x PPT 0,80 0,62 0,94
miR-21
PPT x PN 0,42 0,14 0,74
APp x PC 0,65 0,38 0,88
APt x PN 0,69 0,44 0,92
APt x PPT 0,64 0,42 0,85
miR-23a
PPT x PN 0,60 0,30 0,88
APp x PC 0,47 0,23 0,74
*APt x PN 0,73 0,48 0,92
*APt x PPT 0,70 0,47 0,89
miR-100
PPT x PN 0,59 0,27 0,87
APp x PC 0,61 0,36 0,85
*APt x PN 0,75 0,54 0,92
*APt x PPT 0,71 0,50 0,89
miR-107
PPT x PN 0,52 0,24 0,84
APt x PC 0,64 0,33 0,92
*APt x PN 0,72 0,52 0,90
APt x PPT 0,49 0,26 0,71
miR-181c
PPT x PN 0,65 0,36 0,92
*APp x PC 1 1 1
*APt x PN 0,88 0,73 1
*APt x PPT 0,72 0,47 0,93
miR-210
PPT x PN 0,35 0,09 0,67
*APp x PC 0,80 0,59 0,97

*Comparagdes com AUC > 0,70, considerados como associacdo de moderada a forte pela

metodologia ROC.
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6.6 Curvas ROC (Receiver Operating Characteristic) para expressdo do CA19-
9 e dos miRNAs com AUC (area sob a curva) >0,8

6.6.1 Concentracdo sérica do CA 19-9 e expressao dos microRNAs nos Grupos
APt e PN

O grafico 1 representa a curva ROC (Receiver Operating Characteristic),
para as seguintes variaveis:

- CA 19-9 do grupo APt em comparacédo ao grupo PN, onde AUC-ROC é de
0,95 (IC 95%; 0,84 — 1), com sensibilidade de 89% e especificidade de 100%, para
o valor de corte de 16,20 (Tabela 1, Apéndice A).

- miRNA-21, do grupo APt em comparacao ao grupo PN, onde AUC-ROC é
de 0,85 (IC 95%; 0,65 — 0.98), com sensibilidade de 78% e especificidade de 86%,
para o valor de corte de 1,03 (Tabela 2, Apéndice A).

-miRNA-210 do grupo APt em comparacéo ao grupo PN, onde AUC-ROC é
de 0,88 (IC 95%; 0,73 — 1), com sensibilidade de 72% e especificidade de 100%,
para o valor de corte de 2,45 (Tabela 3, Apéndice A).
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Grafico 1 —Curvas ROC — Ca 19-9, miRNA-21 e miRNA-210 — Grupo APt x Grupo
PN
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O grafico 2 representa a curva ROC (Receiver Operating Characteristic),
para as seguintes varaveis:

- combinagdo CA19-9 + miRNA21, do grupo APt em comparagdo ao grupo
PN, onde AUC-ROC é de 0,95 (IC 95%, 0,86 — 1), com sensibilidade de 89% e
especificidade de 100%, para o corte de 2,80 (Tabela 4, Apéndice A).

- combinacdo CA19-9 + miRNA210, do grupo APt em comparagao ao grupo
PN, onde AUC-ROC é de 0,99 (IC 95%, 0,95 — 1), com sensibilidade de 94% e
especificidade de 100%, para o corte de 1,81 (Tabela 5, Apéndice A).

- combinacdo CA19-9+miRNA21+miRNA210, do tecido tumoral do grupo
APt em comparacdo ao grupo normal PN, onde AUC-ROC é de 1 (IC 95%, 1 — 1),
com sensibilidade de 100% e especificidade de 100%, para o corte de 13,22
(Tabela 6, Apéndice A).
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Grafico 2— Curva ROC — CA19-9 + miRNA21, CA 19-9 + miRNA210 e CA19-
9+miRNA21+miRNA210 para os Grupos APt x Grupo PN.
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6.6.2 Expressao dos microRNAs nos grupos APp e PC

O grafico 3 representa a curva ROC (Receiver Operating Characteristic),
para as variaveis:

- expressao do miRNA-210, no plasma do grupo APp na compara¢do com o
grupo PC, onde AUC-ROC = 0,80 (IC 95%; 0,59 — 0,97), com sensibilidade de 69%
e especificidade de 83%, para o valor de corte de 1,99 (Tabela 8, Apéndice A).

- expressao do miRNA-181c do grupo APp em comparagcdo com o do grupo
PC, onde AUC-ROC ¢é de 1 (IC 95%; 1 — 1), com sensibilidade de 100% e
especificidade de 100%, para o valor de corte de 2,03 (Tabela 7, Apéndice A).
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Grafico 3. Curva ROC - miRNA-181c e miRNA-210 — Grupo APp x Grupo
PC.
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O grafico 4 representa a curva ROC (Receiver Operating Characteristic),
para 0 miRNA21, do grupo APt, em comparacéo ao grupo PPT, onde AUC-ROC =
0,80 (IC 95%, 0,62 — 0,94), com sensibilidade de 83% e especificidade de 67%,
para o valor de corte del1,00 (Tabela 10, Apéndice A).

AUC (95%) = 0.80 (0.62; 0.94)

| | | | |
02 04 0.6 0.8 1.0

1 - Specificity

Grafico 4. Curva ROC - miRNA-21 — Grupo APt x Grupo PPT.
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6.7 Medidas de Desempenho para os Biomarcadores

Quando se compararam o0s grupos APt e PN, dois miRNAs apresentaram
melhor desempenho: o miR-21, com sensibilidade de 77% (IC 95%, 0,51 — 0,92),
especificidade de 71% (IC 95%, 0,30 — 0,95) e acuracia de 76% e o miR-210 com
sensibilidade de 72% (IC 95%, 0,46 — 0,89), especificidade de 85% (IC 95%, 0,42 —
0,99) e acuracia de 76% (tabela 6). A combinacdo do CA 19-9 com os miR-21 e
miR-210 atinge acuracia de 100%.

Tabela 6 — Medidas de desempenho da expressdo dos miRNAs, do CA 19-9 e da
combinacgéo, na comparacao dos Grupos APt e PN.

Teste Corte Sensibilidade Especificidade RV Positiva RV Negativa  Acuracia
miRNA-100 0,02 0.61 (0.36; 0.81) 0.28 (0.05; 0.70) 0.85 (0.47; 1.55) 1.36 (0.36; 5.02) 52%
miRNA-107 1,06 0.72 (0.46; 0.89) 0.57 (0.20; 0.88) 1.68 (0.68; 4.15) 0.48 (0.18; 1.29) 68%
miRNA-181c 0,18 0.55(0.31; 0.77)  0.14(0;0.58)  0.64 (0.38; 1.08) 3.11(0.47; 20.52) 44%

miRNA-21 1,03 0.77 (0.51; 0.92) 0.71(0.30; 0.95) 2.72(0.82;9.01) 0.31(0.11; 0.83) 76%
miRNA-210 2,44 0.72 (0.46; 0.89) 0.85(0.42; 0.99) 5.05(0.80;31.73) 0.32(0.14; 0.72) 76%
miRNA-23a 0,000052 0.66 (0.41; 0.85) 0.57 (0.20; 0.88) 1.55(0.62; 3.88) 0.58 (0.23; 1.45) 64%
Cal9-9 16,20 0.88 (0.63; 0.94) 0.85(0.42; 0.99) 6.22 (1.00; 38.47) 0.12 (0.03; 0.49) 88%
Cal9-9 37 0.83 (0.57; 0.95) 1 (0.56; 0.99) - 0.16 (0.05; 0.46) 88%
CA19-9+m21+m210 13,22 1(0.78; 0,99) 1 (0.56; 0.99) - 0 100%
CA19-9+miRNA21 2,8 0.88 (0.63; 0.98) 1 (0.56; 0.99) - 0.11 (0.03; 0.4) 92%
CA19-9+miRNA210 1,81 0.94 (0.70; 0.99) 1 (0.56; 0.99) - 0.05 (0.008; 0.37)  96%

Na comparacdo dos grupos APt e PPT, o miR-21 apresenta o melhor
desempenho, com sensibilidade de 83% (IC 95%, 0,57 — 0,95), especificidade de
55% (IC 95%, 0,22 — 0,84) e acuracia de 74% (Tabela 7).

Tabela 7 —Medidas de desempenho da expressao dos miRNAs na compara¢cao dos
grupos APt e PPT

Teste Corte Sensibilidade Especificidade RV Positiva RV Negativa Acuracia
miRNA-100 0,05 0.55 (0.31; 0.77) 0.33 (0.09; 0.69) 0.83(0.44; 1.54)  1.33(0.46; 3.84) 48%
mMiRNA-107 0,89 0.77 (0.51; 0.92) 0.55 (0.22; 0.84) 1.75(0.80; 3.78)  0.40 (0.14; 1.13) 70%
miRNA-181c 0,15 0.61 (0.36; 0.81) 0.33 (0.09; 0.69) 0.91(0.50; 1.65)  1.16 (0.39; 3.47) 52%
miRNA-21 1,00 0.83 (0.57; 0.95) 0.55 (0.22; 0.84) 1.87 (0.87; 4.00)  0.30 (0.09; 0.98) 74%
mMiRNA-210 3,74 0.61 (0.36; 0.81) 0.66 (0.30; 0.91) 1.83(0.67;4.95)  0.58 (0.27; 1.22) 63%
miRNA-23a  0,0000624 0.61 (0.36; 0.81) 0.44 (0.15; 0.77) 1.10 (0.55; 2.19) 0.87 (0.34; 2.22) 56%
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N&do foi identificado nenhum miRNA com acurdcia adequada para

discriminagcao dos grupos PPT e PN (tabela 8).

Tabela 8 — Medidas de desempenho da expressdo dos miRNAsS na comparagao
dos grupos PPT e PN

Teste Corte  Sensibilidade Especificidade RV Positiva RV Negativa Acuracia
miRNA-100 0,27 0.44 (0.15;0.77)  0.28 (0.05; 0.70) 0.62 (0.26; 1.48) 1.94(0.52;7.19) 38%
miRNA-107 0,97 0.33(0.09; 0.69) 0.42(0.11;0.80) 0.58(0.18;1.79) 1.55(0.58;4.11) 38%
miRNA-181c 0,37 0.33(0.09; 0.69) 0.42(0.11;0.80) 0.58(0.18;1.79) 1.55(0.58;4.11) 38%
miRNA-21 0,78 0.66 (0.30; 0.91)  0.42(0.11;0.80) 1.16(0.52; 2.57) 0.77 (0.22; 2.73) 56%
mMiRNA-210 0,99 0.44 (0.15;0.77)  0.42(0.11; 0.80) 0.77 (0.29; 2.05) 1.29 (0.46; 3.65) 44%
miRNA-23a 0,0000517  0.55(0.22; 0.84) 0.57 (0.20; 0.88) 1.29 (0.46; 3.65) 0.77 (0.29;2.05)  56%

No plasma, a elevagdo do miR-181c acima do corte de 2,03 tem
sensibilidade de 100% (IC 95%, 0,71 — 0,99) e especificidade de 100% (IC 95%, O,
51 — 0,99), com acuracia de 100% para a discriminacdo entre o plasma do grupo
APp e do grupo PC (tabela 9).

Tabela 9 —Medidas de desempenho da expressao dos miRNAs na comparacao do
plasma dos grupos APp e PC

Teste Corte Sensibilidade Especificidade RV Positiva RV Negativa Acuracia
miRNA-100 1,79 0.61 (0.32; 0.84) 0.83 (0.36; 0.99) 3.69(0.58; 23.25)  0.46 (0.21; 1.00) 68%
miRNA-107 0,76 0.92 (0.62; 0.99) 0.50 (0.13; 0.86) 1.84(0.81;4.17)  0.15(0.01; 1.19) 79%
miRNA-181c 2,03 1.00 (0.71; 0.99) 1.00 (0.51; 0.99) 0 100%
miRNA-21 1,35 0.61 (0.32; 0.84) 0.66 (0.24; 0.94) 1.84(0.55; 6.19)  0.57 (0.23; 1.40) 63%
miRNA-210 1,98 0.69 (0.38; 0.89) 0.83 (0.36; 0.99) 4.15(0.66; 25.77)  0.36 (0.15; 0.89) 74%
miRNA-23a 0,59 0.46 (0.20; 0.73) 0.33 (0.05; 0.76) 0.69 (0.30; 1.56)  1.61 (0.46; 5.57) 42%
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7 DISCUSSAO

As limitagcbes para otencdo de material tecidual suficiente por bidpsia
percutanea ou por ecoendoscopia para estudo anatomopatolégico das massas
pancreéticas, mais a necessidade de aprofundar a caracterizacdo dos AP frente a
heterogeneidade de respostas as terapéuticas vigentes justificam a pesquisa de
biomarcadores, sobretudo nos fluidos corporais, que possam facilitar a pratica
clinica. As dificuldades para definicdo do diagndstico etiolégico das massas
pancredticas ainda expdem pacientes a uma duodenopancreatectomia cefélica
para doenca inflamatoria benigna (ABRAHAM et al., 2003), o que reflete, em
algumas circunstancias, as dificuldades para estabelecer diagnostico diferencial
entre AP e as massas inflamatorias pancreaticas.

No presente estudo, adotando como pressuposto que 0os miRNAs -21, - 23a,
-100, -107, -181c e -210 podem estar hiperexpressos nos tecidos de AP
(BLOOMSTON et al., 2007b; DU RIEU et al., 2010; FRAMPTON; GIOVANNETTI;
et al., 2014; GIOVANNETTI et al., 2010; KHAN et al., 2013; LEE, EUN JOO et al.,
2007b; ROLDO et al., 2006; SZAFRANSKA, A E et al., 2007; VOLINIA et al., 2006;
ZHANG, YUQING et al., 2009), verificou-se a expressao desses miRNAs no tecido
tumoral, na regido paratumoral e no tecido pancreéatico obtido de doadores
cadavares e de trauma pancreatico.

Adicionalmente, com o interesse em estudar a possivel associacdo entre a
hiperexpressdo dos miRNAs teciduais e no plasma, verificou-se também a
expressdo plasmatica desse painel de miRNAs nos mesmos pacientes com AP e
comparou-se com a expressao no plasma de sujeitos saudaveis. A opcao por nao
utilizar o plasma controle do doador de tecido é a possibilidade de alteracdo dos
MiRNAs séricos em situacdes de resposta inflamatoria e infecciosa (politrauma,
cirurgia, circunstancia da morte encefalica) (DAVIS, BRANDI N; HATA, 2009; LIU,
NAI-KUI; XU, 2011). A partir destas quantificacdes definiu-se valor significativo dos
mMiRNAs selecionados no tecido, no plasma e na concentracéo sérica do CA 19-9,
gue pudesse discriminar as amostras positivas e negativas para AP.

O AP é uma doenca que se apresenta, na maioria das vezes, em estadio
avancado ao diagnoéstico, mas a prética clinica ndo dispde de biomarcadores que

possam discriminar sujeitos doentes de saudaveis. O CA 19-9 é o marcador mais
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utilizado na pratica clinica, possui sensibilidade de 70-80%, mas a especificidade
inferior a 50% para os pacientes com AP para valores de 40U/ml (FREBOURG et
al., 1988). Os niveis de CA 19-9 relacionam-se com o tamanho e o estadio do AP
e, portatnto, trata-se de meio ineficaz para diagndstico da doenca precoce, estadios
em que o prognastico é consideravelmente melhor (LIU, JIANQIANG et al., 2012).

Na ultima década foram estudados outros biomarcadores para o AP como o
CEA, CA 242 (NI et al., 2005), CA 125 (RESNICK et al., 2009), MUC-1(GOLD et
al., 2006), MMP-9 (JOERGENSEN; BRUNNER; DE MUCKADELL, 2010),
Lectinas(ZHAO et al.,, 2007), REG4 (TAKAYAMA et al., 2010), osteopontina
(KOOPMANN et al.,, 2004), mutacdo do K-Ras (MARCHESE et al., 2006),
metilacdo génica (MATSUBAYASHI et al., 2006), dentre outros, na tentativa
melhorar os recursos para obtencdo do diagnodstico e prognostico. No entanto, a
concentragéo seérica do CA 19-9 ainda permanece como 0 marcador mais utilizado
na pratica clinica (GOONETILLEKE; SIRIWARDENA, 2007).

A concentracdo sérica de CA 242, Ca 50 e CEA aumenta a especificidade
diagnostica do CA 19-9 para o AP, porém com baixa sensibilidade (LIAO, QUAN et
al., 2007), enquanto o CA 125 aumenta a sensibilidade, porém com baixa
especificidade (CWIK et al., 2006). As mutacdes do K-Ras combinadas ao CA 19-9
também podem aumentar a sensibilidade diagnéstica para o AP (DIANXU et al.,
2002).

A concentracdo sérica do CA 19-9, no grupo AP, do presente estudo, com
AUC-ROC de 0,95 (IC 95%; 0,84 — 1), apresentou sensibilidade de 89% e
especificidade de 100%, para o valor de 16,20 U/l, com acuracia de 88%, que foi
superada apenas pela expressao sérica do miR-181c com AUC-ROC de 1 (IC 95%;
1 — 1), com sensibilidade de 100% e especificidade de 100%, para o valor de 2,03
X e, portanto, acuracia de 100%. O resultado € promissor, mas deve ser
considerado com cautela em funcdo da amostra pequena e composta por 67% de
pacientes com AP em estadio avancado.

No grupo APt, do presente estudo, em compracao ao grupo PPT e o PN, o
miR-21 estava hiperexpresso, conforme ja registrado previamente na literatuta
(FRAMPTON; GIOVANNETTI; et al.,, 2014; MA et al.,, 2013). A hiperexpressao
tumoral do miR-21 estd asssociada a quimioresisténcia e a indugdo in vitro de
hipoexpressédo do miR-21 em cultura de células proporciona maior sensibilidade a
gemcitabina (PAIK et al., 2013; PARASRAMKA et al., 2013).
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O miR-21 também foi estudado como alvo terapéutico em cultura de células
tratadas por lentivirus, em modelos in vivo e, foi observado que quando a
expressdo do miR-21 era reduzida havia maior quantidade de células em apoptose
(SICARD et al., 2013). O miR-21, dentre o painel estudado, apresentou acuracia de
76% para discriminar pacientes com APt dos PN, o que faria sua concomitante
hiperexpressdo plasmatica um interessante biomarcador, ndo apenas para
diagnéstico, mas para estabelecer tratamento e prognéstico.

No entanto, no presente estudo, ndo se observou a associacao entre
hiperexpressdo do miR-21 no tecido e no plasma dos pacientes com AP,
diferentemente do resultado registrado em outra pesquisa que detectou miR-21, 2 a
20x elevado no plasma em 31 dos 49 pacientes com AP (WANG, JIN et al., 2009b).
Esta diferenca entre estudos pode ser atribuida ao numero de pacientes, mas
também a diferencas entre as populacbes estudadas (estadiamento da doenca,
diferencas étnicas, geograficas, dentre outras). A expressao génica pode variar
entre populacdes normais (STOREY, et al., 2007), bem como em pacientes com 0
mesmo tumor, mas de populacdes diferentes (MARTIN et al., 2009).

Tomando como base a frequéncia e consisténcia entre estudos de
microarray, uma meta-analise e revisao sistematica (n=70) identificou uma meta-
assinatura no tecido do AP para seu reconhecimento: hiperexpressdao dos miR-21,
23a, 31, 100, 143, 155 e 221, com hipoexpressao dos miR-148a, 217 e 375. Além
disso foi validado no tecido a hiperexpressdao dos miR-21 e miR-31 e a
hipoexpressédo do miR-375 como fatores independentes de mau prognéstico (MA et
al., 2013).

No presente estudo, 0 miR-23a ndo apresentou alteracdo na expressao nos
grupos comparados, tanto no tecido, quanto no plasma, contrariando igualmente
outros achados (FRAMPTON; GIOVANNETTI; et al., 2014; PIEPOLI et al., 2012). A
diferenca entre os achados descritos pode ser explicada, pela distincdo entre
populacdo estudada (menor e de diferente perfil étnico), pela presenca de uma
subpopulacdo de células denominadas de Cancer Stem Cells (CSCs) com
caracteristicas especificas, tais como: capacidade de auto-renovacdo e com
potencial de diferenciacdo em populagcbes heterogéneas ilimitadas de células
cancerosas gue causam resisténcia aos tratamentos e recidiva tumoral sendo um

promissor alvo no tratamento do AP (BAO et al., 2013).
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Ainda, o material utilizado para as andlises podem ndo representar a
populacdo, ou parte dela, com um perfil de expressao diferente. O processo de
microdisseccdo pode influenciar os resultados nesta situagdo visto que alguns
centros adotam procedimentos e equipamentos diferentes com uma precisao maior
na definicdo do material oncoldgico.

A expressdo serica de quatro miRNAs (miR-21, -210, -155, -196a)
especificamente envolvidos na etiopatogénese do carcinoma de péancreas ja foi
relatada (WANG et al., 2009a). Dentre os quatro miRNAs analisados, o aumento da
expressdo do miR-21 nas células cancerosas esta associado a inibicdo da
apoptose e aquisi¢cdo de propriedades invasivas, mediadas pelos efeitos inibitérios
na expressao em dois genes supressores tumorais, 0o PTEN e o PDCD4 (STEELE
et al., 2011; SUN et al., 2014).

O aumento da expressdo do miR-210, por outro lado, é regulado pelo fator
1-alfa-dependente induzido por hipdxia, de modo a produzir efeitos nos genes de
reparo do DNA e afetar a instabilidade gendmica (DEVLIN et al., 2011). O papel
funcional do miR-155 foi baseado nas observacfes de que reprime a funcdo da
proteina pro-apoptética TP53INP1, responsavel por aumentar a tumorigenicidade
das células de cancer de pancreas in vivo. Por estar hiperexpresso em cerca de
80% das lesdes precussoras NIP, o miR-155 também € considerado um marcador
de neoplasia pancreatica precoce (HABBE et al., 2009).

Existe hiperexpressao tecidual do miR-210 nos pacientes com AP, quando
comparado aos controles normais (PAPACONSTANTINOU et al., 2013). A mesma
hiperexpressdo é observada em modelos animais pela transfeccdo do gene do
KRAS (YABUSHITA et al., 2012).

Os miR-21 e -210 podem ser isolados nas fezes de pacientes com AP,
porém nao servem para diferencia-los dos individuos normais ou dos portadores de
pancreatite crénica. A expressao fecal diferencial dos miRNAs 216a, -196a, -143 e
-155 ajuda a diferenciar pacientes com AP em relacdo aos individuos normais ou
dos portadores de pancreatite cronica (LINK et al., 2012).

Resultados semelhantes com hiperexpresséao tecidual de miRNA-210 foram
encontrados no trabalho anglo-italiano em que, através de andlises de bio-
informatica, foram identificados os miRNAs mais importantes da tumorigénese de
linhagens celulares do AP (PANC-1 e MIA PaCa-2) e em amostras de tumor de

pacientes com AP.
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Os resultados do presente estudo corroboram tais achados, em que o miR-
210 esteve hiperexpresso na amostra estudada, tanto no tecido tumoral quanto no
plasma. Também quando se comparou o tecido tumoral e a regido paratumoral,
identificou-se hiperexpressédo de miR-210. A persisténcia de diferenca entre tumor
e paratumor sugere que o aumento deste miR-210 é originado do tumor e nao de
reacao do micro ambiente tumor — paratumor.

Por meio da técnica de microarray, foram rastreados 42 miRNAs que
apresentavam expressao diferencial no plasma de pacientes com AP em relagéo
ao grupo controle. Foram selecionados oito miRNAs para o estudo de validacao,
pela técnica de RT-PCR, e destes trés apresentaram hiperexpressao no plasma de
portadores de AP em comparacao a sujeitos normais (miR-885, , miR -22, miR-
642b). N&o houve hiperexpressdo dos miR-21 e miR-210, nos casos de AP, porém
nos controles normais, contrariando os outros estudos com os mesmos microRNAs
(GANEPOLA et al., 2014). Neste estudo nao foi encontrada hiperexpressédo dos
miR-21, miR-210 nos casos de AP, porém a expressao destes miRNAs foi
constada no grupo controle constituido por individuos normais, 0 que sugere uma
possivel assinatura especifica dos miRNAs e os fatores ambientais associados a
localizacdo geografica que causam alteracdo génicas e genotipicas, estdo entre as
hipéteses que podem justificar os conflitos de resultados.

O miR-181c esta descrito como hiperexpresso em neuroblastomas
primarios, enquanto sua expressao € reduzida nas lesées metastéaticas (LI et al.,
2014). No casos de cancer de mama, a expressao tecidual de miR-181c, em
conjunto com o miR-520d, -302, 376b, -30, -3p, apresentou acuracia de 100% para
as pacientes portadoras do fendtipo her-2/neu positivas (LOWERY, AOIFE J et al.,
2009). Em estudo de pacientes com cancer gastrico foi verificada hiperexpressao
de miR-181c, tanto no tecido quanto seérico, quando comparado a individuos
portadores de Ulcera gastrica ou a gastrite crénica (CUI et al., 2013).

No presente estudo, o miR-181c esteve hiperexpresso no plasma dos
pacientes com AP, em comparacdo aos controles normais, com acuracia de 100%
para distinguir uma amostra de plasma de um paciente com AP daquela de um
sujeito normal.Trata-se de achado inédito na literatura, abrindo possibilidades de
estudo do miRNA-181c como biomarcador eficaz e menos invasivo para

diagndstico do AP.
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Um aspecto importante é a auséncia da hiperexpresso do miR-181c no
tecido tumoral. Assim, pode se especular que a expressdo do miR-181c esta
associada a subpopulacdo de Cancer Stem Cells, atualmente implicada na
resisténcia ao tratamento, recidiva e metastase em diversos tipos de tumores,
inclusive em AP (BAO et al 2013). Os miRNAs desempenham um papel-chave na
regulacdo de caracteristicas e funcbes das CSCs e também sdo expressos de
forma distinta na subpopulacédo de células-tronco do AP com amplas implicacdes
na compreensao desta doenca e perspetivas de avangos na terapia com alvo em
células-tronco (BAO et al., 2013; JUNG et al., 2011).

Assim, um estudo com culturas primarias de pacientes com diagnéstico de
AP visando a comparacao da expressao do miR-181c na subpopulacdo de CSCs
se faz necessario, assim como estudos funcionais para elucidar o seu papel no AP.

O resultado obtido nesse estudo, com casuistica pequena, onde a maioria
dos pacientes apresentavam tumores avancados, deve ser visto com reservas e
indica a necessidade de estudos multicéntricos com maior diversidade populacional
e padronizacao dos testes do miRNA no plasma.

No presente estudo, quando a concentracdo do CA 19-9 foi adicionada aos
MiRNAs que estiveram hiperexpressos, houve aumento da acuracia, sugerindo que
este somatério podera agregar valor para o diagnostico diferencial e o estudo de
respostas ao tratamento do AP.

A expressao alterada de cerca de 100 miRNAas ja foi identificada em tecido
de AP. Os miRNAas de utilidade para triagem clinica, planejamento e avaliacéao
do tratamento deveriam ser identificados em amostras de sangue e depois
confirmados, mediante avaliacdo da bile, do suco pancreatico ou tecido obtido por
exames endoscopico (BLOOMSTON et al., 2007a; FRAMPTON; CASTELLANO,; et
al., 2014; GREITHER, THOMAS et al., 2010; KHAN et al., 2013; MA et al., 2013;
OUYANG et al., 2013; SZAFRANSKA, ANNA E et al., 2008; XU et al., 2014).

O estadiamento do AP tem associacdo com a expressdo dos miRNAs. O
mMiRNAs -132 estd hiperexpresso em pacientes com estadio IV, enquanto os
mMiRNA-155 and -181b estdo hipoexpressos. Todavia, ha mIRNAs que se
expressam de maneira similar entre os estagios IV e I-lll do AP (COTE et al.,
2014).

Os miRNAs -10b, -21 e -155 s&o importantes na biologia do AP
(BLOOMSTON et al., 2007a; GREITHER, T. et al., 2010; OUYANG et al., 2013;



77

PREIS et al., 2011a; SZAFRANSKA, A E et al., 2007). No entanto, o miR-21, como
observado também no presente estudo, ndo serve como um bom biomarcador no
plasma, na bile e no suco pancreatico (COTE et al., 2014).

Dessa forma, os mecanismos de regulacdo da liberacdo dos miRNAs para a
circulacdo sdo complexos, ndo podem ser generalizados para todos os miRNAs e
nao estdo claramente delineados.Os miRNAs -10b e -21 s&o abundantes nas
células do AP e também estdo presentes em fibroblastos associados ao cancer;
por outro lado, o miRNA-155 localiza-se nas células CD45 + T, dentro do
microambiente do tumor pancreatico, e ndo esta presente nas células do AP
(PREIS et al., 2011b; SEMPERE et al., 2010). Portanto, e expressdo de um
determinado miRNA nas celulas do AP ou do microambiente do tumor pancreatico
nao necessariamente determina a sua utilidade como um biomarcador periférico.

Dessa forma, os achados desse estudo revelam que a combinacdo da
expressdo de miRNAs no tecido tumoral e dos valores do CA19-9 aumenta a
acuracia no diagnéstico do AP, mas a expressdo miRNA-181c no plasma pode
servir como um teste de diagndstico ndo invasivo para o AP. Novos estudos sao
necessarios para validar a acuracia diagnostica deste achado, bem como para
avaliar a sua utilidade como biomarcador que se correlaciona com a sobrevivéncia

e a resposta a terapia do AP.
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CONCLUSAO
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9 CONCLUSAO

A amostra populacional de conveniéncia estudada e os métodos
empregados permitem concluir que a combinacdo da expressdo do miRNA-21 e
do miRNA-210 no tecido tumoral e dos valores séricos do CA19-9 aumenta a
acuracia no diagnostico do AP, mas a expressao miRNA-181c no plasma pode
servir como um teste de diagndstico ndo invasivo e representa alternativa a ser

explorada na caracterizagéo desses tumores.
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APENDICE A — TABELAS DAS CURVAS ROC

Tabela 1. Resultados da curva ROC — Cal9-9 — APt x PN.

Ca 19-9 Sensibilidade Especificidade
0 1 0
2,50 0,94 0,43
3,07 0,94 0,57
8,65 0,94 0,71
10,50 0,89 0,71
10,90 0,89 0,86

16,20 0,89 1

27 0,83 1
39,60 0,78 1
40 0,72 1
49 0,67 1
83 0,61 1
376 0,56 1
1000 0 1




Tabela 2 - Resultados da curva ROC — miRNA-21—- APt x PN

mMiRNA-21
0,15463
0,19670
0,26754
0,27048
0,79433
0,87985
0,92982
1,01317
1,01317
1,03649
1,09617
1,23399
1,39854
1,73445
2,06157
2,74000
3,45161
3,70708
5,09922
5,98206
6,27935
12,26396
21,06077
105,51758
2298,45211

Sensibilidade Especificidade

1
1
1
1

0,94

0,89

0,89

0,83

0,78

0,78

0,72

0,67

0,61

0,56

0,50

0,44

0,44

0,39

0,33

0,28

0,22

0,17

0,11

0,06
0

0
0,14
0,29
0,43
0,43
0,43
0,57
0,57
0,71
0,86
0,86
0,86
0,86
0,86
0,86
0,86

1

P R R R R R R R
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Tabela 3 - Resultados da curva ROC — miRNA-210- Grupo APt x Grupo PN

MiRNA-210 Sensibilidade Especificidade

0
0,33311
0,37483
0,45081
0,99108
1,11275
1,14348
1,18959
1,25965
1,25965
191714
2,44704
2,82265
3,40457
4,23595
4,50968
6,35501
6,68838
7,13254
9,36509

16,86158
24,71586
28,62726
42,48875
171,62775

1
0,94
0,94
0,94
0,94
0,94
0,89
0,89
0,83
0,78
0,72
0,72
0,67
0,61
0,56
0,50
0,44
0,39
0,33
0,28
0,22
0,17
0,11
0,06

0

0
0
0,14
0,29
0,43
0,57
0,57
0,71
0,71
0,86
0,86

P R R R R R R R R R R R R
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Tabela 4. Resultados da curva ROC — CA19-9+miRNA21 — Grupo APt x Grupo PN

CA19-9+miRNA-21 Sensibilidade Especificidade

-2,09
-1,97
-1,74
1,71
-1,67
-0,99
-0,75
-0,32
-0,30
2,80
3,32
3,51
4,54
7,26
40,02
109,07
109,20
109,27
109,32
109,67
109,91
110,12
111,16
127,38
509,00

1

1

1

1
0,94
0,94
0,94
0,89
0,89
0,89
0,83
0,78
0,72
0,67
0,61
0,56
0,50
0,44
0,39
0,33
0,28
0,22
0,17
0,11

0
0,14
0,29
0,43
0,43
0,57
0,71
0,71
0,86

1

P R R R R R R R R R R R R R R
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Tabela 5. Resultados da curva ROC — CA19-9+miRNA210 — Grupo APt x Grupo
PN

CA19-9+miRNA-210 Sensibilidade Especificidade

-13,65 1 0
-12,99 1 0,14
-10,75 1 0,29
-9,57 1 0,43
-8,23 1 0,57
-5,71 1 0,71
0,06 1 0,86
0,49 0,94 0,86
1,81 0,94 1
22,44 0,89 1
33,65 0,83 1
58,03 0,78 1
118,59 0,72 1
128,41 0,67 1
217,71 0,61 1
273,06 0,56 1
279,37 0,50 1
279,74 0,44 1
6 0,39 1
291,13 0,33 1
295,54 0,28 1
306,79 0,22 1
362,57 0,17 1
425,03 0,11 1
1184,16 0 1
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Tabela 6. Resultados da curva ROC — CA19-9+miRNA21+miRNA210 —Grupo APt x
Grupo PN

CA19-9 miRNA-21 miRNA-210 Sensibilidade Especificidade

-1942,97 1 0
-1866,31 1 0,14
-1588,00 1 0,29
-1363,95 1 0,43
-1187,58 1 0,57
-891,50 1 0,71
-13,23 1 0,86
13,22 1 1
14,22 0,94 1
27,23 0,89 1
2962,46 0,83 1
4565,27 0,78 1
7899,73 0,72 1
16298,23 0,67 1
17067,81 0,61 1
30986,64 0,56 1
34312,76 0,50 1
34443,12 0,44 1
34957,72 0,39 1
36076,12 0,33 1
36664,16 0,28 1
38341,73 0,22 1
46358,57 0,17 1
53891,42 0,11 1
164820,45 0 1
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Tabela 7. Resultados da curva ROC — miRNA-181c — Grupo APp x Grupo

PC
mMiRNA-181c Sensibilidade Especificidade
0,44518 1 0
0,47598 1 0,17
0,92683 1 0,33
1,07895 1 0,50
1,11163 1 0,67
1,64311 1 0,83
2,03077 1 1
2,26549 0,92 1
2,45807 0,85 1
2,79108 0,77 1
3,03233 0,69 1
4,04931 0,62 1
6,16703 0,54 1
6,60645 0,46 1
7,03000 0,38 1
15,03784 0,31 1
18,79237 0,23 1
19,86250 0,15 1

23,07766 0 1
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Tabela 8. Resultados da curva ROC — miRNA-210 — Grupo APp x Grupo PC.

mMiRNA-210 Sensibilidade Especificidade
0,49231 1 0
0,49743 0,92 0
0,69618 0,92 0,17
0,86548 0,92 0,33
0,96335 0,85 0,33
1,03805 0,85 0,50
1,17844 0,85 0,67
1,38350 0,77 0,67
1,59353 0,69 0,67
1,98932 0,69 0,83
2,03274 0,62 0,83
2,49809 0,62 1
3,62762 0,54 1
5,57154 0,46 1
5,59049 0,38 1
5,72083 0,31 1
6,24337 0,23 1
14,15976 0,15 1
15,81010 0 1




Tabela 9. Resultados da curva ROC — miRNA210+miRNA181c — Grupo APp x

Grupo PC.

MiRNA210 miRNA181c Sensibilidade Especificidade

-143,45
-120,59
-94,45
-89,92
-71,92
-19,19
19,43
21,14
24,23
52,13
75,29
107,70
111,07
335,45
441,94
1097,01
1277,59
1617,45

1808,29

1

1

0,92
0,85
0,77
0,69
0,62
0,54
0,46
0,38
0,31
0,23

0,15

0
0,17
0,33
0,50
0,67

0,83
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Tabela 10 - Resultados da curva ROC — miRNA-21 — Grupo APt x Grupo

PPT

mMiRNA-21 Sensibilidade Especificidade
0,23614 1 0
0,27048 0,94 0,11
0,37381 0,94 0,22
0,62716 0,94 0,33
0,78774 0,94 0,44
0,79433 0,89 0,44
0,86400 0,89 0,56
0,92982 0,83 0,56
1,00564 0,83 0,67
1,01317 0,78 0,67
1,09617 0,72 0,67
1,23399 0,67 0,67
1,39854 0,61 0,67
1,44566 0,61 0,78
1,45784 0,61 0,89
1,73445 0,56 0,89
2,06157 0,50 0,89
2,74000 0,44 0,89
3,02567 0,44 1
3,70708 0,39 1
5,09922 0,33 1
5,98206 0,28 1
6,27935 0,22 1
12,26396 0,17 1
21,06077 0,11 1
105,51758 0,06 1

2298,45211 0 1
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APENDICE B - Dados individuais: clinicos e dos miRNAs nos grupos
APt, APp, PPT, PN e PC

Tabela 1 — Dados Clinicos dos pacientes

ID TESE NOME IDADE SEXO PERDA  CIRURGIA EC CA19-9
_PESO
1 ACS 61 1 0 1 4 >1000
2 ACR 82 1 0 1 3 >1000
3 ACR 70 0 0 1 2 88,8
4 ARC 72 0 1 2 4 >1000
5 AlC 72 0 1 2 4 >1000
6 AMS 50 0 0 2 3 15,5
7 EA 66 0 1 1 2 >1000
8 GD 74 0 1 1 1 3,1
9 HCO 56 1 0 1 3 >1000
10 IDSC 77 1 0 1 2 39,6
11 JBA 64 1 1 2 3 40
12 JAS 76 1 0 2 4 83
13 JB 69 0 1 2 4 >1000
15 JHM 58 0 1 2 4 27
16 JVS 55 0 0 2 4 10,5
17 LAN 55 0 1 1 1 307
18 LCBS 39 0 1 2 2 49
19 MAAP 63 1 1 2 4 376
20 MAMM 62 1 0 1 2 10,3
21 MB 67 0 1 1 1 2,5
22 OBB 78 1 1 2 4 >1000
23 OGS 85 0 1 2 2 >1000
24 RAB 72 1 1 1 4 >1000
26 RAPD 41 1 1 1 3 >1000
27 SPC 62 0 1 2 4 >1000
28 VHM 72 1 0 1 2 >1000
LEGENDA:
SEXO: PERD_PESO Cirurgia
Masc -0 <=5KG -0 Ressecavel - 1

Fem -1 5KG>-1 Nao -2
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Tabela 2 —Valores dos miRNAs nos grupos APt, PPT, e PN

miR-100

0,054273783
0,004082001
0,540708923
0,084907307
0,006824535
0,293808343
0,003086663
0,088401169
0,138077815
0,050264533
0,028252666
1,976540992
0,006174211
0,53899952

0,061296965
0,009894346
0,00206777

0,018525096

0,257249335
0,950105798
0,367736426
0,095581785
0,049417678
0,041352194
0,625611968
0,778625987
0,00636224

0,009894346
0,479091704
1,56956932
4,220373446
0,426759024
0,270606506
0,023705654

miR-107
4,762117805
0,434126293
18,48663383
79,20677582
3,224140371
93,62919535
1,510003079
3,616083461
2,647840657
1,723426349
6,496182846
0
4,403823395
0
85,46017735
1,062501707
0,557407114
1,499065106

0,563908285
2,146540999
3,860430785
0,203160167
0,260933094
0,811354315
0,896239763
1,92619505
0,725958958

1,062501707
1,660521527
0,973292165
0,840524855
1,584468687
0,509893783
0,368797275

miR-181c

0,330503227
0,058097877
2,156231241
0,226806114
0,061389364
0,171019728
0,045385052
0,244438277
0,048740803
0,342591898
0,23910882

3021,579732
0,055215349
176,5153801
0,554854247
0,133680796
0,035237605
0,181593384

0,188402261
0,547345312
0,50702341
0,05246853
0,13273117
30,98437546
0,152029575
0,240210041
0,048892704

0,133680796
0,480604087
0,373482503
0,342692185
0,405052638
0,248511155
5,015976635

miR-21
12,26395636
1,096172136
105,5175801
1,398539608
2,061567868
6,279347208
3,707077095
5,099221703
1,233991229
5,982061472
21,06076949
2298,452108
0,270482919
1,734451236
2,74
1,013172475
0,794327746
0,929821282

0,236141548
1,005637353
3,025673901
1,445663146
0,627163433
0,864000281
0,787743022
1,457835344
0,373812351

1,013172475
3,451611101
0,879852618
0,196702755
0,154630209
1,036486652
0,26754419

miR-210
171,6277461
4,509679049
28,62725981
6,355011979
6,688375155
1,189587656
16,86158292
4,235950825
24,7158576
7,132544239
42,4887474
0

1,917136093
3,404571118
1,112751097
1,259651693
2,822650516
9,365093821

0,772132388
0,425046096
6,573691591
999,99
3,747930217
3,296687982
0,579701734
0,467572812
0,427437522

1,259651693
2,447036042
1,143480438
0,374826154
0,991081516
0,450814624
0,333109533

114

miR-23a
2,07E-04
7,40E-06
7,61E-04
4,04E-05
0,001458704
3,12E-04
1,11E-05
1,93E-05
0,014197447
7,01E-05
5,70E-05
9,23E-04
5,11E-06
0,113211973
0,007093073
1,20E-05
22,37183413
9,38E-05

3,57E-05
9,75E-05
1,05E-04
0,001022909
3,19E-04
1,97E-06
0
6,24E-05
1,64E-05

1,20E-05
5,17E-05
1,01E-07
6,999829263
0
7,08E-05
3,60E-05
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Tabela 3 — Valores dos miRNAs no plasma dos grupos APp, PC

miR-23

2-ddCT
13,1674128
0,049406683
0,157295576
0,180603781
0,589188019
9,939684092
0,093551202

204,9957231

0,216194241

0,105381973

15,99944549

6,923972525

56,58116591

6,03665771

0,597040208

1,674929068

8,822270527

0,491052779

0,100012345

0,518658439

miR-21
2-ddCT
14,0237473

0,020923239
2,149870858
0,177415013
0,241040922
2,905627979
0,203506954

43,88329651

5,341333628

0,342660072

3,525065342

3,710336411

4,242309861

3,146613538

0,838539122

0,140890867

1,192550202

1,35406782

0,335015558

2,861152332

miR-210
2-ddCT
5,571535557
0,49230524
5,720832086
1,383502259
1,989319496
6,243370145
2,498089213

15,81010452

0,865481568

1,1784373

5,590491011

3,627624177

14,15976091

1,038049327

0,963345358

1,593528697

2,032739017

0,69617649

0,497433302

3,625096244

miR-100

2-ddCT
7,115548644
0,031787977
1,791136143
0,181976618
0,495609243
8,31159294
0,066227536

519,642277

6,247049667

0,366192716

10,91488481

3,654882434

7,91546991

4,070130353

0,665460528

0,364079395

1,588951401

1,426742521

0,700897314

3,435621363

miR-107

2-ddCT
3,542701715
0,775527583
1,011152081
0,55990346
1,015823673
1,282981173
0,761781945

20,17015129

1,526047639

1,350084775

2,095871113

0,785291398

8,513781117

0,693371287

0,348867232

1,326753174

3,910627171

1,354678027

0,753719697

1,23335535

115

miR-181c
2-ddCT
15,03783529
2,030767392
6,60644889
2,265492948
7,030001514
23,07765933
2,458068295

6,167026305

19,86249567

2,791082947

4,049306928

3,032326287

18,79236845

0,926828941

1,11162871

0,445184417

1,078947749

1,643105369

0,475980706

6,149265105



