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RESUMO

O adenocarcinoma ductal de pancreas (CP) apresenta um prognostico bastante
reservado e raramente € diagnodstico precocemente. Existe uma estreita associacao
entre diabetes mellitus (DM) de inicio recente e essa neoplasia, sendo o DM
considerado um biomarcador do CP. Em bases clinicas, é dificil diferenciar um DM
secundario ao CP e o DM tipo 2 (DM2) e a identificacdo de marcadores que possam
auxiliar nesse diagndstico diferencial seria de grande auxilio na pratica clinica. O
objetivo do presente estudo foi comparar o perfil de RNA mensageiro (mMRNA) de
exossomas extraidos de soro de trés grupos de individuos; (1) com CP e DM de inicio
recente, (2) com DM2 de longa duracéo e (3) sem essas duas condi¢des clinicas
(Grupo controle [C]). Para tanto, foram incluidos 20 individuos com CP e DM de inicio
recente, 22 individuos com DM2 de longa duracdo e 13 individuos no Grupo C.
Sangue periférico foi coletado para isolamento de exossomas a partir de 1 mL de soro;
os exossomas foram submetidos a extracdo de RNA total, o qual foi utilizado para a
construcdo de bibliotecas de DNA complementar, que foram sequenciadas. Como
houve uma grande variabilidade no numero de genes detectados entre as amostras,
foram considerados na analise de genes diferencialmente expressos agueles que
apresentaram transcritos presentes em pelo menos 30 amostras, 0 que resultou em
113 genes. Dentre esses genes, foram selecionados os que apresentaram diferenca
estatisticamente significante nas comparagdes entre os Grupos CP e C, CP e DM e
DM e C, o que resultou em 40 genes. Um total de 19 genes foi diferencialmente
expressos entre participantes com CP e DM: sete entre os Grupos CP e DM (ASAH1,
ULK4, TMSB4X, HBB, HBA2, YWHAB e B2M), nove entre os Grupos CP e Ce CP e

DM (GIGYF2, MTND1, MTND2, DNMT3A, SHISAL2B, MAP1B, RPS29, MTCO2 e



HBAL), dois entre os Grupos CP e DM e DM e C (MTND3 e DNASE1) e um entre 0s
Grupos CP e C, CP e DM e DM e C (MTND5). Dentre os 19 genes diferencialmente
expressos, sete apresentaram um valor de P < 0,05 nas curvas ROC considerando os
Grupos CP e DM2 (ULK4, GIGYF2, YWHAB, MTND5, MTND1, HBB e DNASE1) e
poderiam ser usados para discriminar DM de inicio recente associado ao CP de DM2,

especialmente se esses achados forem validados em uma populacao independente.

Palavras-chave: Adenocarcinoma ductal de pancreas, Diabetes mellitus,

Exossomas, Transcriptoma



ABSTRACT

Ductal adenocarcinoma of the pancreas (CP) has a very poor prognosis and is rarely
diagnosed early. There is a close association between recent-onset diabetes mellitus
(DM) and this neoplasm, with DM being considered a biomarker of CP. On a clinical
basis, it is difficult to differentiate DM secondary to CP and type 2 DM (DM2) and the
identification of markers that can help in this differential diagnosis would be of great
help in clinical practice. The aim of the present study was to compare the messenger
RNA (mRNA) profile of exosomes extracted from the serum from three groups of
individuals; (1) with CP and recent-onset DM, (2) with long-standing DM2, and (3)
without these two clinical conditions (Control group [C]). For this purpose, 20
individuals with CP and recent-onset DM, 22 individuals with long-standing DM2 and
13 control individuals were included. Peripheral blood was collected for isolation of
exosomes from 1 mL of serum; exosomes were subjected to total RNA extraction for
generation of complementary DNA libraries, which were sequenced. As there was a
great variability in the number of genes detected between the samples, those
transcripts present in at least 30 samples were considered in the analysis of
differentially expressed genes (n=113 genes.) Among these genes, those that
presented a statistically significant difference in the comparisons between Groups CP
and C, CP and DM and DM and C were selected (n=40 genes). A total of 19 genes
were differentially expressed between participants with CP and DM: seven between
CP and DM Groups (ASAH1, ULK4, TMSB4X, HBB, HBA2, YWHAB and B2M), nine
between CP and C and CP and DM Groups (GIGYF2, MTND1, MTND2, DNMT3A,
SHISAL2B, MAP1B, RPS29, MTCO2 and HBAL1), two between CP and DM and DM
and C Groups (MTND3 and DNASE1) and one between CP and C, CP and DM and

DM and C Groups (MTND5). Among the 19 differentially expressed genes, seven had



a P value < 0.05 in the ROC curves considering the Groups CP and DM2 (ULK4,
GIGYF2, YWHAB, MTND5, MTND1, HBB and DNASE1) and could be used to
discriminate recent-onset DM associated with CP from DM2, especially if these

findings are validated in an independent population.

Key-words: Pancreatic ductal adenocarcinoma, Diabetes mellitus, Exosomes,

Transcriptome
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1. INTRODUCAO

O pancreas pode dar origem a diversas neoplasias malignas e benignas. Os termos
comumente usados, "carcinoma do pancreas” ou "cancer pancreatico”, geralmente se referem
ao adenocarcinoma ductal de pancreas (incluindo seus subtipos), que representa 85 a 90%
de todas as neoplasias pancreaticas. As neoplasias pancreaticas exocrinas incluem todos os
tumores que estao relacionados as células ductais e acinares pancreaticas. Mais de 95% das
neoplasias malignas do pancreas surgem de elementos exdcrinos (1). Ela se constitui na
guarta principal causa de morte relacionada ao cancer nos Estados Unidos da Ameérica (EUA),
perdendo apenas para o cancer colorretal como causa de morte relacionada ao cancer do trato
digestivo (2) e em alguns anos pode se tornar a segunda principal causa geral de morte
relacionada ao cancer nesse pais (3,4).

Nos ultimos anos, a taxa de mortalidade por adenocarcinoma de pancreas (CP) tem
se mantido estavel nos EUA e apds cinco anos de seu diagnastico, apenas 5,0% dos pacientes
estao vivos (5,6). No Brasil, essa neoplasia é responsavel por cerca de 2% de todos os tipos
de cancer diagnosticados e por 4% do total de mortes causadas pela doenga (7). Em 2019,
computou-se um total de mortes de 11.801, sendo 5.905 homens e 5.893 mulheres (8). E
mais raro antes dos 30 anos, tornando-se mais comum a partir dos 60. Segundo a Unido
Internacional para o Controle do Cancer (UICC), os casos de CP aumentam com o0 avancgo da
idade: de 10/100.000 habitantes entre 40 e 50 anos para 116/100.000 habitantes entre 80 e
85 anos (9).

Com idade média ao diagnéstico de 70 anos, o CP acomete mais homens do que
mulheres (5). Apenas 11% dos casos sdo diagnosticados em estagio inicial, com cerca de 30%
apresentando disseminacédo para linfonodos regionais e mais de 50% ja com doenca
metastatica (5), refletindo a auséncia de métodos de rastreamento (diagnostico precoce) para

tal neoplasia. Histologicamente, é caracterizado por glandulas atipicas envoltas por um denso



24

estroma fibrotico, que corresponde a cerca de 50% do tumor, o que torna dificil a obtencdo de
tecido carcinomatoso para fins de pesquisa e diagnostico. Estruturas ndo-tumorais adjacentes
estdo frequentemente presentes dentro do tumor. Esses tumores podem expressar mucin-
related carbohydrate antigens, tais como o antigeno carcino embriogénico (CEA) e o
carbohydrate antigen 19-9 (CA 19-9), além das citoqueratinas 7, 8, 18 e 19 (6).

Os fatores de risco associados ao desenvolvimento do CP podem ser divididos
em hereditarios e ndo hereditarios. Menor parcela advém de fatores hereditarios,
aproximadamente 10 a 15% dos casos (9). Sdo exemplos de fatores de risco
hereditarios: cancer de mama e de ovario hereditarios associados aos genes BRCAL,
BRCA2 e PALB2, sindrome de Peutz-Jeghers e sindrome de pancreatite hereditaria.
Os fatores de risco ndo hereditarios sdo, na sua grande maioria, associados ao estilo
de vida e, dessa forma, sdo modificaveis. Dentre eles, destacam-se o tabagismo, a
obesidade, a inatividade fisica, o diabetes mellitus (DM) e a pancreatite crénica nao
hereditaria (9).

A apresentacdo inicial do CP varia de acordo com a localizacdo do tumor.
Aproximadamente 60 a 70% dos CP estéo localizados na cabeca do pancreas, enquanto 20
a 25% estao no corpo ou cauda e o restante envolve todo o 6rgao (10). Em comparagdo com
0s tumores do corpo e cauda da glandula, os tumores da cabeca do pancreas cursam mais
frequentemente com ictericia, esteatorreia e perda de peso (11). Sintomas inespecificos, como
astenia, perda de peso e dor abdominal, geralmente sdo encontrados nos pacientes com
tumores de corpo e cauda de pancreas e, por muitas vezes, podem passar despercebidos,
culminando no diagnostico mais tardio da doenca (10).

A resseccao cirlrgica oferece a unica chance de cura para o CP, mas apenas 15 a
20% dos casos sao potencialmente ressecaveis na apresentacao (12). A irressecabilidade

local é geralmente (mas nem sempre) devida a invasdo vascular. Lamentavelmente, o
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prognoéstico € ruim, mesmo para aqueles submetidos a resseccdo microscopicamente
completa (R0). Dadas as altas taxas de recorréncia sistémica (> 80 %) e local (> 20%) apos a
cirurgia, quimioterapia sisttmica, radioterapia e as abordagens combinadas
(quimiorradioterapia) tém sido usadas antes e ap0s a ressec¢ao cirirgica, em um esforco para

melhorar as taxas de cura (13).

1.1 Adenocarcinoma ductal de pancreas e diabetes mellitus

O termo DM descreve doencas que envolvem o metabolismo anormal de
carboidratos e que sao caracterizadas por hiperglicemia. O DM tipo 2 (DM2) é o tipo
mais comum de DM em adultos (> 90 por cento) e é caracterizado por hiperglicemia
geralmente devido a perda progressiva da capacidade de secrecao de insulina pela
célula beta sobreposta a variados graus de resisténcia a insulina. Os pacientes séo,
em sua grande maioria, assintomaticos na apresentacdo, com hiperglicemia
observada somente na avaliagdo laboratorial de rotina (14). O DM2 afeta
aproximadamente 13% da populacédo dos EUA, e a prevaléncia mundial é estimada
em 9,3% em adultos, equivalente a 463 milhdes de pessoas (15,16) e,
frequentemente, se desenvolve em pacientes com mais de 45 anos.

Mais recentemente, o termo DM pancreatogénico ou DM tipo 3c tem sido
utilizado para definir o DM que advém de disfuncéo pancreatica exdcrina direta, como
por exemplo: pancreatite cronica (cerca de 80% dos casos), fibrose cistica,
hemocromatose e o CP (17). Estudo recente tentou encontrar caracteristicas clinicas
e laboratoriais que poderiam diferenciar o paciente com diagnéstico de DM2 versus o
DM tipo 3c associado ao CP. Foi evidenciado que, para esta ultima condicao clinica,
0S pacientes possuiam ao diagndéstico idade mais avancada, indice de massa

corporea (IMC) mais baixo, elevacédo de alanina aminotransferase (ALT) e menores
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indices de hemoglobina glicada (HbAl1c), além de manifestacdes classicas do CP,
como dor abdominal e perda de peso (17).

Diversos estudos mostram a estreita associacdo entre o CP e o DM e
avaliacdes sistematicas de tais estudos evidenciam um risco até duas vezes maior
desta neoplasia em pacientes com DM2 de longa duracéo (maior que 5 anos). O DM2
cursa com obesidade e resisténcia insulinica, condi¢cdes conhecidas para o risco de
CP (11). O aumento das concentracfes circulantes de insulina nos individuos com
DM2 poderia ativar o receptor do fator de crescimento semelhante a insulina tipo 1
(IGF1), o qual pode exercer efeitos mitogénicos em lesGes pré-neoplasicas
pancreaticas, acelerando o desenvolvimento do CP (18). O efeito estimulatério da
insulina relacionado a proliferacdo celular € mediado pela transgelina 2, a qual
encontra-se aumentada nos pacientes com CP e DM, implicando em um pior
prognaéstico oncoldgico; sua inibicdo podera servir como alvo terapéutico em estudos
futuros (19).

A associacao entre CP é ainda mais estreita quando o DM tem uma duracéo
menor do que cinco anos. A prevaléncia de DM e de tolerancia a glicose diminuida
em casos de CP chega a 80%. Na maioria dos casos, o0 DM associado ao CP é
diagnosticado menos de dois anos antes do diagnostico do cancer ou durante o curso
da doenca (20). Ben e cols. evidenciaram um risco relativo de 5,4 (intervalo de
confianca [IC] de 95% de 2,5 a 8,3) de CP em individuos com DM de duracdo menor
que um ano (21).

Os resultados de um estudo de coorte retrospectivo de 2.122 pacientes
diabéticos sugeriram que o CP se desenvolveu dentro de trés anos apos o diagnostico
de DM em 1% dos pacientes que tinham pelo menos 50 anos de idade (22). Esta é

aproximadamente a mesma taxa de deteccdo de cancer de colon ou mama para
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pacientes submetidos ao rastreamento colonoscopico ou mamogréfico,
respectivamente (23,24). Outros estudos evidenciaram prevaléncia maior, podendo
chegar a até 13,6% (21).

Aproximadamente 80% dos pacientes com esse tipo tumoral tém glicemia de
jejum alterada ou tolerancia a glicose diminuida, independentemente do tamanho
tumoral e de sua relagdo com estruturas adjacentes. Ademais, o diagnéstico do DM
precede em até trés anos o diagndstico oncoldgico. Por fim, a remocao da neoplasia
culmina em melhora ou resolucéo do DM de inicio recente (21).

Diante de tais achados, sugere-se que o DM seja um biomarcador do CP em
estagio inicial. A identificacdo de individuos com DM de inicio recente associado ao
CP ofereceria a oportunidade para a deteccéo precoce dessa neoplasia.

Algumas hipéteses sdo aventadas para explicar essa associa¢ao entre DM e
CP, dentre elas:

- Destruicdo das células beta produtoras de insulina pelo tumor. Tal hipétese encontra
pouco respaldo na literatura e apresenta dados conflitantes, uma vez que tumores
pequenos podem também estar relacionados ao DM;

- Fatores de risco competitivos entre DM2 e CP: idade, obesidade e historia familiar;
- Relacdo causal direta entre CP e DM, sendo este Ultimo considerado uma sindrome
paraneoplasica.

Essa relacéo de causa e efeito parece estar associada a sintese e secrecao de
fatores diabetogénicos, os quais levariam a resisténcia a insulina e/ou disfuncéo das
células beta secretoras de insulina pelo CP. Dentre as proteinas ja identificadas e
candidatas a mediar a menor secrecdo de insulina estdo a adrenomedulina (25) e o
FAM3D (26). Além disso, nota-se uma relagéo entre o status de DM e aumento do

tamanho tumoral ao diagnostico, assim como elevacédo do grau histologico do CP,
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implicando diretamente em piores desfechos (27,28). Mediadores inflamatérios, como
fator de necrose tumoral (TNF) e marcadores de inflamacéo (proteina C reativa), estdo
em concentracdes elevadas nos pacientes com CP e DM, em comparacdo com 0S
individuos portadores de CP sem DM (29). A remocé&o do tumor leva a normalizacao
de tais mediadores e, consequentemente, a resolucdo do DM, sugerindo que a
inflamacé&o possui papel na fisiopatologia do DM associado a neoplasia pancreatica
(29).

A deplecdo das células beta também € relatada como um dos possiveis
mecanismos para explicar o desenvolvimento do DM em pacientes com diagndstico
de CP. Uma das principais vias envolvidas nesse processo € a ativa¢ao da sinalizacao
celular mediada pelo fator de crescimento transformante beta (TGFp), o qual pode ser
produzido tanto pelas células neoplasicas quanto pelas células estromais adjacentes
(30), culminado em apoptose das células beta pancreaticas. Por fim, Kang e cols.
reportaram que o biomarcador vanina 1 (VNI1), quando hiperexpresso nos individuos
portadores de CP, pode causar uma maior disfuncdo das céulas beta e,
consequentemente, explicar a presenca de DM nessa populacédo (31).

A suspeita clinica de que um DM de inicio recente seja, ndo um DM2, mas um
DM secundério ao CP, tem implicacdes clinicas importantes, pois pode permitir a
deteccao precoce da neoplasia, uma vez que o DM surge entre 24 e 36 meses antes

do diagndstico do CP.

1.2 Exossomas, transcriptoma e cancer
Os exossomas consistem em nanovesiculas (<150 nm) de origem
endossomal, liberadas por células sadias e tumorais e possuem inumeras funcdes

relacionadas ao ambiente intra e extracelular. Em seu interior, podem ser encontrados
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oligonucleotideos, acido desoxirribonucleico (DNA), &acido ribonucleico (RNA)
mensageiro (MRNA), micro-RNAs (miRs), entre outros. Uma das principais funcdes
dos exossomas é mediar a comunicacao intercelular, tanto em ambito fisiolégico quanto
patoldgico (32—34). Além disso, exossomas podem ser obtidos a partir de tecidos ou
fluidos corporais de pacientes, com excelente biodistribuicdo e biocompatibilidade, o

gue permite um menor clearance pelo sistema fagocitario mononucleares (35).

No contexto do cancer, essas vesiculas transferem macromoléculas para células-
alvo, induzem hipoxia e proliferacao celular e contribuem para a formacdo de um
ambiente que favorece o desenvolvimento de metéstases (36). Além disso, podem
guiar alteracfes epigenéticas no microambiente tumoral e em 6rgaos a distancia (37).
Os exossomas estéo diretamente ligados a tumorigénese de alguns tipos de neoplasia,

tais como o cancer de colon, o melanoma e o CP (38).

Ao longo dos ultimos anos, diversos estudos tém mostrado a importancia e a
aplicabilidade do estudo dos exossomas dentro do cenario oncoldgico, importancia
essa prognostica e funcional, com participacdo ativa dos exossomas na regulacao

imunoldgica, na progressao da doenca e no surgimento de metastases (39-42).

Os exossomas se constituem em um dos tipos de nanoparticulas
extracelulares, coletivamente chamadas de vesiculas e particulas extracelulares
(EVPs), que foram classificadas em trés subpopulacdes distintas: os pequenos
exossomas (60 a 80 nm), os grandes exossomas (90 a 120 nm) e os exdmeros (< 50
nm). Apesar de diversas bases de dados de EVPs, algumas questdes relacionadas a

sua utilizacao e funcao ainda permanecem sem resposta:

e Quais marcadores permitem o isolamento confiavel de EVPs em humanos,

independentemente da fonte utilizada, como tecido ou plasma, por exemplo;
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e Quais marcadores possibilitam a distingcdo entre cancer e ndo cancer e quais
marcadores possibilitam sua deteccédo precoce;
e Quais marcadores unicos possibilitam especificar o sitio primario tumoral, seu

local de origem (42).

Na tentativa de clarificar tais questdes, Hoshino e cols. realizaram a andlise de
EVPs em 426 amostras de diversas células, tecidos e fluidos corporais, incluindo
amostras obtidas de individuos com cancer e de individuos saudaveis. Os achados
podem vir a permitir a utilizacdo de proteinas tumorais associadas aos exossomas
como possiveis biomarcadores para deteccdo precoce do cancer, para avaliacdo da
resposta ao tratamento e para a identificacdo do sitio primério tumoral. Evidenciou-se,
ainda, alta especificidade e sensibilidade para a deteccao de estagios iniciais de cancer,
seja empregando tecido ou plasma para analise dos EVPs. Um achado interessante foi
gue muitas das proteinas contidas nos EVPs derivados de plasma eram oriundas do
tecido tumoral e de tecidos adjacentes ou distantes, mostrando que o microambiente
tumoral é um dos maiores contribuidores para tais exossomas cancer-especificos
encontrados no plasma. Dessa forma, os achados podem levar ao desenvolvimento de
um novo método, baseado em exossomas plasmaticos, para rastreamento oncologico
na pratica clinica (43). Aventa-se também o desenvolvimento de drogas conjugadas a
exossomas, direcionando a resposta para sitios especificos, poupando as células

saudaveis e minimizando efeitos adversos (42).

Um achado que mostra a comunicagao entre CP e ambiente estromal foi
evidenciado pela analise de exossomas obtidos no liquido contido no ducto
pancreatico, que demonstrou a expressao tanto de moléculas carcinoembrionarias de
adesdo (CEACAMs ou antigeno carcinoembrionario) oriundas do epitélio pancreético,

como proteinas da matriz extracelular (38). Sagar G. e cols. estudaram exossomas
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(plasmaéticos e teciduais) de pacientes portadores de CP, buscando averiguar a relacao
entre lipdlise e perda ponderal precoce nesse subgrupo. Os achados mostraram o papel
dos exossomas na mediacdo de tal processo, uma vez que eles transportavam

adrenomedulina, que promove lipolise em adipécitos humanos (44).

As analises transcriptdmicas visam capturar tanto RNA codificadores quanto
ndo codificadores e quantificar a heterogeneidade da expressdo génica em células,
tecidos, 6rgaos e até mesmo em um corpo inteiro. Esta analise também é importante
porque fornece 0s primeiros passos para a caracterizacdo funcional e anotacdo de

genes / genomas previamente revelados por sequenciamento de DNA (45).

Uma vez que exossomas derivados de células oncologicas refletem o ambiente
tumoral, a andlise do transcriptoma dessas EVPs pode fornecer informacdes
relevantes. Qadir e cols. realizaram a analise transcriptbmica de queratindcitos orais
humanos normais expostos a exossomas oriundos de queratindcitos normais e de
gueratinécitos isolados de carcinoma escamoso de cabeca e pescoco. Tanto o
exossoma normal quanto o derivado da célula oncolégica modulou a expresséo génica
dos queratinécitos normais. Esses dados sugerem que a célula neoplasica pode se
utilizar do exossoma para reprogramar o transcriptoma de células distantes, levando a
alteracdes patologicas que favorecem angiogénese, imunomodulacdo e metastases
(46).

A identificacdo de um perfil de mRNA especifico de uma neoplasia a partir de
RNA total obtido de exossomas circulantes poderia ser Gtil no diagndstico precoce em
individuos de alto risco.

Na pratica clinica do endocrinologista, existe uma dificuldade de diferenciar, em
bases clinicas, um DM2 de um DM secundario a um CP e a identifica¢cdo de marcadores

gue pudessem auxiliar nesse diagnostico diferencial seria de grande auxilio. A hipétese
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do presente trabalho é que exossomas circulantes de individuos com CP e DM tenham

um perfil de mRNA diferente de exossomas circulantes de individuos com DM2.



33

2. OBJETIVOS

O objetivo do presente estudo foi avaliar o perfil de mRNA (transcriptoma) de

exossomas isolados do soro de trés grupos de individuos:

- Com CP e DM de inicio recente,

- Com DM2 de longa duracao;

- Controles, sem CP e sem DM2.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1 Casuistica
O presente estudo foi submetido e aprovado pelos seguintes Comités de Etica

em Pesquisa:
- Universidade Nove de Julho — UNINOVE (2.962.389, Anexo 1);
- Hospital Aleméo Oswaldo Cruz (3.323.054, Anexo 2);
- Hospital Santa Maggiore (3.111.704, Anexo 3);

- Unidade Basica de Saude (UBS) da Estratégia de Saude da Familia Dr2 liza

Weltman Hutzler (3.141.417, Anexo 4).

Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e

Esclarecido (TCLE, Anexo 5).

Individuos com CP foram selecionados no ambulatério dos Hospitais Santa
Maggiore e do Hospital Oswaldo Cruz entre os meses de outubro de 2018 a outubro

de 2019. Os critérios de inclusédo para esse grupo foram:
1. Idade > 18 anos;

2. Diagnostico histologicamente confirmado de CP e diagnostico de DM de
acordo com os critérios da American Diabetes Association (Glicemia apos
jejum de 8 horas = 126 mg/dL ou HbA1c = 6,5%) até trés anos antes do

diagnostico do adenocarcinoma ductal.

N&o foram incluidos individuos com outros subtipos de cancer de pancreas que

nao adenocarcinoma ductal.
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Todos foram submetidos a mensuracao do peso (kg) e da altura (m), aferidos
para calculo do IMC (em kg/m?) e da circunferéncia abdominal (CA, em cm), aferida

com fita métrica flexivel e inelastica.

Os seguintes exames bioquimicos foram realizados: glicemia de jejum (mg/dL),
HbAlc (%), colesterol total (mg/dL), HDL-colesterol (mg/dL), LDL-colesterol (mg/dL),

triglicérides (TG) (mg/dL), insulina (uUI/mL), peptideo C (ng/mL) e CA19-9 (U/mL).

Os seguintes dados demograficos, clinicos e anatomopatologicos foram
coletados a partir dos prontuarios dos individuos com CP: idade, sexo, estadio da
doenca (I a IV), sitio do tumor primario (cabeca, corpo ou cauda pancreatica),
tratamentos j4 realizados ou em andamento, data do diagndstico, histéria de
tabagismo, diferenciacdo do tumor e performance status de acordo com a escala

Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG).

Os individuos com DM2 (diagnostico também baseado nos critérios da
American Diabetes Association) foram selecionados na UBS da Estratégia de Saude
da Familia Dr2 llza Weltman Hutzler, entre os meses de setembro de 2018 a fevereiro

de 2019. N&o foram incluidos individuos com DM tipo 1.

Os critérios de inclusé@o para esse grupo foram:

1. Idade > 18 anos;
2. DM2 h& mais de trés anos do momento da coleta de amostra.
Todos os individuos foram submetidos & mensuracéo do peso (kg) e altura (m)

para célculo do IMC (em kg/m?) e da CA.



36

Os seguintes exames bioquimicos foram realizados: glicemia de jejum (mg/dL),
HbAlc (%), colesterol total (mg/dL), HDL-colesterol (mg/dL), LDL-colesterol (mg/dL) e

TG (mg/dL).

Os individuos do grupo Controle também foram selecionados na UBS da
Estratégia de Saude da Familia Dr2 llza Weltman Hutzler, entre os meses de janeiro
e fevereiro de 2020. Os individuos foram submetidos as mesmas mensuracées
antropométricas e aos mesmos exames bioquimicos do Grupo com DM2.

Os seguintes critérios de ndo inclusédo foram usados nos trés grupos avaliados:

- Incapacidade de assinar o TCLE e

- Antecedente de outras neoplasias (exceto tumores de pele ndo-melanoma).

Perda de peso recente (Ultimos trés meses) na auséncia de um programa de
reeducacao alimentar e atividade fisica foi critério de ndo inclusdo nos Grupos DM2 e

C.

3.2 Métodos

O sangue periférico de todos os participantes da pesquisa foi coletado em um
tubo BD de tampa amarela com gel de separacéo (BD, Becton Dickinson, Franklin
Lakes, NJ, USA), especifico para separacdo de soro. ApOs a coleta, o tubo foi
centrifugado a 4°C por 20 min a 2.800 rota¢gGes por min (rpm) e o soro assim obtido

foi armazenado a - 80° C até sua utilizacao.



37

3.2.1 Extracdo de exossomas de soro e confirmacao da presenca de mRNA nos
exossomas

As amostras de soro foram mantidas em gelo até o descongelamento e para a
padronizagao das metodologias, uma aliquota de 200 pL e uma aliquota de 1 mL
foram centrifugadas a temperatura ambiente, a 2.000g por 30 min para remocao de
células /debris. Os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos, onde foram
adicionados 0,2 volumes do reagente Total Exosome Isolation (from serum)
(Invitrogen). Apdés pipetagem para homogeneizacéo, as amostras foram incubadas a
4 °C durante 30 min e, a seguir, centrifugadas a 10.000g, por 10 min, a temperatura
ambiente. Os exossomas estdo contidos no pellet formado nessa etapa. Esse estojo
comercial isola nanoparticulas menores do que 300 nm, estando a maioria delas entre

50 e 150 nm.

Com uma pipeta, os sobrenadantes foram removidos e os pellets foram
ressuspendidos em Exosome Resuspension Buffer (Invitrogen) (200 pL para cada 200
ML de soro inicial) e posteriormente procedeu-se a extracdo do RNA dos exossomas,
com a adicao de 200 pyL de 2X Denaturating Solution (Invitrogen) em cada amostra.
Apds serem misturadas vigorosamente, as amostras foram incubadas em gelo por 5
min. Um volume de 400 uL de solugéo acid-Phenol:Cloroform foi adicionado a cada
amostra e, ap0s voértex de 1 min, procedeu-se a centrifugacdo a 10.000g durante 5
min a temperatura ambiente. A fase aquosa de cada amostra foi transferida para um
novo tubo, ao qual foram adicionados 1,25 volumes de etanol absoluto a temperatura

ambiente, sendo os tubos misturados vigorosamente.

Um total de até 700 uL da solucgao alcool/lisato foi pipetado no “cartucho filtro”, o
gual foi centrifugado a 10.000g durante 15 segundos. O volume filtrado foi descartado

e 0 processo repetido até que todo volume fosse filtrado. A seguir, 700 uL de miRNA
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Wash Solution 1 (Invitrogen) foram adicionadas ao cartucho, que foi novamente
centrifugado a 10.000g durante 15 segundos. O liquido filtrado foi descartado, foram
adicionados 500 pyL de Wash Solution 2/3 (Invitrogen) e nova centrifugacéo foi
realizada a 10.000g, por 15 segundos, com volume filtrado descartado. Esse
procedimento foi repetido, e o cartucho novamente centrifugado por 1 min, a 10.000g
para a remogao do tampao do filtro. O filtro foi transferido para um novo tubo e 50 uL
de agua RNAase free, a 95°C, foram adicionados ao centro do filtro e uma
centrifugacéo durante 30 segundos foi realizada para recuperacdo do RNA. A eluicdo

foi repetida e o volume eluido foi armazenado a -20°C.

A confirmacao da presenca de RNA foi realizada com o uso do estojo comercial
Eukaryote Total RNA Pico do Bioanalyzer (Agilent). Para tanto, apenas algumas
amostras foram submetidas a extracdo de RNA dos exossomas: duas do Grupo C,
uma partindo de 200 uL de amostra (C4) e uma partindo de 1 mL de amostra (C4 1

mL) e duas amostras do Grupo CP (CP2 e CP26).

Inicialmente, a transcricao reversa foi realizada por meio do estojo comercial
High Capacity (Thermo Fisher Scientific), de acordo com as recomendac¢fes do
fabricante, utilizando o termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler (Thermo Fisher

Scientific).

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real foi realizada para
verificar a expressdo de mRNA de trés genes-alvo que seriam inicialmente avaliados
nos exossomas dos trés grupos de pacientes, quais sejam, CTLA4, PD1 e IDO. A
PCR foi realizada por meio do sistema Tagman (Applied Biosystem), com o uso do
gene HPRT1 como controle endogeno da reagdo, conforme as instru¢cées do

fabricante.
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Como néao foi possivel observar a expressao dos genes-alvo e a expressao do
gene controle endogeno também foi insatisfatoria, outros dois genes endodgenos foram
testados, ACTB, que codifica a beta actina e GAPDH, que codifica a gliceraldeido 3-
fosfato desidrogenase. Além disso, na tentativa de otimizar os resultados, também se
optou pelo uso de uma transcriptase reversa mais eficiente, a enzima Superscript IV

VILO (Thermo Fisher Scientific), seguindo as orientacdes do fabricante.

3.2.2 Preparo de bibliotecas de DNA complementar a partir de RNA total extraido
de exossomas e sequenciamento

O RNA total obtido dos exossomas de todas as amostras incluidas no estudo foi
utilizado para o preparo de bibliotecas de DNA complementar (cDNA), com o uso do
estojo comercial QuantSeq 3'mRNA Seq Library Prep (Lexogen), conforme as
instrucdes do fabricante. Como durante a padronizacdo, a amostra C4 1 mL foi a que
apresentou maior quantidade de RNA, especialmente nas faixas de RNAs pequenos,
0 RNA total foi extraido de exossomas isolados de 1 mL de soro de cada um dos
individuos incluidos no estudo. O sequenciamento foi realizado na plataforma
NextSeq 500 no SELA (Sequenciamento em Larga Escala), um Next Generation
Sequence Facility Core da Faculdade de Medicina da Universidade de Séo Paulo. O
programa STAR foi usado para o alinhamento das sequéncias com a versdo GRCh38
do genoma humano, juntamente com a ferramenta bamsort, do biobambam2, para o
processamento adicional dos dados. Para a contagem do nimero de sequéncias lidas
gue se sobrepbem em cada gene, foi utilizado o featureCounts. O arquivo GFF

contendo os modelos de gene foram obtidos no ftp.ensembl.org. O fastQC e o

RNASEQC foram usados para avaliar a qualidade das sequéncias e as métricas de

alinhamento, respectivamente. A normalizagao foi realizada com o edgeR, usando o
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meétodo trimmed-mean. Para avaliar a expressdo diferencial entre os grupos, foi
utilizado o pacote limma do R-Bioconductor. O programa STRING (https:/string-

db.org) foi utilizado para avaliar as interacGes proteina-proteina.

Inicialmente, foram mantidos apenas genes com contagens mensuraveis em pelo
menos 30 amostras, 0 que reduziu a andlise para apenas 113 genes. A seguir, 0
método RLE foi implementado no edgeR para calcular os fatores de normalizagédo
especificos para as amostras, com o0 objetivo de contabilizar as diferencas de
profundidade das bibliotecas. A fungcdo voomWithQualityWeights do limma foi usada
para calcular os valores de logaritmo base 2 das contagens por milhdo de pares de
base (log2cpm) para cada gene. Para reduzir ainda mais a variabilidade, foi aplicada
a normalizagao de quantis na fungdo voomWithQualityWeights. A seguir foi realizada

a andlise de expressado génica diferencial pairwise, com o uso do limma.

3.3 Analise estatistica

Este estudo utilizou uma amostra de conveniéncia. Na analise dos dados
demograficos, clinicos e laboratoriais dos participantes do estudo, as variaveis
continuas estao expressas como mediana e intervalo interquartilico 25-75%, enquanto
as variaveis categoricas estao expressas como porcentagem de individuos afetados.
As variaveis continuas relativas as caracteristicas dos grupos estudados foram
comparadas pelo teste de Wilcoxon com pds teste de Dunn, enquanto o teste do x2
de Pearson foi utilizado para avaliar as diferencas nas variaveis categoricas. Essas

analises foram realizadas com o programa JMP (SAS Institute).
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Curvas ROC foram construidas com o uso do programa SPSS Statistics
(Versao 23.0), para determinar o valor diagnéstico de alguns mRNA diferencialmente

eXpressos.
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4. RESULTADOS

4.1 Caracteristicas demograficas, clinicas e bioquimicas dos trés grupos de
pacientes

Um total de 55 individuos foram incluidos no estudo, 20 com CP e DM de inicio
recente, 22 com DM2 de longa duracdo e 13 controles sem essas duas condi¢des
clinicas. As caracteristicas demogréficas, clinicas e bioguimicas dos trés grupos estéo
descritas na Tabela 1. Uma vez que os grupos foram pareados de acordo com idade
e sexo, ndo houve diferengas significantes nessas variaveis. A mediana da duracéo
do DM foi significantemente maior no Grupo DM2 (10 anos) em relagédo ao Grupo CP
(2 anos). Individuos com DM2 apresentaram maiores valores de IMC (30,3 kg/m?) e
CA (109 cm) em relacédo ao Grupo com CP (24,1 kg/m? e 88 cm, respectivamente) e
ao Grupo C (28,3 kg/m? e 99 cm, respectivamente). Os valores de HbAlc foram
significantemente maiores nos individuos com DM2 (7,2%) em relacdo ao Grupo C
(5,5%). Os valores de colesterol LDL foram significantemente menores no Grupo com

CP (75 mg/dL) em relagcédo aos Grupos DM2 e C (119 mg/dL em ambos)
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Tabela 1. Caracteristicas demogréficas, clinicas e bioquimicas dos trés grupos de individuos incluidos

no estudo.
Controle Diabetes mellitus  Adenocarcinoma Valor P
tipo 2 ductal de
pancreas
n 13 22 20
Sexo (% 64,3 63,6 75,0 0,69
mulheres)
Idade (anos) 66,0 (64,0-69,00 67,0 (65,0 —68,0) 66,5 (59,0 - 74,5) 0,92
Duracédo do DM2 NA 10 (6,0 — 11,0) 2,0(1,0-3,0) <0,0001
(anos)
IMC (kg/m?) 28,3(23,5-30,1) 30,3(28,1-39,9)* 24,1(20,7-27,9) 0,0004
#
CA (cm) 99,0 (90,0 - 106,0) 109,0 (100,0 - 88,0 (82,0 — 94,0) <0,0001
121,5)* &
Tabagismo (%) 0 4,5 45,0 0,0007
HbAlc (%) 55 (5,4-5,5) 72(6,5-8,2) @ 6,8 (5,4 - 8,9) 0,001
CT (mg/dL) 180 (152 - 218) 193 (158 - 217) 193 (158 - 217) 0,21
HDL (mg/dL) 49 (40 - 56) 47 (43 - 62) 49 (39 - 62) 0,97
LDL (mg/dL) 119 (100 - 122) 119 (93 - 151) 75 (55 - 99) & ** 0,006
TG (mg/dL) 93 (80 - 165) 139 (119 - 170) 116 (97 — 173) 0,27

CA: Circunferéncia abdominal, IMC: indice de massa corporea, CT: Colesterol total, HDL: Lipoproteina de
alta densidade; LDL: Lipoproteina de baixa densidade, NA: N&o se aplica; TG: Triglicérides. *P < 0,0001
versus Grupo com adenocarcinoma ductal de pancreas; # P = 0,0045 versus Grupo Controle; 4P = 0,02
versus Grupo Controle; @P < 0,0001 versus Grupo Controle; P =0,0048 versus Grupo com Diabetes mellitus

tipo 2; **P = 0,01 versus Grupo Controle.

4.2 Expressao de mRNA em exossomas de soro.

As concentracdes de RNA total obtidas nos exossomas de soro dos trés grupos

de individuos variaram de 4 a 92 pg/uL.

A eletroforese realizada com estojo comercial Eukaryote Total RNA Pico do

Bioanalyzer (Agilent) ndo evidenciou as bandas correspondentes aos RNA

ribossomais 28S e 18S e nem os valores de RNA integrity number (RNA) na maioria

das amostras de RNA extraido de exossomas (Figura 1A). No entanto, ndo se espera

a presenca das bandas correspondentes aos RNA ribossomais em exossomas

obtidos de soro, conforme pode-se observar na Figura 1B, retirada de um manuscrito

que avaliou o perfil de RNA extraido de exossomas (21).
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Figura 1. Painel A: Imagens representativas da eletroforese de RNA total extraido de exossomas de
soro de individuos incluidos no presente estudo. Painel B: Eletroforese de RNA total extraido de
exossomas obtidos de soro (Adaptado de Tang e cols.,2017).

A tentativa de amplificacdo dos genes-alvo e do gene controle enddgeno
HPRT1 com o uso da transcriptase reversa High Capacity resultou em valores de

Cycle threshold (CT) indeterminados ou muito elevados, conforme mostrado na Figura

2.
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Figura 2. Imagens dos valores de cycle threshold (CT) observados na reagdo em cadeia da polimerase
em tempo real para o gene controle endégeno HPRT1 e para os genes-alvo CTLA4, IDO1 e PD1 com
0 uso da transcriptase reversa High Capacity nas amostras C4, C4 1 mL, CP2 e CP26.



45

A amplificacdo do mRNA da ACTB com o uso da enzima High Capacity resultou
em CTs que variaram de indeterminados a 36,68 (Figura 3), enquanto o uso da enzima
Superscript IV VILO diminuiu os valores do CT, que variaram de 30,01 a 37,04 (Figura
4). Os resultados obtidos com o gene endégeno GAPDH néo foram muito diferentes

daqueles observados com a ACTB (dados ndo mostrados)

4 EXO CaEXD CP2 EXO P2 EXO 04 EXD 1ML 4 EXD 1ML
CP20 EXD CP20 EXD
- | [} eact [ eacr {1 eacr {1 sncr - [ eact [ eacr
eB L7005 o e (M sacr (1] eacr A ~=if
Cr: 36.26 Cr 36,60 Cr 3655 Cr. 36.97 - - Cr 3531 Cr 3588
CT Undetermin,.. CT: Undetermin

Figura 3. Imagens dos valores de cycle threshold (CT) observados na reacdo em cadeia da polimerase
em tempo real para o gene controle endégeno ACTB (BACT) com o0 uso da transcriptase reversa High
Capacity nas amostras C4, C4 1 mL, CP2 e CP26.

4 EX0 CaEXO CP2 EXO £P2 EXO £4 EXO 1ML £4 XD 1ML
CP26 EXD CP20 EXD
- | [] eact [ eacr [ eacr {1 eacr : [ eacr [ eacr
el bt T ) P ] sacr (1] eacr A il
C1:3242 Cr 3186 Cr. 3376 Cr3333 -~ - Cr: 3047 Cr 30.01
Cr 355 Cr:37.04

Figura 4. Imagens dos valores de cycle threshold (CT) observados na reacéo em cadeia da polimerase
em tempo real para o gene controle endégeno ACTB (BACT) com o uso da transcriptase reversa
Superscript IV VILO nas amostras C4, C4 1 mL, CP2 e CP26.

4.3 Bibliotecas de cDNA a partir de RNA total extraido de exossomas
A qualidade das bibliotecas de cDNA obtidas de cada uma das amostras de RNA
total foi avaliada por eletroforese, com o uso do RNA Screen Tape (Agilent
Technologies) (Figura 5). As bibliotecas ndo apresentaram o perfil considerado ideal
para bibliotecas obtidas a partir de RNA total extraido de tecidos, que seriam bandas
variando de 335 a 456 pares de base. Algumas amostras consideradas de pior
gualidade foram purificadas ou reamplificadas, resultando em perfis de melhor

gualidade (dados ndo mostrados).
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Figura 5. Andlise da qualidade das bibliotecas de DNA complementar obtidas a partir de RNA total de
exossomas de soro dos individuos incluidos no presente estudo. As amostras marcadas em vermelho
foram reamplificadas e as amostras em verde foram purificadas.

4.4 Sequenciamento das bibliotecas de cDNA

A métrica do sequenciamento, evidenciando o nimero de sequéncias lidas, a
magnitude de duplicacdo, a contaminagcdo com RNA ribossomal, a propor¢cao de
regides intergénicas e de regides intragénicas e o numero de genes detectados esta
mostrada na Tabela 2. Pode-se observar uma grande variabilidade no nimero de
genes detectados entre as amostras (22 até 8.227 genes), bem como uma alta taxa

de duplicacdo de genes lidos.
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Tabela 2. Métrica do sequenciamento das bibliotecas de DNA complementar de exossomas obtidos

de soro de individuos com adenocarcinoma ductal de pancreas (CP), com diabetes mellitus tipo 2
(DM) e de controles sem essas condi¢des clinicas (C).

Condigéio

OO0 000no00no0n0onon

L S o o I v o N v o o v I L L S v i O B
ZZZZZZZCZZCZ22222222229888398998099958993538%39%

Niamero de
sequéncias
lidas

13,058
135,743
1,087,229
526,826
146,613
107,726
262,968
43,335
33,082
1,662,243
11,044,163
15,012,639
16,518,811
1,123,633
156,51
1,762,656
5,129,416
9,045,644
70,703
327,473
1,177,532
633,521
1,200,390
1,518,663
518,731
1,060,964
99,089
474,42
5,773,182
1,302,202
1,243,669
171,329
1,441,467
1,459,115
118,429
19,481
1,994,788
2,105,051
1,405,016
1,798,052
5,019,240
729,592
930,996
26,962
784,144
1,170,597
1,199,620
2,473,363
1,389,320
244,55
17,109
17,468
144,231
10,249,362
12,949,747

Taxade
duplicagfio

©C 0000000000000 000O0E000DO000000000000000000000000002000000090

AL3
.851

396
857
833
a37
Q07
091
593
943
895
339

917

941
730
941
946
941

864

899
949
913
924
964
909
944
364
Q916
960
943
963
865
9239
as50
691
275
42
959
924
959
970
Q02
gle
220
as55
922
933
962
943
g6l
212
461
591
886
3382

Proporgéo
de RNA
rihossomal

0,012
0.015
0,027
0.001
0,006
0.002
0,001
0.004
0,005
0,007
0.015
0,002
0.005
0,017
0.107
0,017
0.001
0,007
0.001
0,005
0,049
0.001
0,01s
0.012
0,001
0.001
0,002
0.008
0,002
0.001
0,028
0.003
0.002
0.046
0,005
0.017
0.011
0,014
0.010
0,050
0.0028
0,077
0.002
0,016
0.001
0,002
0,002
0.000
0,001
0.001
0,009
0.020
0,006
0.004
0,001

Proporgéo
intragénica

0.689
0.651
0.619
0.635
0.689
0.635
0,714
0.605
0.628
0.660
0.599
0.591
0.615
0.680
0.727
0.637
0.els
0.604
0.789
0.695
0.635
0.673
0.615
0.608
0.661
0.7332
0.673
0.621
0.614
0.668
0665
0.B652
0,659
0.679
0.71s
0.670
0.687
0.654
0661
0.672
0.577
0.673
0.591
0.639
0.e82
0.667
0.646
0.602
0.692
0.724
0.631
0.656
0.686
0.615
0.598

intergénica

Sl sl =l Sl S Blel Sl s isl Sl Blslslis sl islsl sl = o 2@ 29 @ 9 9 2929 e 2 9 e e 0 99 9 9 e ississ S el sl sl el (el o) o

Proporgéo

311
347
380
301
309
262
281
295
372
336
400
408
383
318
273
361
281
394
228
301
362
318
383
390
337
262
323
377
384
328
333
248
336
218
279
330
310
343
335
325
421
326
4038
361
214
330
352
396
302
270
369
344
311
384
401

Nimero de
genes

detectados
2z
172
1,032
264
192
129
251
23

50
245
6,682
8,227
7,109
5832
270
740
1,544
2,646
23
4032
447
259
408
250
215
553
122
231
1,135
577
505
279
02
563
1z8
29
799
559
08
548
604
443
1,507
37
443
481
481
577
545
296
zZ0

29
176
6,661
8,44
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Como houve uma grande variabilidade no nimero de genes detectados entre
as amostras, optou-se por considerar para analise dos genes diferencialmente
expressos agueles que apresentaram transcritos presentes em pelo menos 30
amostras (54,5% do total), o que resultou em 113 genes. A partir desses 113 genes,
foram selecionados aqueles que apresentaram diferenca estatisticamente significante
nas comparacdes entre os Grupos CP e C, CP e DM2 e DM2 e C, o que resultou em
40 genes. A Figura 6 ilustra o Diagrama de Venn, que mostra quantos genes foram
diferencialmente expressos entre os Grupos avaliados. Oito genes foram
diferencialmente expressos somente entre o Grupo CP e C (SLC18A1, KLC1, PARVB,
MED26, PTPRE, MTATP6, Cl1lorf58 e NF1). Sete genes foram diferencialmente
expressos somente entre os Grupos CP e DM2 (ASAH1, ULK4, TMSB4X, HBB, HBA2,
YWHAB e B2M) e dois genes foram diferencialmente expressos somente entre os

Grupos DM2 e C (LINC02427 e HLAE).

)T

CP-DM

Figura 6. Diagrama de Venn mostrando os genes diferencialmente expressos entre os Grupos
adenocarcinoma ductal de pancreas (CP), diabetes mellitus tipo 2 (DM) e Controle (C).

O agrupamento hierarquico realizado com esses 40 genes resultou no

dendograma mostrado na Figura 7.
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Figura 7. Agrupamento hierarquico dos niveis de expressao dos 40 genes diferencialmente expressos
entre os Grupos adenocarcinoma ductal de pancreas (CP), diabetes mellitus tipo 2 (DM) e controle (C)
nos trés grupos estudados. Os dados estdo normalizados pelo Z-escore dos valores logaritmos das
contagens por milhdo. Cada coluna representa um participante e cada linha representa um gene. A cor
azul representa uma expressao baixa e a cor vermelha representa uma expresséo elevada. A cor verde
indica os genes diferencialmente expressos entre os Grupos CP e DM; a cor azul clara indica os genes
diferencialmente expressos entre os Grupos CP e C e a cor rosa indica os genes diferencialmente
expressos entre os Grupos DM e C
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Um total de 19 genes foi diferencialmente expressos entre participantes com
CP e DM2: sete entre os Grupos CP e DM2, nove entre os grupos CP e C e CP e DM2
(GIGYF2, MTND1, MTND2, DNMT3A, SHISAL2B, MAP1B, RPS29, MTCO2 e HBA1),
dois entre os Grupos CP e DM2 e DM2 e C (MTND3 e DNASE1) e um entre os Grupos
CP e C,CP e DM2e DM2 e C (MTND5). O agrupamento hierarquico realizado com

esses 19 genes resultou no dendograma mostrado na Figura 8.

A B
SHISALZD
ULk S

SHISALZS GIGYF2 | —
ULK4 MAPIB e
GlGYF2 DNMT3A e
MAP1B ASAHL B
DNMT3A
YWHAB
ASAHI MIT-ND3 [
YWHAB
e S MIT-
MT_NDJ . MIT-ND5

MT-ND5 i MIT-N'D1
NN MIT-ND2
"N HBA
el MIT-CO2
el RPS29
RS HBA2
IS HBB
[ TMSBAX
RS B2M
[ DNASEI

MT-ND1

MT-ND2
HBA1
MT-co2 r I I
RPS29
HBA2
HEB
TMSBaX
B2m
DNASE1

-4,00 3,00 2,00 1,00 0,00 1,00 2,00

mCP-DM_logFC - mCPC_logFC

Figura 8. Painel A: Agrupamento hierarquico dos niveis de expressdo dos 19 genes diferencialmente
expressos entre 0s participantes com adenocarcinoma ductal de pancreas (CP) e diabetes mellitus tipo
2 (DM) nos trés grupos estudados. Os dados estdo normalizados pelo Z-escore dos valores logaritmos
das contagens por milhdo. Cada coluna representa um participante e cada linha representa um gene.
A cor azul representa uma expresséo baixa e a cor vermelha representa uma expressao elevada. A cor
verde indica os genes diferencialmente expressos entre os Grupos CP e DM; a cor azul clara indica os
genes diferencialmente expressos entre os Grupos CP e C e a cor rosa indica 0s genes
diferencialmente expressos entre os Grupos DM e C. Painel B: Logaritmo do fold-change (FC) da
expressdo de cada gene no Grupo CP em relagdo ao Grupo DM2 e ao Grupo Controle (C).

A expressdo de cada um desses 19 genes nos trés Grupos estudados esta

mostrada na Figura 9.
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Figura 9. Expressdo dos 19 genes diferencialmente expressos entre 0s participantes com
adenocarcinoma ductal de pancreas (CP) e diabetes mellitus tipo 2 (DM) nos trés grupos estudados.
C: Grupo Controle. * P<0,05; ** P< 0,005; *** P< 0,001 ap0s analise pairwise realizada no pacote limma
do R-Bioconductor. A linha horizontal dentro do box plot representa o valor da mediana, os limites do
box plot referem-se aos percentis 25 e 75 e as barras do box plot referem-se aos percentis 10 e 90
para a expressdo dos mRNAs
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A andlise das interacdes proteina-proteina com o uso da plataforma STRING
esta mostrada na Figura 10. O numero de interacdes encontrado foi significantemente
maior do que o que seria esperado (P= 2,78 x 101°) e as seguintes redes foram
detectadas: Complexo haptoglobina-hemoglobina, Neuropatia 6ptica hereditaria de

Leber, Complexo | da cadeia respiratéria mitocondrial e Respirassoma.

DNASE1 TMSB4X FAM159B

@C

local network cluster (STRING)

cluster description count in network , strength  false discovery rate
CL:23237 hapteglobin-hemeglobin complex, and Haemoglobin, beta-t... 3ofs 279 2.78e-06 @
CL:22408 Leber hereditary optic neuropathy 3ofb 279 2.78e-06 Q
CL:22332 mitochondrial respiratory chain complex | 40of 43 1.98 2.78e-06 (@
CL:22328 respirasome 5of 94 1.74 278e-06 )

Figura 10. InteragcBes proteina-proteina previstas pela plataforma STRING para os produtos dos 19
genes diferencialmente expressos entre os participantes com adenocarcinoma ductal de pancreas e
diabetes mellitus tipo 2.

Para determinar o potencial dos 19 mRNAs diferencialmente expressos para o
diagnostico de CP, foram construidas curvas ROC considerando os Grupos CP e
DM2. As curvas ROC para os genes que apresentaram um valor de P < 0,05 (ULK4,

GIGYF2, YWHAB, MTND5, MTND1, HBB e DNASEL1) estdo mostradas na Figura 11.
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Figura 11. Curvas ROC que apresentaram um valor de P < 0,05 considerando o Grupo
Adenocarcinoma ductal de pancreas e o Grupo diabetes mellitus tipo 2.

Curvas ROC considerando os Grupos CP e C também foram construidas para
determinar o potencial dos mesmos 19 mMRNAs para o diagnéstico de CP. As curvas
ROC para os genes que apresentaram um valor de P < 0,05 (SHISAL2B, ULK4,

GIGYF2, MTND5 e MTND1) estdao mostradas na Figura 12.
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Figura 12. Curvas ROC que apresentaram um valor de P < 0,05 considerando o Grupo
Adenocarcinoma ductal de pancreas e o Grupo Controle.
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5. DISCUSSAO

O DM de inicio recente é considerado um marcador de CP (47,48), mas essa
€ uma causa de DM frequentemente negligenciada. Quando um individuo de meia
idade apresenta hiperglicemia, ele, em geral, recebe o diagnéstico de DM2,
especialmente se apresentar fatores de risco classico para essa condi¢ao clinica,
como a obesidade e a resisténcia a insulina. No entanto, a obesidade e a resisténcia
a insulina, juntamente com a idade, também sé&o fatores de risco para o CP (47).
Portanto, idealmente, individuos com DM de inicio recente deveriam ser rastreados
para CP, pois o diagndstico precoce desta neoplasia aumentaria as chances de cura.
A identificacdo de marcadores que possam auxiliar no diagndstico diferencial entre o
DM secundario a um CP e o DM2 seria de grande valor na pratica clinica, e foi o que
motivou a realizacdo do presente estudo.

A bidpsia liquida tem sido considerada uma promissora estratégia de
diagnéstico e monitoramento de neoplasias, por meio da identificacdo de cell-free
DNA circulante contendo mutacGes em genes associados ao cancer, de RNAs
circulantes e também de DNA e RNA contidos em EVPs. Considera-se que as EVPs
influenciam o microambiente tumoral como veiculos para a comunicacdo célula-
célula. Por essa razdo, elas carregam um repertdrio diversificado de moléculas
protegidas da degradacéo e que séo representativas de suas células de origem (49).

No contexto do CP, San Lucas e cols. isolaram exossomas de dois pacientes
com CP, um deles a partir de plasma e o outro a partir de derrame pleural associado
a uma metastase pulmonar. O DNA e o RNA extraido desses exossomas foram
utilizados para a realizacdo do exoma e do transcriptoma, respectivamente. Varias
mutacOes foram identificadas a partir do sequenciamento do DNA contido nos

exosomas. No paciente que teve 0s exossomas extraidos do plasma (status glicémico
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nao mencionado), foram identificados 6.047 transcritos; a analise da lista desses
transcritos evidenciou a presenca de oito genes identificados como diferencialmente
expressos entre os participantes com CP e DM2 no presente estudo (GIGYF2,
ASAH1, MTND5, MTND1, MTND2, HBB, B2M e DNASEZ1) (49).

Um estudo realizado por Melo e cols. (2015), utilizando espectrometria de
massa e citometria de fluxo, identificou que exossomas circulantes de pacientes com
CP séao enriquecidos de uma proteoglicana presente na superficie celular, a glipicana
1. A pesquisa de exossomas positivos para a glipicana 1 em duas coortes
independentes mostrou que esse marcador foi capaz de discriminar, com
sensibilidade e especificidade de 100%, individuos saudaveis e com lesbes
pancreaticas benignas daqueles com estagios precoces e tardios de CP. Esse estudo,
no entanto, ndo avaliou a expressao de mMRNA da glipicana 1 nos exossomas (50) e,
em teoria, a composicdo da membrana das EVPs néo precisa estar relacionada ao
seu conteudo de mRNA. De qualquer forma, observamos que 0 mRNA que codifica a
glipicana 1 foi detectado em poucas das amostras avaliadas no presente estudo (uma
no Grupo C, uma no Grupo DM e duas no Grupo CP), nao tendo sido incluida na lista
dos 113 genes expressos em pelo menos 30 das amostras estudadas. No estudo de
San Lucas e cols. (2016), o mRNA gue codifica a glipitana 1 também néo foi detectado
(49).

Dentre os 19 mRNAs diferencialmente expressos entre 0s participantes com
CP e DM2, sete resultaram em curvas ROC com um valor de P < 0,05 para discriminar
individuos com CP daqueles com DM2 e cinco resultaram em curvas ROC com um
valor de P < 0,05 para discriminar individuos com CP daqueles do Grupo C. A
comparacao da expressao desses genes entre 179 amostras de CP com dados

disponiveis no The Cancer Genome Atlas (TCGA) e 171 amostras de tecido
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pancreatico normal disponiveis no Gene and Tissue Expression (GTEX) esta mostrada

na Figura 13.
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Figura 13. Diferenca de expressdo entre 179 amostras de adenocarcinoma ductal de péncreas
(disponiveis no The Cancer Genome Atlas) e 171 amostras de tecido pancreético normal (disponiveis
no Gene and Tissue Expression).

Observa-se que as medianas da expressdo do SHISAL2B, ULK4 e GIGYF2
foram maiores nas amostras tumorais em relacédo as amostras de tecido normal, sem,
no entanto, alcancarem significancia estatistica. Na presente casuistica, as
expressdes desses trés genes foram significantemente maiores nos exossomas dos
individuos do Grupo CP em relag&o ao Grupo C. A mediana da expressao de DNASE1
foi significantemente menor nas amostras tumorais em relacdo as amostras de tecido

normal e, na presente casuistica, a expressao deste gene foi significantemente menor
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nos exossomas dos individuos do Grupo CP em relacdo apenas ao Grupo DM2.
Outros dois genes identificados dentre os 19 genes diferencialmente expressos entre
os participantes com CP e DM2 apresentaram expressao aumentada nas amostras
tumorais do TCGA em relacdo as amostras de tecido normal do GTEx, o MAP1B e o
DNMT3A. Esses genes também apresentaram maior expressao nos exossomas dos
individuos do Grupo CP em relacédo ao Grupo C.

O gene SHISAL2B, também conhecido como FAM159B, foi mais expresso no
Grupo CP em relacdo aos Grupos DM2 e C. Ele codifica a proteina Shisa like 2B, e é
altamente expresso no estdbmago e no pancreas (51). Experimentos de RNA single
cell type realizados em pancreas evidenciaram a expressao desse gene apenas em
células enddcrinas (52), especificamente nas células beta produtoras de insulina (53).
N&o ha trabalhos publicados sobre a funcédo desse gene, mas, conforme dados do
TCGA, sua expressao aumentada ja foi detectada em algumas neoplasias, como CP,

cancer de pulméo, cancer de endométrio e gliomas (52) (Figura 14).

TCGA dataset' RNA cancer category: Cancer enriched (pancreatic cancer)
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Figura 14. Expressdo do gene SHISAL2B disponivel no The Cancer Genome Atlas (TCGA) em
diferentes neoplasias.
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O gene ULK4 foi mais expresso no Grupo CP em relacdo aos Grupos DM2 e
C. Ele codifica a Unc-51 like kinase 4, uma proteina da familia unc-51-like
serine/threonine kinase envolvida em crescimento neuronal e endocitose (54). O
ULK4 é considerado um dos genes centrais da autofagia, um processo que tem o
objetivo de coletar energia e nutrientes a partir dos componentes celulares,
direcionando proteinas de meia-vida longa e organelas danificadas para serem
degradas nos lisossomos, reciclando, desta forma, nutrientes que servirdo de base
para a sintese de novas macromoléculas. Mutacdes somaticas no ULK4 foram
detectadas em carcinoma de endomeétrio (55) e maior expressao deste gene associou-
se a uma menor chance de sobrevida em individuos com glioblastoma multiforme (56).
Os mecanismos pelos quais 0 ULK4 estd envolvido na tumorigénese ndo estéao
elucidados, mas ha evidéncias de que exista uma desregulacdo da autofagia no
cancer (57).

O gene GIGYF2 foi mais expresso no Grupo CP em relacdo aos Grupos DM2
e C. Ele codifica a proteina GRB10 interacting GYF protein 2, envolvida na regulacéo
da sinalizacdo de receptores tirosina-cinase (58). Esta proteina interage com a
proteina RQCD1 (Required for cell differentiation 1 homolog) e esta envolvida na
regulacdo da atividade da proteina cinase B (AKT) na via de sinalizacdo do receptor
do fator de crescimento epitelial (EGFR), no cancer de mama. Uma delecdo em um
fragmento do gene GIGYF2 ja foi identificada em um paciente com CP, juntamente
com diversas outras mutacdes (59). Em gliomas, a expresséo desse gene se associou
com um menor grau de malignidade e uma melhor sobrevida do paciente e, in vitro, o
aumento de sua expressao reduziu a migracao celular mediada pela metaloproteinase
9 (MMP9) e a sinalizacdo da via AKT/Bax/Caspase-2 (60). A participacdo do gene

GIGYF2 na tumorigénese do CP nunca foi investigada.
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O gene YWHAB foi mais expresso no Grupo CP em relacdo ao Grupo DM2.
Ele codifica a Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation
protein beta, uma proteina que regula multiplas vias de sinalizacdo, tanto em células
normais quanto em células neoplasicas. Ela suprime a expressao da Ciclina D1,
reprime a atividade apoptética e esta envolvida em inUmeros processos fisioldgicos.
Uma maior expressao dessa proteina ja foi descrita em carcinoma hepatocelular e
também no soro de individuos com cancer de pulmao, nos quais sua maior expressao
se associou com uma pior sobrevida global (61). Uma maior expressdo do YWHAB
também ja foi descrita em células de cancer cervical e sua inibicéo inibiu a proliferacao
a invasao e promoveu apoptose celular (62). A participacdo desse gene na
tumorigénese do CP nunca foi investigada.

Os genes MTND5 e MTND1 foram menos expressos no Grupo CP em relagéo
aos Grupos DM2 e C. Eles codificam, respectivamente, as enzimas NADH
desidrogenase subunidades 1 e 5, que fazem parte do Complexo | mitocondrial
(NADH: ubiquinona oxidoredutase). O Complexo | é a primeira enzima da cadeia
respiratéria, que oxida NADH gerado no ciclo de Krebs e usa dois elétrons para reduzir
ubiquinona a ubiquinol. A transferéncia de elétrons ao longo dos complexos
mitocondriais constitui a fosforilagcdo oxidativa, que gera adenosina trifosfato (ATP) na
presenca de oxigénio (63).

As células neoplasicas produzem energia a partir da glicolise aerobica ao invés
da oxidacéao fosforilativa, mesmo na presenca de oxigénio. Esta mudanca metabdlica
é tipica de células neoplasicas, e foi chamada de Efeito Warburg em homenagem ao
seu descobridor, que, na época, deduziu que esse fendmeno aconteceria em
decorréncia de uma disfungcdo mitocondrial (64). Estudos recentes descobriram que

mutacdes em genes localizados no DNA mitocondrial, dentre os quais 0S genes
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MTND5 e MTND1, estdo associadas ao cancer, inclusive ao CP (65). Estudos in vitro
suportam a hipétese de que mutacdes somaticas que diminuem a atividade da enzima
MTND5 cursam com aumento da formacdo de espécies reativas de oxigénio e
aumento da expresséo de genes anti-apoptoticos (64). Em cancer renal, uma menor
expressao do MTNDS5 foi associada com uma menor probabilidade de sobrevida (66).
Da mesma forma, uma menor expressdo do MTND1 foi associada a uma menor

probabilidade de sobrevida em CP (67) (Figura 15).

1! p<0.001

B Low expression (n=38)
\ High expression (n=138)

Pancreatic cancer

Figura 15. Curvas de sobrevida de pacientes com adenocarcinoma ductal de pancreas de acordo
com a expressao do gene MTNDL1 (67)

O gene HBB foi menos expresso no Grupo CP em relagéo ao Grupo DM2 e ao
Grupo C (sem alcancar significancia estatistica nesta comparacado). Ele codifica a
subunidade beta da hemoglobina, uma das cadeias de globina que compde a
hemoglobina A. Uma perda de heterozigosidade no locus do gene HBB ja foi descrito
em cancer de ovario, glioma, cancer de mama, cancer de pulmao e cancer anaplasico
de tireoide. Estudos in vitro mostraram que a proteina HBB exerce uma atividade

supressora de tumor (68).
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Maman e cols. demonstraram, em camundongos, que substancias soluveis
presentes no pulm&o normal eram capazes de inibir a viabilidade de células de
neuroblastoma e identificaram ser um desses fatores a HBB2 produzida pelas células
epiteliais alveolares. A partir desse achado, eles testaram se a HBB humana seria
capaz de inibir a viabilidade de linhagens de células neoplasicas, 0 que aconteceu
para células de neuroblastoma, de cancer de mama, colon, pulmao e préstata, entre
outras. Os efeitos observados de inducdo de apoptose e de parada do crescimento
foram mediados por uma regido na extremidade carboxiterminal da HBB humana
composta por 11 aminoacidos. Esses achados evidenciaram que, além de transportar
oxigénio, a HBB também exerce atividade supressora tumoral (69).

Deutsch e cols. realizaram um trabalho com o objetivo de procurar
biomarcadores de CP no fluido oral. Mais de 100 candidatos a biomarcadores foram
identificados na comparacéo entre individuos com CP e controles saudaveis e a HBB
foi uma das proteinas diferencialmente expressas, com uma razao CP/controles
saudaveis de 0,33, ou seja, estava mais expressa nos individuos saudaveis. Os
autores observaram que Vvéarias das proteinas encontradas eram proteinas
exossomais (70) e mencionaram um estudo prévio, conduzido em camundongos, que
evidenciou que exossomas transportam moléculas mensageiras do pancreas para as
glandulas salivares. Esse achado explicaria por que biomarcadores de CP podem ser
encontrados no fluido oral (71). A menor expressédo do mRNA de HBB em exossomas
séricos de individuos do Grupo CP no presente estudo, esta de acordo com o achado
de menor expressdo de HBB no fluido oral de pacientes com CP.

Um trabalho recentemente publicado avaliou a protedmica de exossomas de
individuos com diferentes doencas pancreaticas, inclusive CP em diferentes estagios

e encontrou a HBB como uma das proteinas com diferentes graus de abundancia
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entre CP e outras doencas pancreaticas. A razao CP/outras doencas pancreaticas foi
de 0,655, evidenciando a menor expressdo da HBB no CP em relacdo a pancreatite
cronica, tumores neuroendocrinos pancreaticos e lesdes cisticas pancreaticas (Figura

16) (72).
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Figura 16. Expressao da subunidade beta da hemoglobina (HBB, seta azul) no exossoma de individuos
com diferentes doengas pancreaticas e de controles saudaveis. CP: pancreatite crénica, HC: controles
saudaveis; P-NET: tumor neuroenddcrino pancreético; PC: cancer de pancreas; PCLs: lesdes cisticas
pancreéticas (72).

O gene DNASE1 foi menos expresso no Grupo CP em relacdo ao Grupo DM2.
Ele codifica a desoxiribonuclease 1 (DNAse), uma proteina que fica estocada em
granulos de zimogénio do envelope nuclear e que cliva o DNA de forma
endonucleolitica (73). Desde a década de 1950 ja € conhecido que as concentracdes
de DNAse estédo reduzidas em individuos com cancer em comparacdo a controles
saudaveis, e que elas aumentam durante a remissdao e diminuem quando ha
progressao e metastases (74). Zhou e cols., analisando dados do TCGA, detectaram

uma reducdo da expressdo do gene DNASE1 em cancer de bexiga estagios Ill e IV
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em relacéo aqueles nos estagios | e Il (75). Nao foram encontradas publicacfes sobre
a expressao deste gene em CP, mas um estudo in vitro mostrou que a hipoxia
aumenta a expressao de DNASE1 em uma linhagem de CP (76).

O presente estudo precisa ser replicado em uma populacéo independente para
confirmacdo dos achados e melhor avaliacdo de quais genes diferencialmente
expressos tém potencial de ser empregado no diagnostico diferencial entre o DM
secundério a um CP e o DM2.

Uma limitacao deste estudo é que a populacdo de DM2 avaliada foi selecionada
na Atencdo primaria, onde ndo haveria condicdes de realizacdo de tomografia
computadorizada para afastar CaP. Portanto, ndo existe certeza de que os individuos
do Grupo DM2 (e também do Grupo C) ndo sejam portadores de CP em fases iniciais.
No entanto, a opcédo por selecionar individuos com DM2 com mais de trés anos de
diagnéstico (mediana de 10 anos de doenca) minimiza essa possibilidade. Outra
limitacdo é a auséncia de validacdo por RT-PCR em tempo real de, pelo menos,
alguns dos genes diferencialmente expressos. As etapas iniciais desse trabalho, no
entanto, mostraram como é dificil conseguir amplificar genes-alvo a partir de RNA
extraido de exossomas, dada a exiguidade do material obtido. Apesar disso, alguns
dos genes estdo sendo selecionados para essa validacéo.

Como ponto forte do presente estudo destacamos que, mesmo com as
baixissimas concentracoes de RNA obtidas de exossomas e com a grande
variabilidade na expressdo génica intra-Grupos, foi possivel identificar genes
diferencialmente expressos entre as trés condi¢cbes avaliadas, com plausibilidade

bioldgica encontrada para alguns dos genes até o momento pesquisados na literatura.
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6. CONCLUSOES

O perfil de expressdo de mRNA de exossomas isolados do soro de individuos
com CP e DM de inicio recente diferiu do perfil de expresséo de individuos com DM2
de longa duracdo e de individuos sem CP e sem DM2. Alguns dos genes
diferencialmente expressos apresentam potencial para discriminar DM secundario ao

CP de DM2.
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aumentadas em pacientes com ACP, em rela¢éo ao individuo saudével, os objetivos dessa pesquisa sdo
avaliar, em pacientes com adenocarcinoma ductal de pancreas e DM de inicio recente, em individuos com
DM tipo 2 de longa duragdo e em individuos saudaveis, pareados de acordo com sexo e idade a
concentragéo plasmatica da proteina FAM3D e a expressdo do mRNA do FAM3D em exossomas de soro.
Serédo selecionados pacientes com adenocarcinoma ductal de pancreas no ambulatério do Hospital Oswaldo
Cruz e dos Hospitais Santa Maggiore. Todos serdo submetidos @ mensuracdo das medidas
antropométricas: peso (kg) e altura (m) aferidos em balanga e estadiémetro da marca Welmy; célculo do
IMC (em kg/m2) e circunferéncia abdominal aferida com fita métrica flexivel e inelastica (cm).Exames
Bioquimicos: glicemia de

jejum (mg/dL), hemoglobina glicada (%), insulina (Ul/mL), calculo do HOMA-IR (glicose [mmol/L] x insulina
[U/mlI] = 22,5), peptideo C (ng/mL), CA19-9 (U/mL). Serdo analisados dados clinicos e patolégicos colhidos
retrospectivamente dos prontuarios de pacientes com adenocarcinoma ductal de pancreas, tais como idade,
sexo, estadio da doenga (I a 1V), sitio do tumor primario (cabega, corpo ou cauda pancreatica), tratamentos
ja realizados ou em andamento, data do diagnoéstico, histéria de tabagismo, diferenciagdo do tumor e
performance status de acordo com a escala

Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG). No grupo com DM seréo colhidos data do diagnéstico de DM
e medicagdes em uso.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo Primario: Os objetivos dessa pesquisa sdo avaliar, em pacientes com adenocarcinoma ductal de
pancreas e DM de inicio recente, em individuos com DM tipo

2 de longa duragdo e em individuos saudaveis, pareados de acordo com sexo e idade: A concentragéo
plasmatica da proteina FAM3D e a expressao do mRNA do FAM3D em exossomas de soro.

Objetivo Secundério: Determinacéo do perfil de microRNAs no soro de pacientes portadores de
adenocarcinoma de pancreas com diabetes mellitus e eeterminar a

Expressao de genes relacionados a imunidade em exossomas de soro de pacientes portadores de
adenocarcinoma de péancreas com diabetes mellitus.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos:

Hé o risco de ficar uma mancha roxa (hematoma) no local da picada da agulha (pungéo) para tirar o sangue.
Alguns participantes podem sentir mal estar e até mesmo desmaiar no momento da coleta, mas o médico
estara no local para qualquer situagéo de necessidade. Os profissionais que
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fardo a coleta de sangue estdo preparados para as orientagdes da coleta, como a maneira correta de
posicionar o brago e a pressdo que sera feita no local da picada da agulha para néo ficar mancha roxa. A
medida da circunferéncia abdominal sera feita com uma fita métrica, pelo médico, no

momento da consulta no ambulatério. Dessa forma, ndo havera nenhum constrangimento (vergonha) além
do habitual durante uma consulta médica.

Beneficios:

Aumentar o conhecimento, nos pacientes com adenocarcinoma de pancreas e diabetes mellitus tipo 2, da
concentragéo plasmatica da proteina FAM3D e a expressdo do seu mRNA em exossomas de soro, do perfil
de microRNAs no soro e a Expresséo de genes relacionados a imunidade em exossomas.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa é adequada quanto aos preceitos éticos e as solicitagdes requeridas anteriormente pela anélise
deste Comité de Etica foram atendidas (descritas no item Conclusdes ou Pendéncias e Lista de
Inadequagdes).

Consideragdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:

O TCLE teve sua linguagem ajustada para o entendimento do publico leigo, conforme solicitado no parecer
anterior, assim como foram explicitados os termos antes apenas citados.

A seguir, séo listadas as solicitagdes do parecer anterior e relata-se que todas foram atendidas:

- Adequar a linguagem do TCLE para melhor entendimento do leigo - ATENDIDO

- Incluir informagdes importantes no TCLE como “consentimento p6s informagéo”, atualizar enderego do
CEP e horario de funcionamento e incluir métodos altemativos existentes (se for o caso), Explicitar todos os
riscos da pesquisa como por exemplo desmaio ao coletar sangue e constrangimento ao realizar as medidas
da circunferéncia abdominal e suas respectivas medidas protetivas - ATENDIDO

- Incluir no TCLE, nos procedimentos da fase experimental, que serdo coletados dados de prontuario médico
- ATENDIDO

- Ajustar o cronograma - ATENDIDO

Recomendagdes:
Foi sugerido e atendido que o TCLE deveria ser escrito como um convite ao participante.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Projeto Aprovado.
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Consideragdes Finais a critério do CEP:
O pesquisador devera se apresentar na instituicdo de realizagé@o da pesquisa (que autorizou a realizagao do
estudo) para inicio da coleta dos dados.

O participante da pesquisa (ou seu representante) e o pesquisador responséavel deveréo rubricar todas as
folhas do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido - TCLE apondo sua assinatura na Ultima pagina do
referido Termo, conforme Carta Circular no 003/2011 da CONEP/CNS.

Salientamos que o pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado.

Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Lembramos que esta modificagéo
necessitara de aprovagéo ética do CEP antes de ser implementada.

Ao pesquisador cabe manter em arquivo, sob sua guarda, por 5 anos, os dados da pesquisa, contendo
fichas individuais e todos os demais documentos recomendados pelo CEP (Res. CNS 466/12 item X1. 2. f).

De acordo com a Res. CNS 466/12, X.3.b), o pesquisador deve apresentar a este CEP/SMS os relatérios
semestrais. O relatério final devera ser enviado através da Plataforma Brasil, icone Notificagdo. Uma cépia
digital (CD/DVD) do projeto finalizado devera ser enviada a instancia que autorizou a realizagdo do estudo,
via correio ou entregue pessoalmente, logo que o mesmo estiver concluido.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagdes Béasicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 01/10/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1145766.pdf 00:18:18
TCLE / Termos de | TCLE_PB_02.docx 01/10/2018 |José Anténio Aceito
Assentimento / 00:17:15 |Januario Neves
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado Projeto_Detalhado_02.docx 01/10/2018 |José Antbnio Aceito
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/ Brochura Projeto_Detalhado_02.docx 00:16:47 |Januario Neves Aceito
Investigador
Cronograma Cronograma_02.docx 01/10/2018 |José Anténio Aceito
00:15:11__|Januario Neves
Qutros Carta_de_Anuencia_PREVENT_SENIO | 15/06/2018 |José Anténio Aceito
R Hospitais Santa Maggiore pdf 17:11:24 | Januario Neves
Qutros Carta_de_Anuencia_HOSPITAL_ALEM | 15/06/2018 |José Anténio Aceito
AO_OSWALDO CRUZ.pdf 17:07:31 | Januario Neves
Declaragéo de DECLARACAQO_DE_CONFIDENCIALID| 15/06/2018 |José Anténio Aceito
Pesquisadores ADE_ASSINADA pdf 16:49:57 ] Januario Neves
Brochura Pesquisa | Projeto_PB_01.docx 15/06/2018 |José Anténio Aceito
16:19:27 | Januario Neves
Folha de Rosto Folha_De_Rosto_Assinada.pdf 15/06/2018 |José Anténio Aceito
16:18:51 | Januario Neves

Situacdo do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

N&o

Endereco:

UF: SP
Telefone:

(11)3385-9010

SAO PAULO, 15 de Outubro de 2018

Assinado por:

CHRISTIANE PAVANI

(Coordenador(a))
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PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Determinagéo da proteina FAM3D no plasma e de seu mRNA em exossomas de soro
de pacientes portadores de adenocarcinoma de pancreas, Expressdo de genes
relacionados a imunidade em exossomas de soro de pacientes portadores de
adenocarcinoma de pancreas com diabetes mellitus e Determinagé@o do perfil de
microRNAs no soro de pacientes portadores de adenocarcinoma de pancreas com
diabetes mellitus.

Pesquisador: José Anténio Januario Neves

Area Temitica:

Versdo: 4

CAAE: 93908318.0.3001.0070

Instituicdo Proponente: HOSPITAL ALEMAO OSWALDO CRUZ
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.323.054

Apresentagdo do Projeto:

Projeto de Pesquisa para o desenvolvimento de Tese de Doutorado: Determinagéo da proteina FAM3D no
plasma e de seu mRNA em exossomas de soro de pacientes portadores de adenocarcinoma de pancreas,
Expressdo de genes relacionados a imunidade em exossomas de soro de pacientes portadores de
adenocarcinoma de pancreas com diabetes mellitus e Determinacédo do perfil de microRNAs no soro de
pacientes portadores de adenocarcinoma de pancreas com diabetes mellitus.

Serdo selecionados 126 pacientes com adenocarcinoma ductal de pancreas nos ambulatérios do Hospital
Oswaldo Cruz e dos Hospitais Santa Maggiore.

Todos seréo submetidos a mensuragéo das medidas antropométricas e a exames bioquimicos. Seréo
analisados dados clinicos e patolégicos colhidos retrospectivamente dos prontuarios de pacientes com
adenocarcinoma ductal de pancreas, tais como idade, sexo, estadio da doenga (I a IV), sitio do tumor
priméario (cabega, corpo ou cauda pancreatica), tratamentos ja realizados ou em andamento, data do
diagnostico, histéria de tabagismo, diferenciagé@o do tumor e performance status de acordo com a escala
Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG). No grupo com DM seréo colhidos data do diagnéstico de DM
e medicagdes em uso. Determinagéo da proteina FAM3D

Enderego: Rua Joéo Julido, 331

Bairro: Paraiso CEP: 01.323-903
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3549-0863 Fax: (11)3549-0862 E-mail: cep@haoc.com.br
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HOSPITAL ALEMAO OSWALDO Plataforma
CRUZ - SP \ %foﬂl

Continuagéo do Parecer: 3.323.054

Objetivo da Pesquisa:

Verificar a hipétese de que as concentragdes plasmaticas de FAM3D apresentam-se aumentadas em
pacientes com Adenocarcinoma de Péncreas, em relagéo ao individuo saudavel.

Os objetivos dessa pesquisa sdo avaliar, em pacientes com adenocarcinoma ductal de pancreas e DM de
inicio recente, em individuos com DM tipo 2 de longa duragéo e em individuos saudaveis, pareados de
acordo com sexo e idade:

1. A concentracéo plasmatica da proteina FAM3D e

2. A expresséo do mRNA do FAM3D em exossomas de soro.

3. Avaliar se os miRNAs miR-483-5p, miR-19a, miR-29a, miR-20a, miR-24 e miR-25 estéo mais expressos.
4. A expressao do mRNA do CTLR4, do PD1 e do IDO em exossomas de soro.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Risco: Ha o risco de hematoma (mancha roxa) no local da pungéo (picada da agulha) para a coleta de
sangue.

Beneficios: N&o havera beneficios diretos para os participantes dessa pesquisa. O Unico beneficio é
aumentar o conhecimento sobre o cancer de pancreas e o diabetes mellitus e, possivelmente, descobrir
mais cedo quem tem cancer de Pancreas.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:
Pesquisa pertinente e de facil realizagéo, pois consiste apenas em coleta de dados de exames fisico, coleta
Unica de exames de sangue e de revisdo de prontuarios.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagao obrigatéria:

Enviados orgamento dados da fonte pagadora, onde constam: a. Financiamento préprio: R$4.000,00. b.
FAPESP: R$6.000,00. Numero do Processo 2018/20966-0.

Apresentado como comprovante desse processo, apenas , um Certificado de Recebimento de proposta,
datado de 08/10/2018, que se refere a pesquisa: "Fatores Gendmicos e Epigenéticos Associados a
Resolugéo do Diabetes ap6s Derivagéo Gastrica em Y-Roux e a Patogénese do Diabetes Secundario ao
Adenocarcinoma Ductal de Pancreas." em nome da orientadora.

Desta feita, o pesquisador responde com o seguinte texto:

"O Processo de pedido de financiamento FAPESP, numero 2018/20966-0, ainda ndo foi concluido, até a
presente data. (...)

Solicito a Coordenagdo do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) a aprovagéo deste com base nos seguintes
pontos e compromissos:

Endereco: Rua Jo&o Julido, 331

Bairro: Paraiso CEP: 01.323-903
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3549-0863 Fax: (11)3549-0862 E-mail: cep@haoc.com.br
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HOSPITAL ALEMAO OSWALDO £~ Plataforma
CRUZ - SP {gro:il

Continuagéo do Parecer: 3.323.054

a) Este projeto ndo possui nenhum financiamento da industria farmacéutica e ou laboratérios com interesses
comerciais;

b) A fase de analise do processo de financiamento pela FAPESP ndo impede a aprovacéo de projetos pelo
CEP;

¢) Para aprovagéo do financiamento, a FAPESP pode solicitar a aprovagao do projeto pelo CEP, como ja
nos foi informado por outros pesquisadores;

d) Se, por ventura, o financiamento do projeto pela FAPESP for negado, nossa equipe se compromete em
financiar todos os custos, em virtude do mesmo ser o trabalho de pesquisa para o curso de Doutorado de
trés pés-graduandos. O financiamento préprio ndo € uma irregularidade para o CEP;

e) Todos as outras solicitagdes do CEP foram prontamente atendidas, esta, porém, depende exclusivamente
dos tramites do processo de financiamento pela FAPESP.

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:
Segue sem a aprovacéo do financiamento pela FAPESP, mas o pesquisador se compromete a arcar com
todos os custos do projeto caso néo venha a ocorrer.

Consideragdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 11/04/2019 Aceito
do Projeto ROJETO 1239525 pdf 20:09:34
Orgamento Fianciamento_02.pdf 11/04/2019 |José Antdnio Aceito
20:04:16 ] Januario Neves

Orgamento FAPESP_Comprovante_01.pdf 31/01/2019 |José Antdnio Aceito
23:13:27 | Januario Neves

Orgamento Fianciamento_01.pdf 31/01/2019 | José Antdnio Aceito
23:12:57 | Januario Neves

Orgamento Fianciamento_01.docx 31/01/2019 |José Anténio Aceito
23:12:37 | Januario Neves

TCLE / Termos de |TCLE_PB_04 pdf 31/01/2019 |José Anténio Aceito

Assentimento / 23:11:26 | Januario Neves

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_PB_04.docx 31/01/2019 | José Antdnio Aceito

Assentimento / 23:11:01 |Januario Neves

Justificativa de

Auséncia

Endereco: Rua Joéo Julido, 331

Bairro: Paraiso CEP: 01.323-903
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3549-0863 Fax: (11)3549-0862 E-mail: cep@haoc.com.br
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HOSPITAL ALEMAO OSWALDO

CRUZ - SP

Continuagéo do Parecer: 3.323.054

CRgran

mo

Qutros Carta_de_Anuencia_ HOSPITAL_ALEM | 21/12/2018 |José Anténio Aceito
AOQO OSWALDO CRUZ 02.pdf 00:22:55 | Januario Neves

Projeto Detalhado / | Projeto_Detalhado_02.pdf 21/12/2018 |José Anténio Aceito

Brochura 00:21:02 |Januario Neves

Investigador

TCLE / Termos de | TCLE_PB_03.pdf 21/12f2018 | José Antdnio Aceito

Assentimento / 00:18:12 |Januario Neves

Justificativa de

Auséncia

Outros Fianciamento_Pendencias HAOC 01p | 21/12/2018 |José Anténio Aceito
df 00:16:34 | Januario Neves

Outros Fianciamento_Pendencias HAOC _01.d | 14/12/2018 |José Anténio Aceito
OCX. 14:53:53 | Januério Neves

Qutros Carta_de_Anuencia_PREVENT_SENIO | 14/12/2018 |José Anténio Aceito
R 02.pdf 01:08:07 ) Januario Neves

TCLE / Termos de | TCLE_PB_03.docx 14/12/2018 |José Antdnio Aceito

Assentimento / 01:04:42 |Januario Neves

Justificativa de

Auséncia

Declaragéao de Declaracao_Compromisso.pdf 14/12/2018 |José Anténio Aceito

Pesquisadores 01:03:41 ] Januario Neves

TCLE / Termos de |TCLE_PB_02.docx 01/10/2018 |José Anténio Aceito

Assentimento / 00:17:15 |Januario Neves

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | Projeto_Detalhado_02.docx 01/10/2018 | José Antdnio Aceito

Brochura 00:16:47 |Januario Neves

Investigador

Outros Carta_de_Anuencia_ PREVENT_SENIO | 15/06/2018 |José Antbnio Aceito
R Hospitais Santa Maggiore.pdf 17:11:24 | Januario Neves

Qutros Carta_de_Anuencia_ HOSPITAL_ALEM | 15/06/2018 |José Anténio Aceito
A0 OSWALDO CRUZ.pdf 17:07:31 | Januario Neves

Brochura Pesquisa |Projeto_PB_01.docx 15/06/2018 |José Antdnio Aceito

16:19:27 | Januério Neves

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Néo

Endereco: Rua Joéo Julido, 331

Bairro: Paraiso CEP: 01.323-903
UF: SP Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)3549-0863 Fax: (11)3549-0862 E-mail:

cep@haoc.com.br
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HOSPITAL ALEMAO OSWALDO
CRUZ - SP

Continuagéo do Parecer: 3.323.054

SAO PAULO, 13 de Maio de 2019

Assinado por:
Edmir Felix da Silva Junior

(Coordenador(a))
Endereco: Rua Joéo Julido, 331
Bairro: Paraiso CEP: 01.323-903
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3549-0863 Fax: (11)3549-0862 E-mail: cep@haoc.com.br
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Anexo 3

Comité de Etica PREVENT SENIOR QWW

U em Pesquisa

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: Determinagéo da proteina FAM3D no plasma e de seu mRNA em exossomas de soro
de pacientes portadores de adenocarcinoma de pancreas, Expressdo de genes
relacionados a imunidade em exossomas de soro de pacientes portadores de
adenocarcinoma de pancreas com diabetes mellitus e Determinagdo do perfil de
microRNAs no soro de pacientes portadores de adenocarcinoma de pancreas com
diabetes mellitus.

Pesquisador: José Antbnio Januéario Neves

Area Temitica:

Versdo: 1

CAAE: 93908318.0.3002.8114

Instituig¢do Proponente: PREVENT SENIOR PRIVATE OPERADORA DE SAUDE LTDA
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.111.704

Apresentacido do Projeto:

Projeto bem detalhado, com boa estruturagéo teérica.

Objetivo da Pesquisa:

Objetivo adequado com metodologia de estudo.

Avaliacdo dos Riscos e Beneficios:

Riscos minimos, sendo o beneficio na forma de conhecimento do assunto.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa usa métodos avangados para conhecimento da doenga.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:

Termo adequado, com recomendacéo de explicitagdo de quem ira acessar os dados do prontuario caso néo
seja um médico, e espago para rubrica de pesquisador e participante em cada pagina.

Recomendagdes:

Recomenda-se maior detalhamento do processo de descarte de materiais coletados apés uso no estudo,
levando m consideragéo as leis de descarte de material biolégico.

Endereco: Rua Alvorada 1355 Térreo

Bairro: VILA OLIMPIA CEP: 04.550-004
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone:  (11)4085-9070 E-mail: cepps@preventsenior.com.br
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Comité de Etica

em Pesquisa

Continuagéo do Parecer: 3.111.704

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem pendéncias

Consideracdes Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

PREVENT SENIOR

84
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagéo
Informagdes Béasicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 14/12/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1239526.pdf 14:47:31
Declaragéo de Declaracao_Compromisso.pdf 14/12/2018 |José Anténio Aceito
Pesquisadores 14:37:24 | Januario Neves
Declaragdo de Declaracao_Compromisso_Amostras.pd| 14/12/2018 |José Antdnio Aceito
Pesquisadores f 14:35:48 | Januario Neves
QOutros Carta_de_Anuencia_PREVENT_SENIO | 14/12/2018 |José Anténio Aceito
R _02.pdf 00:33:44 | Januario Neves

Declaragéao de Infraestrutura_Local_Pesquisa.pdf 14/12/2018 |José Anténio Aceito

Instituicdo e 00:24:15 | Januario Neves

Infraestrutura

TCLE / Termos de | TCLE_PB_03.docx 14/12/2018 |José Antdnio Aceito

Assentimento / 00:22:34 | Januario Neves

Justificativa de

Auséncia

TCLE / Termos de | TCLE_PB_02.docx 01/10/2018 |José Anténio Aceito

Assentimento / 00:17:15 |Januario Neves

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | Projeto_Detalhado_02.docx 01/10/2018 | José Antdnio Aceito

Brochura 00:16:47 |Januario Neves

Investigador

Qutros Carta_de_Anuencia_PREVENT_SENIO | 15/06/2018 |José Anténio Aceito
R Hospitais Santa Maggiore.pdf 17:11:24 | Januario Neves

Outros Carta_de_Anuencia_ HOSPITAL_ALEM | 15/06/2018 |José Antbnio Aceito
A0 OSWALDO CRUZ.pdf 17:07:31 | Januario Neves

Brochura Pesquisa |Projeto_ PB_01.docx 15/06/2018 |José Anténio Aceito

16:19:27 | Januario Neves

Situagao do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
N&o
Endereco: Rua Alvorada 1355 Térreo
Bairro: VILA OLIMPIA CEP: 04.550-004
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)4085-9070 E-mail:

cepps@preventsenior.com.br
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UE em Pesquisa

Continuagéo do Parecer: 3.111.704

SAO PAULO, 14 de Janeiro de 2019

Assinado por:
Alexandra Paola Zandonai

(Coordenador(a))
Endereco: Rua Alvorada 1355 Térreo
Bairro: VILA OLIMPIA CEP: 04.550-004
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)4085-9070 E-mail: cepps@preventsenior.com.br
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Anexo 4

A:E comee  SECRETARIA MUNICIPAL DA

ICQ  SAUDE DE SAO PAULO - gm“m
EM PESQUISA - SMS SMS/SP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicio Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA
Titulo da Pesquisa: AVALIAC}AQ DA EFIpACIA DA FERRAMENTA DIGITAL EM CUIDADOS E
PREVENCAO DO PE DE RISCO EM PACIENTES COM DIABETES
Pesquisador: Mozania Reis de Matos
Area Tematica:
Versdo: 2
CAAE: 81249417.1.3001.0086
Instituicdo Proponente: SECRETARIA MUNICIPAL DA SAUDE
Patrocinador Principal: Financiamento Préprio

DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 3.141.417

Apresentacdo do Projeto:

Objetivo da Pesquisa:

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

Projeto ja aprovado por este CEP.

Trata esta relatoria da avaliagéo ética da seguinte emenda:

“Gostarifamos de acrescentar ao desenho do estudo, a realizagédo da analise diagnostica para Neuropatia
Autonémica Cardiovascular. Os pacientes serdo submetidos a realizagao de eletrocardiograma, teste de
respiragédo profunda, teste de Valsalva e teste ortostatico.

Foi acrescentando ao termo de consentimento, o risco de constrangimento ao ter que retirar a camisa para
realizagdo do eletrocardiograma, o risco de tontura apés realizagdo do teste de respiragdo profunda e teste
de Valsalva e risco de queda ao realizar o teste ortostatico. “

Retificar o texto do TCLE.

Consideracdes sobre os Termos de apresentacdo obrigatéria:
A Folha de Rosto esta cometamente preenchida, foram identificadas instituigéo proponente e

Endereco: Rua General Jardim, 36 - 8° andar

Bairro: Vila Buarque CEP: 01.223-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3397-2464 E-mail: smscep@gmail.com
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countoe  SECRETARIA MUNICIPAL DA
‘tlca SAUDE DE SAO PAULO - QW“P
EM PESQUISA - SMS SMS/SP

Continuagéo do Parecer: 3.141.417

coparticipante, autorizagéo para realizagdo da pesquisa foi adequadamente apresentada. TCLE,
Cronograma, fonte financiadora e orgamento detalhado estdo adequados.

Recomendagdes:

N&o h&

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Sem pendéncias ou inadequagdes.

Consideragcdes Finais a critério do CEP:

Para inicio da coleta dos dados, o pesquisador devera se apresentar na mesma instancia que autorizou a
realizacéo do estudo (Coordenadoria, Supervisdo, SMS/Gab, etc).

Salientamos que o pesquisador deve desenvolver a pesquisa conforme delineada no protocolo aprovado.
Eventuais modificagdes ou emendas ao protocolo devem ser apresentadas ao CEP de forma clara e sucinta,
identificando a parte do protocolo a ser modificada e suas justificativas. Lembramos que esta modificagéo
necessitara de aprovacéo ética do CEP antes de ser implementada.

De acordo com a Res. CNS 466/12, o pesquisador deve apresentar os relatdrios parciais e final através da
Plataforma Brasil, icone Notificagdo. Uma cépia digital (CD/DVD) do projeto finalizado devera ser enviada a
instancia que autorizou a realizagé@o do estudo, via correio ou entregue pessoalmente, logo que 0 mesmo
estiver concluido.

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagao
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 31/12/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1268642.pdf 10:15:.08
QOutros apontamentos_correcoes_tcle_cep_sms| 31/12/2018 |Mozania Reis de Aceito

.docx 10:14:31 Matos
TCLE / Termos de  [tcle_corriguido_31_dezembro_2018_cep| 31/12/2018 |Mozania Reis de Aceito
Assentimento / sms.docx 09:58:17 |Matos
Justificativa de
Auséncia
Projeto Detalhado / | Projeto.docx 11/09/2018 |Mozania Reis de Aceito
Brochura 00:36:58 |Matos
lInvestigador
TCLE / Termos de  [tcle.docx 11/09/2018 |Mozania Reis de Aceito
Assentimento / 00:35:32 | Matos

Endereco: Rua General Jardim, 36 - 8° andar

Bairro: Vila Buarque CEP: 01.223-010
UF: SP Municipio: SAO PAULO
Telefone: (11)3397-2464 E-mail: smscep@gmail.com

Pégina 02de 03



-l“t.ﬁ'“é‘

EM PESQUISA - SMS

Continuagéo do Parecer: 3.141.417

SMS/SP

SECRETARIA MUNICIPAL DA
SAUDE DE SAO PAULO -

ol ™

Justificativa de tcle.docx 11/09/2018 |Mozania Reis de Aceito

Auséncia 00:35:32 | Matos

Outros ciencia.pdf 09/06/2018 |Mozania Reis de Aceito
12:48:10 | Matos

Outros Ementa.docx 09/06/2018 |Mozania Reis de Aceito
12:40:38 | Matos

Qutros autorizacao.pdf 23/11/2017 |Mozania Reis de Aceito
15:33:43 | Matos

Situacao do Parecer:

Aprovado

Necessita Apreciacdo da CONEP:

Néo

SAQ PAULO, 11 de Fevereiro de 2019

Assinado por:

SIMONE MONGELLI DE FANTINI

Endereco: Rua General Jardim, 36 - 8° andar
Bairro: Vila Buarque

UF: SP

Municipio: SAO PAULO

Telefone: (11)3397-2464

(Coordenador(a))

CEP: 01.223-010

E-mail:

smscep@gmail.com
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Anexo 5

UNIVERSIDADE NOVE DE JULHO
UNINOVE
DOUTORADO EM MEDICINA
TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

TCLE - Termo de Consentimento para Participacdo em Pesquisa Clinica:

Nome do participante:
Endereco:
Telefone para contato: Cidade: CEP:
E-mail:

1. Titulo do Trabalho Experimental:

Vocé esta sendo convidado (a) a participar da pesquisa “Determinacéo da proteina FAM3D no
plasma e de seu mRNA em exossomas de soro de pacientes portadores de adenocarcinoma de
pancreas, Expressédo de genes relacionados a imunidade em exossomas de soro de pacientes
portadores de adenocarcinoma de pancreas com diabetes mellitus e Determinacéo do perfil de
microRNAs no soro de pacientes portadores de adenocarcinoma de péncreas com diabetes
mellitus”.

2. Objetivo:

O objetivo desse projeto seré o de medir a quantidade da proteina FAM3D e de seu RNA, do
RNA de outros genes relacionados & imunidade e de microRNAs no sangue de participantes com
Adenocarcinoma (Céancer) de Pancreas com diabetes mellitus. RNA e microRNA séo tipos de
materiais genéticos usados para descobrir ou entender as doencas e outras pesquisas em
medicina. Esse resultado, se for confirmado, podera ser um exame para descobrir o cdncer de
péncreas mais cedo, e com mais possibilidades de um tratamento melhor.

3. Justificativa:

Caso se confirme uma quantidade aumentada dessas substancias no sangue dos participantes
com céncer de pancreas, eles poderdo ser usados como exames deste tipo de cancer,
permitindo a sua descoberta mais cedo, em uma hora em que ainda ha uma possibilidade de
cura.

4. Procedimentos da Fase Experimental:

O exame fisico dos participantes (pressdo arterial, altura, peso, medida da circunferéncia
abdominal, remédios que estdo tomando, e outras informagdes importantes) sera anotado uma
vez, no momento da primeira consulta, no ambulatério dos Hospitais participantes desta
pesquisa. As informac¢des importantes do prontuario médico também serdo anotadas.

Exames de laboratério: todos os participantes véo tirar sangue para exames, por um profissional
de enfermagem ou de analises clinicas. Uma parte do sangue colhido serd usada para os
exames de rotina (glicemia de jejum, hemoglobina glicada, peptideo C e insulina). Outra parte
que foi colhida sera reservada para as dosagens do FAM3D, dos RNAs e dos microRNAs que
serdo estudados (estudos de genética). O tempo gasto para a coleta de sangue sera entre 5 e
10 minutos, em média.

Rubrica do Participante Rubrica do Pesquisador Responsavel
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5. Deeconiorto ou Riscos Eaperados:
Ha o risto de hematoma {mancha roG) no local da punglo (picads da aguina) para a coleta de
SaNgUE. AIQUNG DAMCIpAMas DOCEM Sentir mal-estar & aé mesmo desTalar no momento da

coleta, mas o0 madico estara no iocal de necessdade. O profissionals
que far’o a coleta de sangue estio i m%ﬂaaﬁeﬁmamﬂa

CONMea oe posichnar o rago e a que 523 T2ia o local da picada da aguina para ndo
ficar mancha miE. A medlia da cnorderncla abdominal sera 123 com uma fita meédnca, pedo
medico, ND momeno da consuia no ambulEonp. Dessa foima, NE0 havera nenhum

COMSTangimentn (vergonha) 3km oo habifusl duramte uma consulta medica.
&. Beneficlos da Peaguisa:

M3 nawsa benaflicios dingios D@ 0F pariicipantes dessa pesquisa O Onico benefido &
aumentar o conhecimenio s00ME 0 cancer g8 pancreas & o diabetes mellius &, vEments,
descoDnr mals cedo guem tem cancer de PAncreas, ajudando os Tuburos a terem um
tratamento mals cedo & Com Mals chances de SUCSES0.

7. Refirada do Conssnimsento:

E garaniida a lbeniade da retfirada de consentimeanto 3 qualguer momento & vocs pode delar
g2 parti par do esiudo, 5em quakques prejuizn 3 continuidace de seu tatamento na Irstiuicao.

&. Garamils oo 5 [

&z mfomacdes serdn analzadas em conjunio com 35 de outms participantes, ndo sendo
divulgada 3 deniflcagdo de ningusm, Voo fem o direfio de ser manikdo alualzsdo S0 o6
resufiados pandials das pesquisas, ou O resutados que sejlam do conhecimemo dos

pesquisadons.
5. Formas de Rassarcimento das Deapesas decomantss da Participagio na

M Fe [=EE0ELs DaErg voos 2m 1352 00 SEILED, INCUINGD BXEMSE & CONsULas.
Tamiam PecElers nenhuma mwe%gmmaw-;hﬂe
exlstir quakjuer despesa adicional, ela sera peko orgamento o

10, Local da Pesquiag:
Sara desanvolvida na Universidade Nove de Julho — UNINGVE, unidade Verguein.

11. Comia de £3ca em Pesquisa (CEP) & um colegiado Inemiscipinar & Independente, que
deve exdstir nas Insftupies gue realzam pesquisas evoivendo seres humanos no Brasl, orado

defender 05 IMeressss oos partic de pesquisas em sUa nidade &
ﬁﬁmtﬂmmmmupﬁm :ﬁ-nmm
mnegmmpmmm“umm 6. CNS m45-5.12’_|

© Comit de £5ca & responsavel pela avaliapho & acompanhamento dos protncoios te pesquisa
Mo QUE COMSsDonde a0E aspacins elicos.

Endersgo oo Comitd de Efica da UNMOVE: Fua. Vemgueim no 235249 — 12*  andar -
Lbemade - S3o0 Paub - 5P CERP: 01504001 Fone: [11) 333589040 E-mall-
COMBEdEaticas LNinove bf

Horaros de atendimento o Comid de Bficar sequnda-felR 3 sextafelra — das 11030 &5 13000
& das 15030 35 19h00

Endarsgo do Comitd de Efica do Hospltal Alsmdo Oswalde Cne: Fus Jodo Juldo, 334 -
Pa@isn — Bom B - F anda - 530 Pauo'SP. Contalor 11 35480862 - E-
mal: CEPhains. com.br

12 Moms g0 & telafonss dos Pesquizadores (Orientador 8 Alunce) para Contator
Crientadom Dva. Maria Luca C. C. Glannela e Dol Endos Joss Anidnio Januano Neves,

Renaa I'Alpino Pelxoln e Carles Del Cistla Donnarumma. A quem os pariicipantes da pesquisa
poderdn coMEtar & CONsWiar 3 qUElquer momento que |Uigar necessan araves dos ieiefones
11 Se0s7-0099, 11 97m2s5-4321 & 11 881192747 ou E—r'n.ihi Josea| nevesigmall. com,

reratacsipinoghgmall.com & caros. csiagpreventsenion.com
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13. EventuaEis INSMCOMENCias que visnem 3 sUrgir no decomer da pesquisa poderdo ser discidas
p=ins MEINs PrOprics.

14. Consentimento Pos-Informag 3o

=1 , 3pis lehuE 2 comprasnsan
m1mmlmem.MmMnMWEmm.eqﬂ
possn 53 3 qUAlJUET Momento do esbudD, s2m prejuizo aigum. recenl uma via
desis termo de consentimento, & Auorzo a real do trabalho de pesquisa & 3 dvulgagio
O35 daccs bbidos neshe eshedn BHMEMmE Mo MmesD clentfMa.

HAzsinabura do Partidpante

16 Eu, Profa. Dra Mara Lucia C. C. Gannela, Pecquisadora responsavel desia pesquisa,
certificn que:

3] Considerando gue a eIca em pesgulsa Implica o respelto pela dignidade humana & a
devicld 308 participames a8 pesquUisas Cientoas ervDivendo Sares humanos;

b} Eseesiudotem merfin centifico e a pe de profisslorals devidamente ditados nesle
iemo & treinada, capachada e com para emeCiial of procedimentcs Gescrios
nese terma;

o) Arespiucio CNS no 468/12 displie sobre 35 nomas aplicivels 3 pesquisas em CEnclas
Humanas e Soclals, culo procedimemios meodoitgicos emvolvam a wiksagdo de dados
diretaments obbidos com 06 participantes.

Profa. Ora. Mana Lucla C. C. Gannaia
Assinatura do Pesquisador Responsavel

Sa0 Fauig, e de
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APENDICE
ARTIGOS CIENTIFICO
SUBMETIDO NO PERIODICO:
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