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RESUMO 

 

O adenocarcinoma ductal de pâncreas (CP) apresenta um prognóstico bastante 

reservado e raramente é diagnóstico precocemente. Existe uma estreita associação 

entre diabetes mellitus (DM) de início recente e essa neoplasia, sendo o DM 

considerado um biomarcador do CP. Em bases clínicas, é difícil diferenciar um DM 

secundário ao CP e o DM tipo 2 (DM2) e a identificação de marcadores que possam 

auxiliar nesse diagnóstico diferencial seria de grande auxílio na prática clínica. O 

objetivo do presente estudo foi comparar o perfil de RNA mensageiro (mRNA) de 

exossomas extraídos de soro de três grupos de indivíduos; (1) com CP e DM de início 

recente, (2) com DM2 de longa duração e (3) sem essas duas condições clínicas 

(Grupo controle [C]). Para tanto, foram incluídos 20 indivíduos com CP e DM de início 

recente, 22 indivíduos com DM2 de longa duração e 13 indivíduos no Grupo C. 

Sangue periférico foi coletado para isolamento de exossomas a partir de 1 mL de soro; 

os exossomas foram submetidos à extração de RNA total, o qual foi utilizado para a 

construção de bibliotecas de DNA complementar, que foram sequenciadas. Como 

houve uma grande variabilidade no número de genes detectados entre as amostras, 

foram considerados na análise de genes diferencialmente expressos aqueles que 

apresentaram transcritos presentes em pelo menos 30 amostras, o que resultou em 

113 genes. Dentre esses genes, foram selecionados os que apresentaram diferença 

estatisticamente significante nas comparações 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 C e CP e 

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



 

 

 

HBA1), dois entre os Grupos CP e DM e DM e C (MTND3 e DNASE1) e um entre os 

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 início recente associado ao CP de DM2, 

especialmente se esses achados forem validados em uma população independente. 

 

Palavras-chave: Adenocarcinoma ductal de pâncreas, 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 HBA1), 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. INTRODUÇÃO  

  O pâncreas pode dar origem a diversas neoplasias malignas e benignas. Os termos 

comumente usados, "carcinoma do pâncreas" ou "câncer pancreático", geralmente se referem 

ao adenocarcinoma ductal de pâncreas (incluindo seus subtipos), que representa 85 a 90% 

de todas as neoplasias pancreáticas. As neoplasias pancreáticas exócrinas incluem todos os 

tumores que estão relacionados às células ductais e acinares pancreáticas. Mais de 95% das 

neoplasias malignas do pâncreas surgem de elementos exócrinos (1). Ela se constitui na 

quarta principal causa de morte relacionada ao câncer nos Estados Unidos da América (EUA), 

perdendo apenas para o câncer colorretal como causa de morte relacionada ao câncer do trato 

digestivo (2) e em alguns anos pode se tornar a segunda principal causa geral de morte 

relacionada ao câncer nesse país (3,4). 

  Nos últimos anos, a taxa de mortalidade por adenocarcinoma de pâncreas (CP) tem 

se mantido estável nos EUA e após cinco anos de seu diagnóstico, apenas 5,0% dos pacientes 

estão vivos (5,6). No Brasil, essa neoplasia é responsável por cerca de 2% de todos os tipos 

de câncer diagnosticados e por 4% do total de mortes causadas pela doença (7).  Em 2019, 

computou-se um total de mortes de 11.801, sendo 5.905 homens e 5.893 mulheres  (8). É 

mais raro antes dos 30 anos, tornando-se mais comum a partir dos 60. Segundo a União 

Internacional para o Controle do Câncer (UICC), os casos de CP aumentam com o avanço 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 diagnóstico de 70 anos, o CP acomete mais homens do que 

mulheres (5). Apenas 11% dos casos são diagnosticados em estágio inicial, com cerca de 30% 

apresentando disseminação para linfonodos regionais e mais de 50% já com doença 

metastática (5), refletindo a ausência de métodos de rastreamento (diagnóstico precoce) para 

tal neoplasia. Histologicamente, é caracterizado por glândulas atípicas envoltas por um denso 
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estroma fibrótico, que corresponde a cerca de 50% do tumor, o que torna difícil a obtenção de 

tecido carcinomatoso para fins de pesquisa e diagnóstico. Estruturas não-tumorais adjacentes 

estão frequentemente presentes dentro do tumor. Esses tumores podem expressar mucin-

related carbohydrate antigens, tais como o antígeno carcino embriogênico (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 hereditários e não hereditários. Menor parcela advém de fatores hereditários, 

aproximadamente 10 a 15% dos casos (9). São exemplos de fatores de risco 

hereditários: câncer de mama e de ovário hereditários associados aos genes BRCA1, 

BRCA2 e PALB2, síndrome de Peutz-Jeghers e síndrome de pancreatite hereditária. 

Os fatores de risco não hereditários são, na sua grande maioria, associados ao estilo 

de vida e, dessa forma, são modificáveis. Dentre eles, destacam-se o tabagismo, a 

obesidade, a inatividade física, o diabetes mellitus (DM) e a pancreatite crônica não 

hereditária (9). 

  A apresentação inicial do CP varia de acordo com a localização do tumor. 

Aproximadamente 60 a 70% dos CP estão localizados na cabeça do pâncreas, enquanto 20 

a 25% estão no corpo ou cauda e o restante envolve todo o órgão (10). Em comparação com 

os tumores do corpo e cauda da glândula, os tumores da cabeça do pâncreas cursam mais 

frequentemente com icterícia, esteatorreia e perda de peso (11). Sintomas inespecíficos, como 

astenia, perda de peso e dor abdominal, geralmente são encontrados nos pacientes com 

tumores de corpo e cauda de pâncreas e, por muitas vezes, podem passar despercebidos, 

culminando no diagnóstico mais tardio da doença (10). 

  A ressecção cirúrgica oferece a única chance de cura para o CP, mas apenas 15 a 

20% dos casos são potencialmente ressecáveis na apresentação (12). A irressecabilidade 

local é geralmente (mas nem sempre) devida à invasão vascular. Lamentavelmente, o 
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prognóstico é ruim, mesmo para aqueles submetidos à ressecção microscopicamente 

completa (R0). Dadas as altas taxas de recorrência sistêmica (> 80 %) e local (> 20%) após a 

cirurgia, quimioterapia sistêmica, radioterapia e as abordagens combinadas 

(quimiorradioterapia) têm sido usadas antes e após a ressecção cirúrgica, em um esforço para 

melhorar as taxas de cura (13).  

 

1.1 Adenocarcinoma ductal de pâncreas e diabetes mellitus  

  O termo DM descreve doenças que envolvem o metabolismo anormal de 

carboidratos e que são 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 à perda progressiva da capacidade de secreção de insulina pela 

célula beta sobreposta a variados graus de resistência à insulina. Os pacientes são, 

em sua grande maioria, assintomáticos na apresentação, com hiperglicemia 

observada somente na avaliação laboratorial de rotina (14). O DM2 afeta 

aproximadamente 13% da população dos EUA, e a prevalência mundial é estimada 

em 9,3% em adultos, equivalente a 463 milhões de pessoas (15,16) e, 

frequentemente, se desenvolve em pacientes com mais de 45 anos.  

  Mais recentemente, o termo DM pancreatogênico ou DM tipo 3c tem sido 

utilizado para definir o DM que advém de disfunção pancreática exócrina direta, como 

por exemplo: pancreatite crônica (cerca de 80% dos casos), fibrose cística, 

hemocromatose e o CP (17).  Estudo recente tentou encontrar características clínicas 

e laboratoriais que poderiam diferenciar o paciente com diagnóstico de DM2 versus o 

DM tipo 3c associado ao CP. Foi evidenciado que, para esta última condição clínica, 

os pacientes possuíam ao diagnóstico idade mais avançada, índice de massa 

corpórea (IMC) mais baixo, elevação de alanina aminotransferase (ALT) e menores 



26 

 

 

índices de hemoglobina glicada (HbA1c), além de manifestações clássicas do CP, 

como dor abdominal e perda de peso (17). 

Diversos estudos mostram a estreita associação entre o CP e o DM e 

avaliações sistemáticas de tais estudos evidenciam um risco até duas vezes maior 

desta neoplasia em pacientes com DM2 de longa duração (maior que 5 anos). O DM2 

cursa com obesidade e resistência insulínica, condições conhecidas para o risco de 

CP (11). O aumento das concentrações circulantes de insulina nos indivíduos com 

DM2 poderia ativar o receptor do fator de crescimento semelhante à insulina tipo 1 

(IGF1), o qual pode exercer efeitos mitogênicos em lesões pré-neoplásicas 

pancreáticas, acelerando o desenvolvimento do CP (18). O efeito estimulatório da 

insulina relacionado a proliferação celular é mediado pela transgelina 2, a qual 

encontra-se aumentada nos pacientes com CP e DM, implicando em um pior 

prognóstico oncológico; sua inibição poderá servir como alvo terapêutico em  estudos 

futuros (19).  

A associação entre CP é ainda mais estreita quando o DM tem uma duração 

menor do que cinco anos. A prevalência de DM e de tolerância à glicose diminuída 

em casos de CP chega a 80%. Na maioria dos casos, o DM associado ao CP é 

diagnosticado menos de dois anos antes do diagnóstico do câncer ou durante o curso 

da doença (20). Ben e cols. evidenciaram um risco relativo de 5,4 (intervalo de 

confiança [IC] de 95% de 2,5 a 8,3) de CP em indivíduos com DM de duração 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 três anos após o diagnóstico 

de DM em 1% dos pacientes que tinham pelo menos 50 anos de idade (22). Esta é 

aproximadamente a mesma taxa de detecção de câncer de cólon ou mama para 
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pacientes submetidos ao rastreamento colonoscópico ou mamográfico, 

respectivamente (23,24). Outros estudos evidenciaram prevalência maior, podendo 

chegar a até 13,6% (21).  

Aproximadamente 80% dos pacientes com esse tipo tumoral têm glicemia de 

jejum alterada ou tolerância à glicose diminuída, independentemente do tamanho 

tumoral e de sua relação com estruturas adjacentes. Ademais, o diagnóstico do DM 

precede em até três anos o diagnóstico oncológico. Por fim, a remoção da neoplasia 

culmina em melhora ou resolução do DM de início recente (21).  

Diante de tais achados, sugere-se que o DM seja um biomarcador do CP em 

estágio inicial. A identificação de indivíduos com DM de início recente associado ao 

CP ofereceria a oportunidade para a detecção precoce dessa neoplasia.  

Algumas hipóteses são aventadas para explicar essa associação entre DM e 

CP, dentre elas: 

- Destruição das células beta produtoras de insulina pelo tumor. Tal hipótese 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 história familiar; 

- Relação causal direta entre CP e DM, sendo este último considerado uma síndrome 

paraneoplásica. 

Essa relação de causa e efeito parece estar associada à síntese e secreção de 

fatores diabetogênicos, os quais levariam a resistência à insulina e/ou disfunção das 

células beta secretoras de insulina pelo CP. Dentre as proteínas já identificadas e 

candidatas a mediar a menor secreção de insulina estão a adrenomedulina (25) e o 

FAM3D (26). Além disso, nota-se uma relação entre o status de DM e aumento do 

tamanho tumoral ao diagnóstico, assim como elevação do grau histológico do CP, 
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implicando diretamente em piores desfechos (27,28). Mediadores inflamatórios, como 

fator de necrose tumoral (TNF) e marcadores de inflamação (proteína C reativa), estão 

em concentrações elevadas nos pacientes com CP e DM, em comparação com os 

indivíduos portadores de CP sem DM  (29). A remoção do tumor leva à normalização 

de tais mediadores e, consequentemente, à resolução do DM, sugerindo que a 

inflamação possui papel na fisiopatologia do DM associado à neoplasia pancreática 

(29).  

A depleção das células beta também é relatada como um dos possíveis 

mecanismos para explicar o desenvolvimento do DM em pacientes com diagnóstico 

de CP. Uma das principais vias envolvidas nesse processo é a ativação da sinalização 

celular mediada pelo fator de crescimento transformante beta (TGF), o qual pode ser 

produzido tanto pelas células neoplásicas quanto pelas células estromais adjacentes 

(30), culminado em apoptose das células beta pancreáticas. Por fim, Kang e cols. 

reportaram que o biomarcador vanina 1 (VNI1), quando hiperexpresso nos indivíduos 

portadores de CP, pode causar uma maior disfunção das céulas beta e, 

consequentemente, explicar a presença de DM nessa população (31). 

 A suspeita clínica de que um DM de início recente seja, não um DM2, mas um 

DM secundário ao CP, tem implicações clínicas importantes, pois pode permitir a 

detecção precoce da neoplasia, uma vez que o DM surge entre 24 e 36 meses antes 

do diagnóstico do CP.  

 

 1.2 Exossomas, transcriptoma e câncer 

 Os exossomas consistem em nanovesículas (<150 nm) de origem 

endossomal, liberadas por células sadias e tumorais e possuem inúmeras funções 

relacionadas ao ambiente intra e extracelular. Em seu interior, podem ser encontrados 
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oligonucleotídeos, ácido desoxirribonucleico (DNA), ácido ribonucleico (RNA) 

mensageiro (mRNA), micro-RNAs (miRs), entre outros. Uma das  principais funções 

dos exossomas é mediar a comunicação intercelular, tanto em âmbito fisiológico quanto 

patológico (32–34). Além disso, exossomas podem ser obtidos a partir de tecidos ou 

fluidos corporais de pacientes, com excelente biodistribuição e biocompatibilidade, o 

que permite um menor clearance pelo sistema fagocitário mononucleares (35).  

 No contexto do câncer, essas vesículas transferem macromoléculas para células-

alvo, induzem hipóxia e proliferação celular e contribuem para a formação de um 

ambiente que favorece o desenvolvimento de metástases (36). Além disso, podem 

guiar alterações epigenéticas no microambiente tumoral e em órgãos à distância (37). 

Os exossomas estão diretamente ligados à tumorigênese de alguns tipos de neoplasia, 

tais como o câncer de cólon, o melanoma e o CP (38). 

Ao longo dos últimos anos, diversos estudos têm mostrado a importância e a 

aplicabilidade do estudo dos exossomas dentro do cenário oncológico, importância 

essa prognóstica e funcional, com participação ativa dos exossomas na regulação 

imunológica, na progressão da doença e no surgimento de metástases (39–42).  

Os exossomas se constituem em um dos tipos de nanopartículas 

extracelulares, coletivamente chamadas de vesículas e partículas extracelulares 

(EVPs), que foram classificadas em três subpopulações distintas: os pequenos 

exossomas (60 a 80 nm), os grandes exossomas (90 a 120 nm) e os exômeros (< 50 

nm). Apesar de diversas bases de dados de EVPs, algumas questões relacionadas a 

sua utilização e função ainda permanecem sem resposta:  

● Quais marcadores permitem o isolamento confiável de EVPs em humanos, 

independentemente da fonte utilizada, como tecido ou plasma, por exemplo; 
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● Quais marcadores possibilitam a distinção entre câncer e não câncer e quais 

marcadores possibilitam sua detecção precoce; 

● Quais marcadores únicos possibilitam especificar o sítio primário tumoral, seu 

local de origem (42). 

Na tentativa de clarificar tais questões, Hoshino e cols. realizaram a análise de 

EVPs em 426 amostras de diversas células, tecidos e fluidos corporais, incluindo 

amostras obtidas de indivíduos com câncer e de indivíduos saudáveis. Os achados 

podem vir a permitir a utilização de proteínas tumorais associadas aos exossomas 

como possíveis biomarcadores para detecção precoce do câncer, para avaliação da 

resposta ao tratamento e para a identificação do sítio primário tumoral. Evidenciou-se, 

ainda, alta especificidade e sensibilidade para a detecção de estágios iniciais de câncer, 

seja empregando tecido ou plasma para análise dos EVPs. Um achado interessante foi 

que muitas das proteínas 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 câncer-específicos 

encontrados no plasma. Dessa forma, os achados podem levar ao desenvolvimento de 

um novo método, baseado em exossomas plasmáticos, para rastreamento oncológico 

na prática clínica (43). Aventa-se também o desenvolvimento de drogas conjugadas a 

exossomas, direcionando a resposta para sítios específicos, poupando as células 

saudáveis e minimizando efeitos adversos (42).  

Um achado que mostra a comunicação entre CP e ambiente estromal foi 

evidenciado pela análise de exossomas obtidos no líquido contido no ducto 

pancreático, que demonstrou a expressão tanto de moléculas carcinoembrionárias de 

adesão (CEACAMs ou antígeno carcinoembrionário) oriundas do epitélio pancreático, 

como proteínas da matriz extracelular (38). Sagar G. e cols. estudaram exossomas 
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(plasmáticos e teciduais) de pacientes portadores de CP, buscando averiguar a relação 

entre lipólise e perda ponderal precoce nesse subgrupo. Os achados mostraram o papel 

dos exossomas na mediação de tal processo, uma vez que eles transportavam 

adrenomedulina, que promove lipólise em adipócitos humanos (44).  

As análises transcriptômicas visam capturar tanto RNA codificadores quanto 

não codificadores e quantificar a heterogeneidade da expressão gênica em células, 

tecidos, órgãos e até mesmo em um corpo inteiro. Esta análise também é importante 

porque fornece os primeiros passos para a caracterização funcional e anotação de 

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

Uma vez que exossomas derivados de células oncológicas refletem o ambiente 

tumoral, a análise do transcriptoma dessas EVPs pode fornecer informações 

relevantes. Qadir e cols. realizaram a análise transcriptômica de queratinócitos orais 

humanos normais expostos a exossomas oriundos de queratinócitos normais e de 

queratinócitos isolados de carcinoma escamoso de cabeça e pescoço. Tanto o 

exossoma normal quanto o derivado da célula oncológica modulou a expressão gênica 

dos queratinócitos normais. Esses dados sugerem que a célula neoplásica pode se 

utilizar do exossoma para reprogramar o transcriptoma de células distantes, levando a 

alterações patológicas que favorecem angiogênese, imunomodulação e metástases 

(46).  

A identificação de um perfil de mRNA específico de uma neoplasia a partir de 

RNA total obtido de exossomas circulantes poderia ser útil no diagnóstico precoce em 

indivíduos de alto risco. 

Na prática clínica do endocrinologista, existe uma dificuldade de diferenciar, em 

bases clínicas, um DM2 de um DM secundário a um CP e a identificação de marcadores 

que pudessem auxiliar nesse diagnóstico diferencial seria de grande auxílio. A hipótese 
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do presente trabalho é que exossomas circulantes de indivíduos com CP e DM tenham 

um perfil de mRNA diferente de exossomas circulantes de indivíduos com DM2. 
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2. OBJETIVOS 

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

exossomas isolados do soro de três grupos de indivíduos: 

- Com CP e DM de início recente,  

- Com DM2 de longa duração; 

-  Controles, sem CP e sem DM2.  
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3. CASUÍSTICA E MÉTODOS 

3.1 Casuística 

O presente estudo foi submetido e aprovado pelos seguintes Comitês de Ética 

em Pesquisa: 

- Universidade Nove de Julho – UNINOVE (2.962.389, Anexo 1); 

- Hospital Alemão Oswaldo Cruz (3.323.054, Anexo 2); 

- Hospital Santa Maggiore (3.111.704, Anexo 3);  

- Unidade Básica de Saúde (UBS) da Estratégia de Saúde da Família Drª Ilza 

Weltman Hutzler (3.141.417, Anexo 4).  

Todos os participantes assinaram o Termo de Consentimento Livre e 

Esclarecido (TCLE, Anexo 5). 

Indivíduos com CP foram selecionados no ambulatório dos Hospitais Santa 

Maggiore e do Hospital Oswaldo Cruz entre os meses de outubro de 2018 a outubro 

de 2019. Os critérios de inclusão para esse grupo foram: 

1. Idade > 18 anos; 

2. Diagnóstico histologicamente confirmado de CP e diagnóstico de DM de 

acordo com os critérios da American Diabetes Association (Glicemia após 

jejum de 8 horas ≥ 126 mg/dL ou HbA1c ≥ 6,5%) até três anos antes do 

diagnóstico do adenocarcinoma ductal. 

Não foram incluídos indivíduos com outros subtipos de câncer de pâncreas que 

não adenocarcinoma ductal. 
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Todos foram submetidos à mensuração do peso (kg) e da altura (m), aferidos 

para cálculo do IMC (em kg/m2) e da circunferência abdominal (CA, em cm), aferida 

com fita métrica flexível e inelástica. 

Os seguintes exames bioquímicos foram realizados: glicemia de jejum (mg/dL),  

HbA1c (%), colesterol total (mg/dL), HDL-colesterol (mg/dL), LDL-colesterol (mg/dL), 

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

Os seguintes dados demográficos, clínicos e anatomopatológicos foram 

coletados a partir dos prontuários dos indivíduos com CP: idade, sexo, estádio da 

doença (I a IV), sítio do tumor primário (cabeça, corpo ou cauda pancreática), 

tratamentos já realizados ou em andamento, data do diagnóstico, história de 

tabagismo, diferenciação do tumor e performance status de acordo com a escala 

Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG).  

Os indivíduos com DM2 (diagnóstico também baseado nos critérios da 

American Diabetes Association) foram selecionados na UBS da Estratégia de Saúde 

da Família Drª Ilza Weltman Hutzler, entre os meses de setembro de 2018 a fevereiro 

de 2019. Não foram incluídos indivíduos com DM tipo 1.  

Os critérios de inclusão para esse grupo foram: 

1. Idade > 18 anos;  

2. DM2 há mais de três anos do momento da coleta de amostra. 

Todos os indivíduos foram submetidos à mensuração do peso (kg) e altura (m) 

para cálculo do IMC (em kg/m2) e da CA.  
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Os seguintes exames bioquímicos foram realizados: glicemia de jejum (mg/dL), 

HbA1c (%), colesterol total (mg/dL), HDL-colesterol (mg/dL), LDL-colesterol (mg/dL) e 

TG (mg/dL). 

Os indivíduos do grupo Controle também foram selecionados na UBS da 

Estratégia de Saúde da Família Drª Ilza Weltman Hutzler, entre os meses de janeiro 

e fevereiro de 2020. Os indivíduos foram submetidos às mesmas mensurações 

antropométricas e aos mesmos exames bioquímicos do Grupo com DM2. 

Os seguintes critérios de não inclusão foram usados nos três grupos avaliados: 

-  Incapacidade de assinar o TCLE e  

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

Perda de peso recente (últimos três meses) na ausência de um programa de 

reeducação alimentar e atividade física foi critério de não inclusão 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 separação (BD, Becton Dickinson, Franklin 

Lakes, NJ, USA), específico para separação de soro. Após a coleta, o tubo foi 

centrifugado a 4°C por 20 min a 2.800 rotações por min (rpm) e o soro assim obtido 

foi armazenado a - 80° C até sua utilização. 
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3.2.1 Extração de exossomas de soro e confirmação da presença de mRNA nos 

exossomas 

As amostras de soro foram mantidas em gelo até o descongelamento e para a 

padronização das metodologias, uma alíquota de 200 μL e uma alíquota de 1 mL 

foram centrifugadas à temperatura ambiente, a 2.000g por 30 min para remoção de 

células /debris. Os sobrenadantes foram transferidos para novos tubos, onde foram 

adicionados 0,2 volumes do reagente Total Exosome Isolation (from serum) 

(Invitrogen). Após pipetagem para homogeneização, as amostras foram incubadas a 

4 °C durante 30 min e, a seguir, centrifugadas a 10.000g, por 10 min, à temperatura 

ambiente. Os exossomas estão contidos no pellet formado nessa etapa. Esse estojo 

comercial isola nanopartículas 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 μL para cada 200 

μL de soro inicial) e posteriormente procedeu-se à extração do RNA dos exossomas, 

com a adição de 200 μL de 2X Denaturating Solution (Invitrogen) em cada amostra. 

Após serem misturadas vigorosamente, as amostras foram incubadas em gelo por 5 

min. Um volume de 400 μL de solução acid-Phenol:Cloroform foi adicionado a cada 

amostra e, após vórtex de 1 min, procedeu-se à centrifugação a 10.000g durante 5 

min à temperatura ambiente. A fase aquosa de cada amostra foi transferida para um 

novo tubo, ao qual foram adicionados 1,25 volumes de etanol absoluto à temperatura 

ambiente, sendo os tubos misturados vigorosamente.  

Um total de até 700 μL da solução álcool/lisato foi pipetado no “cartucho filtro”, o 

qual foi centrifugado a 10.000g durante 15 segundos. O volume filtrado foi descartado 

e o processo repetido até que todo volume fosse filtrado. A seguir, 700 μL 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 líquido filtrado foi descartado, foram 

adicionados 500 μL de Wash Solution 2/3 (Invitrogen) e nova centrifugação 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 remoção do tampão do filtro. O filtro foi transferido para um novo tubo e 50 μL 

de água RNAase free, à 95°C, foram adicionados ao centro do filtro e uma 

centrifugação durante 30 segundos foi realizada para recuperação do RNA. A eluição 

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

A confirmação da presença de RNA foi realizada com o uso do estojo comercial 

Eukaryote Total RNA Pico do Bioanalyzer (Agilent). Para tanto, apenas algumas 

amostras foram submetidas à extração de RNA dos exossomas: duas do Grupo C, 

uma partindo de 200 μL 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 transcrição reversa foi realizada por meio do estojo comercial 

High Capacity (Thermo Fisher Scientific), de acordo com as recomendações do 

fabricante, utilizando o termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler (Thermo Fisher 

Scientific). 

A reação em cadeia da polimerase (PCR) em tempo real foi realizada para 

verificar a expressão de mRNA de três genes-alvo que seriam inicialmente avaliados 

nos exossomas dos três grupos de pacientes, quais sejam, CTLA4, PD1 e IDO. A 

PCR foi realizada por meio do sistema Taqman (Applied Biosystem), com o uso do 

gene HPRT1 como controle endógeno da reação, conforme as instruções do 

fabricante. 
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Como não foi possível observar a expressão dos genes-alvo e a expressão do 

gene controle endógeno também foi insatisfatória, outros dois genes endógenos foram 

testados, ACTB, que codifica a beta actina e GAPDH, que codifica a gliceraldeído 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 orientações do fabricante.  

 

3.2.2 Preparo de bibliotecas de DNA complementar a partir de RNA total extraído 

de exossomas e sequenciamento  

O RNA total obtido dos exossomas de todas as amostras incluídas 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 

instruções do fabricante. Como durante a padronização, a amostra C4 1 mL foi a que 

apresentou maior quantidade de RNA, especialmente nas faixas de RNAs pequenos, 

o RNA total foi extraído de exossomas isolados de 1 mL de soro de cada um dos 

indivíduos incluídos 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 São Paulo. O 

programa STAR foi usado para o alinhamento das sequências com a versão GRCh38 

do genoma humano, juntamente com a ferramenta bamsort, do biobambam2, para o 

processamento adicional dos dados. Para a contagem do número de sequências lidas 

que se sobrepõem 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 sequências e as métricas de 

alinhamento, respectivamente. A normalização foi realizada com o edgeR, usando o 
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método trimmed-mean. Para avaliar a expressão diferencial entre os grupos, foi 

utilizado o pacote limma do R-Bioconductor. O programa STRING (https://string-

db.org) foi utilizado para avaliar as interações proteína-proteína. 

Inicialmente, foram mantidos apenas genes com contagens mensuráveis em pelo 

menos 30 amostras, o que reduziu a análise para apenas 113 genes. A seguir, o 

método RLE foi implementado no edgeR para calcular os fatores de normalização 

específicos para as amostras, com o objetivo de contabilizar as diferenças de 

profundidade das bibliotecas. A função voomWithQualityWeights do limma foi usada 

para calcular os valores de logaritmo base 2 das contagens por milhão de pares de 

base (log2cpm) para cada gene. Para reduzir ainda mais a variabilidade, foi aplicada 

a normalização de quantis na função voomWithQualityWeights. A seguir foi realizada 

a análise de expressão gênica diferencial pairwise, com o uso do limma. 

 

3.3 Análise estatística 

Este estudo utilizou uma amostra de conveniência. Na análise dos dados 

demográficos, clínicos e laboratoriais dos participantes do estudo, as variáveis 

contínuas estão expressas como mediana e intervalo interquartílico 25-75%, enquanto 

as variáveis categóricas estão expressas como porcentagem de indivíduos afetados. 

As variáveis contínuas relativas às características dos grupos estudados foram 

comparadas pelo teste de Wilcoxon com pós teste de Dunn, enquanto o teste do χ2 

de Pearson foi utilizado para avaliar as diferenças nas variáveis categóricas. Essas 

análises foram realizadas com o programa JMP (SAS Institute). 
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Curvas ROC foram construídas com o uso do programa SPSS Statistics 

(Versão 23.0), para determinar o valor diagnóstico de alguns mRNA diferencialmente 

expressos.  
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4. RESULTADOS 

4.1 Características demográficas, clínicas e bioquímicas dos três grupos de 

pacientes 

Um total de 55 indivíduos foram incluídos no estudo, 20 com CP e DM de início 

recente, 22 com DM2 de longa duração e 13 controles sem essas duas condições 

clínicas. As características demográficas, clínicas e bioquímicas dos três grupos estão 

descritas na Tabela 1. Uma vez que os grupos foram pareados de acordo com idade 

e sexo, não houve diferenças significantes nessas variáveis. A mediana da duração 

do DM foi significantemente maior no Grupo DM2 (10 anos) em relação ao Grupo CP 

(2 anos). Indivíduos com DM2 apresentaram maiores valores de IMC (30,3 kg/m2) e 

CA (109 cm) em relação ao Grupo com CP (24,1 kg/m2 e 88 cm, respectivamente) e 

ao Grupo C (28,3 kg/m2 e 99 cm, respectivamente). Os valores de HbA1c foram 

significantemente maiores nos indivíduos com DM2 (7,2%) em relação ao Grupo C 

(5,5%). Os valores de colesterol LDL foram significantemente menores no Grupo com 

CP (75 mg/dL) em relação aos Grupos DM2 e C (119 mg/dL em ambos) 
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Tabela 1. Características demográficas, clínicas e bioquímicas dos três grupos de indivíduos incluídos 
no estudo. 

  Controle Diabetes mellitus 
tipo 2 

Adenocarcinoma 
ductal de 
pâncreas 

Valor P 

n 13 22 20  

Sexo (% 
mulheres) 

64,3 63,6 75,0 0,69 

Idade (anos) 66,0 (64,0 – 69,0) 67,0 (65,0 – 68,0) 66,5 (59,0 - 74,5) 0,92 

Duração do DM2 
(anos) 

NA 10 (6,0 – 11,0) 2,0 (1,0 – 3,0) < 0,0001 

IMC (kg/m2) 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 - 
121,5) *, & 

88,0 (82,0 – 94,0) <0,0001 

Tabagismo (%) 0 4,5 45,0 0,0007 

HbA1c (%) 5,5 (5,4 - 5,5) 7,2 (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: Circunferência abdominal, IMC: Índice de massa corpórea, CT: Colesterol total, HDL: Lipoproteína de 
alta densidade; LDL: Lipoproteína de baixa densidade, NA: Não se aplica; TG: Triglicérides. *P < 0,0001 
versus Grupo com adenocarcinoma ductal de pâncreas; # P = 0,0045 versus Grupo Controle; &P = 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 Expressão de mRNA em exossomas de soro. 

As concentrações de RNA total obtidas nos exossomas de soro dos três grupos 

de indivíduos variaram de 4 a 92 pg/μL. 

A eletroforese realizada com estojo comercial Eukaryote Total RNA Pico do 

Bioanalyzer (Agilent) não 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 extraído de exossomas (Figura 1A). No entanto, não se espera 

a presença 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 extraído de exossomas (21). 
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Figura 1. Painel A: Imagens representativas da eletroforese de RNA total extraído de exossomas de 
soro de indivíduos incluídos no presente estudo. Painel B: Eletroforese de RNA total extraído de 
exossomas obtidos de soro (Adaptado de Tang e cols.,2017). 

 

 A tentativa de amplificação dos genes-alvo e do gene controle endógeno 

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.  

 

 

Figura 2. Imagens dos valores de cycle threshold (CT) observados na reação em cadeia da polimerase 
em tempo real para o gene controle endógeno HPRT1 e para os genes-alvo CTLA4, IDO1 e PD1 com 
o uso da transcriptase reversa High Capacity nas amostras C4, C4 1 mL, CP2 e CP26. 
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 A amplificação 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 endógeno GAPDH não foram muito diferentes 

daqueles observados com a ACTB (dados não mostrados) 

 

 

 

 

 

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

 

Figura 4. Imagens dos valores de cycle threshold (CT) observados na reação em cadeia da polimerase 
em tempo real para o gene controle endógeno 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 extraído 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 não apresentaram o perfil considerado ideal 

para bibliotecas obtidas a partir de RNA total extraído de tecidos, que seriam bandas 

variando de 335 a 456 pares de base. Algumas amostras consideradas de pior 

qualidade foram purificadas ou reamplificadas, resultando em perfis de melhor 

qualidade (dados não mostrados). 
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Figura 5. Análise da qualidade das bibliotecas de DNA complementar obtidas a partir de RNA total de 
exossomas de soro dos indivíduos incluídos 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 número de sequências lidas, a 

magnitude de duplicação, a contaminação com RNA ribossomal, a proporção de 

regiões intergênicas e de regiões intragênicas e o número de genes detectados está 

mostrada na Tabela 2. Pode-se observar uma grande variabilidade no número de 

genes detectados entre as amostras (22 até 8.227 genes), bem como uma alta taxa 

de duplicação de genes lidos. 
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Tabela 2. Métrica do sequenciamento das bibliotecas de DNA complementar de exossomas obtidos 
de soro de indivíduos com adenocarcinoma ductal de pâncreas (CP), com diabetes mellitus tipo 2 
(DM) e de controles sem essas condições clínicas (C). 
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Como houve uma grande variabilidade no número de genes detectados entre 

as amostras, optou-se por considerar para análise dos genes diferencialmente 

expressos aqueles 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 diferença estatisticamente significante 

nas comparações 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, C11orf58 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).   

 

 

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

 

O agrupamento hierárquico realizado com esses 40 genes resultou no 

dendograma mostrado na Figura 7. 
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Figura 7. Agrupamento hierárquico dos níveis de expressão dos 40 genes diferencialmente expressos 
entre os Grupos adenocarcinoma ductal de pâncreas (CP), diabetes mellitus tipo 2 (DM) e controle (C) 
nos três grupos estudados. Os dados estão normalizados pelo Z-escore dos valores logaritmos das 
contagens por milhão. Cada coluna representa um participante e cada linha representa um gene. A cor 
azul representa uma expressão baixa e a cor vermelha representa uma expressão 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 DM2 e DM2 e C (MTND5). O agrupamento hierárquico realizado com 

esses 19 genes resultou no dendograma mostrado na Figura 8. 

 

 

Figura 8. Painel A: Agrupamento hierárquico dos níveis de expressão dos 19 genes diferencialmente 
expressos entre os participantes com adenocarcinoma ductal de pâncreas (CP) e diabetes mellitus tipo 
2 (DM) nos três grupos estudados. Os dados estão normalizados pelo Z-escore dos valores logaritmos 
das contagens por milhão. Cada coluna representa um participante e cada linha representa um gene. 
A cor azul representa uma expressão baixa e a cor vermelha representa uma expressão 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. Painel B: Logaritmo do fold-change (FC) da 
expressão de cada gene no Grupo CP em relação ao Grupo DM2 e ao Grupo Controle (C). 

  

A expressão de cada um desses 19 genes nos três Grupos estudados está 

mostrada na Figura 9.  
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Figura 9. Expressão dos 19 genes diferencialmente expressos entre os participantes com 
adenocarcinoma ductal de pâncreas (CP) e diabetes mellitus tipo 2 (DM) nos três grupos estudados. 
C: Grupo Controle. * P<0,05; ** P< 0,005; *** P< 0,001 após análise 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 expressão dos mRNAs 



52 

 

 

A análise das interações proteína-proteína com o uso da plataforma STRING 

está mostrada na Figura 10. O número de interações encontrado foi significantemente 

maior do que o que seria esperado (P= 2,78 x 10-15) e as seguintes redes foram 

detectadas: Complexo haptoglobina-hemoglobina, Neuropatia óptica hereditária de 

Leber, Complexo I da cadeia respiratória mitocondrial e Respirassoma. 

 

 

 

 

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

 

Para determinar o potencial dos 19 mRNAs diferencialmente expressos para o 

diagnóstico de CP, foram construídas 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 DNASE1) estão 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 pâncreas e o Grupo diabetes mellitus tipo 2. 

 

Curvas ROC considerando os Grupos CP e C também foram construídas para 

determinar o potencial dos mesmos 19 mRNAs para o diagnóstico de CP. As curvas 

ROC para os genes que apresentaram um valor de P < 0,05 (SHISAL2B, ULK4, 

GIGYF2, MTND5 e MTND1) estão 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 pâncreas e o Grupo Controle. 
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5. DISCUSSÃO 

O DM de início recente é considerado um marcador de CP (47,48), mas essa 

é uma causa de DM frequentemente negligenciada. Quando um indivíduo de meia 

idade apresenta hiperglicemia, ele, em geral, recebe o diagnóstico de DM2, 

especialmente se apresentar fatores de risco clássico para essa condição clínica, 

como a obesidade e a resistência à insulina. No entanto, a obesidade e a resistência 

à insulina, juntamente com a idade, também são fatores de risco para o CP (47). 

Portanto, idealmente, indivíduos com DM de início recente deveriam ser rastreados 

para CP, pois o diagnóstico precoce desta neoplasia aumentaria as chances de cura. 

A identificação de marcadores que possam auxiliar no diagnóstico diferencial entre o 

DM secundário a um CP e o DM2 seria de grande valor na prática clínica, e foi o que 

motivou a realização do presente estudo.  

A biópsia líquida tem sido considerada uma promissora estratégia de 

diagnóstico e monitoramento de neoplasias, por meio da identificação de cell-free 

DNA circulante contendo mutações em genes associados ao câncer, de RNAs 

circulantes e também de DNA e RNA contidos em EVPs. Considera-se que as EVPs 

influenciam o microambiente tumoral como veículos para a comunicação célula-

célula. Por essa razão, elas carregam um repertório diversificado de moléculas 

protegidas da degradação e que são 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 metástase pulmonar. O DNA e o RNA extraído desses exossomas foram 

utilizados para a realização do exoma e do transcriptoma, respectivamente. Várias 

mutações foram identificadas a partir do sequenciamento do DNA contido nos 

exosomas. No paciente que teve os exossomas extraídos do plasma (status glicêmico 
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não mencionado), foram identificados 6.047 transcritos; a análise da lista desses 

transcritos evidenciou a presença 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 DNASE1) (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 são enriquecidos de uma proteoglicana presente na superfície 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%, indivíduos saudáveis e com lesões 

pancreáticas benignas daqueles com estágios precoces e tardios de CP. Esse estudo, 

no entanto, não avaliou a expressão de mRNA da glipicana 1 nos exossomas (50) e, 

em teoria, a composição da membrana das EVPs não precisa estar relacionada ao 

seu conteúdo de mRNA. De qualquer forma, observamos que o 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), não tendo sido incluída na lista 

dos 113 genes expressos em pelo menos 30 das amostras estudadas. No estudo de 

San Lucas e cols. (2016), o mRNA que codifica a glipitana 1 também não foi detectado 

(49). 

Dentre os 19 mRNAs diferencialmente expressos entre os participantes com 

CP e DM2, sete resultaram em curvas ROC com um valor de P < 0,05 para discriminar 

indivíduos com CP daqueles com DM2 e cinco resultaram em curvas ROC com um 

valor de P < 0,05 para discriminar indivíduos com CP daqueles do Grupo C. A 

comparação da expressão desses genes entre 179 amostras de CP com dados 

disponíveis no The Cancer Genome Atlas (TCGA) e 171 amostras de tecido 
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pancreático normal disponíveis no Gene and Tissue Expression (GTEx) está mostrada 

na Figura 13.  

 

 

Figura 13. Diferença de expressão entre 179 amostras de adenocarcinoma ductal de pâncreas 
(disponíveis no The Cancer Genome Atlas) e 171 amostras de tecido pancreático normal (disponíveis 
no Gene and Tissue Expression). 

 

Observa-se que as medianas da expressão do SHISAL2B, ULK4 e GIGYF2 

foram maiores nas amostras tumorais em relação às amostras de tecido normal, sem, 

no entanto, alcançarem significância estatística. Na presente casuística, as 

expressões desses três genes foram significantemente maiores nos exossomas dos 

indivíduos do Grupo CP em relação ao Grupo C. A mediana da expressão de DNASE1 

foi significantemente menor nas amostras tumorais em relação às amostras de tecido 

normal e, na presente casuística, a expressão deste gene foi significantemente menor 
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nos exossomas dos indivíduos do Grupo CP em relação apenas ao Grupo DM2. 

Outros dois genes identificados dentre os 19 genes diferencialmente expressos entre 

os participantes com CP e DM2 apresentaram expressão aumentada nas amostras 

tumorais do TCGA em relação às amostras de tecido normal do GTEx, o MAP1B e o 

DNMT3A. Esses genes também apresentaram maior expressão nos exossomas dos 

indivíduos do Grupo CP em relação ao Grupo C.   

O gene SHISAL2B, também conhecido como FAM159B, foi mais expresso no 

Grupo CP em relação aos Grupos DM2 e C. Ele codifica a proteína Shisa like 2B, e é 

altamente expresso no estômago e no pâncreas (51). Experimentos de RNA single 

cell type realizados em pâncreas evidenciaram a expressão desse gene apenas em 

células endócrinas (52), especificamente nas células beta produtoras de insulina (53). 

Não há trabalhos publicados sobre a função desse gene, mas, conforme dados do 

TCGA, sua expressão aumentada já foi detectada em algumas neoplasias, como CP, 

câncer de pulmão, câncer de endométrio e gliomas (52) (Figura 14). 

 

 

Figura 14. Expressão do gene SHISAL2B disponível no The Cancer Genome Atlas (TCGA) em 
diferentes neoplasias. 
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O gene ULK4 foi mais expresso no Grupo CP em relação aos Grupos DM2 e 

C. Ele codifica a Unc-51 like kinase 4, uma proteína da família 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 proteínas de meia-vida longa e organelas danificadas para serem 

degradas nos lisossomos, reciclando, desta forma, nutrientes que servirão de base 

para a síntese de novas macromoléculas. Mutações somáticas no ULK4 foram 

detectadas em carcinoma de endométrio (55) e maior expressão deste gene associou-

se a uma menor chance de sobrevida em indivíduos com glioblastoma multiforme (56). 

Os mecanismos pelos quais o ULK4 está envolvido na tumorigênese não estão 

elucidados, mas há evidências de que exista uma desregulação da autofagia no 

câncer (57). 

O gene GIGYF2 foi mais expresso no Grupo CP em relação aos Grupos DM2 

e C. Ele codifica a proteína GRB10 interacting GYF protein 2, envolvida na regulação 

da sinalização de receptores tirosina-cinase (58). Esta proteína interage com a 

proteína RQCD1 (Required for cell differentiation 1 homolog) e está envolvida na 

regulação da atividade da proteína cinase B (AKT) na via de sinalização do receptor 

do fator de crescimento epitelial (EGFR), no câncer de mama. Uma deleção em um 

fragmento do gene GIGYF2 já foi identificada em um paciente com CP, juntamente 

com diversas outras mutações (59). Em gliomas, a expressão desse gene se associou 

com um menor grau de malignidade e uma melhor sobrevida do paciente e, in vitro, o 

aumento de sua expressão reduziu a migração celular mediada pela metaloproteinase 

9 (MMP9) e a sinalização da via AKT/Bax/Caspase-2 (60). A participação do gene 

GIGYF2 na tumorigênese do CP nunca foi investigada. 
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O gene YWHAB foi mais expresso no Grupo CP em relação ao Grupo DM2. 

Ele codifica a Tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation 

protein beta, uma proteína que regula múltiplas vias de sinalização, tanto em células 

normais quanto em células neoplásicas. Ela suprime a expressão da Ciclina D1, 

reprime a atividade apoptótica e está envolvida em inúmeros processos fisiológicos. 

Uma maior expressão dessa proteína já foi descrita em carcinoma hepatocelular e 

também no soro de indivíduos com câncer de pulmão, nos quais sua maior expressão 

se associou com uma pior sobrevida global (61). Uma maior expressão do YWHAB 

também já foi descrita em células de câncer cervical e sua inibição inibiu a proliferação 

a invasão e promoveu apoptose celular (62). A participação desse gene na 

tumorigênese do CP nunca foi investigada. 

Os genes MTND5 e MTND1 foram menos expressos no Grupo CP em relação 

aos Grupos DM2 e C. Eles codificam, respectivamente, as enzimas NADH 

desidrogenase subunidades 1 e 5, que fazem parte do Complexo I mitocondrial 

(NADH: ubiquinona oxidoredutase). O Complexo I é a primeira enzima da cadeia 

respiratória, que oxida NADH gerado no ciclo de Krebs e usa dois elétrons para reduzir 

ubiquinona a ubiquinol. A transferência de elétrons ao longo dos complexos 

mitocondriais constitui a fosforilação oxidativa, que gera adenosina trifosfato (ATP) na 

presença de oxigênio (63).  

As células neoplásicas produzem energia a partir da glicólise aeróbica ao invés 

da oxidação fosforilativa, mesmo na presença de oxigênio. Esta mudança metabólica 

é típica de células neoplásicas, e foi chamada de Efeito Warburg em homenagem ao 

seu descobridor, que, na época, deduziu que esse fenômeno aconteceria em 

decorrência de uma disfunção mitocondrial (64). Estudos recentes descobriram que 

mutações em genes localizados no DNA mitocondrial, dentre os quais os genes 
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MTND5 e MTND1, estão associadas ao câncer, inclusive ao CP (65). Estudos in vitro 

suportam a hipótese de que mutações somáticas que diminuem a atividade da enzima 

MTND5 cursam com aumento da formação de espécies reativas de oxigênio e 

aumento da expressão de genes anti-apoptóticos (64). Em câncer renal, uma menor 

expressão do MTND5 foi associada com uma menor probabilidade de sobrevida (66). 

Da mesma forma, uma menor expressão do MTND1 foi associada a uma menor 

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

 

 

Figura 15. Curvas de sobrevida de pacientes com adenocarcinoma ductal de pâncreas de acordo 
com a expressão do gene MTND1 (67)  

 

O gene HBB foi menos expresso no Grupo CP em relação ao Grupo DM2 e ao 

Grupo C (sem alcançar significância estatística nesta comparação). Ele codifica a 

subunidade beta da hemoglobina, uma das cadeias de globina que compõe a 

hemoglobina A. Uma perda de heterozigosidade no locus do gene HBB já foi descrito 

em câncer de ovário, glioma, câncer de mama, câncer de pulmão e câncer anaplásico 

de tireoide. Estudos in vitro mostraram que a proteína HBB exerce uma atividade 

supressora de tumor (68).  
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Maman e cols. demonstraram, em camundongos, que substâncias solúveis 

presentes no pulmão 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 neoplásicas, o que aconteceu 

para células de neuroblastoma, de câncer de mama, colon, pulmão e próstata, entre 

outras. Os efeitos observados de indução de apoptose e de parada do crescimento 

foram mediados por uma região na extremidade carboxiterminal da HBB humana 

composta por 11 aminoácidos. Esses achados evidenciaram que, além de transportar 

oxigênio, 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 comparação entre indivíduos com CP e controles saudáveis e a HBB 

foi uma das proteínas diferencialmente expressas, com uma razão CP/controles 

saudáveis de 0,33, ou seja, estava mais expressa nos indivíduos saudáveis. Os 

autores observaram que várias das proteínas encontradas eram proteínas 

exossomais (70) e mencionaram um estudo prévio, conduzido em camundongos, que 

evidenciou que exossomas transportam moléculas mensageiras do pâncreas para as 

glândulas salivares. Esse achado explicaria por que biomarcadores de CP podem ser 

encontrados no fluido oral (71). A menor expressão do mRNA de HBB em exossomas 

séricos de indivíduos do Grupo CP no presente estudo, está de acordo com o achado 

de menor expressão de HBB no fluido oral de pacientes com CP. 

Um trabalho recentemente publicado avaliou a proteômica de exossomas de 

indivíduos com diferentes doenças pancreáticas, inclusive CP em diferentes estágios 

e encontrou a HBB como uma das proteínas com diferentes graus de abundância 



63 

 

 

entre CP e outras doenças pancreáticas. A razão CP/outras doenças pancreáticas foi 

de 0,655, evidenciando a menor expressão da HBB no CP em relação à pancreatite 

crônica, tumores neuroendócrinos pancreáticos e lesões císticas pancreáticas (Figura 

16) (72). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 16. Expressão da subunidade beta da hemoglobina (HBB, seta azul) no exossoma de indivíduos 
com diferentes doenças pancreáticas e de controles saudáveis. CP: pancreatite crônica, HC: controles 
saudáveis; P-NET: tumor neuroendócrino pancreático; PC: câncer de pâncreas; PCLs: lesões císticas 
pancreáticas (72). 

 

O gene DNASE1 foi menos expresso no Grupo CP em relação ao Grupo DM2. 

Ele codifica a desoxiribonuclease 1 (DNAse), uma proteína que fica estocada em 

grânulos de zimogênio do envelope nuclear e que cliva o DNA de forma 

endonucleolítica (73). Desde a década de 1950 já é conhecido que as concentrações 

de DNAse estão reduzidas em indivíduos com câncer em comparação a controles 

saudáveis, e que elas aumentam durante a remissão e diminuem quando há 

progressão e metástases (74). Zhou e cols., analisando dados do TCGA, detectaram 

uma redução da expressão do gene DNASE1 em câncer de bexiga estágios III e IV 
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em relação àqueles nos estágios I e II (75). Não foram encontradas publicações sobre 

a expressão deste gene em CP, mas um estudo in vitro mostrou que a hipóxia 

aumenta a expressão de DNASE1 em uma linhagem de CP (76). 

O presente estudo precisa ser replicado em uma população independente para 

confirmação dos achados e melhor avaliação de quais genes diferencialmente 

expressos têm potencial de ser empregado no diagnóstico diferencial entre o DM 

secundário a um CP e o DM2.  

Uma limitação deste estudo é que a população de DM2 avaliada foi selecionada 

na Atenção primária, onde não haveria condições de realização de tomografia 

computadorizada para afastar CaP. Portanto, não existe certeza de que os indivíduos 

do Grupo DM2 (e também do Grupo C) não sejam portadores de CP em fases iniciais. 

No entanto, a opção por selecionar indivíduos com DM2 com mais de três anos de 

diagnóstico (mediana de 10 anos de doença) minimiza essa possibilidade. Outra 

limitação é a ausência de validação por RT-PCR em tempo real de, pelo menos, 

alguns dos genes diferencialmente expressos. As etapas iniciais desse trabalho, no 

entanto, mostraram como é difícil conseguir amplificar genes-alvo a partir de RNA 

extraído de exossomas, dada a exiguidade do material obtido. Apesar disso, alguns 

dos genes estão sendo selecionados para essa validação. 

Como ponto forte do presente estudo destacamos que, mesmo com as 

baixíssimas concentrações de RNA obtidas de exossomas e com a grande 

variabilidade na expressão gênica intra-Grupos, foi possível identificar genes 

diferencialmente expressos entre as três condições avaliadas, com plausibilidade 

biológica encontrada para alguns dos genes até o momento pesquisados na literatura.  
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6. CONCLUSÕES 

O perfil de expressão de mRNA de exossomas isolados do soro de indivíduos 

com CP e DM de início recente diferiu do perfil de expressão de indivíduos com DM2 

de longa duração e de indivíduos sem CP e sem DM2. Alguns dos genes 

diferencialmente expressos apresentam potencial para discriminar DM secundário ao 

CP de DM2. 
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