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RESUMO

Introducédo: O adenocarcinoma ductal de pancreas (CaP) € um dos tipos mais
letais de cancer e suas manifesta¢ges clinicas geralmente ocorrem em fase ja
avancada da doenca, quando as chances de cirurgia e cura sdo pequenas. Até
0 presente momento, ndo ha indicacéo de rastreamento para CaP na populacao
geral assintomatica, mas sabe-se que, embora o diabetes mellitus (DM) tipo 2
(DM2) de longa duracgéo seja um fator de risco modesto para CaP, o DM de inicio
recente pode ser considerado um possivel marcador desta neoplasia,

evidenciando uma relacao bidirecional entre o CaP e o DM.

Objetivos: O objetivo do presente estudo foi avaliar a expressdo dos micro-
RNAs (miRs) -19a, -24, -25, -29a e -483, previamente identificados como
potenciais biomarcadores de CaP em individuos com DM de inicio recente, no
soro de pacientes com CaP e DM de inicio recente em comparac¢ao a individuos

com DM2 de longa duracéo e a individuos sem essas duas condicdes clinicas.

Casuistica e Método: Foram incluidos 44 individuos com CaP (21 com DM de
inicio recente, 9 com DM de longa duracgéo, 1 com duracdo do DM desconhecida
e 13 sem DM), 35 individuos com DM2 de longa duracéo e 35 individuos Controle
sem essas duas condi¢des clinicas. Sangue periférico foi coletado para
quantificacdo dos miRs pela técnica de reacdo em cadeia da polimerase

guantitativa pos transcricéo reversa (RT-gPCR).

Resultados: Os miRs-24 e -29a foram mais expressos no soro de individuos
com CaP em comparacédo aos individuos com DM2 e aos individuos Controle.
Os miRs-19a e 25 foram mais expressos no soro de individuos Controle em
comparacdo aos individuos com CaP e com DM2. Ndo foram observadas
diferencas na expressédo do miR-483 entre os trés grupos. A comparagao entre
individuos com CaP e DM de inicio recente e individuos com DM2 evidenciou
maior expressdo dos miRs-24 e -29a no primeiro grupo, com perda da
significancia estatistica apds ajuste para as variaveis confundidoras. A analise
das curvas ROC ap0s ajuste para o indice de massa corporea evidenciou areas

sob as curvas com valores superiores a 0,853 para os cinco miRs.



Conclusdes: Os miRs-24 e miR-29a foram mais expressos no soro de pacientes
com CaP e DM de inicio recente em comparacao a individuos com DM2; eles
também foram mais expressos na populacdo total de individuos com CaP em
comparacao aos individuos com DM2 e aos individuos Controle. Os resultados
das curvas ROC sugerem que os cinco miRs avaliados possam ser usados para

discriminar DM de inicio recente associado ao CaP de DM2.

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

RNA, Biomarcador



ABSTRACT

Background: Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDA) is one of the most lethal
types of cancer and its clinical manifestations usually occur at an advanced stage
of the disease, when the chances of surgery and cure are low. To date, there is
no indication of screening for PDA in the asymptomatic general population, but it
is known that, although long-term type 2 diabetes (T2D) is a modest risk factor
for PDA, new-onset diabetes (DM) can be considered a possible marker of this

neoplasm, showing a bidirectional relationship between PDA and DM.

Aims: The aim of the present study was to evaluate the expression of micro-
RNAs (miRs) -19a, -24, -25, -29a and -483, previously identified as potential PDA
biomarkers in individuals with new-onset DM, in the serum of individuals with
PDA and new-onset DM compared to individuals with long-term DM2 and to

individuals without these two clinical conditions.

Methods: 44 individuals with PDA (21 with new-onset DM, 9 with long-term DM,
1 with DM of unknown duration, and 13 without DM), 35 individuals with long-
term T2D and 35 Control individuals without these clinical conditions were
included. Peripheral blood was collected to quantify the miRs by quantitative

polymerase chain reaction after reverse transcription (RT-gPCR).

Results: MiRs-24 and -29a were more expressed in the serum of individuals with
PDA compared to individuals with T2D and to Control individuals. MiRs-19a and
-25 were more expressed in the serum of Control individuals compared to
individuals with PDA and with T2D. There were no differences in miR-483
expression among the three groups. The comparison between individuals with
PDA and new-onset DM and individuals with T2D showed a greater expression
of miRs-24 and -29a in the first group, with loss of statistical significance after
adjustment for confounding variables. The analysis of the ROC curves after
adjusting for the body mass index showed areas under the curves with values

greater than 0.853 for the five miRs.

Conclusions: MiRs-24 and -29a were more expressed in the serum of
individuals with PDA and new-onset DM compared to individuals with T2D; they
were also more expressed in the total population of individuals with PDA in



comparison to individuals with T2D and to Control individuals. The results of the
ROC curves suggest that the five evaluated miRs could be used to discriminate

new-onset DM associated with PDA from DM2.

Keywords: Pancreatic ductal adenocarcinoma, Diabetes mellitus, MicroRNA,

biomarker
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1. INTRODUCAO

Entre os carcinomas pancreaticos ndo-endocrinos, 76% correspondem ao
adenocarcinoma ductal de pancreas (CaP) (1). Esta neoplasia caracteriza-se por
diferenciacéo ductal (2) e € um dos tipos mais letais de cancer. Apés um e cinco
anos de seu diagndstico, apenas 21,2% e 5,0% dos pacientes estdo vivos,
respectivamente (2). Nos ultimos anos, a mortalidade por CaP tem se mantido
estavel nos Estados Unidos da América (EUA) (2,3).

Os CaPs séao mais frequentes apds os 70 anos de idade (3); eles séo, em
geral, tumores solidos e com muita frequéncia, o pancreas adjacente é afetado
por pancreatite esclerosante. Além disso, a invasdo de estruturas adjacentes,
como o colédoco, o duodeno, grandes vasos e tecidos moles peri-pancreaticos
€ comum. A histologia evidencia glandulas atipicas entremeadas por um denso
estroma fibrético, que corresponde a mais de 50% do tumor, o que dificulta a
obtencéo de tecido carcinomatoso puro para fins de pesquisa. Estruturas néao-
tumorais, tais como ductos ndo-neoplasicos, ilhotas e &cinos estdo
frequentemente presentes dentro do tumor. Esses tumores expressam mucin-
related carbohydrate antigens, tais como o antigeno carcinoembriogénico (CEA)

e o Carbohydrate antigen 19-9 (CA 19-9), além das citoqueratinas 7, 8, 18 e 19
(2).

A maioria (78%) dos CaP est& localizada na cabeca do pancreas (2), o
que explica a frequente manifestacédo clinica de ictericia, além de dor abdominal.
Os tumores de corpo e de cauda muitas vezes passam despercebidos por
apresentarem apenas sintomas inespecificos, tais como, dor abdominal ou
dorso-lombar, emagrecimento, nausea, anorexia, saciedade precoce e

alteracdes no habito intestinal (2,3).

O CaP é conhecido como uma neoplasia de prognaostico reservado, com
uma taxa de sobrevida global em cinco anos inferior a 5% (4,5). A sobrevida
costuma ser melhor nos pacientes com doenca passivel de ressecc¢do, porém,

apenas 20% dos pacientes sdo considerados operaveis pois, na maioria dos



19

casos, a presenca de metastases a distancia ou o envolvimento de estruturas
vasculares peri-pancreaticas ndo permite uma abordagem cirdrgica. Assim, as
manifestacdes clinicas geralmente ocorrem em fase ja avancada da doenca,
quando a chance de cirurgia € baixa. Além disso, o desenvolvimento de
metéstases costuma ser um fendmeno precoce aliado a usual resisténcia a

tratamentos quimioterapicos (4,5).

Até o presente momento, ndo ha indicacao de rastreamento para CaP na
populacdo geral assintomética. Numa revisdo sistematica da literatura, ndo se
conseguiu comprovar o beneficio do rastreamento do CaP sobre a mortalidade
ou morbidade associada a doenca, levantando-se inclusive a hipdtese de se
poder causar maleficio moderado. A maior parte dos estudos avaliados nessa
revisdo utilizou ultrassom endoscépico, tomografia computadorizada e/ou
ressonancia magneética, exames que podem estar associados a dor, problemas
relacionados a sedacdo ou anestesia, pancreatite, risco associado a radiacao,

alergia a contraste, entre outros (6).

Um exame sérico que ja foi considerado no rastreamento de pacientes
com CaP é o CA19-9, uma proteina monossializada do grupo sanguineo Lewis,
gue se expressa na membrana celular e no citosol de células de carcinoma. Ela
€ normalmente sintetizada pelas células dos ductos pancreaticos e pelos
epitélios colico, gastrico, da vesicula biliar, endometrial e salivar e é atualmente
considerada o biomarcador sérico mais conhecido no cenério de CaP, podendo

também se elevar em outros tipos de cancer (7).

Sabe-se que tal marcador pode trazer informagdes valiosas em relacao
ao prognéstico do CaP, resposta ao tratamento e predizer risco de recorréncia
ap0s tratamento cirdrgico, apresentando sensibilidade de 79-81% e
especificidade de 82-90%. No entanto, trata-se de um marcador tumoral
considerado de pouco valor no rastreamento do CaP em individuos
assintomaticos, pois apresenta baixo valor preditivo positivo (0,5-0,9%) (7). Isto
ocorre em virtude da expresséao de tal marcador em diversas condi¢des benignas

e malignas, auséncia de expressdo em individuos com genotipo Lewis negativo



20

e elevacdo de seus valores na vigéncia de ictericia obstrutiva de qualquer
etiologia (7).

A associacgéo entre CaP e diabetes mellitus (DM) é reconhecida ha mais
de um século. Meta-analises de inUmeros estudos de caso-controle e coorte
demonstraram um risco 1,5 a 2 vezes maior desta neoplasia em pacientes com
DM tipo 2 (DM2) de longa duracéo (> 5 anos). Um risco ainda maior de CaP foi
relatado em individuos com duracdo de DM < 5 anos. Em uma meta-analise
conduzida por Ben e cols., o risco relativo (RR) foi de 5,4 (intervalo de confianga
[IC] de 95% de 2,5 a 8,3) em individuos com DM < 1 ano de duracao (8).
Similarmente, uma meta-analise chinesa com 26 estudos de caso-controle
incluindo 7.702 pacientes com CaP e 10.186 controles também apontou uma
associacao entre essas duas doencgas, sendo que o maior risco de CaP ocorreu
em pacientes com menos de 2 anos de DM (9). Um estudo de base populacional
americano relatou que aproximadamente 1% dos participantes > 50 anos com
DM de inicio recente tinham DM secundario a um CaP (3), mas essa prevaléncia

ja variou de 5,2% a 13,6% em outros estudos (8).

Portanto, embora DM2 de longa duracédo seja um fator de risco modesto
para CaP, DM de inicio recente pode ser considerado um possivel marcador
desta neoplasia, evidenciando uma relagéo bidirecional entre o CaP e o DM.

1.1 DM2 como fator de risco para CaP

No individuo com DM2, a hiperinsulinemia associada a resisténcia
insulinica parece constituir um risco para a tumorigénese (10). Um dos estudos
de caso-controle que mais claramente conseguiu mostrar tal associacdo com
CaP foi conduzido por Stolzenberg-Solomon e cols., no qual 29.133 homens
tabagistas foram acompanhados por quase 20 anos, tendo suas glicemias e
insulinemias mensuradas periodicamente. Tanto a glicemia de jejum quanto a
insulinemia e a resisténcia insulinica, estimada pelo indice HOMA-IR (Avaliagcdo

do modelo homeostético) estiveram associados com maior risco de CaP (RR de
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2,71; IC 95% de 1,19-6,18; P=0,006 nos individuos com o mais alto quartil de
resisténcia insulinica), mesmo apds correcdo para as variaveis tabagismo e

indice de massa corpérea (IMC) (11).

Na vigéncia de resisténcia insulinica, as concentracdes plasmaticas de
insulina e o fator de crescimento semelhante a insulina 1 (IGF1) estdo elevadas,
agindo como potentes fatores de crescimento celular e inibidores da apoptose
(12,13). Tanto a insulina quanto o IGF1 se ligam aos receptores de IGF1,
sabidamente expressos nas células pancreaticas, com consequente ativacao da
via de sinalizacdo PI3K/Akt/mTOR (14,15). Além da via da PI3K, a insulina

também ativa a via de sinalizacdo da ERK, sabidamente mitogénica (16,17).

Além da resisténcia insulinica, o DM2 cursa com uma inflamacéo cronica
subclinica, que contribui para a geracdo de espécies reativas de oxigénio
(EROs), citocinas proé-inflamatdérias, adipocinas e eicosanoides, favorecendo,
desta forma, o inicio e a progressao tumoral (18—-21). A hiperglicemia também
ativa a via p38 MAPK (mitogen-activated protein kinases, uma importante cinase
associada a inflamacéo) e o fator de transcricdo NFkB (fator nuclear kappa B),
induzindo a proliferacdo e invasao das células do CaP, assim como aumentando
os efeitos paracrinos mediados pela interleucina 6 (IL6) e pelo fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) (22,23). A IL6 exerce efeito anti-
apoptotico e de inducgdo da transicao epitélio-mesénquima (EMT), ao passo que
0 VEGF estimula a angiogénese (22) Em modelos animais com DM2, a inibicdo
da inflamagéo com bloqueadores da MAPK p38 é capaz, mesmo na vigéncia de

hiperglicemia, de reduzir o crescimento do CaP (22).

A propria hiperglicemia pode gerar citocinas pré-inflamatérias, como a IL6
e o fator de necrose tumoral (TNF), estimulando ainda mais o crescimento do
CaP, a EMT e o desenvolvimento de metastases. O NFkB, por sua vez, além de
estar ativado nas células tumorais, também é ativado nas células imunes,
levando a producdo adicional de citocinas pro-inflamatorias (22). Ademais,

dados in vitro sugerem que glicemias elevadas também promovem proliferacdo
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e invasdao do CaP por hiperexpressdo do proto-oncogene RET e do fator
neurotrépico derivado das células gliais (GDNF) (24).

Em paralelo a resisténcia insulinica e ao estado pro-inflamatorio, o
controle glicémico inadequado cursa com a geracdo dos produtos finais de
glicacdo avancada (AGES), os quais sao capazes de modificar irreversivelmente
as propriedades quimicas e funcionais de diversas proteinas, mediando as
complicagbes cronicas do DM (25,26). Os AGEs ativam o receptor de AGEs
(RAGE) (27), o que resulta na geragdo de EROs e ativagdo subsequente de
inUmeras vias de sinalizacdo celulares relacionadas a crescimento celular e

apoptose, aumentando o risco de diversas neoplasias, incluindo o CaP (28,29).

As células-tronco neoplasicas sdo responsaveis pelo inicio e progressao
tumoral, recorréncia e resisténcia a terapias, devido a suas habilidades
peculiares de autorrenovacao e diferenciacdo (30,31). Modelos in vitro e em
animais conseguiram demonstrar que a hiperglicemia promove a aquisi¢ao de
propriedades mesenquimais e de células-tronco nas células epiteliais ductais
pancreéticas ao ativar a sinalizagéo do fator de crescimento transformante beta
1 (TGFB1), podendo, assim, facilitar a tumorigénese pancreatica (32). O TGF1
pode levar a ativacdo da via candnica Smad ao promover a fosforilacdo das
proteinas Smad2 e Smad3, as quais, em conjunto com a proteina Smad4, ativam

a EMT e os fatores de transcricao associados as células-tronco neoplasicas (33).

Obesidade, uma condicdo muito comum nos individuos com DM2,
também esti associada a diversos tipos de cancer, incluindo o CaP (34,35).
Numa série de autopsias, pancreas advindos de 45 individuos foram analisados
por imunohistoquimica quanto a expressao da proteina nuclear associada a
proliferacéo celular (Ki67) nas células ductais pancreéticas. Individuos magros
(IMC < 25 kg/m?) néo diabéticos, individuos com sobrepeso (IMC > 27 kg/m?)
nao diabéticos, individuos diabéticos magros e diabéticos obesos apresentaram
um aumento progressivo na expressao de Ki67 nas células ductais pancreéticas,
sugerindo que tanto a obesidade quanto a presenca de DM2 favorecem a

proliferacéo ductal pancreatica (36).
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O tecido adiposo, particularmente aquele associado a adiposidade
visceral, caracteriza-se pela maior quantidade das células inflamatérias,
especialmente macroéfagos e linfécitos T (37,38). Os adipdcitos secretam TNF, o
qual estimula as células endoteliais e os pré-adipocitos a produzirem proteina
quimioatrativa de mondcitos (MCP1) que, por sua vez, atrai macréfagos para o
tecido adiposo (39). Além do TNF, os adipécitos também produzem leptina, a
qual também recruta macrofagos. Em combinacdo com os adipdcitos e outras
células inflamatdrias, os macrofagos produzem citocinas pré-inflamatérias, como

IL6, levando a um estado inflamatorio pré-carcinogénico (38,39).

Em modelos animais, a obesidade promove desmoplasia associada ao
crescimento tumoral acelerado no pancreas. A ativacdo das células estreladas
pancreaticas (células tipo miofibroblastos localizadas na porcao exoécrina do
pancreas) € induzida pelo recrutamento de neutréfilos associados ao tumor,
gracas a secrecao de IL1PB pelos adipdcitos, exacerbando assim, a desmoplasia
(40).

As adipocinas, ou adipocitocinas sdo citocinas (proteinas sinalizadoras
celulares) secretadas pelo tecido adiposo e incluem a adiponectina, a leptina, o
TNF, outras interleucinas e proteinas quimiotaticas de mondcitos; essas
proteinas estdo envolvidas na progressao do CaP (41-43). A adiponectina, cujas
concentracfes estdo reduzidas na obesidade, exerce efeito anti-apoptético
sobre as células pancreaticas ao ativar seu receptor, o qual inibe a ativacdo da
STAT3 mediada pela leptina (44,45). J& a leptina, cujas concentracdes estdo
aumentadas na obesidade, ao se ligar ao seu receptor, regula sua propria
expressao por meio do fator induzido por hipoxia 1 (HIF1), promovendo a
ativacdo da via JAK2/STAT3, o que resulta na ativacdo da metaloproteinase de
matriz 13 (MMP13) e, consequentemente, da via do receptor Notch e de
moléculas downstream, como a survivina e a Hey2, que aumentam a proliferacéo
celular (46-48).
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1.2. DM como marcador do CaP

O CaP causa DM, o que é suportado por evidéncias epidemiologicas,
clinicas e experimentais. Aproximadamente 80% dos pacientes com essa
neoplasia apresentam glicemia de jejum anormal ou tolerancia a glicose
diminuida, independentemente do tamanho tumoral. Além disso, existe uma
relagdo temporal entre o aparecimento do DM e o diagndstico do tumor (24 a 36

meses) e a resseccao tumoral pode melhorar ou resolver o DM de inicio recente

(8).

Dentre os mecanismos propostos para explicar os efeitos diabetogénicos
do CaP estéo a sintese e secrecédo de fatores diabetogénicos, que promoveriam
resisténcia a insulina e/ou disfuncdo das células B secretoras de insulina.
Portanto, o DM associado ao CaP pode ser considerado um fendmeno
paraneoplasico. Mais recentemente, identificou-se a galactina-3 e a S100A9
como proteinas hiperexpressas em CaP que poderiam mediar a resisténcia

insulinica (49).

O funcionamento das células B pancreaticas pode estar diminuido no
CaP, resultando em glicemia de jejum alterada (50). A adrenomodulina, um
horménio peptidico vasodilatador comumente hiperexpresso em CaP, foi
postulada como uma mediadora deste efeito ao inibir a secre¢do de insulina
pelas células B pancreéaticas em modelos de CaP in vitro e in vivo (51). A
proteina FAM3D também foi identificada num trabalho brasileiro como uma

candidata a reduzir a secre¢éo de insulina neste contexto (52).

Ha, ainda que mais remotamente, a possibilidade de que a perda de
parénquima pancreatico pela presenca do tumor cause DM. No entanto, a
maioria dos pacientes com CaP desenvolve DM com hiperinsulinemia por
resisténcia insulinica ao invés de hipoinsulinemia, a qual seria esperada se a

destruigdo glandular mediasse o mecanismo de DM (53,54).
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1.3. Micro-RNAs séricos como potenciais marcadores de DM
secundério a CaP

A primeira publica¢do sobre o que, futuramente, seria nomeado de micro-
RNA (miR) se deu em 1993, quando pesquisadores de Boston descreveram o
lin-4, um RNA de 22 pares de bases que nado codificava proteina e estava
associado ao desenvolvimento larval do nematoide Caenorhabditis elegans (C.
elegans) (55). O lin-4 realizava o controle poés-transcricional de um gene
determinante do desenvolvimento dos nematoides ao se ligar a regidao 3’ ndo
traduzida (3’'UTR) do RNA mensageiro (mMRNA) codificado por esse gene (55).
No entanto, o termo miR apenas passou a ser empregado em 2001, com a

descricdo de mais de uma centena de genes de miRs (56,57).

Os miRs pertencem a uma grande familia de pequenos RNAs ndo-
codificantes compostos por 19 a 24 nucleotideos e que controlam a expressao
génica ligando-se, em geral, a regiao 3'UTR de mRNA-alvos. O controle da
expressao se faz tanto por meio da repressao da traducédo quanto pela promocao

da degradacdo do mRNA-alvo.

Os miRs sao transcritos pela RNA polimerase Il, sendo que os transcritos
primarios, chamados de pri-miR (primitive-micro-RNA), apresentam uma
estrutura secundaria na forma de grampo (hairpin), 0os quais sdo processados
por uma RNAse Il (complexo microprocessador Drosha) e seu cofator DGCR8
(DiGeorge syndrome critical region in gene 8). Os fragmentos resultantes, pré-
miR (precursor miR), possuem aproximadamente 70 nucleotideos, também
denominados hairpin, e sdo exportados do nucleo para o citoplasma e clivados
por uma outra RNase Ill chamada Dicer. Tal RNase trabalha com a proteina
TRBP (transactivation response RNA-binding protein) e/ou a cinase
PRKRA/PACT (interferon-inducible double stranded RNA-dependent activator),
formando duas fitas simples de RNA com cerca 22 nucleotideos cada. Uma
destas fitas possui a principal agédo efetora inibitoria, constituindo o miR maduro
(58). Os nucleotideos 2-7 da sequéncia dos miRs maduros formam a regiao

semente (ou seed) na extremidade 5, determinando assim qual o mRNA-alvo
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deste miR (59). Um mRNA especifico pode ser controlado por diferentes miRs e
um Unico miR pode controlar varios mMRNAs (60). Atualmente, de acordo com o
banco de miRs conhecido como miRbase, ha 1.917 miRs maduros descritos

para a espécie humana (61).

A nomenclatura padrdo dos miRs é constituida pelo prefixo de trés
caracteres que indica o nome da espécie, seguido do prefixo “mir” para indicar o
gene e miR para indicar as formas maduras. Como exemplo, hsa-miR-# refere-
se a nomeacao utilizada para Homo sapiens. No final da nomenclatura, pode-se
encontrar os sufixos “-5p” ou“-3p” para indicar a extremidade do pré-miR da qual

se origina os membros maduros (62—64).

Os miRs circulam no plasma e no soro fora das células, de uma forma
altamente estivel, apesar da grande atividade de RNAases na corrente
sanguinea. Inicialmente, acreditava-se que a estabilidade dos miRs circulantes
na presenca de RNAse seria explicada pelo fato deles estarem contidos (e,
portanto, protegidos) em vesiculas ligadas a membrana (exossomos e
microvesiculas). No entanto, a maior fracdo de miRs extracelulares circula fora
de vesiculas e é protegida da acdo de RNAses por formarem complexos com
proteinas, tais como as proteinas que constituem as lipoproteinas (LDL e HDL)
e a argonauta 2 (AGO2), que ¢é a principal componente do RISC (complexo de
silenciamento induzido por RNA), um complexo de proteinas que se liga ao miR
maduro e que promove a degradacdo do mRNA alvo ou a repressao de sua
traducdo (65).

A primeira evidéncia de que miRs estavam implicados na biologia do
cancer se deu em 2002, oriunda do grupo da Universidade Thomas Jefferson,
na Filadadélfia, quando pesquisadores apontaram que os miR15 e miR16
estavam localizados no cromossomo 13914, uma regido deletada em mais da
metade dos casos de leucemia linfocitica cronica de células B (LLC-B) (66). Hoje
sabe-se que 0s principais mecanismos que implicam os miRs na tumorigénese
sdo: anormalidades cromossémicas, mudancas no controle transcricional,

modificacdes epigenéticas e defeitos em sua maquinaria (67).
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Ao inibirem ou aumentarem a expressao de oncogenes ou de genes
supressores de tumor, os miRs afetam profundamente a biologia do cancer. Eles
estdo, ainda, envolvidos na comunicacdo entre células neoplasicas e o
microambiente tumoral circundante (65). Uma vez que o perfil de miRs pode ser
alterado no cancer, assim como em outras doencas, ele pode vir a ser explorado
como biomarcador ndo invasivo para a deteccao de varias condi¢des clinicas
(65).

Evidéncias recentes sugerem que diversos miRs estdo aberrantemente
expressos ou desregulados no CaP (68,69). Um estudo elaborado por Lee e
cols. identificou 100 miRs diferentemente expressos no CaP quando comparado
ao tecido pancreéatico normal e a pancreatite, incluindo alguns ja previamente
descritos em outras neoplasias humanas (miR-155, miR-21, miR-221 e miR-222)
e outros até entdo nunca reportados em outros tumores (miR-376a e miR-301)
(70). Tantos outros estudos também apontaram diferentes perfis de miRs
diferencialmente expressos em CaP, tais como hiperexpressédo de miR-196a,
miR-186, MmiR-190, miR-95, miR-221, miR-222, miR-200b e miR-15b (71,72),
reducdo da expressdo de miR-150 (73), entre outros. Além disso, diferentes
miRs foram implicados na carcinogénese inicial, progressao e quimiorresisténcia
do CaP (74).

Dai e cols. exploraram o perfil de miRs de individuos com CaP e DM de
inicio recente. Para tanto, usaram a plataforma TaqMan low-density arrays
(TLDA, Thermo Fisher Scientific) para prospectar a expressao de 754 miRs no

pool de soro de 25 individuos dos seguintes grupos:
Pacientes com CaP e DM de inicio recente (< 3 anos);

Pacientes com DM de inicio recente (< 3 anos) sem CaP (confirmado por

exame de imagem);

Individuos controles saudaveis (auséncia de CaP confirmada por exame

de imagem) (75)
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Essa técnica de prospeccédo evidenciou 16 miRs significantemente mais
expressos no grupo de pacientes com CaP e DM de inicio recente e os autores
validaram a expressao de 12 desses miRs por reacdo em cadeia da polimerase
quantitativa pés transcricdo reversa (RT-gPCR) em uma casuistica de 80
pacientes com CaP e DM de inicio recente, 85 pacientes com DM de inicio
recente sem CaP e 80 individuos controles saudaveis (75).

Seis miRs foram significantemente mais expressos nos pacientes com
CaP em relacdo aos dois outros grupos: miR-19a, miR-20a, miR-24, miR-25,
mMiR-29 e MiR-483-5p. A expressao desses miRs também se mostrou aumentada
em 30 pacientes com CaP pareados para sexo e idade sem DM em relacdo a
controles saudaveis (75). A combinacdo desses seis miRs na curva ROC
forneceu uma &rea sob a curva de 0,88 para discriminar individuos com CaP e

DM de inicio recente de individuos com DM de inicio recente sem CaP (75).

A confirmacdo, em outras populacdes, de que esses miRs apresentam
valores de expressao muito diferentes entre individuos com DM secundario a um
CaP e individuos com DM2 poderia fornecer mais uma ferramenta para o
diagnéstico diferencial entre essas duas condi¢fes clinicas, além dos exames
de imagem que sédo normalmente utilizados quando se suspeita que um DM de

inicio recente possa ser secundario a um CaP.
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2. OBJETIVO

O objetivo do presente estudo transversal foi avaliar se os miRs miR-19a,
miR-20a, miR-24, miR-25, miR-29a e miR-483-5p estariam mais expressos no
soro de pacientes com CaP e DM de inicio recente em comparacéao a individuos
com DM2 de longa duracéo e a individuos sem essas duas condi¢des clinicas,
pareados de acordo com sexo e idade.
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3. CASUISTICA E METODOS

3.1 Casuistica

O presente estudo foi um estudo submetido e aprovado pelos Comités de
Etica e Pesquisa da Universidade Nove de Julho — UNINOVE (2.962.389, Anexo
1), do Hospital Alemao Oswaldo Cruz (3.323.054, Anexo 2), do Hospital Santa
Maggiore (3.111.704, Anexo 3) e da Unidade Baésica 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).

Foram selecionados individuos com 18 anos de idade para compor 0s

seguintes grupos:
Grupo com diagndstico histologicamente confirmado de CaP;

Grupo com diagnéstico de DM2 ha mais de trés anos do momento da
coleta de amostra. O diagnostico de DM foi feito de acordo com os critérios da
American Diabetes Association (Glicemia apés jejum de 8 horas > 126 mg/dL ou

HbAlc > 6,5%) (76).
Grupo Controle, sem diagnastico clinico de CaP e DM.

Os critérios de nao inclusdo foram:

Diagnéstico de diabetes mellitus tipo 1;
Incapacidade de assinar o TCLE;
Diagnostico de outros tipos de cancer de pancreas, que nao CaP;

Individuos com perda de peso recente (Ultimos trés meses) na auséncia
de um programa de reeducacao alimentar e atividade fisica, no grupo com

diagnéstico de DM2 e no grupo controle.
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Os participantes com CaP foram selecionados no ambulatério do Hospital
Alemé&o Oswaldo Cruz e do Hospital Santa Maggiore entre os meses de outubro
de 2018 a outubro de 2019. Os participantes com DM2 e os individuos controle
sem CaP e sem DM2 foram selecionados na UBS da Estratégia de Saude da
Familia Dr2 llza Weltman Hutzler; os primeiros entre os meses de setembro de

2018 a fevereiro de 2019 e os ultimos nos meses de janeiro e fevereiro de 2020.

Os seguintes dados foram coletados dos prontuarios dos participantes
com CaP: idade, sexo, estadio da doenca (I a IV), sitio do tumor primario
(cabeca, corpo ou cauda pancredtica), tratamentos ja realizados ou em
andamento, data do diagndstico, historia de tabagismo (atual e pregresso),
diferenciagao do tumor e performance status de acordo com a escala Eastern
Cooperative Oncology Group (ECOG). Os seguintes exames bioquimicos foram
coletados: glicemia de jejum (mg/dL), hemoglobina glicada (HbAlc) (%),
colesterol total (mg/dL), HDL-colesterol (mg/dL), LDL-colesterol (mg/dL),
triglicérides (mg/dL), insulina (LUI/mL), peptideo C e CA 19-9 (U/mL). O indice
HOMA-IR foi calculado com o uso da férmula abaixo, apenas nos individuos que

nao faziam uso de insulina exdégena para o tratamento do DM:

Glicemia [mmol/L] x insulinemia [pU/ml] + 22,5

Para os individuos do Grupo DM2 e do Grupo Controle foram coletados
idade, sexo e histéria de tabagismo, HbAlc, colesterol total, HDL-colesterol,

LDL-colesterol e triglicérides.

Peso (kg) e altura (m) foram mensurados nos individuos dos trés grupos
de tratamento para o calculo do IMC. A circunferéncia abdominal (CA) foi aferida
com uma fita métrica flexivel e inelastica (cm); foi considerada a menor medida

entre o rebordo costal e a espinha iliaca antero-superior (77).
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3.2 Métodos

O sangue periférico dos participantes foi coletado em um tubo BD com gel
de separagdo (BD, Becton Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA) para a
separacao de soro. A seguir, o tubo foi centrifugado durante 20 minutos, a 4°C a

2.800 rotacdes por minuto (rpm).

O miR total foi extraido com o uso do Trizol (Thermofisher, EUA) e com o
estojo comercial miRNeasy Mini (Qiagen, Hilden, Alemanha) em 200 pL de cada
amostra. Antes da extragao, 3,5 L do miRNeasy Serum/Plasma Spikeln Control
(Qiagen, Hilden, Alemanha) foram adicionados a cada uma das amostras — esse
volume equivale a 1,6 x 108 cépias/uL do miR-39 (miR de C. elegans, um
transcrito adicionado a reacdo para servir de calibrador), que foi empregado
como controle positivo exdégeno. A adicdo desse miR-39 também permite

verificar a conservacédo dos miRs durante o processo de extracao.

A quantificacdo dos miRs, bem como a avaliacdo de sua qualidade foram
obtidas com a leitura no espectrofotometro ND-1000 (NanoDrop, Rockland, DE,
EUA). A partir de 2 yL do miR total extraido, foi realizada a sintese e a pré-
amplificacdo do DNA complementar (cDNA), com o uso do estojo comercial
TagMan™ Advanced miRNA cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific).
Essa etapa foi realizada no termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler (Thermo
Fisher Scientific), de acordo com as instrugdes do fabricante.

Na reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR) foi utilizado o
estojo comercial Tagman® Fast Advanced Master Mix (Thermo Fisher scientific)

e as sondas TagMan™ Advanced miRNA Assays (Thermo Fisher scientific):
- miR-let-7d-3p, codigo 477848 _mir;
- miR-19a-3p, codigo 479228 mir;
- miR-24-3p, codigo 477992_mir;

- miR-25-3p, codigo 477994 _mir;
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- miR-29a-3p, codigo 478587 _mir;
- miR-483-5p, codigo 478432_mir.

O aparelho utilizado para quantificacdo do cDNA foi o StepOne Plus
(Thermo Fisher scientific)(78).

Os resultados de expressao dos miRs foram avaliados por quantificacéo
relativa (Ct, cycle threshold), com normaliza¢édo pela média do controle exdégeno
(miR-39) e de um controle endégeno (miR-let-7d) (75), com a utilizacdo da

seguinte férmula:

ACt = Ct gene-alvo — Ct da média dos controles exdégeno e enddgeno

A seguir, foi utilizada a formula 22t e os valores de expressdo génica

foram transformados em log™°.
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4. ANALISE ESTATISTICA

Este estudo utilizou uma amostra de conveniéncia. As andlises
estatisticas foram realizadas com o programa JMP (SAS Institute). As variaveis
continuas estdo expressas como mediana e intervalo interquartilico 25-75%,
enquanto as varidveis categoricas estdo expressas como porcentagem de
individuos afetados. Como algumas das variaveis ndo apresentaram distribui¢cao
normal, conforme evidenciado pelo teste de Shapiro Wilk, foram utilizados testes
nao paramétricos. As variaveis continuas relativas as caracteristicas
demograficas, clinicas e bioquimicas entre os grupos estudados foram
comparadas pelo Teste de Wilcoxon, enquanto o teste do x2 de Pearson foi

utilizado para avaliar as diferencas nas variaveis categoricas.

Para a analise da expressao de cada um dos miRs, foi utilizado o teste de
Wilcoxon Kruskal-Wallis com pdés-teste de Dunn na comparacdo entre trés
grupos e o teste de Wilcoxon quando dois grupos foram comparados. Andlises
de regresséo logistica com ajuste para variaveis de confusdo também foram
realizadas para avaliar a expressdo dos miRs entre dois grupos. Analises de
correlacdo foram realizadas pelo coeficiente de Spearman. O nivel de

significancia estatistica foi fixado em P<0,05.

Nas figuras, 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 expressao dos miRs.

Curvas ROC foram construidas com o uso do programa SPSS Statistics

(Versao 23.0) para determinar o valor diagnéstico dos miRs.



35

5. RESULTADOS

5.1. Caracteristicas demograficas, clinicas e bioquimicas dos trés grupos

de pacientes

Foram incluidos 44 individuos no Grupo CaP, 35 individuos no Grupo
DM2 e 35 no Grupo Controle. As caracteristicas demogréficas, clinicas e
bioguimicas dos trés grupos estédo descritas na Tabela 1. Uma vez que 0s grupos
foram pareados de acordo com idade e sexo, ndo houve diferencas significantes
nessas variaveis entre os grupos. Individuos com DM2 apresentaram maiores
valores de CA (105,5 cm), IMC (30,5 kg/m?), HbAlc (7,5%) em relacdo ao Grupo
CaP (88 cm; 24 kg/m? e 5,8%, respectivamente) e ao Grupo Controle (98 cm;
25,7 kg/m? e 5,7%, respectivamente). A porcentagem de individuos tabagistas
ou ex-tabagistas foi significantemente maior no Grupo CaP (43,5%) em relacao
aos Grupos DM2 (3,2%) e Controle (9%). Os valores de colesterol total e de
colesterol LDL foram significantemente menores no Grupo CaP em relacdo aos

Grupos DM2 e Controle.

Do total de individuos com CaP, 8% apresentavam estadio Il, 42% estadio
[l e 50% estadio IV. Um total de 61% apresentava historia familiar positiva para
neoplasias. Quanto ao performance status, 34,8% apresentavam a escala
Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG) de 0, 52,2% ECOG 1, 9% ECOG
2 e 4% ECOG 3. Os valores médios de CA19-9, insulina e peptideo C foram de
330 U/mL, 7 pU/L e 2,27 ng/mL, respectivamente.



Tabela 1. Caracteristicas demogréficas, clinicas e bioquimicas dos
individuos incluidos no presente estudo.
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trés grupos de

Diabetes mellitus Adenocarcinoma
Controle - A valor de P
tipo 2 ductal de pancreas
n 35 35 44

Sexo. (% 60 63 61 0,97
feminino)
Idade (anos) 66 (62 - 69) 67 (65 - 70) 67 (63 - 74) 0,32
CA (cm) 98 (80,5 -105) 105,5 (97 - 118)* 88 (82-94,2) <0,0001
IMC (kg/m?) 25,7 (22,6 - 29,7) 30,5 (27,7-36,2) * 24 (21,3 - 28,3) <0,0001
Tabagismo (%) 9 3,2 43,5% <0,0001
HbAlc (%) 57 (5,4-5,9) 75(65-83)* 5,8(5,3-7,8) <0,0001
CT (mg/dL) 193 (158 - 215) 193 (161 - 228) 159 (129 - 189) & 0,013
HDL (mg/dL) 49 (41 - 62) 48 (43 -63) 52 (39 - 64) 0,95
LDL (mg/dL) 112 (98 - 125) 117 (76 - 151) 81 (51 - 114)% 0,002
TG (mg/dL) 147 (80 - 187) 143 (119 - 182) 116 (98 - 1) 0,27

CA: Circunferéncia abdominal, IMC: indice de massa corpérea, CT: Colesterol total, HDL: Lipoproteina de
alta densidade; LDL: Lipoproteina de baixa densidade, TG: Triglicérides. *P < 0,05 em relacéo aos Grupos
Controle e Adenocarcinoma ductal de pancreas; # P < 0,05 em relagdo aos Grupos Controle e Diabetes
mellitus tipo 2; 4P < 0,05 em relacdo aos Grupos Controle e DM2.

5.2 Caracteristicas demograficas, clinicas e bioquimicas do Grupo CaP de
acordo com o status do DM

No Grupo CaP, 21 individuos apresentavam diagndstico recente de DM
(até trés anos antes do diagnostico do CaP), 9 tinham DM de longa data
(diagnostico mais de trés anos antes do diagnostico de CaP), 1 tinha duracéo do

DM desconhecida e 13 ndo apresentavam DM.

As caracteristicas demograficas, clinicas e bioguimicas dos individuos do
Grupo CaP de acordo com a presenca ou auséncia de DM estédo descritas na
Tabela 2. Aqueles com DM apresentavam valores de HbAlc (6,9%) e glicemia
de jejum (121 mg/dL) significantemente maiores que os individuos sem DM

(5,4% e 104 mg/dL, respectivamente).
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Tabela 2. Caracteristicas demogréficas, clinicas e bioquimicas dos individuos com
adenocarcinoma ductal de pancreas (CaP) de acordo com o status do diabetes mellitus

(DM).
CaP sem DM CaP com DM Valor de P
n 13 31
Sexo (% feminino) 54 64 0,5
Idade (anos) 66 (60 - 70) 68 (65 -75) 0,2
CA (cm) 86 (78,2 - 93,7) 89 (84 - 96,7) 0,23
IMC (kg/m?) 22,6 (20,6 - 26,1) 24,2 (21,8 - 29,6) 0,25
Tabagismo (%) 38,5 45 0,68
HbAlc (%) 54 (52-5,7) 6,9 (5,4 - 8,4) 0,006
CT (mg/dL) 183 (128 - 217) 147 (129 - 187) 0,32
HDL (mg/dL) 57 (43 - 64) 51 (38 - 65) 0,71
LDL (mg/dL) 109 (66 - 129) 71 (49 - 99) 0,053
TG (mg/dL) 116 (101 - 123) 116 (98 - 167) 0,91
Estadio 2/3/4 (%) 0/54/47 13/32/55 0,23
ECOG (0/1/2/3) (%) 36/54/0/ 8 35/ 48/ 13/ 3 0,35
HF Céancer (% Sim) 69 61 0,59
CA 19-9 (U/mL) 132 (19 - 5235) 271 (10 - 4668) 0,97
Glicemia Jejum (mg/dL) 104 (95 - 116) 121 (113- 171) 0,013
Insulina (pU/L) 7(4-11,3) 6,5 (4 -11,5) 0,9
Peptideo C (ng/mL) 2,5(1,9-3,3) 2,3(1,3-3,2) 0,39

CA: Circunferéncia abdominal, IMC: indice de massa corpérea, CT: Colesterol total, ECOG: Eastern
Cooperative Oncology Group; HDL: Lipoproteina de alta densidade; LDL: Lipoproteina de baixa densidade,
TG: Triglicérides, HF: Histoéria familiar.

As caracteristicas demogréficas, clinicas e bioquimicas dos individuos do

Grupo CaP com DM de acordo com a data de diagndstico do DM estéo descritas

na Tabela 3. Duas variaveis apresentaram valores de P limitrofes, a CA e o IMC,

maiores no subgrupo com DM de longa data (97,5 cm e 29,8 kg/m?,

respectivamente) em comparacao ao grupo com DM de inicio recente (88,5 cm

e 24,2 kg/m?, respectivamente).
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Tabela 3. Caracteristicas demogréficas, clinicas e bioquimicas dos individuos com
adenocarcinoma ductal de pancreas (CaP) de acordo com a data de diagnostico do
diabetes mellitus (DM).

C_al’D com DM de CaP com DM de valor de P
inicio recente longa data
n 21 9
Sexo (% feminino) 71,4 55 0,39
Idade (anos) 67 (59 - 74) 70 (66 - 76) 0,15
CA (cm) 87,5 (82 -94) 97,5 (88 - 130) 0,051
IMC (kg/m?) 24 (20,9 - 27,6) 29,8 (24,5 - 33,3) 0,055
Tabagismo (%) 47,6 55 0,87
HbAlc (%) 6,9 (5,4 -8,9) 7,1(5,5-8) 0,85
CT (mg/dL) 146 (129 - 195) 158 (128 -179) 0,97
HDL (mg/dL) 49 (38 - 59) 58 (34 - 69) 0,67
LDL (mg/dL) 78 (57 - 100) 57 (44 - 135) 0,29
TG (mg/dL) 119 (98 - 167) 124 (98 - 187) 0,93

CA: Circunferéncia abdominal, IMC: indice de massa corpérea, CT: Colesterol total, HDL: Lipoproteina
de alta densidade; LDL: Lipoproteina de baixa densidade, TG: Triglicérides.

Quando apenas o subgrupo de individuos com CaP e diagndstico recente
de DM foi comparado ao Grupo DM2, as variaveis que apresentaram diferencas
estatisticamente significantes foram a CA, o IMC, o colesterol total e o colesterol-
LDL, maiores no Grupo DM2 em relacdo ao subgrupo com CaP e DM de inicio
recente (105,5 versus 87,5 cm; 30,5 versus 24 kg/m?; 193 versus 146 mg/dL e
171 versus 78 mg/dL, respectivamente). Ao contrario, a proporcéo de tabagistas
foi maior no grupo com CaP e DM de inicio recente em comparagdo ao grupo
DM2 (47,6% versus 3,2%, respectivamente) (Tabela 4).
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Tabela 4. Comparacdo entre as caracteristicas demogréficas, clinicas e bioquimicas
dos individuos com adenocarcinoma ductal de pancreas (CaP) e diabetes mellitus (DM)
de inicio recente e o Grupo com diabetes mellitus tipo 2 (DM2).

CaP com DM de inicio

DM2 valor de P
recente
n 21 35

Sexo (% feminino) 71,4 63 0,5

Idade (anos) 67 (59 - 74) 67 (65 - 70) 0,82
CA (cm) 87,5 (82 -94) 105,5 (97 - 118) <0,0001
IMC (kg/m2) 24 (20,9 - 27,6) 30,5 (27,7 - 36,2) <0,0001

i 0,

Tabagismo (%) 47,6 3,2 0,0001
HbAlc (%) 6,9 (5,4 - 8,9) 7,5 (6,5-8,3) 0,25
CT (mg/dL) 146 (129- 195) 193 (161 - 228) 0,045

HDL (mg/dL) 49 (38 - 59) 48 (44 -63) 0,74
LDL (mg/dL) 78 (57 - 100) 117 (76 - 151) 0,0045
TG (mg/dL) 124 (98 - 187) 143 (118 - 182) 0,2

CA: Circunferéncia abdominal, IMC: indice de massa corporea, CT: Colesterol total, HDL: Lipoproteina de
alta densidade; LDL: Lipoproteina de baixa densidade, TG: Triglicérides.

5.3. Perfil de miRs séricos

A reacdo para amplificacdo do miR-20a foi realizada com duas sondas

fornecidas pela empresa, mas nao resultou em amplificacdo em nenhuma das

amostras estudadas, possivelmente por problemas relacionada a sonda. Por

essa razédo, serao apresentados os resultados para os miRs-19a, -24, -25, -29a

e 483.
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5.3.1 Comparacgéao entre os trés Grupos (Controle, DM2 e CaP)

Na Figura 1, pode-se observar o perfil de expressdo dos cinco miRs
analisados nos trés Grupos avaliados. Os miRs-19a e -25 foram
significantemente mais expressos no Grupo Controle quando comparado ao
Grupo CaP (P=0,0281 e P=0,0006; valores obtidos no pos-teste de Dunn) e ao
Grupo DM2 (P=0,0001 e P=0,0555; valores obtidos no pés-teste de Dunn), ndo
havendo diferenca de expresséo entre os Grupos CaP e DM2. Os miRs-24 e -
29a foram significantemente mais expressos no Grupo CaP quando comparado
ao Grupo DM2 (P<0,0001 para os dois miRs; valores obtidos no pos-teste de
Dunn) e ao Grupo Controle (P<0,0001 para os dois miRs; valores obtidos no pos-
teste de Dunn), ndo havendo diferenca de expresséo entre os Grupos DM2 e
Controle. A expressao do miR-483 néo diferiu entre os trés Grupos.
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Figura 1. Expressdo normalizada dos micro-RNAs nos Grupos com adenocarcinoma
de pancreas (CaP), Controle e diabetes mellitus tipo 2 (DM2). Valores de P obtidos no
teste de Wilcoxon Kruskal-Wallis.
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5.3.2 Comparacgéao entre os Grupos Controle e DM2

A comparacdo das caracteristicas demogréficas, clinicas e bioguimicas
entre o Grupo Controle e o Grupo DM2 esta mostrada na Tabela do Anexo 6. As
variaveis que diferiram entre os dois grupos foram a CA (105,5 versus 98 cm,
respectivamente; P=0,001), o IMC (30,5 versus 25,7 kg/m?, respectivamente;
P=0,0001) e a HbA1c (7,5 versus 5,7%, respectivamente; P<0,0001), que foram
significantemente maiores no Grupo DM2 que no Grupo Controle.

Na Figura 2, pode-se observar o perfil de expressdo dos cinco miRs
analisados nos dois Grupos. Apenas o0 miR-19a foi menos expresso no Grupo
DM2 quando comparado ao Grupo Controle (P=0,0001). Os demais miRs nao
diferiram entre os Grupos. Apdés ajuste para as variaveis CA e IMC, a expressao
do miR-19a se manteve menor no Grupo DM2 (P=0,0001) e a expresséo do miR-
25 foi significantemente menor no Grupo DM2 (P=0,048).
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Figura 2. Expressao normalizada dos micro-RNAs nos Grupos Controle e com diabetes
mellitus tipo 2 (DM2).
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5.3.3. Comparacao entre os Grupos Controle e CaP

A comparacdo das caracteristicas demogréficas, clinicas e bioguimicas
entre o Grupo Controle e o Grupo CaP estd mostrada na Tabela do Anexo 7. O
tabagismo foi mais frequente no Grupo CaP em relacdo ao Grupo Controle
(43,5% versus 9%, respectivamente; P = 0,001), enquanto que o colesterol total
(193 versus 159 mg/dL, respectivamente; P=0,008) e o colesterol-LDL (112
versus 78 mg/dL, respectivamente; P=0,004) foram significantemente maiores
no Grupo Controle.

Na Figura 3, pode-se observar o perfil de expressdo dos cinco miRs
analisados nos dois Grupos. A expressao dos miRs-24 (P<0,0001) e -29a
(P<0,0001) foi significantemente maior no Grupo CaP em relacdo ao Grupo
Controle. Ja os miRs-19a (P=0,0277) e -25 (P=0,0006) foram significantemente
mais expressos no Grupo Controle quando comparados ao Grupo CaP. O miR-
483 nao diferiu entre os Grupos. ApGOs ajuste para as variaveis tabagismo e LDL,
as expressdes dos miRs-24 (P=0,0111) e -29a (P=0,0456) permaneceram
maiores no Grupo CaP em relacdo ao Grupo Controle, e as expressdes dos
miRs-19a (P=0,0088) e -25 (P=0,0011) se mantiveram maiores no Grupo

Controle em relacdo ao Grupo CaP.
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Figura 3. Expressdo normalizada dos micro-RNAs nos Grupos Controle e com
adenocarcinoma de pancreas (CaP).

5.3.4. Comparacéo entre os Grupos DM2 e CaP

A comparacdo das caracteristicas demograficas, clinicas e bioguimicas
entre o Grupo DM2 e o Grupo CaP esta mostrada na Tabela do Anexo 8. O
tabagismo foi mais frequente no Grupo CaP (43,5 versus 3,2%, respectivamente;
P<0,0001), enquanto que a CA (105,5 versus 88 cm, respectivamente;
P<0,0001), o IMC (30,5 versus 24 kg/m?, respectivamente; P<0,0001), a HbAlc
(7,5 versus 5,8%, respectivamente; P=0,0015), o colesterol total (193 versus 159
mg/dL, respectivamente; P=0,019) e o colesterol-LDL (117 versus 78 mg/dL,

respectivamente; P=0,003) foram significantemente maiores no Grupo DM2.

Na Figura 4, pode-se observar o perfil de expressao dos cinco miRs
analisados nos dois Grupos. A expressdao dos miRs-24 (P<0,0001) e -29a
(P<0,0001) foram significantemente maiores no Grupo CaP quando comparado
ao Grupo DM2. Os miRs-19a, -25 e -483 néao diferiram entre os Grupos. Apos
ajuste para as variaveis tabagismo, CA, IMC, HbAlc e LDL, as expressodes dos
miR-24 (P=0,1504) e miR-29a (P=0,1187) deixaram de ser significantemente
diferentes entre os Grupos CaP e DM2.
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Figura 4. Expressdo normalizada dos micro-RNAs nos Grupos DM2 e com
adenocarcinoma de pancreas (CaP).

5.3.5. Comparacéao entre os Grupos CaP com DM e CaP sem DM

A comparacdo entre as caracteristicas demogréficas, clinicas e
bioquimicas entre o Grupo CaP com DM e o Grupo CaP sem DM foi mostrada

na Tabela 2.

Na Figura 5, pode-se observar que o perfil de expressao dos cinco miRs

analisados néo diferiu significantemente entre os dois Grupos.
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Figura 5. Expressdo normalizada dos micro-RNAs nos Grupos com adenocarcinoma
de pancreas (CaP) com e sem DM.

5.3.6. Comparacao entre os Grupos CaP com DM, CaP sem DM e DM2

A comparacdo das caracteristicas demograficas, clinicas e bioguimicas
entre o Grupo CaP sem DM, o Grupo CaP com DM e o Grupo DM2 estd mostrada
na Tabela do Anexo 9. O tabagismo foi mais frequente nos Grupos CaP sem e
com DM em relacdo ao Grupo DM2 (38,5 e 45 versus 3,2%, respectivamente),
enquanto a CA, o IMC e a HbA1c foram significantemente maiores no Grupo
DM2 em relagdo aos Grupos CaP sem e com DM. O colesterol total e o
colesterol-LDL foram significantemente maiores no Grupo DM2 em comparacéo
ao Grupo CaP com DM. O IMC e a HbA1c foram significantemente maiores no

Grupo CaP com DM em relacdo ao Grupo CaP sem DM.

Na Figura 6, pode-se observar que os miRs-24 e -29a apresentaram
niveis de expressdo maiores nos Grupos CaP sem DM (P=0,0259 e P=0,0295,
respectivamente) e CaP com DM (P<0,0001 e P<0,0001, respectivamente)
quando comparados ao Grupo DM2, ao passo que nao houve diferenca de
expressao para estes miRs entre os Grupos CaP com ou sem DM. Nao houve

diferenca de expresséao entre os Grupos para os miRs-19a, -25 e -483.
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Figura 6. Expressao normalizada dos micro-RNAs nos Grupos com adenocarcinoma
de péancreas (CaP) sem DM, com DM e no Grupo DM2.

5.3.7. Comparacédo entre os Grupos CaP com DM de inicio recente e CaP
com DM de longa data

A comparacdo das caracteristicas demogréficas, clinicas e bioguimicas
entre o Grupo CaP com DM de inicio recente e o Grupo CaP com DM de longa
data ja foi mostrada na Tabela 3.

Na Figura 7, pode-se observar que ndo houve diferenca significante na

expressdo dos cinco miRs entre os Grupos CaP com DM de longa data e CaP
com DM de inicio recente.
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Figura 7. Expressdo normalizada dos micro-RNAs nos Grupos com adenocarcinoma
de pancreas (CaP) com DM de longa data e CaP com DM de inicio recente.

5.3.8. Comparacdao entre os Grupos CaP com DM de inicio recente e DM2

A comparacdo das caracteristicas demograficas, clinicas e bioguimicas
entre o Grupo CaP com DM de inicio recente e o Grupo DM2 ja foi mostrada na
Tabela 4.

Na Figura 8, pode-se observar que a expressao dos miRs-24 e -29a foram
maiores no Grupo CaP com DM de inicio recente quando comparado ao Grupo
DM2 (para os dois miRs, P=0,0006). Ndo houve diferenca de expressdo dos
miRs-19a, -25 e -483 entre 0s Grupos. Apds ajuste para as variaveis CA, IMC,
tabagismo e LDL, os miRs-24 e -29a deixaram de ser significantemente
diferentes entre os Grupos (P=0,3063 e P=0,3614, respectivamente), enquanto
o0 tabagismo permaneceu significantemente diferente (P=0,014 e P=0,015,

respectivamente).
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Figura 8. Expressdo normalizada dos micro-RNAs no Grupo com adenocarcinoma de
pancreas (CaP) e DM de inicio recente e no Grupo com DM2.

5.3.9. Comparagéao entre os participantes classificados de acordo com o

status do tabagismo e do DM

A comparacdo das caracteristicas demograficas, clinicas e bioguimicas
dos participantes classificados de acordo com o status do tabagismo
(independentemente de apresentar CaP ou DM) esta mostrada na Tabela do
Anexo 10. Houve uma diferenca no limite da significancia estatistica nos valores
de LDL (110 nos nao tabagistas versus 86 mg/dL nos tabagistas, P = 0,054). A
frequéncia de individuos com CaP foi significantemente maior no Grupo dos
tabagistas em relacdo ao Grupo dos nao tabagistas (82,6 versus 29,8%,
respectivamente; P < 0,0001).

Na Figura 9, pode-se observar que os miRs-24 (P=0,0049) e -29a
(P=0,0058) foram significantemente mais expressos no Grupo com histéria atual
ou prévia de tabagismo quando comparado ao Grupo de nao tabagistas. Apos
ajuste para a presenca do CaP, os valores de P passaram a ser limitrofes para

os dois miRs (P=0,05 e P=0,07, respectivamente).
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Figura 9. Expressdo normalizada dos micro-RNAs nos participantes com tabagismo
atual ou prévio e sem tabagismo.

A comparacdo das caracteristicas demograficas, clinicas e bioguimicas
dos participantes classificados de acordo com o status do DM
(independentemente de apresentar ou ndo CaP) estd mostrada na Tabela do
Anexo 11. A idade (67 versus 66 anos, respectivamente; P=0,037), a CA (100
versus 94 cm, respectivamente; P=0,009), o IMC (28,7 versus 24,7 kg/m?,
respectivamente; P=0,0014), a HbAlc (7,0 versus 5,6%, respectivamente;
P<0,0001) e a frequéncia de CaP (47 versus 27%, respectivamente; P=0,03)

foram significantemente maiores no Grupo com DM versus sem DM.

Na Figura 10, pode-se observar que houve menor expressao do miR-19a
no Grupo com DM em relagéo ao Grupo sem DM (P= 0,0043) e essa diferenca
se manteve significante ap0s ajuste para a idade, CA, IMC e presenca de CaP
(P=0,02). Os miRs-24 e 29a foram mais expressos no Grupo com DM em relacao
ao Grupo sem DM (P=0,031 e P=0,044, respectivamente), mas perderam a
significancia estatistica apos ajuste para a idade, CA, IMC e presenca de CaP
(P=0,99 e P=0,87, respectivamente). Houve menor expressdo do miR-25 no

Grupo com DM em relagdo ao Grupo sem DM no limite da significancia
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estatistica (P=0,079), e o valor de P aumentou para 0,195 apés ajuste para as

variaveis mencionadas acima.
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Figura 101. Expressao normalizada dos micro-RNAs nos participantes com e sem

diabetes mellitus.

5.4 Correlacdes entre as variaveis demogréaficas, clinicas e bioquimicas e

0s miRs

Quando toda a populacéo foi considerada nas analises (Tabela 5), além
das correlacdes estatisticamente significantes entre as expressdes dos miRs,
observamos uma correlagéo negativa entre o miR-29a e o LDL e uma correlacao
positiva entre os miRs-24 e -29a e a idade. Quando apenas 0s pacientes com
DM foram considerados nas analises (Tabela 6), apenas os miRs se
correlacionaram entre si. Quando apenas a populacdo com CaP foi considerada
nas analises (Tabela 7), aléem das correlacdes estatisticamente significantes
entre as expressdes dos miRs, observamos uma correlagdo negativa entre 0s
valores de miR-29a e LDL e correlagdes positivas entre os miRs-24 e -29a e a

idade e entre 0 miR-19a e o TG. Quando apenas os individuos controle (sem DM
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e sem CaP) foram considerados nas andlises (Tabela 8), além das correlacdes
estatisticamente significantes entre as expressdes dos miRs, 0s miRs-19a, -25
e -483 estiveram correlacionados negativamente com o LDL (P=0,0040,
P=0,0045 e P=0,0376, respectivamente) e os miRs-25 e -483 estiveram

correlacionados negativamente com o CT (P=0,0381 e P=0,0338).

Tabela 5.Correlagfes que apresentaram significancia estatistica quando toda a

populagéo estudada foi analisada

Variavel Por variavel Coeficiente de Valor de P
Spearman
miR-25 miR-483 +0,4185 <0,0001
miR-29a LDL -0,2520 0,0123
miR-29a idade +0,1941 0,0394
miR-29a miR-483 +0,1927 0,0409
miR-19a miR-483 +0,4092 <0,0001
miR-19a miR-25 +0,6771 <0,0001
miR-24 idade +0,1859 0,0476

LDL: lipoproteina de baixa densidade.

Tabela 6. Correlagfes que apresentaram significancia estatistica quando apenas o
Grupo com diabetes mellitus tipo 2 foi analisado.

Variavel Por variavel Coeficiente de Valor de P
Spearman
miR-19a miR-483 +0,4188 0,0123
miR-19a miR-25 +0,3944 0,0191
miR-24 miR-29a +0,8478 <0,0001
miR-25 miR-483 +0,3577 0,0349




Tabela 7. Correlagbes que apresentaram significAncia estatistica quando apenas o
Grupo com adenocarcinoma de pancreas foi analisado.

52

Variavel Por variavel Coeficiente de Valor de P
Spearman

miR-25 miR-483 +0,4612 0,0016
miR-29a LDL -0,3339 0,0405
miR-29a idade +0,3727 0,0127
miR-19a TG +0,3327 0,0385
miR-19a miR-483 +0,4761 0,0011
miR-19a miR-25 +0,7993 <0,0001
miR-24 idade +0,3324 0,0275
miR-24 miR-29a +0,9180 <0,0001

LDL: lipoproteina de baixa; TG: triglicérides.

Tabela 8. Correlagfes que apresentaram significancia estatistica quando apenas o
Grupo Controle foi analisado.

Variavel Por variavel Coeficiente de Valor de P
Spearman

miR-483 CT -0,3823 0,0338
miR-483 LDL -0,3813 0,0376
miR-25 CT -0,3743 0,0381
miR-25 LDL -0,5037 0,0045
miR-25 miR-483 +0,6322 <0,0001
miR-19a LDL -0,5104 0,0040
miR-19a miR-483 +0,5303 0,0011
miR-19a miR-25 +0,7543 <0,0001
miR-24 miR-29a +0,9773 <0,0001

CT: colesterol total; LDL: lipoproteina de baixa densidade
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Para determinar o valor dos miRs no diagnéstico de CaP em individuos

com DM de inicio recente, foram construidas curvas ROC considerando apenas

0s 21 individuos com CaP e DM de inicio recente e os 35 individuos com DM2.

Os valores das areas sob as curvas (ASC) sem ajustes e com ajustes para o

tabagismo e para o IMC estdo apresentados na Tabela 9. As curvas ROC

ajustadas para o IMC estdo apresentadas na Figura 11.

Tabela 9. Valores das areas sob as curvas (ASC) obtidas nas curvas ROCs para cada
um dos micro-RNAs estudados.

Micro-RNA Sem ajuste Ajuste para Ajuste para o
tabagismo indice de massa
corpérea
miR-19a 0,644 0,859 0,873
miR-24 0,774 0,876 0,898
miR-25 0,597 0,732 0,869
miR-29a 0,779 0,870 0,910
miR-483 0,510 0,743 0,853
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6. DISCUSSAO

O DM de inicio recente pode ser uma manifestacdo precoce do CaP.
Individuos com DM de inicio recente apresentam um risco oito vezes maior de
terem um CaP em relacdo a individuos sem essa condi¢éo clinica. O DM deve-
se, provavelmente, a uma disfuncdo das células beta produtoras de insulina
secundariamente a neoplasia (79). Em paralelo, a presenca de DM esta
associada a um maior potencial metastatico do CaP, possivelmente relacionado

a maior resposta inflamatéria desencadeada pela hiperglicemia (22).

Frente a um quadro de DM de inicio recente em um individuo de meia
idade, normalmente considera-se o diagndéstico de DM2 e é pouco frequente a
investigacdo de CaP; quando ela é feita, ela requer a realizacdo de exames de
imagens, como a tomografia computadorizada ou a ressonancia magnética. A
identificacdo de biomarcadores de DM secundario ao CaP poderia facilitar o
rastreamento e permitir o diagnostico precoce desta neoplasia, em um momento

no qual exista a possibilidade de ressecc¢éao cirargica e cura.

Diferentes padrbes de perfis de expressdo de miRs ja foram reportados
em amostras teciduais de CaP (80) obtidos por diferentes métodos, tais como
microarranjos de RNA, sequenciamento de RNA e RT-gPCR. A estabilidade dos
mMiRs na circulacdo permite que uma simples coleta de sangue possa ser
empregada para sua deteccdo, abrindo a possibilidade de seu uso no
rastreamento do CaP. Estudos retrospectivos conseguiram mostrar que a
expressado de certos miRs séricos ou plasmaticos ajudam a distinguir pacientes
com CaP de individuos sem CaP (81-83), mas o pequeno tamanho das

casuisticas ndo permitiu que se chegasse a conclusdes definitivas.

Em relacdo a transformacéo neoplasica no CaP, um aumento progressivo
da expressdao do miR-196a em amostras teciduais de lesGes precursoras
(neoplasias intraepiteliais pancreaticas) até aquelas mais avancadas ja foi
descrito na literatura, ao passo que a expressdo do miR-217 apresenta um

comportamento contrario, com diminuicdo de sua expressdo em lesfes mais
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avancadas (84). Em modelos animais, a evolucéo de lesGes pré-malignas para
CaP invasivo, quando comparado a tecidos sadios, € acompanhada de reducéo
da expressdo de miR-148a/b e de miR-375 e aumento da expressao de miR-10,
miR-21, miR-100 e miR-155 (85). Paralelamente, a EMT que ocorre no CaP
também pode ser modulada por alguns miRs, tais como miR-200a e membros
da familia miR-30 (86,87).

Abue e cols. realizaram um estudo para analisar o potencial do miR-483-
3p e do miR-21 detectados no plasma por RT-gPCR como biomarcadores de
CaP. Amostras de plasma foram obtidas de 32 pacientes com CaP, 12 com
neoplasia mucinosa papilar intraductal e 30 individuos saudaveis. A expressao
plasmatica do miR-483-3p e do miR-21 foi significantemente maior no CaP em
comparacao aos controles saudaveis (88). No presente estudo, ndo observamos
diferencas na expressao do miR-483-5p entre nenhum dos grupos analisados,
mesmo apos ajuste para variaveis de confusdo, mas deve-se notar que o estudo
de Abue e cols. se refere ao braco 3p do miR, enquanto nés avaliamos o braco
5p, o0 que pode explicar as diferencas encontradas. Adicionalmente, existem
varias diferencas entre as populacdes incluidas nos dois estudos que podem
explicar esses achados; no estudo de Abue e cols., dois tercos dos individuos
com CaP eram do sexo masculino, pouco mais da metade apresentava DM e a
porcentagem de tabagistas ndo foi reportada, enquanto nossa casuistica &
composta por 60% de mulheres, mais de dois tercos apresentam DM e 43,5%
sdo tabagistas ou ex-tabagistas. Em relacdo a metodologia, no estudo de Abue
e cols., o controle interno utilizado foi 0 miR-16, enquanto em nosso estudo
utilizamos a média entre um controle exdgeno (MiR-39) e um controle enddgeno,
o miR-let7d. O miR-39, expresso em C. elegans, é aceito como controle em
estudos de expressdo de miRs em amostras de soro (89). O miR-16 ja foi
associado com resisténcia a insulina (90), condicao que pode estar presente em
individuos com CaP. Portanto, o miR-16 pode n&o ser um controle endégeno

ideal para ser usado nessa condig&o clinica.

Um estudo realizado na China procurou identificar um perfil de miRs

séricos que pudesse predizer o risco de CaP em pacientes com diagnéstico
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recente de DM (75). Seis miRs (miR-19a, miR-20a, miR-24, miR-25, miR-29a e
miR-483-5p,) estiveram significantemente mais expressos nos pacientes com
CaP com DM de inicio recente em relacdo ao grupo com DM2 de inicio recente
sem CaP e ao grupo de controles saudaveis. A combinacdo desses seis miRs
na curva ROC forneceu uma &rea sob a curva de 0,88 para discriminar pacientes
com CaP e DM de inicio recente de pacientes com DM2 de inicio recente sem
CaP (75).

O presente estudo teve o objetivo de avaliar a expressdo desses miRs em
uma coorte brasileira de pacientes com CaP, especialmente aqueles com DM de
inicio recente, comparando-a com individuos com DM2 sem diagnadstico clinico
de CaP. Dentre os seis miRs validados por Dai e cols., apenas ndo pudemos
testar o miR-20a em nossa populacdo, uma vez que a sonda obtida
comercialmente ndo funcionou. Na presente casuistica, apenas as expressdes
dos miRs-24 e -29a foram significantemente maiores no Grupo CaP com DM de
inicio recente em comparagcdo ao Grupo DM2. Esses miRs também foram
significantemente mais expressos no Grupo CaP total (individuos com e sem
DM) em comparacao ao Grupo DM2. No entanto, essas diferencas perderam a

significaAncia estatistica apos o ajuste para variaveis de confuséo.

E necessario ressaltar as diferencas entre os dois estudos que poderiam
explicar os resultados algo discordantes, tais como diferentes delineamentos
experimentais, a menor casuistica do presente trabalho, diferentes

caracteristicas das duas populacdes e algumas diferencas metodologicas.

No estudo de Dai e cols., individuos com CaP e DM2 de inicio recente
foram comparados com individuos com DM2 de inicio recente, sem CaP,
conforme confirmado por uma tomografia computadorizada de abdbémen
negativa. A populacdo de DM2 estudada no presente trabalho foi selecionada na
Atencédo primaria, onde nao haveria condicbes de realizacdo de tomografia
computadorizada para afastar CaP. Por essa razdo, optamos por selecionar
individuos com DM2 com mais de trés anos de diagndstico, para minimizar a

possibilidade de eles também apresentarem CaP. O pequeno tamanho do Grupo
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com CaP é uma das limitagdes desse estudo, e se justifica pela alta frequéncia
de individuos com CaP em estadio avancado, que estdo mais debilitados e
frequentemente apresentam dor e caquexia, o que limita seu comparecimento e

inclusdo em estudos clinicos (91).

Também observamos varias diferencas demograficas entre as
populacdes com CaP entre os dois estudos, sendo que a populacdo deste
estudo apresentava maior proporcgéo de pacientes do sexo feminino (60% versus
47,5%), de tabagismo atual ou pregresso (43,5% versus 31,2%) e de estadios
mais avancados Ill ou IV (91,3% versus 55%), o que pode implicar em mais
pacientes recebendo tratamento ativo com quimioterapia em nossa casuistica e,
consequente, modulacdo da expressao dos miRs. Ha relatos de aumento das
concentracdes de alguns miRs apods tratamentos quimioterapicos (92-94).

O tabagismo, assim como outros agentes mutagénicos ambientais, pode
modular a expressao de miRs (95,96). Zhang e cols. reportaram um aumento da
expressdo de diversos miRs nas células ductais de CaP de individuos
tabagistas, sendo o mais relevante o miR-25-3p (miR-25 maduro); a expresséo
do miR-25-3p foi significantemente maior nas células ductais pancreéticas de
tabagistas versus ndo tabagistas e no CaP versus tecidos ndo-tumorais (97). Em
relacdo ao perfil plasmatico e tabagismo, Takahashi e cols. avaliaram o perfil de
miRs plasméticos de individuos saudaveis fumantes e ndo fumantes e
observaram aumento da expressao dos miRs -19a, -24 e 29a nos tabagistas
(98). Os miRs -24 e 29a foram mais expressos no Grupo CaP com DM de inicio
recente em relacdo ao Grupo DM2, mas a significancia estatistica foi perdida
apos ajuste para as variaveis significantemente diferentes entre os grupos, quais
sejam, CA, IMC, frequéncia de tabagistas e colesterol-LDL. Apenas o tabagismo
permaneceu significante na analise de regressao logistica, 0 que sugere que o
tabagismo, e ndo a presenca do CaP, module a expresséo desses miRs. Quando
classificamos os participantes do estudo em tabagistas e néo tabagistas,
independentemente de terem ou ndo CaP e/ou DM2, os miRs -24 e -29a foram
significantemente mais expressos nos tabagistas. Com o ajuste para a Unica

variavel significantemente diferente entre os dois grupos, qual seja, a frequéncia
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de CaP (maior no grupo com tabagismo), os valores de P aumentaram e ficaram
no limite da significancia estatistica. Portanto, a frequente coexisténcia de CaP
e tabagismo torna dificil estabelecer qual dessas duas condi¢cées mais influencia
esses MiRs; o estudo de Takahashi atribui um papel causal ao tabagismo, mas
€ provavel que o CaP também participe dessa modulagcdo. Um dado que
corrobora essa possibilidade € que os miRs -24 e 29a foram significantemente
mais expressos no Grupo com CaP em relacdo aos Grupo Controle e a

significancia estatistica ndo foi perdida apos ajuste para o tabagismo.

Liu e cols. também observaram um aumento do miR-24 em soro de
individuos com CaP em comparacao a individuos sem essa neoplasia (83), bem
COmMo sua maior expressao em amostras de CaP, com consequente reducao de
seu gene alvo Bim, um acelerador da apoptose (99). Por outro lado, Huang e
cols. evidenciaram uma reducdo do miR-24 em amostras de CaP e a
comparacao de subgrupos com expressdo mais alta e mais baixa desse miR
mostrou que uma maior expressdo estava associada a uma maior taxa de
sobrevida. Os experimentos in vitro desse estudo sugeriram que o miR-24a inibe
a progressao do CaP por reduzir a expressdo de LAMB3 (Laminin subunit beta
3), proteina que participa da tumorigénese em diferentes tecidos (100). Portanto,
a participacao do miR-24 na oncogénese do CaP precisa ser melhor avaliada

diante dos resultados controversos entre a expressao tecidual e a sérica.

Em relacdo ao miR-29a, ele possui varios genes-alvo, tais como CDK2,
MMP2, Wnt/B-catenin e VEGF, justificando sua associacdo com diversos
fenbmenos oncologicos (proliferacdo celular, diferenciacdo, apoptose,
angiogénese, resisténcia a drogas, entre outros) (101). Este miR ja se mostrou
menos expresso em diversas neoplasias, incluindo leucemias, cancer de mama,
colorretal, carcinoma escamoso oral, glioblastoma, entre outras (101). No CaP,
ja se relatou uma expressao reduzida de miR-29a levando a menor atividade da
E-caderina e favorecendo a EMT (102). Além disso, ja se descreveu que esse
mMIR ativa a via de sinalizagdo Wnt/B-catenina no CaP, levando a resisténcia ao
quimioterapico gencitabina (92). Um outro estudo mostrou que o miR-29a

modula os efetores da via IGF1-p53 nas células estreladas pancreéticas,
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favorecendo a carcinogénese, além de atuar na EMT (103). Em paralelo, dados
in vitro e in vivo mostram que o miR-29a é um forte inibidor da expresséo de
MUC1, uma mucina oncogénica, nas células do CaP, funcionando como um
supressor tumoral (104). Num outro estudo avaliando a expresséao tecidual de
diversos miRs, apesar de nao se ter observado aumento ou diminuicdo da
expressao do miR-29a no grupo de pacientes com CaP, ele esteve associado a
pior prognostico (105). Finalmente, um estudo recentemente publicado em uma
coorte de individuos italianos com CaP identificou, a partir de um perfil de
expressao de miRs, o miR-29a (juntamente com o miR-20b) como mais expresso
em individuos com CaP e DM de inicio recente (diagnostico realizado ha menos
de dois anos do diagndstico do CaP) em comparacédo a individuos com CaP e
DM de duracédo maior que dois anos. O miR-29a também foi mais expresso em
individuos com CaP e sem CaP com DM de inicio recente em relacdo a
individuos saudéaveis e em individuos com CaP e sem CaP com DM de maior

duracdo em relacdo a individuos saudaveis (106)

Tanto o miR-24 quanto o miR-29 também ja foram associados ao DM.
Uma menor expressdo seérica do miR-24 em individuos com DM2 em
comparacao a controles ndo diabéticos foi observada em um estudo no qual
também se encontrou sua correlagdo negativa com HbAlc (107). Uma relacao
do miR-29a com o DM j& é conhecida; ele atua como um regulador positivo da
secrecdo de insulina (108). Esse miR tem sua expressdo aumentada pela
hiperglicemia e por citocinas pro-inflamatorias e seu aumento foi reportado no
soro de 18 individuos com diagnéstico recente de DM2 em comparacao a
individuos sem DM (109). No presente trabalho, a expressdo desses miRs nao
foi diferente entre os Grupos DM2 e Controle; quando todos os individuos
incluidos no estudo foram agrupados em com e sem DM, independente do status
do CaP, os miRs -24 e -29a foram mais expressos no Grupo com DM, no entanto,
tal diferenca deixou de ser significante ap0s ajuste para as variaveis de

confusao.

Retomando as diferencas observadas entre nosso estudo e o estudo de

Dai e cols., a proporcéo de individuos com CaP e IMC > 24 kg/m? na presente
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casuistica foi de 38%, enquanto 100% dos individuos com CaP no estudo de Dai
e cols. apresentavam IMC < 24 kg/m?2. Dados recentemente publicados mostram
gue o miR-29a oriundo do tecido adiposo pode modular a resisténcia insulinica
em outros tecidos (108,110). Um aumento da expressao de miR-24 em tecido
adiposo abdominal j& foi descrito em individuos com obesidade e DM2 (111). Da
mesma forma, também se observou que a expressdo do miR-29a no tecido
adiposo € modulada por marcadores de adiposidade (112). Esses dados
sugerem que diferencas na quantidade de tecido adiposo possam influenciar a
expressdo desses miRs no soro. No entanto, as analises das expressdes dos
miRs de acordo com o IMC, agrupando os participantes em com e sem
sobrepeso e em com e sem obesidade, independentemente da presenca de CaP
e DM2, ndo mostraram diferencas na expressao dos miRs estudados (dados ndo

mostrados).

Finalmente, no estudo de Dai e cols., o controle interno utilizado foi a
média da expressao dos miRs let-7d, let-7g e let-7i, enquanto em nosso estudo,
utiizamos a média entre um controle exdgeno, o miR-39, e um controle
endoégeno, o miR-let7d. O controle utilizado na reacdo pode modificar os
resultados obtidos. No presente estudo, haviamos inicialmente usado apenas o
miR-39 e alguns dos resultados diferiram daqueles obtidos com a média da
expressdo do miR-39 com o miR let-7d. Uma vantagem do uso do miR-39 é que
ele ndo sofre modulacéo por variaveis demogréficas, clinicas ou bioquimicas dos
participantes, mas o uso da média de expressao de mais de um controle da
reacdo é recomendavel. E importante mencionar que no estudo de Takahashi e
cols., o tabagismo aumentou a expresséo do miR let-7d e do miR let-7g (98). Por
outro lado, no estudo de Shi e cols. 0 miR let-7d teve sua expressao reduzida
pelo tabagismo (113). Esses resultados contraditorios mostram como a escolha
dos miRs a serem usados como controles € complexa e tem o potencial de

interferir nos resultados observados.

A expressao do miR-19a ja foi descrita como aumentada em diversas
neoplasias, tais como leucemia, cancer de mama, colo uterino, colorretal,

es6fago e pulméo (114). Esse miR estimulou proliferacdo celular, migracdo e
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invasdo in vitro e in vivo, além de se associar com um prognostico ruim em
individuos com CaP. O miR-19a tem como alvo o RHOB (Ras homolog family
member B), cuja expressao foi reduzida em amostras de CaP. A restauracao da
expressdo do RHOB induziu apoptose e inibiu a proliferacdo e a migracdo das
células ASPC-1 (115). Recentemente, um estudo conduzido por Zou e cols.
apontou maior expressao do miR-19a no soro de pacientes com CaP quando
comparado a controles (116), enquanto em nosso estudo, a expressao do miR-
19a foi menor no Grupo CaP em relacdo ao Grupo Controle. Cabe ressaltar
diferencas entre as populagbes com CaP de ambos os estudos, com muito mais
individuos tabagistas, com doenca avancada e com DM (70% versus 20,9% na
coorte de treinamento e 26,7% na coorte de validacdo) na presente casuistica,
fato que pode ter contribuido para os resultados divergentes, especialmente se
considerarmos que, em nosso estudo, mesmo apods ajustes para as variaveis de
confusdo, o miR-19a foi menos expresso no Grupo DM2 em relagdo ao Grupo
Controle, bem como no Grupo com DM em relacdo ao Grupo sem DM quando
os participantes foram agrupados independentemente do status do CaP. Esses
achados sugerem que a alta propor¢éo de individuos com DM no Grupo CaP
possa ter contribuido para a menor expressdao do miR-19a nesse grupo em
comparacao ao Grupo Controle.

Li e cols. ja haviam mostrado uma menor expressdo do miR-19a-3p no
plasma de individuos com DM2 em comparacao a controles ndo diabéticos. Esse
estudo mostrou, ainda, uma correlacao negativa do miR-19a com a glicemia. Os
resultados da transfeccdo de uma linhagem de células beta com esse miR
sugeriram que ele estimule a proliferacédo celular e secrecao de insulina, suprima
a apoptose das células beta e suprima a proteina SOCS3 (Suppressor of
cytokine signaling 3), cujo mRNA é alvo do miR-19a. Assim, acredita-se que a

reducdo do miR-19a esteja envolvida na disfungéao das células beta (117).

Adicionalmente, Tan e cols. realizaram um estudo em uma linhagem de
células de cancer pancreatico (ASPC-1) com endostatina e gencitabina e
observaram que esses tratamentos reduziram a expressdo do miR-19a. Na

presente casuistica, 57% dos individuos estavam em uso de gencitabina, o que
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também pode ter contribuido para a menor expressao do miR-19a no Grupo CaP
em relacdo ao Grupo Controle.

O aumento da expressdo do miR-25 ja foi documentado em diversas
neoplasias, como gliomas, cancer de pulmao, mama, ovario, préstata, tireoide,
esbfago, estbmago, colorretal, entre outros (118,119). Acredita-se que 0 miR-25
exerca seu efeito oncogénico ao regular negativamente o Abl interactor 2 (ABI2),
responsavel pela organizacdo do citoesqueleto, estimulando com isso a
proliferacdo celular (120). Além do estudo de Dai e cols. (75), no estudo de Liu
e cols., que incluiu 197 pacientes com CaP e 158 controles sem a neoplasia, a
expressao sérica de miR-25 foi significantemente maior no grupo com CaP (83),
diferentemente do observado na presente casuistica, nha qual a expressao de
miR-25 foi menor no Grupo CaP em relagdo ao Grupo Controle. Cabe novamente
ressaltar algumas diferencas entre as populacdes com CaP avaliadas em nosso
estudo e no estudo de Liu, tais como maiores propor¢cdes de histérico atual ou
prévio de tabagismo (43,5 versus 12,1%, respectivamente), sexo feminino (61
versus 47,7%, respectivamente) e estadios Ill ou IV (93,1 versus 56,3%,
respectivamente) em nosso trabalho; o estudo de Liu ndo menciona a proporcao
de individuos com DM nos grupos avaliados. E possivel que essas diferencas
possam influenciar os resultados observados; o tabagismo, por exemplo, ja foi
descrito como capaz de modular a maturagéo do miR-25 (97).

Num outro estudo chinés que incluiu 164 pacientes com CaP, o miR-25
foi significantemente mais expresso no soro de individuos com CaP quando
comparado a controles saudaveis, com doenca pancreatica benigna ou com
outros tumores do trato gastrointestinal (121). Novamente, chamamos a atenc¢éo
para as diferencas nas populacdes incluidas nos estudos; nossa casuistica de
CaP apresenta maior proporcao de individuos tabagistas (43,5 versus 20,7%),

do sexo feminino (61 versus 42,6%) e com DM (68,2 versus 25,6%).

O miR-25 ja foi implicado na patogénese do DM. Num modelo murino de
DM induzido por estreptozotocina, houve aumento da expressao pancreatica de

mMiR-25 e reduzida expressao de seu mRNA-alvo PTBP1 (Polypyrimidine Tract
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Binding Protein 1), levando & menor producgéo de insulina (122). No entanto, um
estudo observou menor expressao de miR-25 no sangue periférico de individuos
com DM2 ou DM1 (123). No presente trabalho, também observamos menor
expressao do miR-25 no Grupo DM2 em relacéo ao Grupo Controle apés ajuste
para as variaveis significantemente diferentes entre os grupos. Essa menor
expressdo em individuos com DM2 também pode explicar, a semelhanc¢a do que
foi levantado para o miR-19a, a menor expressao do miR-25 no Grupo com CaP

(que apresenta 70% de individuos com DM) em relacdo ao Grupo Controle.

Apesar dos resultados das expressfes do grupo com CaP e DM de inicio
recente e do grupo DM2 néo terem diferido de maneira significante para os miRs-
19a, -25 e -483 e terem perdido a significancia estatistica para os miRs-24 e 29a
apos o ajuste para as variaveis confundidoras, os resultados das curvas ROC
sugeriram que os cinco mIRs podem ser capazes de discriminar um DM
associado ao CaP de um DM2, principalmente os miRs-24 e 29a e
especialmente quando se considera o IMC dos individuos. Esses resultados
corroboram os achados de Dai e cols. (75), que provavelmente observaram
valores elevados nas ASC nas curvas ROC sem ajuste para o IMC por terem
avaliado uma populacdo mais homogénea (100% dos individuos tinham IMC <

24 kg/m?) que a populacgéo avaliada no presente estudo.
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7. CONCLUSOES

Os miRs-24 e miR-29a foram mais expressos no soro de pacientes com CaP e
DM de inicio recente em comparacéao a individuos com DM2; eles também foram
mais expressos na populacéo total de individuos com CaP em comparacao aos
individuos com DM2 e aos individuos Controle. Os resultados das curvas ROC
sugerem gue os cinco miRs avaliados possam ser usados para discriminar DM

de inicio recente associado ao CaP de DM2.
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Apresentacido do Projeto:

Informagdes extraidas do documento PB_INFORIVIAQOES_BAS[CAS_DO_PROJETO_1 145766 .pdf de
01/10/2018.

O Diabetes Mellitus tipo 2 (DM2) € uma doenga que cresce de forma preocupante no mundo inteiro, em
especial nos paises em desenvolvimento. A relagdo do DM2 com o cancer € bem estabelecida em varios
estudos epidemiolégicos. No entanto, as vias que fazem o estimulo para o aparecimento e aumento das
células cancerosas, dentre outras vias, precisam ser mais bem estabelecidas. Este risco aumentado pode
ser devido

ao estimulo hormonal (insulina, IGF1, adipocinas); imunolégico (inflamagéo) e metabdlico (hiperglicemia), e
até mesmo sobre determinados tratamentos. O FAM3D faz parte de uma subfamilia de proteinas
semelhantes as citocinas conhecidas como Family with Sequence Similarity 3 (FAM3), na qual cada membro
contém 224-235 aminoacidos. Sugere-se que o FAM3B seria um regulador negativo da fung¢éo das células e
poderia

estar relacionado a apoptose de células . Também foi mostrada a relagéo do FAM3D em pacientes com
Adenocarcinoma de Pancreas (ACP) e DM2 e em pacientes com DM2 em uso de Sulfoniluréias.Para
verificar a hipétese de que as concentragées plasmaticas de FAM3D apresentam-se
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aumentadas em pacientes com ACP, em relagéo ao individuo saudavel, os objetivos dessa pesquisa séo
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
concentragdo plasmatica da proteina FAM3D e a expressdao do mRNA do FAM3D em exossomas de soro.
Seréo selecionados pacientes com adenocarcinoma ductal de pancreas no ambulatério do Hospital Oswaldo
Cruz e dos Hospitais Santa Maggiore. Todos serdo submetidos a mensuragdo das medidas
antropométricas: peso (kg) e altura (m) aferidos em balanga e estadiémetro da marca Welmy; calculo 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/mI] = 22,5), peptideo C (ng/mL), CA19-9 (U/mL). Serdo analisados dados clinicos e patoldgicos 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 pancredtica), tratamentos
ja realizados ou em andamento, data do diagnéstico, histéria de tabagismo, diferenciacdo do tumor e
performance status de acordo com a escala

Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG). No grupo com DM serdo colhidos data do diagnéstico de DM
e medicacdes 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 concentragédo
plasmatica da proteina FAM3D e a expressdo do mRNA do FAM3D em exossomas de soro.

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

Expressdo de genes relacionados a imunidade em exossomas de soro de pacientes portadores de
adenocarcinoma de péncreas com diabetes mellitus.

Avaliacdo 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 pressao que sera feita no local da picada da agulha para n&o 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
concentracdo plasmatica da proteina FAM3D e a expressdo do seu mRNA em exossomas de soro, do perfil
de microRNAs no soro e a Expressdo 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 analise
deste Comité de Etica foram atendidas (descritas no item Conclusdes ou Pendéncias e Lista de
Inadequagdes).

Consideracdes 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 horério 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

Recomendagées:

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 realizagéo da pesquisa (que autorizou a realizagdo do
estudo) para inicio da coleta dos dados.

O participante da pesquisa (ou seu representante) e o pesquisador responsavel 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 aprovagao 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 copia
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 Bésicas| 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 Anténio 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__lJanuario Neves
Outros Carta_de_Anuencia_PREVENT_SENIO | 15/06/2018 |José Anténio Aceito
R Hospitais Santa Maggiore. pdf 17:11:24 ] Januério Neves
Outros Carta_de_Anuencia_ HOSPITAL_ALEM | 15/06/2018 |José Anténio Aceito
AO_OSWALDO CRUZ.pdf 17:07:31 ] Januario Neves
Declaragao 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 | Januério Neves

Situacdo do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciacdo da CONEP:
Néo
SAO PAULO, 15 de Outubro de 2018
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adenocarcinoma de pancreas com diabetes mellitus e Determinagéo do perfil de
microRNAs no soro de pacientes portadores de adenocarcinoma de pancreas com
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Pesquisador: José Antbnio Januario Neves
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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,
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 pancreas com diabetes mellitus.

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

Todos serdo submetidos a mensuragdo 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
primario (cabega, corpo ou cauda pancreatica), tratamentos ja realizados ou em andamento, data do
diagnoéstico, histéria de tabagismo, diferenciagéo do tumor e performance status de acordo com a escala
Eastern Cooperative Oncology Group (ECOG). No grupo com DM serdo colhidos data do diagnéstico de DM
e medicagdes em uso. Determinagéo da proteina FAM3D
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Objetivo da Pesquisa:

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

Os objetivos dessa pesquisa sédo 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 concentragéo plasmatica da proteina FAM3D e

2. A expressdo 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 estdo mais expressos.
4. A expressdo do mRNA do CTLR4, do PD1 e do IDO em exossomas de soro.

Avaliacao 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 Péancreas.

Comentarios e Consideracdes 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 revisé@o de prontuarios.

Consideracdes sobre os Termos de apresentagdo 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 Genémicos e Epigenéticos Associados a
Resolugé@o do Diabetes apés Derivagdo Géstrica 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 né&o foi concluido, até a
presente data. (...)

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

Endereco: Rua Jodo 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 %roﬂ

Continuagéo do Parecer: 3.323.054

a) Este projeto néo 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 aprovagéo de projetos pelo
CEP;

¢) Para aprovagéo do financiamento, a FAPESP pode solicitar a aprovagdo 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 frabalho de pesquisa para o curso de Doutorado de
trés pos-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 Inadequacdes:
Segue sem a aprovagao do financiamento pela FAPESP, mas o pesquisador se compromete a arcar com
todos os custos do projeto caso ndo venha a ocorrer.

Consideragées Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situacéo
Informagdes Bésicas| 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 Antbnio Aceito
20:04:16 | Januario Neves

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

Orgamento Fianciamento_01.pdf 31/01/2019 |José Anténio 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 Antdnio Aceito

Assentimento / 23:11:26 | Januario Neves

Justificativa de

Auséncia

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

Assentimento / 23:11:01 | Januario Neves

Justificativa de

Auséncia

Endereco: Rua Jodo Julido, 331

Bairro: Paraiso CEP: 01.323-903
UF: SP Municipio: SAO PAULO
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Continuagéo do Parecer: 3.323.054

CRgran

mo

Outros Carta_de_Anuencia_ HOSPITAL_ALEM | 21/12/2018 |José Antbnio Aceito
A0 OSWALDO CRUZ 02.pdf 00:22:55 | Januario Neves

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

Brochura 00:21:02 | Januério Neves

Investigador

TCLE / Termos de |TCLE_PB_03 pdf 21/12/2018 |José Anténio Aceito

Assentimento / 00:18:12 | Januario Neves

Justificativa de

Auséncia

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

Outros Fianciamento_Pendencias HAOC_01.d | 14/12/2018 |José Antdnio Aceito
OCX. 14:53:53 | Januério Neves

Outros 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 Anténio Aceito

Assentimento / 01:04:42 | Januario Neves

Justificativa de

Auséncia

Declaragédo de Declaracao_Compromisso.pdf 14/12/2018 |José Antbnio Aceito

Pesquisadores 01:03:41 ] Januario Neves

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

Assentimento / 00:17:15 |Januario Neves

Justificativa de

Auséncia

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

Brochura 00:16:47 |Januario Neves

Investigador

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

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

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

16:19:27 | Januério Neves

Situagao do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Nao

Endereco: Rua Jodo Julido, 331

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

Telefone: (11)3549-0863 Fax: (11)3549-0862 E-mail:
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Continuagéo do Parecer: 3.323.054

Endereco:

HOSPITAL ALEMAO OSWALDO
CRUZ - SP

SAO PAULO, 13 de Maio de 2019

Qe

Rua Joéo Julido, 331

Bairro: Paraiso

UF: SP
Telefone:

Municipio:
(11)3549-0863

Assinado por:
Edmir Felix da Silva Junior
(Coordenador(a))

CEP: 01.323-903
SAO PAULO

Fax: (11)3549-0862 E-mail: cep@haoc.com.br
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Anexo 3

Comité de Etica PREVENT SENIOR gwnp

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, Expressao de genes
relacionados a imunidade em exossomas de soro de pacientes portadores de
adenocarcinoma de pancreas com diabetes mellitus e Determinagéo do perfil de
microRNAs no soro de pacientes portadores de adenocarcinoma de pancreas com
diabetes mellitus.

Pesquisador: José Anténio Januario Neves

Area Tematica:

Versdo: 1

CAAE: 93908318.0.3002.8114

Instituicdo Proponente: PREVENT SENIOR PRIVATE OPERADORA DE SAUDE LTDA
Patrocinador Principal: Financiamento Proprio

DADOS DO PARECER

Nuamero do Parecer: 3.111.704

Apresentacdo do Projeto:

Projeto bem detalhado, com boa estruturagado tedrica.

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 Consideracdes sobre a Pesquisa:

Pesquisa usa métodos avangados para conhecimento da doenga.

Consideragées sobre os Termos de apresentacéo obrigatéria:

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

Recomendacdes:

Recomenda-se maior detalhamento do processo de descarte de materiais coletados ap6s uso no estudo,
levando m consideragdo as leis de descarte de material bioldgico.

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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Continuagéo do Parecer: 3.111.704

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Sem pendéncias

Consideragées Finais a critério do CEP:

Este parecer foi elaborado baseado nos documentos abaixo relacionados:

PREVENT SENIOR

92
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Tipo Documento Arquivo Postagem Autor Situagdo
Informagdes Basicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 14/12/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1239526.pdf 14:47:31
Declaragéao de Declaracao_Compromisso.pdf 14/12/2018 |José Anténio Aceito
Pesquisadores 14:37:24 | Januario Neves
Declaragao de Declaracao_Compromisso_Amostras.pd| 14/12/2018 |José Anténio Aceito
Pesquisadores f 14:35:48 | Januario Neves
Outros Carta_de_Anuencia_ PREVENT_SENIO | 14/12/2018 |José Antbnio Aceito
R 02.pdf 00:33:44 | Januario Neves

Declaragdo de Infraestrutura_Local_Pesquisa.pdf 14/12/2018 |José Antbnio Aceito

Instituigéo e 00:24:15 | Januério Neves

Infraestrutura

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

Assentimento / 00:22:34 | Januario Neves

Justificativa de

Auséncia

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

Assentimento / 00:17:15 | Januério Neves

Justificativa de

Auséncia

Projeto Detalhado / | Projeto_Detalhado_02.docx 01/10/2018 |José Anténio 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

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

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

16:19:27 | Januario Neves

Situacdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdao da CONEP:

Nao

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

Péagina 03 de D3

93



94

Anexo 4

‘E comrice  SECRETARIA MUNICIPAL DA

ICQ  SAUDE DE SAO PAULO - W"@
EM PESQUISA - SMS SMS/SP

PARECER CONSUBSTANCIADO DO CEP

Elaborado pela Instituicdo Coparticipante
DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: AVALIACAO DA EFICACIA DA FERRAMENTA DIGITAL EM CUIDADOS E
PREVENGCAO 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 Consideracdes sobre a Pesquisa:

Projeto ja aprovado por este CEP.

Trata esta relatoria da avaliagéo ética da seguinte emenda:

“Gostariamos de acrescentar ao desenho do estudo, a realizagdo da analise diagnostica para Neuropatia
Autonémica Cardiovascular. Os pacientes serdo submetidos a realizagdo de eletrocardiograma, teste de
respiragdo 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 ap6s realizacdo do teste de respiragdo profunda e teste
de Valsalva e risco de queda ao realizar o teste ortostatico. “

Retificar o texto do TCLE.

Consideragdes sobre os Termos de apresentagdo obrigatéria:
A Folha de Rosto esta comretamente 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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".E comrice  SECRETARIA MUNICIPAL DA

ICQ  SAUDE DE SAO PAULO - gwm
EM PESQUISA - SMS SMS/SP

Continuagéo do Parecer: 3.141.417

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

Recomendacdes:

Né&o ha

Conclusdes ou Pendéncias e Lista de Inadequacdes:

Sem pendéncias ou inadequagdes.

Consideragées Finais a critério do CEP:

Para inicio da coleta dos dados, o pesquisador devera se apresentar na mesma instancia que autorizou a
realizagéo 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 modificagdo
necessitara de aprovacéo ética do CEP antes de ser implementada.

De acordo com a Res. CNS 466/12, o pesquisador deve apresentar os relatérios 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 realizagédo 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 Bésicas| PB_INFORMACOES_BASICAS_DO_P | 31/12/2018 Aceito
do Projeto ROJETO 1268642.pdf 10:15.08
Qutros apontamentos_correcoes_fcle_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
Investigador
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
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Justificativa de tcle.docx 11/09/2018 |Mozania Reis de Aceito

Auséncia 00:35:32 | Matos

Qutros 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

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

Situagdo do Parecer:
Aprovado

Necessita Apreciagdo da CONEP:

Néo

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

TCLE - Termo de Consentimento para Participagdo 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, Expresséo de genes relacionados a imunidade em exossomas de soro de pacientes
portadores de adenocarcinoma de pancreas com diahetes mellitus e Determinagéo do perfil de
microRNAs no soro de pacientes portadores de adenocarcinoma de pancreas com diabetes
mellitus”.

2. Objetivo:

O objetivo desse projeto sera 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 (Cancer) de Pancreas com diabetes mellitus. RNA e microRNA sdo 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 cancer de
pancreas 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 cancer 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 estéo tomando, e outras informac&es importantes) sera anotado uma
vez, no momento da primeira consulta, no ambulatério dos Hospitais participantes desta
pesquisa. As informaces importantes do prontuario médico também serdo anctadas.

Exames de laboratério: todos os participantes vao 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). Qutra 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 serad entre 5 e
10 minutos, em média.

Rubrica do Participante Rubrica do Pesquisador Responsavel
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5. Desconsorto ou Riscos Eaparados:
Ha 0 risco g hemaima (mancha ma) no local da pungio (picatta da aguina) para a coleta de
SaNgUE. AlQUNs paricipamas podem sentr mal-estar & aé mesmo desmalar no momento da

coleta, mas o medico estara no iocal para de negessdade. 05 profissionals
que fardn 3 colels de sangue estan m%ﬁaﬂeﬁmamﬂa
COMmeta de posiclonar o brago € 3 que 5erA fata no kocal da picada da aguina para ndo
ficar mancha rmeE. A medhiia da cinearferdncla abdominal 5813 f2ta com uma fita meirca, pelo
médica, no momento da consuita no ambulaidnio. Dessa foama, nE0 haverd nenhum
m.mmWMEmm—mm

wmmmmmmmmmﬂnmme
aumentar o conhecimentn s00Me 0 cancer o2 panceas & o diabetes mellius &, VEMEntE,
OesCODnr MEis CEa0 QUEM tem cancer de PANCIEas, ajudando o5 Tuburces a terem um
tratamento mals cedo & com maks chances g SUCEESD.

?' Retirada dio Conssntmsnto:

E garaniida a lbentade da retiada de consentimento 3 qualguer momento & voc pode delbar
2 partd par o0 20, 5T quAUET prejulzn & continuldsds de seu tratamento na Irsituga.

e omag e otfiie

Az mrormades s=ran analsaas em conjunin com 35 de outms particioantes, ndo s2ndo
dvulgada 3 dentficacio de ningusm. Vios2 fem o drefo de s mantkdo stualzsdo sone ob
resuflados porcials das pesquisas, OuU Of MESUtados que Gjam o0 conhecimemo dos
pesquisadonEs.

5. Formas de Ressarcimento das Deapsass decomantss da Participagdo na

P Fe p=Es0Eks pars Voo Sm fase 00 SELD, IncluingD sxEmes & consutas.
TaTiSm recsnera nenhuma Rﬂm%rgﬁﬂﬂmawm
exlElir quakuer despesa aglcional, ela serd p=lo orgamenio 43

10. Local da Pesquisac
Sed desenvoivida na Unhersidads Nove de Julho — UIKINCAE, unidade Viergueim.

11. Comi de £3ca em Pesquisa (CEP) & um colegiado Imerdiscipinar e Independente, que
deve axstir nas Insttughes que reallzam pesquisas eMVDIvENdD seres umanos no Brasl, orlado

dedender os Imeresses dos parti & pesquisas em I'I-[IEI:EE
ara ConiToul 10 GeeMOVMATED fas pasqUiias PENii dbe. pares eioe |
mnwmmﬁmm“m Fas I::H.Jl'l:l-d-EEﬂIl
& Comité de E9ca & responsavel pela avalagho  acompanhamenta dos protocoios de pesquisa
M0 QUE COMSED0NGE 306 IEP2CIDs SIC0S.

Enderego oo Comitd oo EHca o UNMOVE: Rua. Vemguein ng 235240 — 127 andar -
Lbedade - S3o0 Paub — 5P CER: 01S04-D01 Fome: [(11) 33859040 E-mall:
combedecticadh uninove br

Horaros de alendimento do Combd de Bicar sequnda-fela a sexta-elra — das 11n30 &5 13000
& das 15h30 35 19h00

Endarego do Comitd de Elica do Hoapltal Alsmdo Oswaldo Cne: Fua Jodo Juldo, 331 -
Paralso — Bioco B — 5 andar — S&0 Pauo'SP. Conmtano: 11 354008562 — E-
mal: CEP#Enanc. com.br

12 Homg bl & tedatonss dos Pesquisadonss (Orentador & Aunce) para Contato:
CrientaiomE Dwa. Marta Lucla C. & Glannela e Dowlorandos-kse Antinio Januano Neves,

Fenata O'Alpino Pelxotn & Carlos Del Cistia Donnanimma. A quem os participantes da pesquisa
contatar e consuitar 3 qualquer Momento que |Uigar Necessaro araves dos eefones
11 S5057-00eE, 11 9724321 e 11 S119-2747 ou emalls: |osea|nevesdpgmall. com,

renataslpinogE:gmall.com € Caros. cistagpreventsenior com o

2
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13, Eveniuals Infzmcominelas que visnem 3 surglr ro decomer da pesquisa poderag s=r disciidas
P05 MEls pripros.

14, Consantiments Pos-Informago:

Eu, efira e
dasiz femno de Infmiagan & consentimenta, Ertem:l:pen'lnrapa'u:i & vwoluntaria, e gue
pmmsdramaiqmrmM-I-aﬂﬂn.aem LiZD O:rﬁ?r;gn Mecenl Uma va

OS5 temi0 08 COMESMIMEnto, & SWoNzD 3 resl mmmmmﬁqﬂaeamum
dos dadios ootidos neshe eELGD BXTEME MO MelD clentfcn.

Assinabura do Partiapants

16 Eu, Profa. DA Mara Luca C. O Samnela, Pesquisadora responsave] desta pesquisa,
certifico que:

a) Consioerandd QUE 3 833 em pesquisa Implica o respelto pela dignidade humana & 3
proiecao devida aos participanies das pesquisas clentficas envolvendo seves humanos;

b Ese esiudd iem memo centifico e a D= e proflssionais devidaments cEados nese
temmno & freinada, capachada e com paifd eNECinar o procedimentos Sescrios
neste e,

£ .-’.re-a:lu;i:-::hﬂm-lﬁﬁ.ﬂﬂtq:-ﬁemas noTiEs aplicavels 3 pesnuisas &m CiRnclas
HUManas & Socials, culd procsdimemas MeSnioadaiens Smvoivam & Wilzagdo de dados
diretamente obbidos com o participantss.

Profa. Dra. Maria Lucla C. C. Glanndia
Assinabura do Pesquisadtor REsponsavel

S0 Paulo, s 3 e

3
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Anexo 6

100

Comparagdo entre as caracteristicas demograficas, clinicas e bioquimicas dos

individuos do Grupo Controle e do Grupo com diabetes mellitus tipo 2 (DM2).

Controle DM2 Valor de P

n 35 35

Sexo (% feminino) 60 63 0,8
Idade (anos) 66 (62 - 69) 67 (65 - 70) 0,12
CA (cm) 98 (81,5 -105) 105,5 (97 - 118) 0,0014
IMC (kg/m?) 25,7 (22,6 - 29,7) 30,5 (27,7 - 36,2) 0,0001
Tabagismo (%) 9 3,2 0,3
HbAlc (%) 57(5,4-5,9) 7,5 (6,5 - 8,3) <0,0001
CT (mg/dL) 193 (158 - 215) 193 (161 - 228) 0,89
HDL (mg/dL) 49 (41 - 62) 48 (44 -63) 0,91
LDL (mg/dL) 112 (98 - 125) 117 (76 - 151) 0,2
TG (mg/dL) 147 (80 - 187) 143 (118 - 182) 0,54

CA: Circunferéncia abdominal, IMC: indice de massa corpérea, CT: Colesterol total, HDL:
Lipoproteina de alta densidade; LDL: Lipoproteina de baixa densidade, TG: Triglicérides.




Anexo 7
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Comparacéo entre as caracteristicas demograficas, clinicas e bioguimicas dos

individuos do Grupo Controle e do Grupo com adenocarcinoma de pancreas

(CaP).

Controle CaP Valor de P

n 35 44

Sexo (% feminino) 60 61 0,93
Idade (anos) 66 (62 - 69) 67 (63 - 74) 0,25
CA (cm) 98 (81,5 -105) 88 (82 - 94,2) 0,15
IMC (kg/m?) 25,7 (22,6 - 29,7) 24 (21 - 28,1) 0,29
Tabagismo (%) 9 43,5 0,001
HbAlc (%) 5,7(5,4-5,9) 58(5,3-7,8) 0,15
CT (mg/dL) 193 (158 - 215) 159 (129 - 189) 0,008
HDL (mg/dL) 49 (41 - 62) 52 (39 - 64) 0,74
LDL (mg/dL) 112 (98 - 125) 78 (51 - 112) 0,004
TG (mg/dL) 147 (80 - 187) 116 (98 - 166) 0,52

CA: Circunferéncia abdominal, IMC: indice de massa corpérea, CT: Colesterol total, HDL:
Lipoproteina de alta densidade; LDL: Lipoproteina de baixa densidade, TG: Triglicérides.



Anexo 8
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Comparacéo entre as caracteristicas demograficas, clinicas e bioguimicas dos

individuos do Grupo com diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e do Grupo com

adenocarcinoma de pancreas (CaP).

DM2 CaP Valor de P

n 35 44

Sexo (% feminino) 63 61 0,89
Idade (anos) 67 (65 - 70) 67 (63 -74) 0,88
CA (cm) 105,5 (97 - 118) 88 (82 -94,2) <0,0001
IMC (kg/m?) 30,5 (27,7 - 36,2) 24 (21-28,1) <0,0001
Tabagismo (%) 3,2 43,5 <0,0001
HbAlc (%) 7,5 (6,5 - 8,3) 5,8(5,3-7,8) 0,0015
CT (mg/dL) 193 (161 - 228) 159 (129 - 189) 0,019
HDL (mg/dL) 48 (44 -63) 52 (39 - 64) 0,82
LDL (mg/dL) 117 (76 - 151) 78 (51-112) 0,003
TG (mg/dL) 143 (118 - 182) 116 (98 - 166) 0,08

CA: Circunferéncia abdominal, IMC: indice de massa corporea, CT: Colesterol total, HDL:
Lipoproteina de alta densidade; LDL: Lipoproteina de baixa densidade, TG: Triglicérides
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Anexo 9

Comparacdo entre as caracteristicas demograficas, clinicas e bioquimicas dos

individuos do Grupo com adenocarcinoma de pancreas (CaP) com DM, do Grupo

CaP sem DM e do Grupo DM2.

CaP sem DM CaP com DM DM2
n 13 31 35
Sexo (% feminino) o4 64 63
Idade (anos) 66 (60 - 70) 68 (65 -75) 67 (65 - 70)
CA (cm) 86 (78,2 - 93,7) 89 (84 - 96,7) 105,5 (97 - 118) *
IMC (kg/m?) 22,6 (20,6 -26,1) | 24,2 (21,8-29,6) & 30,5 (27,7 - 36,2) *
Tabagismo (%) 38,5 45 3,2@
HbA1lc (%) 54(52-57) 6,9 (5,4 —-8,4) & 7,5(6,5-8,3) *
CT (mg/dL) 183 (128 - 217) 147 (129 - 187) 193 (161 - 228)#
HDL (mg/dL) 57 (43 - 64) 51 (38 - 65) 48 (44 -63)
LDL (mg/dL) 109 (66 - 129) 71 (49 - 99) 117 (76 - 151) #
TG (mg/dL) 116 (101 - 123) 117 (98 - 167) 143 (118 - 182)

CA: Circunferéncia abdominal, IMC: indice de massa corpérea, CT: Colesterol total, HDL:
Lipoproteina de alta densidade; LDL: Lipoproteina de baixa densidade, TG: Triglicérides. *P <
0,05 em relacdo aos Grupos CaP sem DM e CaP com DM; # P < 0,05 em relacdo ao Grupo
CaP com DM; &P < 0,05 em relacéo ao Grupo CaP sem DM; @ P< 0,05 em relagdo aos Grupos
CaP sem DM e CaP com DM
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Anexo 10

Comparacdo entre as caracteristicas demograficas, clinicas e bioquimicas dos

individuos de acordo com o status do tabagismo.

N&o tabagistas Tabagistas Valor de P
n 84 23
Sex_o _(% 62.5 61 0.88
feminino)
Idade (anos) 67 (64 - 70) 66 (60 - 70) 0,32
CA (cm) 98 (85 -107) 93 (84 - 98) 0,1
IMC (kg/m?) 26,8 (23,2 - 31,6) 26,8 (22,7 - 28,7) 0,15
HbAlc (%) 6(55-7.8) 6(53-74) 0,85
CT (mg/dL) 186 (152 - 212) 165 (129 -217) 0,32
HDL (mg/dL) 49 (42 - 63) 52 (39 - 64) 0,74
LDL (mg/dL) 110 (78 - 136) 86 (60 -111) 0,054
TG (mg/dL) 131 (100 -181) 123 (98 - 185) 0,79
Dlab_etes 56 65 0.42
mellitus
Aderlocarcmoma 20.8 82.6 < 0.0001
de pancreas (%)

CA: Circunferéncia abdominal, IMC: indice de massa corpérea, CT: Colesterol total, HDL:
Lipoproteina de alta densidade; LDL: Lipoproteina de baixa densidade, TG: Triglicérides.
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Anexo 11

Comparacdo entre as caracteristicas demograficas, clinicas e bioquimicas dos

individuos de acordo com o status de diabetes mellitus (DM).

Sem DM Com DM Valor de P
n 48 66
Sexo (% feminino) 58 63 0,56
Idade (anos) 66 (62 - 69) 67 (65 - 71) 0,037
CA (cm) 94 (81 - 100) 100 (87 - 112) 0,009
IMC (kg/m?) 24,7 (21 - 28) 28,7 (24,2 - 32,9) 0,0014
Tabagismo (%) 18,6 25 0,44
HbAlc (%) 5,6 (5,4 -5,8) 7 (6-8,3) <0,0001
CT (mg/dL) 189 (159 - 216) 170 (138 - 206) 0,22
HDL (mg/dL) 50 (42 - 62) 48 (39 - 64) 0,76
LDL (mg/dL) 110 (98 - 126) 95,5 (63 - 146) 0,25
TG (mg/dL) 120 (92 - 185) 137 (101 - 174) 0,6
Aderlocarcinoma ductal 27 47 003
de pancreas (%) '

CA: Circunferéncia abdominal, IMC: indice de massa corpdrea, CT: Colesterol total, HDL: Lipoproteina de alta
densidade; LDL: Lipoproteina de baixa densidade, TG: Triglicérides
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