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PROTEINAS MIR-203A-3P E MMP-2 SAO ALTAMENTE EXPRESSAS EM
CELULAS TUMORAIS CIRCULANTES DE PACIENTES COM CARCINOMA

PANCREATICO

MIR-203A-3P AND MMP-2 PROTEINS ARE HIGHLY EXPRESSED IN CIRCULATING TUMOR CELLS FROM PATIENTS

WITH PANCREATIC CARCINOMA
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RESUMO - RACIONAL: O adenocarcinoma ductal do pancreas é a quarta causa de morte associada ao
cancer mais comum no mundo ocidental. A presenca de células tumorais circulantes (CTCs) pode
ser considerada um potencial fator prognéstico, visto que essas células representam a progressao
tumoral, permitindo o monitoramento da eficicia terapéutica. OBJETIVOS: explorar as caracteristicas
morfol6gicas, moleculares e fenotipicas das células tumorais circulantes (CTCs) do sangue de pacientes
com carcinoma pancreéatico e correlacionar os achados com a resposta ao tratamento, sobrevida
livre de progress3o, sobrevida global (SG) e trombose venosa profunda (TVP). METODOS: o sangue
periférico (10mL) foi analisado antes do inicio do tratamento e ap6s 60 e 120 dias. As CTCs foram
detectadas pelo ISET® e caracterizadas por imunocitoquimica. Para anélise de miRNAs, leucécitos
periféricos dos mesmos pacientes e individuos saudaveis foram coletados em paralelo no inicio do
estudo. A expressdo de miRNAs foi avaliada usando TagMan T Array Human MicroRNA Cards v2.0.
RESULTADOS: foram incluidos 9 pacientes. As proteinas MMP2 e TGFB-RI foram altamente expressas
(77,7%) nas CTCs no inicio do estudo. No primeiro acompanhamento, MMP2 era predominante (80%)
e no segundo acompanhamento, MMP2 e vimentina eram predominantes (50%). Microémbolos
tumorais drculantes (MTC) foram encontrados em dois pacientes e ambos apresentavam TVP. O miR-
203a-3p foi altamente expresso em CTCs. miR-203a-3p esta envolvido na estimulacao da transicao
epitelio-mesenquima (TEM) e relacionado a pior SG no cancer pancreatico (dados TCGA). CONCLUSAO:
Devido ao baixo nimero de pacientes e curto seguimento, ndo observamos correlacdo entre CTCs e
resposta ao tratamento. No entanto, houve uma correlacao entre MTC e TVP. Além disso, miR-203a-
3p foi altamente expresso em CTCs, corroborando os achados de proteinas EMT. Este estudo abre
perspectivas sobre a mudanca dinadmica no padrao de proteinas expressas ao longo do tratamento e a
utilizagdo de miRNAs como novos alvos no carcinoma pancreatico.

DESCRITORES: Metaloproteinase 2 da Matriz. Células Neoplasicas Circulantes. Neoplasias Pancreéticas.
Trombose.

ABSTRACT - BACKGROUND: Ductal adenocarcinoma of the pancreas is the fourth most common cancer-
associated cause of death in the Western world. The presence of circulating tumor cells (CTCs) can be
considered a potential prognostic factor, as these cells represent tumor progression, allowing monitoring
of therapeutic efficacy. OBJECTIVES: The objectives of this study were to explore the morphological,
molecular, and phenotypic characteristics of CTCs from the blood of patients with pancreatic carcinoma
and to correlate the findings with response to treatment, progression-free survival, overall survival
(OS), and deep vein thrombosis (DVT). METHODS: Peripheral blood (10 mL) was analyzed before the
beginning of treatment after 60 and 120 days. CTCs were detected by using ISET* and characterized by
immunocytochemistry. For microRNAs (miRNAs) analysis, peripheral leukocytes from the same patients
and healthy individuals (controls) were collected in parallel at baseline. The expression of miRNAs was
evaluated (in pool) using TagMan® Array Human MicroRNA Cards v2.0. RESULTS: Only nine patients
were included. The proteins, namely, matrix metalloproteinase-2 (MMP2) and TGFB-RI, were highly
expressed (77.7%) in CTCs at baseline; at the first follow-up, MMP2 was predominant (80%) and, at
the second follow-up, MMP2 and vimentin were predominant (50%). Circulating tumor microemboli
(CTMs) were found in two patients and both presented DVT. The miR-203a-3p was highly expressed
in CTCs. The miR-203a-3p is involved in the stimulation of epithelial-to-mesenchymal transition (EMT)
and is related to worse OS in pancreatic cancer (TCGA data). CONCLUSION: Due to the low number of
patients and short follow-up, we did not observe a correlation between CTCs and response to treatment.
However, there was a correlation between CTM and DVT and also miR-203a-3p was highly expressed
in CTCs, corroborating the findings of EMT proteins. This study opens the perspectives concerning the
dynamic change in the pattern of proteins expressed along with treatment and the use of miRNAs as
new targets in pancreatic carcinoma.
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Figura 3 - O aumento da expressdo de miR-
203a-3p esta associado a uma sobrevida global
pobre em pacientes com céncer de pancreas
com doenca em estagio inicial apés analise com
dados de TCGA.

Mensagem central

A andlise dindmica de proteinas envolvidas na
transicao epitelial-mesenquimal como também
miR-203a-3p em células tumorais circulantes
pode ajudar a compreender a biologia do
cancer pancreatico. A presenca de microémbulos
tumorais circulantes se correlacionou com
trombose venosa profunda em dois pacientes.

Perspectivas

Este estudo abre perspectivas sobre a mudanca
dindmica no padrdo de proteinas expressas
ao longo do tratamento em células tumorais
circulantes e a utilizacdo de miRNAs como novos
alvos no carcinoma pancreético.
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INTRODUCAO

cancer de pancreas é atualmente classificado
O como o 14° cancer mais comum e a 72 principal
causa de mortalidade por cancer no mundo.
Existe uma tendéncia geral de maiores taxas de incidéncia
nos paises desenvolvidos™. Embora nédo esteja entre os 10
principais canceres no Brasil, é a oitava principal causa de
morte por cancer, devido ao diagnostico em estagio localmente
avancado ou metastatico da doenga*?°. O subtipo histologico
mais comum e também mais agressivo de pancreas cancer é
o adenocarcinoma ductal pancreatico (ADP), que representa
85-90% de todas as neoplasias pancreaticas?. A resseccdo
cirtrgica continua como a Unica modalidade de tratamento
com potencial de cura; no entanto, apenas 15-20% dos
pacientes com cancer de pancreas diagnosticados com a
doenca sdo operaveis. No entanto, o nivel de recorréncias
apos a cirurgia ainda é alto, tanto local quanto sistémico. O
tratamento adjuvante é utilizado para melhorar as perspectivas
de sobrevida e envolve quimioterapia, radiagdo e / ou
modalidades combinadas, mas ainda existem controvérsias
quanto ao tratamento de escolha’.

O CA19-9 tem sido aplicado como “padrao ouro” para
monitorar e diagnosticar pacientes com cancer de pancreas',
embora tenha baixo valor preditivo positivo, tornando-o
adequado apenas para monitorar a resposta ao tratamento
e como marcador de recorréncia da doenca. A falta de um
biomarcador validado e especifico para essa doenca continua
sendo um grande desafio®.

As células tumorais circulantes (CTCs) vazam do tumor
para a circulacdo e podem potencialmente invadir tecidos
distantes para formar metéastases evidentes. Enquanto a maioria
das CTCs sdo células Unicas, uma pequena fracdo viaja como
grupos de célulasz. Um microémbolo tumoral circulante (MTC) é
definido como um agrupamento ou grupos de CTCs contendo
trés ou mais nucleos distintos''. MTC parece ter maior potencial
metastatico do que CTCs individuais em circulagdo™.

Um passo crucial para o intravasamento e sobrevivéncia na
corrente sanguinea é a obtencdo de plasticidade e motilidade,
que envolve o processo de transicdo epitélio-mesénquima
(TEM) e tanto CTCs quanto MTCs podem passar por esse
processo?, que pode ser regulado por miRNAs. MicroRNAs
(miRNAs) formam redes complexas que regulam a diferenciacao,
desenvolvimento e homeostase celular. A desregulagdo de
sua funcdo estd associada a um numero crescente de doencas
humanas, principalmente o cancer, sendo, portanto, marcadores
de progndstico ou potenciais alvos de novas terapias contra
o cancer'. Alguns miRNAs interagem com o conjunto de
moléculas criticas envolvidas na engenharia TEM, modulando
sua expressao e, consequentemente, sua fungao™.

Assim, este estudo teve como objetivo avaliar a expressdo
de proteinas relacionadas a TEM e a expressdo de miRNAs em
CTCs de pacientes com carcinoma pancreatico e correlacionar
esses achados com dados clinicos, Trombose Venosa Profunda
(TVP), Sobrevida livre de progressao (SLP) e sobrevida global (SG).

METODOS

Declaracio Etica

O protocolo foi aprovado pelo Comité de Eticaem Pesquisa
do A.C. Camargo Cancer Center (c6digo 2388/17) de acordo
com as orientagdes do ICH-GCP.

Desenho do Estudo

Este foi um estudo prospectivo longitudinal unicéntrico
realizado por meio da coleta de sangue total de pacientes com
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carcinoma pancreatico, em tratamento com quimioterapia,
imunoterapia ou terapia alvo.

Amostras de sangue (10 mL) foram coletadas antes
do inicio do tratamento, apds 60 e 120 dias, com exames de
imagem. Como controle negativo, foi utilizado sangue de
individuos saudaveis.

Este projeto foi submetido ao Comité de Eticaem Pesquisa
do A.C. Camargo Cancer Center (codigo 2388/17). As amostras
foram coletadas mediante aceitacdo e assinatura do Termo de
Consentimento Livre e Esclarecido.

Os critérios de inclusdo foram: pacientes com diagnéstico
histolégico de carcinoma pancreatico localmente avancado
ou metastatico; pacientes com mais de 18 anos; pacientes
submetidos a primeira linha de tratamento; doenca metastatica
confirmada por avaliagdo patoldgica e / ou radioldgica; extensdo
da doenca determinada por exame clinico e imagem; doenca
mensuravel pelos critérios RECIST versdo 1.1 (Critérios de
Avaliacdo de Resposta em Tumores Sélidos).

Pacientes submetidos a tratamento oncoldgico prévio
foram excluidos.

Isolamento de CTCs e anélise de marcadores

Para separar as CTCs, foi utilizado o método de filtragdo
por tamanho através do dispositivo ISET® (Isolation by SizE of
Tumor cells, Rarecells, France). As amostras de sangue periférico
do paciente foram coletadas em tubos de EDTA e diluidas
para realizar a lise dos glébulos vermelhos em 1:10 com ISET
BufferTM. Apds 10 minutos de homogeneizagdo, as amostras
foram depositadas em ISET BlockTM, que contém uma membrana
de policarbonato com poros circulares de 8 um de diametro.
O equipamento filtra as amostras por aspiracdo a vacuo e,
em seguida, as membranas sdo lavadas com Salina Tampada
com Fosfato (PBS) 1X (pH: 7,3), retiradas do ISET BlockTM e,
quando secas, armazenadas a -20°C. Dos 10 ml de sangue
analisados, 6 ml foram destinados a analise citopatologica e
4 ml a analise molecular (submersdo da membrana em RNA
posterior e posterior extracdo de DNA e RNA).

Para caracterizar as CTCs que expressavam as proteinas
avaliadas neste estudo, realizamos um ensaio de imunocitoquimica
(ICC). Proteinas importantes na TEM foram pesquisadas: anti-
TGFB-R1 (Cusabio 1: 100, codigo: CSB-PA061850), anti-mesotelina
(Sigma-Aldrich 1:50, codigo: SAB5500143), anti-Vimentina
(Cusabio 1: 100, cédigo: CSB-PA025857LA0THU), anti-MMP2
(Cusabio 1: 100, cédigo: CSB-PA06879A0Rb). Para os controles
positivos da reacdo ICC, usamos linhas de células adicionadas
em amostras de sangue saudaveis e filtradas através do ISET®.
Para o controle do anticorpo anti-TGFB-R1 usamos a linha
celular A-549, para o anticorpo anti-mesotelina usamos a linha
celular Hela, para o anti-Vimentina usamos a linha celular MCF7
e para o anti-MMP2 usamos a célula U87 linha, de acordo
com The Human Protein Atlas (http://www.proteinatlas.org/).
Como controle negativo do ICC, usamos a mesma linha celular,
omitindo o anticorpo primario, para garantir que a reatividade
cruzada fosse excluida. Para confirmar que as CTCs analisadas
ndo eram leucdcitos, foi utilizado o anticorpo anti-CD45 (Sigma-
Aldrich 1: 100, codigo: HPA000440).

O ICC foi realizado com dupla marcacdo, utilizando o
GBI LABS Golden Bridge International Kit (GBI Labs.) com os
marcadores desejados. Os pontos da membrana ISET foram
cortados e colocados em placas de 24 pocos. A recuperagdo
antigénica foi realizada pela adi¢do de 1 ml de (solucdo de
recuperacdo DakoTM Target 1X) de cada pogo por aquecimento
em um recipiente de micro-ondas com agua destilada por
aproximadamente 6 minutos com intervalos de resfriamento
a cada 1 minuto e 40 segundos. Cada ponto foi hidratado com
160 ul de solugdo salina tamponada com Tris 1X (TBS 1X, pH:
7,3) por 20 minutos. As células foram permeabilizadas com 160
ul de TBS 0,2% + Triton X-100 durante 5 minutos a temperatura
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ambiente. Apds nova lavagem com TBS, as membranas foram
incubadas por 15 minutos, no escuro e a temperatura ambiente,
com peroéxido de hidrogénio, e novamente lavadas com TBS. Em
seguida, o anticorpo primario foi aplicado as manchas e incubado
durante a noite. As membranas foram lavadas novamente com
TBS, incubadas por 30 minutos em Polimero / HRP (Dako, Santa
Clara, CA, EUA), lavadas novamente e reveladas pelo cromdgeno
DAB do mesmo Kit. Em seguida, as membranas foram lavadas
com TBS, seguido por 2 horas de incubagdo com o segundo
anticorpo primério e uma incubacdo de 30 minutos com o
polimero AP (GBI Labs). O segundo anticorpo foi revelado por
Permanent Red (GBI Labs). previamente diluido de acordo com
as instrugdes do fabricante por 10 minutos. Por fim, o spot foi
lavado com agua destilada e corado com hematoxilina por 2
minutos, novamente lavado com agua destilada e aderido as
ldminas para leitura em microscépio de luz em PBS.

As laminas foram examinadas em microscépio de luz
branca, BX61 - Olympus, (Téquio, Japdo) acoplado a uma camera
digital de alta resolugcdo SC100 - Olympus, (Toquio, Japdo). As
CTCs foram caracterizadas de acordo com os seguintes critérios:
tamanho do nlcleo = 16um, irregularidade do contorno nuclear,
presenca de citoplasma visivel, relacdo nucleo-citoplasma elevada
(> 0,8). Quando faltava algum dos critérios descritos, as células
eram classificadas como atipicas. Os resultados foram dados em
nimero de CTCs por ml de sangue, de acordo com a analise
estatistica realizada por Krebs et al. (2012),"? contando CTCs em
4 pontos de membrana ou mais. Apos analise citopatoldgica,
os valores de CTCs foram somados e a média calculada. Assim,
tivemos os célculos de CTCs em 1 ml de sangue. Além disso, a
presenca e auséncia de MTCs foi incluida na analise.

Analise de expressiao de microRNA

Isolamento de RNA

A extracdo de RNA foi realizada usando o AllPrep DNA
/ RNA / miRNA Universal Kit (Qiagen, Hilden, Alemanha).
Resumidamente, 4 spots de membrana sem formaldeido
foram cortados em pequenos fragmentos (aproximadamente
2 mm2) em microtubos de 1,5 ml e as células foram lisadas
usando o tampdo RLT Plus (Qiagen) e misturadas por 1 minuto.
Posteriormente, as etapas foram seguidas de acordo com as
instru¢des do fabricante.

A concentracdo de RNA foi medida no espectrofotometro
NanodropT ND-1000 (Thermo Scientific) usando 1,5 ul de
amostra e verificando a absorbancia a 260nm.

RT-PCR em tempo real (qPCR)

Para verificar a qualidade do RNA extraido, um pequeno
RNA nuclear U6B (RNU6B) foi amplificado em todas as amostras.
Areacdo de sintese de cDNA especifica foi realizada de acordo
com os procedimentos recomendados no manual TagMan®
MicroRNA Assays (Applied Biosystems). Apenas as amostras que
apresentaram uma curva de amplificagdo consistente passaram
a analisar o perfil de microRNA.

A determinacdo dos perfis de expressdo de miRNA
foi realizada usando a metodologia TagMan T Array Human
MicroRNA A Cards v2.0 (contendo 372 miRNAs e 7 controles) de
acordo com o kit MegaplexTM Pools for microRNA Expression
Analysis (Applied Biosystems). A sintese e pré-amplificagcdo
do cDNA foi realizada usando 150ng de RNA de leucécitos
de voluntarios sem neoplasia (pool de 5 amostras), RNA de
leucocitos de pacientes com cancer pancreatico (pool de 6
amostras) e RNA de CTCs de pacientes com cancer pancreatico
cancer (pool de 9 amostras). A amplificacdo dos microRNAs
foi realizada utilizando o 7900HT Fast Real-Time PCR System
(Applied Biosystems).

Os resultados foram analisados pelo software RQ Manager
1.2 (Applied Biosystems). O nivel de expressdo dos miRNAs foi
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quantificado emrelagdo a expressdo de um miRNA de referéncia
e foi normalizado de acordo com a amostra do calibrador (pool
de amostras de leucdcitos de voluntarios saudaveis). O miRNA
utilizado como referéncia foi o miR-126, selecionado por meio da
ferramenta NormFinder (https.//moma.dk/normfinder-software),
que avalia qual microRNA tem a expressdo mais estavel em
um conjunto de amostras. A quantificacao relativa (Rq) foi
calculada pelo método do método AACT ™.

Os miRNAs foram selecionados de acordo com a maior
diferenca de expressdo entre os grupos CTC e Leucécitos,
avaliada por fold-change = 2 para expressdo aumentada e =
-2 para expressdo diminuida. Para a construcdo do boxplot,
foi utilizado o pacote ggplot2 disponivel para o programa R.

Anilise estatistica

Foi realizada uma analise descritiva de cada grupo
(aqueles que expressam proteinas relacionadas TEM versus
aqueles que ndo expressam) em relagdo as variaveis clinico-
patoldgicas. Para avaliar diferencas e associagdes entre os
grupos, o método Qui-quadrado foi usado para variaveis
categodricas. Para analisar SLP e SG |, foi utilizado o método
de Kaplan-Meier e a diferenga entre as curvas calculada por
log-rank. Todas as analises estatisticas foram realizadas no
programa SPSS for Windows, versao 15. Os valores de p foram
considerados significativos quando p < 0,05.

Para o calculo do SG, consideramos o tempo entre a
primeira coleta do paciente até o seu 6bito e para a SFP,
consideramos o tempo entre a primeira coleta do paciente
e a progressdo objetiva do tumor. A linha de base (primeira
amostra) das analises de sobrevivéncia neste estudo foi realizada
a partir da data da primeira coleta de CTCs.

RESULTADOS

Caracteristicas clinico-patoldgicas

Coletamos amostrade 10 pacientes com adenocarcinoma
pancreatico antes do procedimento cirurgico (linha de base)
entre 05/2018 e 09/2019. Um paciente foi excluido do estudo
porque a analise patolégica confirmou que era um tumor
neuroenddcrino. O primeiro acompanhamento foi realizado dois
meses apos a coletadalinha de base em 5 pacientes, perdemos
4 pacientes (6bito de um paciente e perda de seguimento de
3 pacientes). O segundo acompanhamento (4 meses apos a
coleta da linha de base) foi realizado em 8 pacientes.

Dos 9 pacientes incluidos, 4 (44,44%) eram homens e 5
(55,55%) mulheres, a mediana de idade foi de 59,7 anos (42 -
82). Doadores saudaveis (n = 7), 6 mulheres e 1 homem, com
idade mediana de 48 anos, também foram recrutados como
grupo controle para a analise dos experimentos de expressdo
de microRNA.

Em relacdo ao grau histoldgico, 6/9 pacientes apresentavam
adenocarcinoma ductal (66,66%), 2/9 pacientes (22,22%)
adenocarcinoma e em 1/9 (11,11%) o tumor foi classificado
como carcinoma.

Dos 9 pacientes incluidos, 3 (33,33%) evoluiram e 6
pacientes permaneceram no mesmo estagio da doenca no
momento do Ultimo acompanhamento. Dos trés pacientes
que evoluiram, dois tinham doenca ndo metastatica e um com
doenca metastatica.

Os pacientes que experimentaram progressao tiveram
uma distribuicdo maior de CTCs na linha de base (p = 0,54).
As diferencas nos niveis de CTCs ao longo do tratamento séo
mostradas na Figura 1.

Em relagdo ao estadiamento patoldgico dos pacientes
incluidos neste estudo, 4 iniciaram o estudo no estagio IV
(44,44%), dois no estagio Il (22,22%), dois no estagio IB (22,22%)
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e um paciente no estagio 1B (11,11%). Em relacdo as metastases
(pM), 5 pacientes (55,55%) eram MO e 4 (44,44%) M1.

Em relagdo a estratégia terapéutica estabelecida para
os pacientes deste estudo, constatou-se nos prontuarios
que 4 pacientes (44,44%) iniciaram tratamento paliativo, trés
pacientes (33,33%) tratamento neoadjuvante e dois pacientes
(22,22%) tratamento curativo. As demais caracteristicas clinicas
e patolodgicas dos pacientes estdo descritas na Tabela 1.

Dentre os biomarcadores utilizados no estudo, pelos
dados do prontuario, observamos que a mediana do nivel de
CA 19-9 na coleta basal (primeira coleta) foi de 337,9 Ul /ml
(3,1 - 41544 Ul / ml).

Expressao de Proteina em CTCs

Avaliamos a expressédo de proteinas envolvidas no processo
de TEM porimunocitoquimica nas CTCs de 9 pacientes na primeira
coleta, 5 na segunda coleta e 8 pacientes na terceira coleta.

Analisamos a expressdo proteica das CTCs separadamente,
relacionando cada marcador a cada colecdo e o que pudemos
observar foi a expressdo da MMP2 em 77,77% dos casos da
primeira colecdo (C1). Naverdade, os pacientes com expressao
de MMP2 em CTCs em C1 tiveram uma distribuicdo mais alta
dos niveis de CTC, mas sem significancia estatistica (p = 0,33)
(Figuras 1 e 2).

O TGFB-R1 foi expresso em 44,44% dos casos. Pacientes
com expressao de TGFB-R1 nas CTCs em C1 apresentaram maior
distribuicdo dos niveis de CTCs, sem significancia estatistica (p
= 0,09), assim como a Vimentina.

Ndo houve diferenga estatisticamente significativa no
numero de casos com presenca de proteinas ou correlagdo
com a presenca de metastases a distancia, ou com progressdo
da doenca em qualquer momento analisado. As expressdes
das proteinas nas CTCs estdo descritas na Tabela 2 e a relacéo
dos marcadores com a evolucdo clinica na Tabela 3.

Expressao de microRNAs

ATabela4 mostra os 14 melhores miRNAs selecionados no
estudo, 13 com menor expressdo em CTCs em comparagao com
os mesmos leucdcitos de pacientes e um com maior expressdo
em CTCs apds amesma comparagdo com leucdcitos de pacientes.

Foram obtidas amostras de 182 amostras de cancer de
pancreas do TCGA (The Cancer Genome Atlas) e selecionadas
para a avaliacdo de miRNAs diferencialmente expressos entre
amostras neoplasicas e ndo neoplasicas. Foram consideradas
apenas amostras de pacientes com estagio patoldgico inicial (I
e ll), resultando em 50 amostras. Foram considerados miRNAs
significativos com p-valor <0,05 e fold-change = 2 e = -2.

Os 93 alvos selecionados foram comparados com os
obtidos neste estudo, resultando em 25 candidatos. Observou-se
gue o miR-203a-3p foi associado a um baixo SO em pacientes
com diagndstico precoce da doenca. Pode-se verificar que o
aumento da expressdo do miR-203a-3p esta relacionado ao
baixo OS em pacientes com cancer de pancreas em estagio inicial
(Figura 3). Esta analise foi conduzida com o pacote survminer
(https://github.com/kassambara/survminer/) de 167 amostras
de cancer de pancreas em estagio inicial que apresentavam
informacdes disponiveis para a curva de sobrevida.

DISCUSSAO

Este estudo encontrou CTCs em todos os 9 pacientes
com cancer pancreatico incluidos. Foram encontradas MMP-2
altamente expressas nessas células, assim como uma correlacéo
entre a presenca de MTC e DTV, o que abre perspectivas no
acompanhamento de pacientes com cancer de pancreas,
tdo propensos a DTV. Como esperavamos, encontramos um

Median of CTC levels (per mL)

1st collection 2nd collection 3rd collection

CcTC

Figura 1 - Mediana de CTCs / ml nas 3 coletas. Pelo teste de
Wilcoxon, observamos que os CTCs de todo o grupo
aumentaram com diferenca estatisticamente significativa
entre aprimeira e asegundacoleta (p = 0,04), eentrea
segunda e a terceira coleta diminuiram com diferenca
estatisticamente significativa (p = 0,04).

Tabela 1 - Caracteristicas clinicas e patoldgicas dos pacientes do
estudo (n = 9). Estadiamento TNM de acordo com AJCC.

Variaveis (n) Ne° %
Numero total de pacientes B 100
Idade de entrada no estudo, em anos (9)
Média 57
Mediana 59.7
Variacao 42-82
Género (9)
Masculino 44,44
Feminino 5 55.55
Grau histolégico (9)
Adenocarcinoma ductal 6 66.66
Adenocarcinoma 2 22.22
Carcinoma 1 11.11
Diagnéstico do local primario (9)
Neoplasia maligna do pancreas 9 100
Metastases no diagnéstico (9)
Sim 4 44.44
Nao 5 55.55
Progressao (9)
Sim 3 33.33
Nao 6 66.66
Trombose (9)
Trombose venosa profunda 2 22.22
Dados nao disponiveis 22.22
Sem Trombose Venosa Profunda 5 55.55
Tamanho do tumor (pT) (9) Linha de base
T2 2 22.22
T3 1 11.11
T4 6 66.66
Envolvimento de linfonodos (pN) (9) Linha
de base
NO 4 44.44
N1 5 55.55
Metastases (pM) (9) Linha de Base
MO 5 55.55
M1 4 44.44
Estadiamento patoldgico (9)
1B 2 22.22
] 2 22.22
1IB 1 11.11
\% 4 44.44
Estratégia Terapéutica (9)
Neoadjuvante 3 3333
Paliativo 4 44.44
Curativo 2 22.22
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microRNA relacionado a TEM altamente expresso nas CTCs
desses pacientes, miR-203a-3p. Assim, apesar do pouco material
genético, devido ao baixo nimero de CTCs isoladas de pacientes,
obtivemos informacdes importantes, que podem servir como
novos alvos terapéuticos. Acreditamos que o modelo do pool
amostral de nosso experimento permite dimensionar alvos que
em apenas um paciente ndo puderam ser encontrados, devido
a diversidade e heterogeneidade dos CTCs.

As metaloproteinases de matriz (MMP) sdo uma familia
de enzimas proteoliticas que degradam varios componentes da
matriz extracelular, incluindo aqueles na membrana basal dos
vasos. Estdo envolvidos na invasdo tumoral, neoangiogénese e
metastase (22). A MMP2 (gelatinase A) decompde o colageno

CTC levels at baseline (per mL)
3

No expression
TGFB-R1 expression in CTCs (baseline)

Positive expression

Figura 2 - Distribuicdo das CTCs na expressao da proteina TGFB-
R1 na primeira coleta. N&do tem significancia estatistica
(p = 0,09). A distribuicdo quantitativa das variaveis
foi calculada usando o teste U de Mann-Whitney.

tipo IV, a gelatina, a elastina e os proteoglicanos. E regulado em
diversos tipos de cancer, como glioblastomas, melanomas, cancer
demama e cancer de célon, promovendo invasdo e metastase. Foi
demonstrado quea inibicdo da MMP2 causa radiossensibilizacdo,
diminuicdo do crescimento tumoral e da invasividade, identificando
esta enzima como um alvointeressante para o desenvolvimento
de abordagens diagnésticas e terapéuticas .

Murray et al. '® estudaram a expressdo de MMP2 em células
circulantes da proéstata (CCPs), células tumorais disseminadas
(CTDs) e micrometastases (mM) na medula éssea de homens
com cancer de prostata porimunocitoquimica. Em 185 pacientes
com cancer ndo metastatico, CCPs foram detectados em 62,7%,
CTDs em 62,2% e mM em 71,4%. Em 30 pacientes com cancer
metastatico, 100% dos CCPs, CTDs e mM foram detectados.
Em todos os CCPs, CDTs e mM, a expressdao de MMP2 foi
associada positivamente a um aumento no escore de Gleason.
A expressdo de MMP2 em CCPs e CTDs mostrou concordancia.
Nossos achados, embora em cancer de pancreas, demonstraram
que a expressdo de MMP2 foi a maior de todas as proteinas
do estudo em todas as colecSes, sendo a maior expressao
encontrada na segunda colecdo, em 80% dos pacientes.

Poruk etal. ' estudaram o sangue periférico e portal adequado
de 50 pacientes com CDP antes da resseccdo cirdrgica e filtradas
com ISET. As CTCs foram identificadas por imunofluorescéncia
para positividade de citoqueratina e vimentina. A citoqueratina
foi expressa em 78% dos pacientes e a vimentina em 67%. A
detecgdo de CTCs que expressam vimentina e citoqueratina foi
preditiva de recorréncia (p = 0,01). Em nosso estudo, a vimentina
ndo foi altamente expressa na primeira cole¢cdo, embora sua
expressao na segunda colecdo tenha aumentado, o que pode levar
a hipotese de ser um mecanismo de resisténcia a quimioterapia
apos o inicio da quimioterapia.

Tabela 2 - Dados dos biomarcadores do estudo, taxa de deteccdo de CTC, marcadores em CTCs em todos os momentos do

estudo (n = 9).
Variaveis (n)
Biomarcadores
Nivel médio de CA 19-9 (Ul / mL) Linha de base
Nivel médio de linha de base CA 19-9 (Ul / mL)
N° mediana de CTCs / mL
12 coleta (avaliada em 09/9)
22 coleta (avaliada em 09/05)
32 coleta (avaliada em 9/9)
Pacientes com presenca de CTCs
12 coleta (avaliada em 09/9)
22 coleta (avaliada em 09/05)
32 coleta (avaliada em 9/9)
Colecoes totais (22)

Pacientes com células tumorais circulantes positivas para MMP2

12 coleta (avaliada em 9)
22 coleta (avaliada 5)
32 coleta (avaliada em 8)

N° %

337.9 (3.1 - 41544)
7841.7 (3.1 - 41544)

Pacientes com células tumorais circulantes positivas para VIMENTINA

12 coleta (avaliada em 9)
22 colecao (avaliada em 5)
32 colecao (avaliada em 8)

Pacientes com células tumorais circulantes positivas para TGFB-R1

12 coleta (avaliada em 9)
22 coleta (avaliada 5)
32 coleta (avaliada em 8)
Pacientes com microémbolos tumorais circulantes
12 coleta (avaliada em 9)
22 coleta (avaliada 5)
32 coleta (avaliada em 8)

CA 19-9, antigeno de carboidrato 19-9

ABCD Arq Bras Cir Dig 2021;34(4):e1628

2(0-195)
45 (2 - 20)
2.75 (0 -11.5)
8 88.88
5 55.55
7 71.77
20 90.90
7 71.77
80
4 50
3 3333
3 60
2 25
44.44
3 60
1 125
1 11.11
0 0
1 125
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Tabela 4 - Comparagao entre miRNAs diferencialmente expressos
em CTCs e em tumores primarios obtidos em TCGA.
14 miRNAs concordaram com a expressao entre
CTCs e tumor (13 downexpressed e 1 overexpressed).

miRNAs (CTCs) FC Pval Study Status
miR-132-5p* -1,72 1,78E-02 -38,64 baixo
miR-143-5p* -1,80 4,44E-02 -26,28 baixo
miR-197-3p* -1,88 7A1E-04 -21,87 baixo
miR-142-3p* -5,26 5,08E-05 -8,66 baixo
miR-223-3p* -3,93 2,90E-03 -7,29 baixo
miR-223-5p* -2,70 3,06E-03 -7,29 baixo
miR-142-5p* -3,48 1,50E-03 -6,93 baixo
miR-145-5p* -2,23 3,56E-03 -6,67 baixo
miR-145-3p* -1,75 1,81E-02 -6,67 baixo
miR-22-5p* -2,94 9,06E-06 -6,06 baixo
miR-345-5p* -2,11 2,62E-03 -4,03 baixo
miR-340-3p* -2,22 2,18E-04 -394 baixo
miR-340-5p* -1,74 3,46E-02 -394 baixo
miR-150-5p -3,73 2,26E-02 -2,86 baixo
miR-150-3p -2,56 2,19E-03 -2,86 baixo
miR-191-5p -2,46 1,28E-05 -2,72 baixo
miR-342-3p -2,80 3,64E-04 -2,66 baixo
miR-18a-5p -2,07 3,22E-03 -2,63 baixo
miR-18a-3p -1,46 1,47E-02 -2,63 baixo
miR-590-5p -1,88 3,81E-03 -2,54 baixo
miR-362-3p -1,83 4,77E-03 -2,26 baixo
miR-324-5p -1,92 9,09E-03 -2,11 baixo
miR-28-3p -1,59 4,86E-02 -2,05 baixo
miR-28-5p -1,43 2,62E-02 -2,05 baixo
miR-203a-3p* 3,90 3,53E-02 35,80 alto

T: Tumor; NT: Tecido Normal; FC: Fold-Change; Pval: valor P. O asterisco (*) indica
os miRNAs que apresentaram o perfil de expressdo com a mesma direcdo dos
miRNAs identificados neste estudo.

Em estudo anterior de nosso grupo, Gasparini-Junior
et al. & estudaram a expressdo de TGFB-RI em pacientes com
adenocarcinoma ductal pancreatico e 16 pacientes foram
testados para TGFB-RI, 4 apresentando marcacgao positiva (25%
dos pacientes). Nao houve diferenca estatisticamente significativa
no SLP entre os pacientes que apresentaram marcacgao positiva
para TGFB-RI em comparacdo com aqueles que ndo o fizeram.
No entanto, quando TGFB-Rl e MMP-2 foram avaliados juntos,
aqueles pacientes que apresentaram um ou ambos (marcadores
mesenquimais) em CTCs, progrediram mais rapidamente do
queaqueles sem quaisquer marcadores mesenquimais (2,84 vs.
5,43 meses), embora sem significancia estatistica diferenca (p =
0,14). Nosso estudo permitiu ver a cinética desta proteina nas
trés coletas, percebendo um aumento no segundo momento,
apresentando-se em 60% dos pacientes e com uma queda
importante da expressdo no terceiro momento das coletas, o
que pode expor que o fendtipo mesenquimal é mais exibido
apos o inicio da quimioterapia, podendo, talvez, representar
um mecanismo de resisténcia tumoral.

A vimentina, um dos principais constituintes da familia
das proteinas do filamento intermediario, é onipresente nas
células mesenquimais normais e é conhecida por manter a
integridade celular e fornecer resisténcia contra o estresse.
O aumento da expressdo de vimentina foi relatado em varios

ABCD Arq Bras Cir Dig 2021;34(4):e1628
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Baixa expressdo (hsa-miR-203a-3p)

Alta expressdo (hsa-miR-203a-3p)

Sobrevida Global (SG)

p=0.0012

Meses
Nimero em risco

Meses

Figura 3 - O aumento da expressdo de miR-203a-3p esta
associado aumasobrevida global pobre em pacientes
com cancer de pancreas com doenca em estagio
inicial apos anélise com dados de TCGA.

canceres epiteliais (préstata, mama, melanoma, pulméo,
tumores gastrointestinais e do CSN), correlacionando-se com
aumento do crescimento tumoral, invasdo e mau prognéstico.
No entanto, o papel da vimentina na progressdo do cancer
permanece obscuro, apesar de seramplamente utilizado como
um marcador para TEM™. A maior expressdo de vimentina nas
células do cancer pancreético pode implicar em um maior
estado de malignidade .

Um estudo recente analisou se a vimentina na superficie
celular poderia ser um biomarcador para isolar CTCs em
adenocarcinoma ductal pancreatico (ADP) e observou que
essa proteina era altamente expressa em células tumorais
pancreéticas com fendtipo mesenquimal. CTCs positivos para
vimentina (CTCvim) foram detectados em 76/100 pacientes com
ADP, usando um ensaio microfluidico. Contagens de CTCvim
correlacionadas com mudangas na carga tumoral para pacientes
submetidos a resseccdo. As contagens de CTC significativamente
reduzidas foram observadas ap6s a quimioterapia em individuos
que responderam ao tratamento. Contagens mais altas de CTC
no periodo pré-operatério se correlacionaram com menor
sobrevida livre de recorréncia. Juntos, vimentina e CTCs podem
ser biomarcadores confiaveis no ADP .

Corroborando nossos achados com miR-203a-3p, ¢
realizaram pequenas sequéncias de RNA de uma linha celular
epitelial da mama (D492) e seu derivado mesenquimal (D492M)
cultivado em um microambiente tridimensional. Entre os miRNAs
mais regulados em D492M estava o miR-203a, um miRNA que
desempenha um papel importante na diferenciacdo epitelial.
O aumento da expressdo de miR-203a foi observado em
D492. Quando miR-203a foi superexpresso em D492M, uma
reversdo parcial em direcdo ao fenétipo epitelial foi observada.
A anélise da expressdo génica de D492M e D492MmiR-203a
revelou peroxidasina, envolvida na producdo de colageno 1V,
como o gene mais significativamente regulado em D492MmiR-
203a. A superexpressdo de miR-203a em D492M induziu TEM
parcial e reduziu a expressdo de peroxidasina. Além disso, os
autores demonstraram que miR-203a é um novo repressor
de peroxidasina. O eixo MiR-203-peroxidasina pode ser um
importantereguladorde TEM / TME eremodelagdo da membrana
basal. Nas CTCs, este microRNA pode estar envolvido nesses
mecanismos, estudos adicionais sdo necessarios para melhor
compreender esta via e seu papel nas CTCs de pacientes com
cancer de pancreas.
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Chen et al. 7 estudos tiveram como objetivo fornecer
um novo alvo terapéutico (LINC00342) para terapia CPNPC. A
expressdo do alvo foi detectada por PCR em tempo real (qRT-
PCR). A migragdo e invasdo celular foram medidas por ensaio
transwell. As ferramentas DIANA do software online foram
usadas para prever a conexdo do LINC00342 e miR-203a-3p
pela luciferase. A expressdo de LINC00342 foi aumentada em
tecidos e células CPNPC em comparagdo com tecidos e células
normais. A eliminacdo de LINC00342 suprimiu a proliferacdo
celular, formacédo de colonias, migracdo e invasdo. O estudo
sugeriu que LINC00342 contribui para o crescimento e metastase
de células CPNPC por meio do direcionamento competitivo
de miR-203a-3p.

CONCLUSAO

Apesar da coorte super-restrita, nossos dados abrem
perspectivas paranovas formas de avaliagdo de CTCs, ndo apenas
analisando-as sob o aspecto citopatoldgico, mas também em
nivel de microRNAs. Esta informac&o associada, em um estudo
bem desenhado, pode ser util no manejo clinico e terapéutico
de pacientes com adenocarcinoma pancreatico.
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