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Resumo

O cancro do pancreas, devido a incidéncia e mortalidade crescentes, bem como a dificuldade
tanto no diagndstico precoce como na terapéutica eficaz, natureza refrataria da doenca
avancada e pior prognéstico entre todos os tipos de cancro, tem-se revelado como uma

doencga extremamente desafiante, mas também a mais temivel, nos dias de hoje.

O estudo da estrutura, biossintese e biologia dos glicanos, abriu uma nova fronteira da
biologia molecular - a Glicobiologia, que, atualmente, desempenha um papel fulcral na
investigacao do cancro. A aberracao glicomica constitui uma caracteristica universal de todas
as células cancerigenas, participando nos mais diversos mecanismos como mediadora de
todas as etapas da progresséo tumoral. No entanto, a vasta complexidade associada aos
eventos de glicosilagdo impulsiona a escassez de tais pesquisas nesta area. Apesar de
muitas mutagfes-chave, vias de sinalizacdo e interagdes tumor-microambiente ainda néo
terem sido bem esclarecidas, a compreenséao e investigacdo com resultados alcangados das
mesmas tem desvendado o acesso a uma ampla gama de alvos de elevado interesse

diagnéstico e terapéutico.

A presente monografia descreve o significado biolégico dos glicanos no cancro do pancreas
e apresenta a mais recente evidéncia cientifica relativa ao valor e relevancia de explorar os

eventos glicomicos nesta doenga mortal.

Palavras-chave: Cancro Pancreatico; Glicanos; Glicosilagdo; Aberragdo Glicémica.



Abstract

Pancreatic cancer, due to the increasing incidence and mortality, as well as the difficulty in
both early diagnosis and effective therapy, refractory nature of advanced disease and the
worst prognosis among all types of cancer, has proved to be an extremely challenging
disease, but also the most fearsome today.

The study of the structure, biosynthesis and biology of glycans has opened a new frontier in
molecular biology - Glycobiology, which currently plays a key role in cancer research.
Glycomic aberration is a universal feature of all cancer cells, participating in a wide variety of
mechanisms as a mediator of all stages of tumor progression. However, the vast complexity
associated with glycomic events causes the scarcity of this field of research. Despite many
key mutations, signaling pathways and tumor-microenvironment interactions have not yet
been clarified, their understanding, research and its results have unlocked access to a wide

range of targets of high diagnostic and therapeutic interest.

This monograph describes the biological significance of glycans in pancreatic cancer and
presents the latest scientific evidence regarding the value and relevance of exploring glycomic

events in this deadly disease.

Keywords: Pancreatic Cancer; Glycans; Glycosilation; Glycomic Aberration.
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1 Introducéao

1.1 Cancro — Contextualizacao

Nas ultimas décadas, o cancro tem vindo a ganhar uma dimensao cada vez maior, sendo,
nos dias de hoje, um dos maiores problemas de saude publica, a nivel mundial (1).
Constitui a segunda principal causa de morte no mundo, sendo responséavel por cerca de 10
milhdes de mortes por ano. Globalmente, cerca de 1 em cada 6 mortes é devida ao cancro
(2). Apesar de ser uma doenca de crescimento inevitavel, ndo significa que represente
uma “sentenca de morte”. Na verdade, lidar e viver com esta doenca faz parte do futuro,
sendo que uma das principais chaves para as doencas oncolégicas encontra-se na
personalizagdo da medicina. Ha cerca de 15 ou 20 anos, os tratamentos anti-cancerigenos
nao se adaptavam as caracteristicas de cada tumor. Atualmente, sdo avaliadas nao s6 as
caracteristicas do tumor, mas também as do doente, procurando-se uma “simbiose perfeita”

para o tratamento mais adequado e eficaz (1).

O cancro ou tumor maligno é definido como um conjunto de doencas caracterizadas por
um crescimento anormal e descontrolado das células, que pode surgir em qualquer parte do
corpo humano e que, ao aglomerarem-se, formam uma massa designada de tumor. O tumor
maligno € aquele que tem a capacidade de se metastizar, processo através do qual ha a
disseminacao do mesmo, invadindo outras partes do corpo, através dos sistemas circulatério
ou linfatico, e interferindo com o funcionamento dos tecidos e 6rgaos normais (3). O processo
de desenvolvimento do cancro é chamado de carcinogénese ou oncogénese e tem origem
na unidade basica da vida, a célula.

A carcinogénese envolve uma série de modificagdes no fendtipo celular, baseadas em
mutag¢des nos genes que controlam a proliferacéo e a regulacdo celular, traduzindo-se numa
transformacéo lenta, gradual e cumulativa de células normais em células cancerigenas (4,5).
Hanahan e Weinberg propuseram seis modificacdes fenotipicas a nivel celular como
caracteristicas essenciais do cancro (figura 1). Estas conferem capacidades especificas
as células cancerigenas, que as caracterizam durante o desenvolvimento tumoral e Ihes
permitem escapar aos mecanismos reguladores responsaveis pela manutencdo da

homeostase celular.
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Autossuficiéncia na
sinalizagdo proliferativa

Insensibilidade a fatores
que inibem o crescimento

Resisténcia a apoptose

Indugdo de
angiogénese

Metastizacao

Potencial replicativo
ilimitado

Figura 1- Modificagfes fenotipicas a nivel celular, essenciais na caracterizagcdo do

cancro.
(Adaptado de (6)).

A aquisicdo destas capacidades funcionais e vantajosas pelas células cancerigenas é
possibilitada por dois fatores: a instabilidade genética, que explica a alta incidéncia de
mutagdes nas células cancerigenas, e a resposta inflamatéria associada ao tumor maligno,
em que o microambiente inflamatério acaba por estimular a sobrevivéncia das células
tumorais (efeito paradoxal da resposta inflamatéria) (figura 2). Recentemente, tém-se vindo a
considerar mais duas caracteristicas criticas para o desenvolvimento tumoral, designadas de
emergentes: a reprogramacao celular do metabolismo energético e a “fuga” a destruicao pelo
sistema imunoldgico (figura 2) (6).
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Caracteristicas Emergentes

Fuga ao sistema
imunolégico

Reprogramacao do
metabolismo energético

Instabilidade Genética

Efeito paradoxal da
resposta inflamatoria

Caracteristicas Possibilitadoras

Figura 2- Caracteristicas emergentes e possibilitadoras do desenvolvimento tumoral.
(Adaptado de (6)).

O microambiente tumoral € também uma entidade que nos da uma nova dimensao e
complexidade ao processo de carcinogénese, no qual tanto as células imunes como as néo
imunes do hospedeiro estabelecem um crosstalk dinAmico com as células cancerigenas.
Assim, ndo se traduz apenas num observador silencioso, mas sim num promotor ativo da
progressao do cancro (7).

A glicosilacdo aberrante é frequentemente citada como uma caracteristica essencial do
cancro. No entanto, evidéncias crescentes destacam-na como um conceito mecanistico
intrinseco a todas as caracteristicas reconhecidas como essenciais do cancro,

assumindo um papel causal para a aquisi¢cdo de cada uma delas (8).

Para além do espectro de caracteristicas essenciais do cancro, também o tipo de cancro
assume um papel decisivo quanto a cada uma das etapas da progressdo tumoral e
capacidade de resposta a terapia (9).

Existem mais de 100 tipos de cancro. Geralmente, o tipo de cancro é classificado de acordo
com o 6rgao ou tecido no qual tem origem e com o tipo de células em que sédo formados,
sendo que a maioria se insere numa das seguintes categorias: carcinomas (formados por
células epiteliais) leucemias e linfomas (as células tumorais séo, respetivamente, as células
sanguineas imaturas na medula 6ssea e as células do sistema imunoldgico - linfocitos - no

sistema linfatico), sarcomas (com origem em células mesenquimais a partir do 0sso ou dos
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tecidos moles), mieloma (com origem em células produtoras de imunoglobulinas -
plasmocitos) e melanoma (formado a partir de células da pele, produtoras de melanina -
melandcitos) (4,10).

1.2 Cancro do Pancreas

1.2.1 Péancreas — Anatomia e Func¢des

O pancreas é um 6rgado alongado, com cerca de quinze centimetros de comprimento,
localizado transversalmente na parte superior da cavidade abdominal atras do estémago,
entre o duodeno e o bago. Anatomicamente, 0 pancreas € composto por trés partes:
cabeca, corpo e cauda. A cabecga do pancreas € a por¢cao mais larga e encontra-se no lado
direito do abdomen, em contacto direto com o duodeno, o qual forma um C em torno da
cabeca do pancreas. O corpo corresponde a porgéo central e mais extensa, a qual cruza a
cavidade abdominal, estando situado atras do estdbmago e a frente da coluna vertebral. A
extremidade fina que se encontra no lado esquerdo do abdémen e préxima ao baco, € a
cauda (11,12) (figura 3).

\_—\
\

Figura 3 - Anatomia do pancreas. (Adaptado de (13)).

O péncreas contém internamente um sistema de ductos. Atravessando todo o parénquima

pancreatico, desde a cauda até a cabeca, encontra-se o ducto pancreético principal (de
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Wirsung). Este une-se com o ducto biliar na cabeca do pancreas para formar o ducto
hepatopancreédtico, também designado ampola de Vater, e desemboca na parte
descendente do duodeno. Para além do ducto principal, o pancreas também contém um
ducto acessorio (de Santorini) que comunica com o ducto pancreatico principal (figura 3)
(14).

O pancreas é uma das principais glandulas do corpo humano. Funciona tanto como uma
glandula exdécrina como enddécrina, secretando substancias que fluem ou para o duodeno,
através dos ductos, ou para a corrente sanguinea, respetivamente (figura 3) (11).

A maior parte do pancreas é composta por células exécrinas, que formam as glandulas e
ductos exécrinos. As glandulas exécrinas produzem enzimas digestivas pancreaticas
inativas, que séo libertadas nos sistemas ductais glandulares e pancreaticos. Ao atingirem
o duodeno, séo ativadas por enzimas proteoliticas, tornando-se peptidases, amilases, lipases
e nucleases ativas que atuam para ajudar a digerir os alimentos que entram no intestino
delgado provenientes do estbmago (12,14). Uma solucdo aquosa alcalina, rica em
bicarbonato, também é produzida pelo tecido exécrino, que neutraliza o &cido cloridrico que
entra no intestino delgado proveniente do estdbmago, para que este ndo inative as enzimas
pancredticas no intestino delgado (11).

A menor percentagem do pancreas consiste em células endécrinas, que se agrupam e
formam os ilhéus de Langerhans. Estas glandulas endocrinas secretam hormonas
diretamente para a corrente sanguinea. Entre elas a insulina, glucose e somatostatina,

responsaveis pela regulacdo do metabolismo da glucose, lipidos e proteinas (14).

1.2.2 Tipos de Cancro do Pancreas

O cancro do pancreas abrange um grande numero de neoplasias distintas, com
caracteristicas clinicas e patoldgicas Unicas. Pode ser dividido em dois grandes grupos,
dependendo do tipo de célula em que tem origem, exdcrinas ou enddcrinas.

Mais de 95% dos cancros pancreaticos sdo classificados como exécrinos e o
adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC) é o tipo de neoplasia mais comum,
representando mais de 90% dos diagnésticos de cancro do pancreas (9,15).

PDAC inicia-se nas células epiteliais dos ductos (16) e pode surgir em qualquer parte do
pancreas, mas mais comumente na cabeca (60% a 70%), seguida do corpo (10%) e cauda
(10-15%). A minoria remanescente corresponde a neoplasias difusas (17).

Os localizados na cabe¢a podem motivar o desenvolvimento de sintomas relacionados a

obstrucdo do ducto biliar comum e/ou do ducto pancreatico, pelo que tendem a ser
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diagnosticados em estagios mais precoces, comparativamente aos localizados no corpo e na
cauda, apresentando estes ultimos, geralmente, um pior prognéstico (18).

A maioria dos PDACs originam-se a partir da neoplasia intraepitelial pancreética (PaniIN),
enquanto, apenas uma minoria, tem como precursoras, as lesdes cisticas pancreéticas
(neoplasias mucinosas papilares intraductais (IPMNs) e neoplasias cisticas mucinosas
(MCNSs)) (17). Apesar de menos frequente, é possivel que o adenocarcinoma em vez de
células ductais, se desenvolva, a partir das células que produzem as enzimas pancreaticas,
designando-se de carcinoma de células acinares. Outros tipos, também classificados como
exécrinos e muito menos comuns que o PDAC, incluem os carcinomas adenoescamosos,
carcinomas coléides, carcinomas hepatdides, carcinomas de células em anel de sinete,
carcinomas indiferenciados e carcinomas indiferenciados com células gigantes semelhantes

a osteoclastos (12,19).

Uma minoria dos cancros pancreaticos desenvolve-se a partir das células enddcrinas e
tendem a ser menos agressivos que 0s exocrinos. Sao os tumores neuroenddcrinos
pancreéaticos (PNETSs) e correspondem a 1-2% de todos os cancros pancreaticos (9).
Estes podem ser agrupados em tumores funcionais ou nao funcionais, dependendo se
produzem ou ndo hormonas numa quantidade capaz de provocar um sindrome clinico,
respetivamente. O nome dado a cada PNET funcional varia consoante a hormona que
produzem. O mais comum € o insulinoma, que advém de células cancerigenas pancreaticas
produtoras de insulina (20,21).

Devido ao aumento da producao hormonal destes tumores, despertam sintomas clinicos
especificos, facilitando o diagnéstico da doenca. Em contrapartida, os PNETs néao
funcionais, geralmente, sdo diagnosticados num estagio mais tardio, estando associados a

um pior prognéstico (22).

1.2.3 Epidemiologia

O cancro do pancreas representa um problema importante no universo da oncologia, sendo
a neoplasia mais temivel nos dias de hoje. Ndo sé a sua incidéncia, mas também a sua
mortalidade tem vindo a aumentar, contrariamente ao que se tem verificado com os restantes
tipos de cancro (23).

Para além disso, o nimero de novos casos estimado e publicado pelo Globocan, em 2020,
foi de 495.773 com 466.003 mortes (figura 4), correspondendo a 94% de mortes relativamente
a0s novos casos (24).

O cancro do pancreas ocupa consistentemente a Ultima posi¢do, entre todos os tipos de

cancros, em termos de resultados prognosticos (25).
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Apesar dos avanc¢os na compreensao da biologia do cancro do pancreas, a dete¢éo precoce
e as opcdes de tratamento continuam a ser um desafio.

Nos 15% dos pacientes que possuem tumores ressecaveis, a taxa de sobrevivéncia, no
periodo de 5 anos, é de 30%, permanecendo muito inferior quando comparado a muitos
outros tipos de cancro (26).

Contudo, na grande maioria dos casos, o0 diagndstico s é realizado numa fase mais tardia,
em parte, devido a rara manifestacdo de sintomas até entdo. Nesta fase, muito
frequentemente, o tumor ja se encontra metastizado e apenas 5% sobrevivem mais 5 anos

(9).

Embora seja um dos mais mortais, constituindo a 7.2 causa de morte por cancro no mundo,

nao se encontra entre os tipos mais comuns (figura 4) (24).
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Figura 4 - Casos de cancro de diferentes etiologias e casos de morte estimados em
2020.
(Adaptado de (27)).

Aincidéncia e a mortalidade séo discrepantes entre as varias regiées do mundo (25).
Esta variabilidade geogréfica reflete ndo s6 o envelhecimento e o crescimento da populacao,
mas também as mudancgas na prevaléncia e distribuicdo dos principais fatores de risco para
0 cancro, muitos dos quais estao associados ao desenvolvimento socioeconémico (24).

A taxa média padronizada por idade (ASR) da incidéncia foi mais alta na América do Norte
(8,0), com 8 por 100.000, seguida pela Europa (7,8) e mais baixa em Africa (2,3). Segundo a
ASR da mortalidade a Europa (7,2), com 7,2 por 100.000, apresenta o maior valor e Africa o
menor (2,3) (figura 5) (27).
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ASRs da incidéncia e mortalidade estimadas em 2020, Mundo, ambos os sexos, todas as idades
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Figura 5 - Distribuicdo geogréafica da ASR da incidéncia e ASR da mortalidade para o

cancro do pancreas, em 2020.
(Adaptado de (27)).

A distribuicdo geogréfica para as taxas de incidéncia e mortalidade, nos varios paises do

mundo, posiciona Portugal com uma ASR de incidéncia (6,0) e mortalidade (5,9) das mais

baixas da Europa. A sua ASR de incidéncia é apenas superior a da BieloRuUssia e Albania e

a ASR de mortalidade superior a Irlanda, Islandia e Albania. O Pais com maior ASR de

incidéncia (11,2) e mortalidade (10,2) da Europa é a Hungria (figura 6) (27).
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ASRs da incidéncia estimadas em 2020, Mundo, ambos 0s sexos, todas as idades
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Figura 6 - Distribuicdo geogréafica para as taxas de incidéncia e mortalidade nos varios
paises do mundo. (Adaptado de (27)).

Globalmente, as taxas de incidéncia de cancro de pancreas tendem a ser um pouco mais
altas em homens do que em mulheres (28).

Relativamente a tendéncias futuras, uma vez que as taxas desta doenca sdo bastante
estaveis em relacao as taxas de declinio do cancro da mama, foi projetado que o cancro do

pancreas ird supera-lo como a terceira principal causa de morte por cancro, até 2025
(24).
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Em 2040, em vez de 495.773 casos de incidéncia e 466.003 de mortalidade, estimam-se
843.772 e 801.333, respetivamente (figura 7) (29) .

Mumero estimado de novos casos de 2020 a 2040,Mundo, ambos 0s sexos, todas as idades

2020 2040

teiteeeeee peiteeeeee
peifeee
495 773 843 772

=]
i= 50 000 "—.Udar'c_ai Diemograficas
Numero estimado de mortes de 2020 a 2040, Mundo, ambos os sexos, todas as idades

2020 2040

peeeeeeee preeeeeeee
rreee?
466 003 801 333

[ ]
= 5000 !.‘.' Mudangas Demograficas

Figura 7 - Estudo epidemioldgico comparativo entre 2020 e 2040, para a taxa de

incidéncia e mortalidade.
(Adaptado de (29)).

1.2.4 Métodos de Diagnéstico

As estatisticas analisadas revelam o quéo desafiador € o cancro do pancreas. As décadas de
pesquisa ndo conseguiram melhorar a taxa desanimadora de sobrevivéncia, que permanece
inalterada, e as taxas de incidéncia e mortalidade revelam-se chocantes. Um dos desafios
relaciona-se com a inexisténcia de métodos de diagnostico eficazes para a sua detecao
precoce.

O diagnostico precoce do cancro do pancreas depende do desenvolvimento de metodologias
de triagem com técnicas de imagiologia e biomarcadores altamente sensiveis e

especificos (30).
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Para além das lesdes pré-malignas e o estagio inicial persistirem indetetaveis clinicamente,
devido a indisponibilidade de procedimentos de triagem eficientes, a ndo manifestacéo de
sinais e sintomas, também contribui para a detegéo tardia (80% dos casos) (31).

1.2.4.1 Sinais e Sintomas

Os sinais e sintomas apresentados, caracterizam-se por serem inespecificos e por,
geralmente, serem apenas detetados numa fase avancada de progressao do tumor.

A localizacdo do tumor no pancreas afeta o tipo de sintomas que aparecem e a rapidez com
gue sdo notados (32). Num doente com cancro pancreatico, 0s principais sintomas
manifestados séo a ictericia, dor abdominal ou lombar e perda de peso inesperada.
Alictericia pode resultar da obstrug&o do ducto biliar, e, neste caso, o tumor localiza-se, muito
provavelmente, na cabeca do pancreas. Consequentemente, também provoca a acumulacéo
de bilis na vesicula biliar, podendo esta encontrar-se aumentada. Para além disso, as fezes
podem-se apresentar esbranquicadas pelo néo alcance da bilirrubina ao intestino e os niveis
aumentados da mesma no sangue também podem originar uma urina mais escura que o
habitual.

A dor abdominal ou lombar pode ser provocada pela pressdo exercida pelo tumor nas
estruturas adjacentes, incluindo os nervos. Perante esta situagdo, € comum a localiza¢éo do
tumor ser no corpo ou cauda do péncreas.

A perda de peso inesperada e falta de apetite sdo também sintomas comuns a esta
patologia.

Os problemas digestivos podem aparecer, quando o ducto pancreatico principal é
bloqueado pelo tumor, resultando na falta de enzimas para a digestao e provocando nauseas,
vémitos e inchaco no abdémen.

O cancro do pancreas também deve ser tido ainda em conta, perante uma pancreatite aguda

ou diabetes recém-diagnosticadas (32—34).

1.2.4.2 Imagiologia

Atualmente, a Gnica maneira de diagnosticar o cancro do pancreas assintomatico é usando a
imagiologia de alta qualidade, que tem assumido um papel crucial no diagndstico desta
doenca e contribuido em grande parte para o0 aumento do ndmero de casos
diagnosticados. Uma variedade de técnicas existentes pode ser usada com propdsitos

distintos, nomeadamente, para conhecimento da &rea afetada pela massa tumoral,
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determinacgédo do estagio da doenca, avaliacdo da terapéutica adotada ou para averiguar uma
possivel recessao (35).

A prética atual utiliza, particularmente, a tomografia computadorizada (TC), ressonancia
magnética (RM), tomografia por emissdo de positrées (PET) e ultrassonografia
endoscopica (USE) (36).

A TC, normalmente, é o primeiro método de diagndstico a ser solicitado perante uma suspeita
de cancro pancreatico. Além disso, se essa suspeita se confirmar, esta técnica é relevante
para a orientacdo da selecdo do tratamento. Permite, ainda, a visualizacao da vascularizagéo
préxima do tumor, uma condicionante na avaliacdo da possibilidade de remocao cirdrgica do
mesmo. Também através da TC, pode ser examinada a possibilidade de disseminacéao do
tumor (35,37).

A partir da RM consegue-se obter uma imagem pormenorizada dos sistemas de ductos
pancreatico e biliar. Existem vérias situacdes especificas em que a RM parece ter vantagem
sobre a TC, uma delas é a capacidade de diferenciar o tumor pancreatico da massa com
origem em pancreatite. Esta técnica é frequentemente usada como exame de segunda linha,
guando ha alta suspeita clinica de tumor pancreatico, apesar de nao ter sido visivel na TC
(36,37).

A USE permite a identificacdo de pequenas anormalidades (<2 centimetros) no pancreas,
gue na TC e na RM néo sdo captadas. Contudo, exige uma grande técnica do operador. Por
ser uma endoscopia associada a uma ecografia, que visa obter imagens dos 6érgaos internos,
a USE tem o beneficio de permitir a colheita de amostra para bidpsia, com auxilio de uma
agulha, que é inserida através do proprio endoscépio (36,38,39).

Na PET, glicose marcada radioativamente (ex. 18F-fluorodesoxiglicose) € injetada no doente
e, posteriormente, ird concentrar-se nas zonas de intensa metabolizagcdo de glicose
(tumores). Assim, o PET, comparativamente a TC, exibe melhores resultados e com maior
sensibilidade para monitorizar a resposta ao tratamento adotado e detetar episédios de
recorréncia. Por exemplo, no caso de um doente ter sido tratado e a TC revelar que
permanece uma leséo no local onde se encontrava o tumor, a PET tem capacidade para
determinar se essa leséo corresponde ao tecido cicatrizado ou a um possivel novo tumor em
desenvolvimento. No primeiro caso, o resultado do PET seria negativo, enquanto no caso do

tumor ativo, seria positivo (37,40).

1.2.4.3 Bibpsia

O histérico médico, o exame clinico e os resultados dos exames de imagem podem sugerir

fortemente o diagnostico de cancro pancreatico, no entanto, é necessaria a realizagéo de
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uma bidpsia para a sua confirmagéo definitiva. A remo¢do de uma pequena amostra de
tecido a ser examinada pode ser realizada por diferentes métodos. A biépsia com puncéo
aspirativa por agulha fina € um procedimento no qual o operador introduz uma agulha fina,
quer através da pele, utilizando a TC como guia, ou diretamente no pancreas através de um
endoscopio, utilizando a USE.

Apesar de menos frequente, para além de percutdnea ou endoscopica, a bidpsia pode ainda

ser cirurgica, sendo a laporoscopia o procedimento mais comum (33).

1.2.4.4 Biomarcadores

A triagem eficiente de biomarcadores em fluidos bioldégicos € o método de diagndstico
precoce mais promissor, devido ao seu baixo custo, conveniéncia, rapidez e invasividade
minima (41).

Das inumeras proteinas que podem ser diferencialmente expressas em cancros humanos,
apenas nove foram aprovadas pela FDA, como antigénios associados a tumores. Todos
esses biomarcadores tumorais sédo proteinas glicosiladas. Apesar da sua utilidade clinica,
apresentam limitag6es em termos de sensibilidade e especificidade. Este facto reflete-se
sobre o Unico marcador sérico aprovado, até entdo, para o diagndstico de cancro pancreatico,
0 antigénio carbohidrato 19-9 (CA 19-9), também denominado Sialil Lewis a (SLe?). Assim,
nao é adequado para ser utilizado como teste de triagem (36,41).

De facto, o CA 19-9 ndo € expresso por 5-10% da populacdo, devido a uma deficiéncia
genética na atividade de uma fucosiltransferase (42). Assim, pode conduzir a falsos-negativos
em doentes com fendtipo de tipo sanguineo Lewis negativo (43) ou a falsos-positivos, uma
vez que os seus valores podem estar aumentados noutras situacdes benignas e noutros tipos
de cancro (36,44).

Tendo isso em conta, a sua utilidade clinica reflete-se como marcador para monitorizar tanto
a resposta ao tratamento, como a recorréncia apds a recessao cirargica, e ainda como
marcador de progndstico (45,46). Deste modo, a descoberta de novos biomarcadores para
diagnosticar o cancro do pancreas, principalmente em estagios iniciais, € urgentemente

necessaria.
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2 Glicoma Celular e Glicosilacéao

2.1 Glicoma

O glicoma traduz-se no conjunto de todos os glicanos que podem ser sintetizados por um
organismo (47), podendo variar de monossacaridos a polissacéridos, livres ou presentes em

ligacdes a estruturas de aglicona, como proteinas ou lipidos (48).

Os glicanos sao construidos, principalmente, a partir de dez monossacaridos: glicose (Glc),
galactose (Gal), N-acetilgalactosamina (GalNAc), N-acetilglicosamina (GIcNAc), fucose (Fuc),
acido sialico (Neu5Ac), manose (Man), xilose (Xil), acido glucurénico (GlcA) e &cido idurénico
(IdoA) (49). Estdo amplamente distribuidos pela natureza (50) e sdo componentes chave dos
sistemas biologicos, apresentando fungfes estruturais e funcionais, essenciais a todas as

células dos organismos vivos (51).

Cada organismo (humanos, animais, plantas, bactérias, virus) contém uma extensa
diversidade de glicanos (52) e o glicoma de cada célula reflete 0o seu padrao Unico de
expressao genética (50), tendo uma identidade prépria, no que concerne aos glicanos que
séo sintetizados. De facto, as estruturas de glicanos ndo sdo codificadas diretamente no
genoma. Sao produtos genéticos secundarios, sendo a sua hiossintese dependente da
expressao de multiplos genes, genes estes que codificam a “maquinaria de glicosilagdo

celular”, onde se incluem as enzimas de glicosilagéao (53).

2.2 Glicosilagéo

A glicosilacdo é uma reagdo que permite a transferéncia de unidades glicosidicas para outras
moléculas orgéanicas (54), onde estéo envolvidas enzimas, como as glicosiltransferases (GTs)
e as glicosidases. As GTs séo as enzimas chave na biossintese dos glicanos, catalisam a
formac@o das ligagbes glicosidicas. S&o especificas do dador de glicosil, mas podem
reconhecer diferentes aceitadores, sendo classificadas de acordo com o sacarido que
transferem (55). J& as glicosidases atuam ao nivel da degradacao das estruturas de glicanos
(49).

A glicosilagéo é um processo dinamico e da-se, essencialmente, no Reticulo Endoplasmatico
(RE) e no complexo de Golgi (CG), com multiplos mecanismos que alteram a expressao,
estrutura e atividade das glicosiltransferases e glicosidases, bem como a sua acessibilidade
aos substratos (56) (figura 8), embora também possa ocorrer no citoplasma, na membrana

celular e na matriz extracelular (55).
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Assim, é produzido um repertorio abundante, diversificado e altamente regulado de glicanos

celulares (56).
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Figura 8 - Representacao de multiplos mecanismos que alteram a expresséo, estrutura
e atividade de glicosiltransferases ou glicosidases celulares, podendo assim regular a
formacdo de glicanos: (1) Controlo da transcri¢do do gene da glicosiltransferase e glicosidase, (2)
Sintese e transporte de nucleétidos doadores de aglcar para o RE e Golgi, (3) Modulagéo da estrutura
enzimatica através da fosforilacdo, (4) Competicdo entre enzimas por substratos, (5) Trafego
intracelular de enzimas, (6) Protedlise dentro do limen do Golgi e (7) Renovacdo do glicano na
superficie celular.

(Adaptado de (56)).

A grande diversidade de glicanos advém de diferengas na composicao dos monossacaridos,
nas substituicdes, na presenga ou auséncia de estruturas ramificadas, e nas diferentes
ligagBes glicosidicas, incluindo as ligagBes a parte aglicona (néo glicosil) (48,57), das quais
surgem os glicoconjugados - glicoproteinas, glicolipidos e proteoglicanos (figura 9) (49).
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Figura 9- Glicoma celular.
(Adaptado de (49)).

2.2.1 Glicoconjugados

As glicoproteinas consistem numa proteina que transporta um ou mais glicanos ligados
covalentemente a um esqueleto polipeptidico. Essa ligacdo, geralmente, ocorre por meio de
ligacBes de nitrogénio ou oxigénio, razdo pela qual sdo denominadas N-glicanos ou O-

glicanos, respetivamente.

Algumas glicoproteinas podem ser encontradas na membrana exterior da membrana
plasmética ligadas a um fosfatidilinositol, as chamadas proteinas ancoradas em
glicosilfosfatidilinositol (GPI) (57).

Os glicolipidos sao glicanos ligados a lipidos e a sua principal subclasse sdo os
glicoesfingolipidos. Nestes, a parte lipidica equivale a uma ceramida (esfingosina ligada a um
acido gordo). As classificacfes estruturais e funcionais dos glicoesfingolipidos tém sido
baseadas na sua parte glicana. Normalmente, os primeiros monossacaridos ligados a
ceramida sdo a Gal (galactosilceramida) ou a Glc (glicosilceramida). Nos glicoesfingolipidos
de vertebrados, a Glc é tipicamente substituida por uma Gal, originando uma lactosilceramida

(D-galactosil-1,4-BDglicosilceramida). Os glicoesfingolipidos sédo os principais componentes

28



da membrana exterior da membrana plasmatica da célula e sdo constituidos por uma série
variavel de estruturas, que podem ser posteriormente, modificadas com &cidos sialicos
terminais (49,57).

Os proteoglicanos séo glicoconjugados que séo caracterizados pela presenca de uma ou
mais cadeias de glicosaminoglicanos (GAGs) ligadas covalentemente a uma proteina,
através de uma regido central tipica, GlcA-Gal-Gal-Xil, cujo residuo de Xil se liga a um
residuo de serina (Ser) (50). Os GAGs sédo longas cadeias de copolimeros lineares de
unidades dissacaridas repetidas. Cada GAG contém um amino aclUcar — glicosamina, N-
acetilada (GIcNAc) ou N-sulfatada (GIcNS), ou GalNAc — alternado com um &cido urénico —
GIcA ou IdoA — ou uma Gal (49). Sao definidos pelo tipo de unidade dissacérida, tipo de
ligagdo, numero e localizagdo dos grupos sulfato, existindo cinco grupos de GAGs: &cido
hialurénico, sulfato de condroitina, sulfato de dermatina, sulfato de heparina e sulfato de
gueratina (58). A figura 10 mostra 0s segmentos esquematicos de cada um. O &cido
hialurénico é o Unico GAG que ndo possui grupos sulfato e que, excepcionalmente, é

encontrado livre na matriz extracelular (MEC) (49).
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Figura 10 — Segmentos esquematicos glicosaminoglicano (GAGs), provenientes dos
proteoglicanos: acido hialurénico, sulfato de condroitina, sulfato de dermatina, sulfato

de heparina e sulfato de queratina.
(Adaptado de (49)).

A maioria dos proteoglicanos também contém N- e O-glicanos, tal como as glicoproteinas,
mas diferenciam-se destas pelas suas cadeias de GAGs, que contribuem para uma proporgao

muito mais substancial da massa molecular do proteoglicano. Enquanto, os N-glicanos,
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normalmente, incluem 5-12 monossacaridos, um GAG pode facilmente conter mais de 80
(50). Os proteoglicanos e os GAGs estéo presentes na superficie celular, no interior da célula

e na matriz extracelular (MEC) (49).

2.2.2 Principais Tipos de Glicosilagdo em Humanos

A glicosilagdo é uma das principais modificacdes pés-traducional que as proteinas podem
sofrer e das mais elaboradas e complexas, que lhes proporciona forma e funcéo (49).

Existem vérios tipos de glicosilacdo, sendo que nas proteinas os fundamentais sdo a N- e a
O-glicosilacéo. Estes dois processos diferem, essencialmente, no local de ligagéo a proteina,
isto €, no aminod&cido ao qual ira ficar ancorado o glicano, e no processamento das estruturas
ramificadas. Na N-glicosilacdo, sdo produzidos glicanos ligados ao grupo amida do residuo
Asparagina (Asn) nas cadeias laterais das proteinas, enquanto que na O-glicosilagédo, os
glicanos sao ligados ao grupo hidroxilo dos residuos de treonina (Thr) ou Ser. Geralmente, e
ao contrario dos O-glicanos, os N-glicanos sdo estruturas maiores e processadas (figura 11)
(55).

@ Gic
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Chave | [ GalNAc
@ Man
A Fuc
@ NeusAc

Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thr Ser/Thi

Ricos em manose Hibrido Complexo Core1 Core2 Core3 Cored
L J L J

N-Glicanos O-Glicanos

Figura 11 - Principais estruturas de N-glicanos e O-glicanos: Exibicdo de diferentes tipos de
ligagbes ao nivel dos N-glicanos (ligados a Asn) e O-glicanos (ligados a Ser/Thr). Os N-glicanos séo
estruturas maiores e mais processadas. As setas séo indicativas de extenséo. As liga¢gbes entre os
monossacaridos estdo assinaladas com a configuragcdo anomérica do monossacarido (a ou ) € o
ndmero do carbono do monossacéarido que contém o grupo hidroxilo ao qual esta ligado. Nos O-
glicanos, as estruturas centrais mais comuns (core 1, 2, 3 e 4) estao delineadas por caixas pontilhadas.
(Adaptado de (59)).
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A glicosilagdo de proteinas ocorre, principalmente, na via secretora da célula - RE e CG.
Alguns tipos de glicosilagdo de proteinas tém lugar em ambos os organelos, outros em
apenas um (60). Independentemente de serem tipos de glicosilacdo diferentes, podem

coexistir na mesma célula e na mesma proteina (61).

2.2.2.1 N-glicosilacdo

No que se refere a N-glicosilagdo, a biossintese dos N-glicanos ocorre em dois
compartimentos celulares distintos: inicia-se no RE (figura 12 a) e termina no CG (figura 12
b, ced).

O inicio do processo caracteriza-se pela formacao de um oligossacarido composto por 14
residuos, associado a um grupo fosfato de dolicol, dando origem a um transportador
glicolipidico (figura 12 a-1) na membrana do RE, no lado citoplasmético. Aqui, séo
adicionados ao transportador, dois residuos de N-acetilglicosamina (GIcNAc) e cinco de
Manose (Man). De seguida, o glicano ligado ao lipido é translocado através da membrana
para o limen, local onde ocorre a fase seguinte. Esta, corresponde a adi¢cdo sequencial de
quatro Man e trés Glc, estando finalizada a sintese do oligossacéarido Glc3Man9GIcNAc2 (62).

O oligossacarido recém-sintetizado é transferido para o aminoacido Asn do polipéptido
nascente, pela enzima oligossacariltransferase (OST). Este passo traduz-se na ligacdo
covalente de GIcNAc, presente no oligossacarido, ao nitrogénio dos grupos amida das
cadeias laterais presentes no aminoacido Asn. (figura 12 a-2) Além de que, requer uma
sequéncia receptora de N-glicosilagdo especifica - Asn-X-Ser/Thr, ou, em raras instancias,
Asn-X-Cisteina, onde X pode ser qualguer aminoacido, exceto Prolina (Pro) (61,62). Ainda
neste local, os residuos de Glc sdo removidos por agédo de duas a-glicosidases (a-Glc I-l)
(figura 12 a-3) e um residuo de Man inicial € removido pela a-manosidase (ER a-Man) (figura
12 a-4).

Apos o processo de verificagdo de controlo de qualidade, a glicoproteina € levada para o CG.
O seu percurso da-se na direcdo cis - médio - trans Golgi, onde vai sofrendo modificages
por diversas enzimas, nomeadamente a-manosidase | e Il (a-Man I-11), GIcNAc-transferase |-
IV (GnT-I-1V), B1,4 galactosiltransferases (Gal-T), a2,3 sialiltransferase (02,3, Sialyl-T) e a2,6
sialiltransferase (02,6 Sialyl-T) (figura 12 b, c, e d) (50).

Durante o processo de maturacéo no CG, mediado por estas GTs e glicosidases, sdo gerados
trés tipos de N-glicanos: os ricos em Man (cis Golgi) (figura 12 b-1), os hibridos e os
complexos (trans Golgi) (figura 12 d-1 e d-2). Os do primeiro tipo, também designados

oligomanoses, caracterizam-se pela adicdo entre cinco e nove residuos de Man, sendo que
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as suas ramificagcdes terminais sdo compostas apenas por este monossacarido. Os hibridos
apresentam caracteristicas estruturais, tanto do tipo ricos em Man, quanto do tipo complexo.
Os complexos séo gerados a partir da acao de a-Man, nos quais a adicdo de GIcNAc permite
o alongamento das cadeias, que podem ser decoradas pela acdo de transferases com Gal,
GIcNAc, Fuc e Neu5Ac.

Apesar dos N-glicanos exibirem uma ampla variedade de estruturas, que s&o cruciais para
desempenhar os mais diversos papéis funcionais nas células (63), todos eles contém uma

regido central pentassacaridica comum, trés residuos de Man e dois de GIcNAc (64).
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Figura 12 - Biossintese de N-glicano navia secretora. Sintese de N-glicano iniciada no reticulo
endoplasmatico (ER) (a), pela transferéncia do oligossacarideo Glc3Man9GIcNAc2 do precursor

glicolipido (a-1) para o amino&cido Asn pela OST (a-2). Os residuos de glicose sdo removidos
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sequencialmente por duas a-Glc I-1l (a-3) e um residuo de Man inicial € removido pela ER a-Man (a-
4). Apo6s verificacéo de controlo de qualidade, a glicoproteina vai para o CG (b, c e d), onde ocorrem
modificacdes no glicano, com um deslocamento de cis -médio - trans Golgi, criando-se uma infinidade
de N-glicoformas, existindo trés principais tipos: os ricos em manose (b-1), os hibridos e os complexos
(d-1 e d-2). (Adaptado de (50)).

2.2.2.2 O-glicosilagéo

O processo de O-glicosilacdo corresponde a adi¢cdo de glicanos, numa série de reagdes
divididas por etapas, que se iniciam com a ligagédo covalente de um monossacarido ao atomo

de oxigénio presente no grupo hidroxilo, mais comumente, dos aminoacidos Thr ou Ser (62).

Neste processo, a associacdo dos glicanos as proteinas acontece de uma forma muito mais
ambigua (65). Comparativamente com a N-glicosilacdo, ndo existem sequéncias alvo
especificas como Asn-X-Ser/Thr, ou seja, o local para a O-glicosilacdo € simplesmente o
aminoacido com o grupo hidroxilo funcional (50,65). Além de que, ndo carece de uma
estrutura glicana inicial tipica. Em vez disso, a O-glicosilacdo pode ocorrer através da ligagédo

monossacaridica inicial de Man, Gal, Glc, Fuc, Xil, GIcNAc ou GalNAc (65).

Os O-glicanos podem ser classificados, precisamente, com base neste monossacarido inicial
ligado a proteina e nas estruturas de acucar adicionais, acrescentadas ao glicano inicial. Por
exemplo, a O-glicosilagcdo do tipo mucina denota que o glicano inicial € a GalNAc. Por sua
vez, os glicanos do tipo mucina podem, ainda, ser subclassificados com base nos glicanos

ligados ao GalNAc inicial (50).

As duas principais vias de O-glicosilagdo, em humanos, sdo constituidas pelo monossacarido

inicial de ligacdo GalNAc ou GIcNAc, sendo o primeiro caso, o mais comum (50,65).
2.2.2.2.1 O-glicosilacdo do Tipo Mucina (O-GalNAcilagéo)
Em células saudaveis, a via de biossintese de O-GalNAc é restrita ao CG (66).

A O-glicosilagéo do tipo GalNAc é, muitas vezes, denominada O-glicosilagéo do tipo mucina,
devido a sua abundante ocorréncia em mucinas (60). De fato, as mucinas (MUCs) séo
glicoproteinas de grande massa molecular, da qual 50-80% corresponde a sua parte glicana,
constituida por centenas de glicanos O-GalNAc (49). Este facto justifica-se por possuirem

bastantes dominios repetitivos, ricos em Ser e Thr, que séo alvos da O-glicosilagao (60).

A O-glicosilacdo do tipo mucina € iniciada por uma enzima da familia de polipéptidos N-

acetilgalactosaminiltransferases (ppGalNAcTs) residentes no Golgi, responsaveis por
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modificar os residuos Ser e Thr de proteinas recém-sintetizadas, pela adigdo de um residuo
de GalNAc (67). A adicdo subsequente de outros residuos a GalNAc, que ocorre a medida
gue a proteina se movimenta através dos compartimentos cis-, medial- e trans-Golgi,
determinard o tipo de estrutura central (66). Contrariamente aos N-glicanos, ndo ocorre
processamento. Em vez disso, as cadeias do O-glicano sdo modificadas por GTs distintas,

gue podem expandir a estrutura ja existente (50) (figura 13).

Embora tenham sido identificados oito tipos de estruturas centrais de glicanos O-GalNAc, as
estruturas dos cores 1 a 4 sao os tipos mais comuns (figura 13). As restantes séo altamente
restritas e, portanto, muito menos abundantes, entre as quais a estrutura do core 7 nem foi

encontrada em humanos (68).

Ora, a estrutura mais simples GalNAc-O-Ser/Thr (antigénio Tn) pode ser modificada por uma
Gal-transferase (C1GalT1), que catalisa a adicdo de um residuo de Gal, levando a biossintese
do core 1 (antigénio T). Esta atividade enzimética é dependente da agcdo da COSMC
(chaperona molecular especifica do core 1 B3GalT). Outra estrutura core comum € a que
contém uma ramificacéo de GIcNAc, ligada ao core tipo 1, designada core tipo 2. Esta etapa
enzimética é realizada pela familia de enzimas C2GnT. Alternativamente ao residuo de Gal
e dependendo do tecido e do contexto celular, também um residuo GIcNAc pode ser
adicionado cataliticamente ao antigénio Tn, desta vez por um GIcNAc-T da familia C3GnT,
formando a estrutura do core 3. Por sua vez, esta pode ser ainda decorada com um segundo

residuo GIcNAc, pela enzima C4GnT, constituindo a estrutura do core 4.

Estas estruturas centrais sdo, geralmente, estendidas e terminadas com &cido sialico e
residuos de Fuc (60).
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(Adaptado de (60)).

2.2.2.2.2 O-glicosilagédo do Tipo O-GIcNAc (O-GlcNAcilagéo)

O-GIcNAcilagéo é diferente de outras formas comuns de glicosilacdo de proteinas em varios

aspectos (49).

Primeiro, a ligacdo de GIcNAc a Ser ou Thr ocorre, principalmente, em glicoproteinas
intracelulares, presentes nos compartimentos nuclear, mitocondrial e citoplasmatico (figura
9). Segundo, ao contrério do que acontece na O-glicosilacdo do tipo mucina, a adi¢cdo de
GIcNAc, normalmente, ndo ocorre no CG (50) e ndo é alongada ou modificada para formar
estruturas mais complexas. E, por fim, contrastando com a natureza relativamente estética
dos N- e O-glicanos maduros nas glicoproteinas, GIcNAc € adicionada e removida vérias

vezes no ciclo de vida de uma proteina (49).

Este processo altamente dindmico, que parece ser exclusivo deste tipo de glicosilagéo, é
regulado por O-GIcNAc transferases (OGTs) e O-GlcNAcases (OGAS), cujo substrato doador

7

€ UDP-N-acetilglicosamina (UDP-GIcNAc). Embora existam diferentes formas dessas
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enzimas, dependendo do compartimento celular, todas elas realizam o mesmo ciclo rapido e

reversivel de adi¢cdo e remocao de GIcNAc de substratos proteicos (50).

Esta O-glicosilagé&o intracelular parece ser significativamente impulsionada pela concentracéo
disponivel de UDP-GIcNAc, produzido pela via biossintética da hexosamina (HBP) (69).

3 Aberracao Glicbmica no Cancro

A aberracdo glicémica traduz-se na alteracéo dos padrbes de glicosilacdo (54).

A glicosilacdo tem a capacidade de controlar processos fisiolégicos, mediar varias interagdes
gue ocorrem na célula, exercer papel, quer nas interacdes célula-célula e célula-matriz, quer
na sinalizagcdo celular e na imunidade. Este facto faz com que alteracbes nos padrdes de
glicosilacdo comprometam o correto funcionamento destas funcdes a nivel celular e,
consequentemente, estejam associados a inUmeras patologias, entre as quais se inclui o

cancro (62).

Padrdes aberrantes de glicosilagéo associados ao cancro foram descritos, pela primeira vez,
na décadade 1970 (70). Desde entao, evidéncias crescentes levam a querer que os glicanos
assumem um papel crucial durante todas as etapas da progressao tumoral, uma vez que
estdo capacitados para regular a proliferacdo tumoral, invasdo, angiogénese e metastase -
pontos criticos da patologia. Posto isto, a glicosilagédo aberrante tem sido proposta como uma

caracteristica universal de todos os cancros (64).

As células tumorais exibem uma ampla gama de alteragfes de glicosilagdo em comparagéo
com os seus homoélogos de células saudaveis. Mecanisticamente, as alteragdes nos padrbes
de glicosilagdo seguem um de dois processos, chamados de processo de sintese incompleta

e 0 processo de neo-sintese.

O processo de sintese incompleta é mais comum nos estadios mais precoces do cancro e
caracteriza-se como consequéncia do impedimento da normal sintese de glicanos em células
saudaveis, levando a biossintese de estruturas truncadas, como € o caso da expressédo do
antigénio STn. O processo de neo-sintese é encontrado nos estadios mais avancados e
esta relacionado com a inducgéao de certos genes, por acdo do tumor, envolvidos na expressao
de epitopos glicosidicos, como é o exemplo da expressao de certos antigénios como o Sialyl
Lewis a (SLe?) e Sialyl Lewis x (SLe*) (57).
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A expressao alterada de glicanos pode ser atribuida a uma variedade de fatores. Estes podem
incluir a disponibilidade das moléculas precursoras da reacao de glicosilacao, alteracdes na
conformacéo terciaria do esqueleto peptidico e na cadeia de glicano nascente e ainda a sub
ou sobrexpresséo das GTs e alteracdo da sua localizagdo na via secretora (63).

As alteracdes mais comuns do glicoma associadas ao cancro séo a sialilacdo, fucosilacao,

O-glicanos truncados e ramificacbes de N- e O-glicanos (57).

O processo de sialilacdo corresponde a adicdo terminal de acidos sidlicos (o acido N-
acetilneuraminico - Neu5Ac - é o0 mais comum em humanos) por enzimas especificas
designadas sialiltransferases, que se localizam no CG (62). Estas enzimas distinguem-se com
base na estrutura aceitadora na qual atuam e no tipo de ligacdo que formam, havendo 3 subtipos
- ST3, ST6 e ST8- , tendo em conta se a ligacdo glicosidica entre C2 do acido sialico € com a
hidroxilo C3, C6 ou C8 do glicano, respetivamente. Assim, os acidos sialicos podem ser
adicionados por uma ligacao a-2,3 a galactose (ST3Gal), por uma ligacdo a-2,6 a Gal (ST6Gal)
ou GalNAc (ST6GalNAc) e por uma ligacdo a-2,8 (ST8SIA) a outras unidades de acido sidlico,
formando estruturas denominadas de &cido polissialico (71,72).

A expressao aberrante destas sialiltransferases é observada no cancro, sendo uma
caracteristica comum das células cancerigenas o aumento de 40-60% da sialilacdo da
superficie celular - apresenta uma densa camada de sialoglicanos, como STn, ST, antigénios

de Sialil Lewis, &cidos polissialicos e gangliosidios (figura 14) (71,72)
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Figura 14- Representacdo esquematica da superficie de uma célula cancerigena com
niveis aumentados de glicanos sialilados. Sialil Lewis A (SLe?), Sialil-Lewis X (SLe), sialil-Tn
(STn), Sialil-T (ST), acido polissialico e gangliosideos, como GM3 e GD2.

(Adaptado de (71)).

37


https://en.wikipedia.org/wiki/Galactose
https://en.wikipedia.org/wiki/Polysialic_acid

As sialidases, por sua vez, sdo as enzimas responsaveis pela clivagem dos acidos siélicos,
havendo 4 tipos (Neu-1, Neu-2, Neu-3 e Neu-4) cada uma com diferente localizacdo celular,
especificidade de substrato e impacto/mecanismo na malignidade cancerigena distinta (71) .
Os acidos sidlicos sdo monossacaridos de 9 carbonos, carregados negativamente, e sdo
frequentemente encontrados nas posi¢oes terminais de glicanos, estando na vanguarda de
varios processos biolégicos cruciais, como fornecer estabilidade a membrana e modular
interacBes entre moléculas/ células/ microambiente. Tal como acontece com o glicoma, cada

tipo de célula de cada organismo expressa o0 seu préprio sialoma (49).

No que diz respeito a fucosilagéo, é catalisada por inUmeras fucosiltransferases (Fuc-Ts), que
sdo as enzimas responsaveis pela sintese de glicanos fucosilados, transferindo a fucose do
dador GDP-fucose para diferentes recetores. Existem diferentes Fuc-Ts e os genes do
genoma humano que as codificam sao divididos em a1,2-FUT (FUT1 e FUT2), a1,3-FUT
(FUT3 a FUT7 e FUT9 a FUT11), a1,3/4-FUT (FUT 3 e FUT5), a1,6-FUT (FUT-8) Pofutl e
Pofut2. E uma modificacdo ndo extensivel e pode ser classificada em fucosilacéo central e
terminal. A fucosilacdo terminal origina antigénios especificos como os de Lewis, enquanto a
central consiste na adigéo a1,6-fucose para o residuo GIcNAc mais interno de N-glicanos, por
acdo da Fuc-TVIII (codificada por FUT8). A expressao aberrante destas enzimas também se
verifica no cancro, estando o processo de fucosilacdo aumentado (73).

O estudo de padrdes de glicosilacdo aberrante é fundamental, ja que estdo associados a uma
maior malignidade, um mau progndstico e, por conseguinte, a uma menor sobrevivéncia ao

cancro (55).

Para além disso, dado o diagndstico geralmente tardio do cancro do pancreas, biomarcadores
circulantes altamente especificos para detegéo e rastreamento de cancro sdo urgentemente
necessarios e seriam uma grande inovacao para permitir a dete¢do precoce e o tratamento
de mais doentes. Ora, as alteracdes da glicosilacdo de proteinas que sdo expressas na
superficie celular, ou secretadas por células cancerigenas, sdo fontes promissoras de
potenciais biomarcadores e contribuem para um conjunto de alvos especificos para

intervencao terapéutica (64).

De seguida, serdo abordadas as diferentes glicosilagdes aberrantes envolvidas no cancro do
pancreas e, posteriormente, sera clarificado o seu papel na manifestacdo e progresséao da
doenca, referenciando o enorme potencial de explorar glicanos para melhorar o diagnéstico

e o tratamento.
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4 Alteracdes a Glicosilagdo Descritas no Cancro do Pancreas

No pancreas normal, as proteinas glicosiladas tém func¢des importantes, incluindo protecao,

lubrificacdo e hidratacdo dos ductos pancreaticos.

O aumento de antigénios Sialil Lewis (SLe? e SLe*), O-glicanos truncados (Tn e sTn), N-
glicanos ramificados e fucosilados, O-GIcNAcilagdo, a regulacéo positiva de proteoglicanos e
a sobrexpressdo das respetivas enzimas envolvidas, constituem as alteracbes mais

prevalentes no glicoma, descritas no cancro do pancreas (64).

4.1 Antigénios Sialyl Lewis (SLe? e SLe¥)

Os antigénios de Lewis sdo uma série de epitopos de hidratos de carbono com fucosilagao
terminal. De acordo com as diferentes ligacbes glicosidicas, séo classificados como tipo 1 -
antigénio H1, Lewis a (Le?), Lewis b (LeP) e Sialyl Lewis a (SLe?) - e tipo 2 - antigénio H2,

Lewis x (Le¥), Lewis y (LeY) e Sialyl Lewis x (SLeX) (74).
Daqui em diante, devido ao conteudo a analisar, destacamos os antigénios SLe? e SLe*.

Residuos terminais de GIcNAc em N-glicanos, O-glicanos e glicolipidos, com algumas
estruturas exemplo representadas na figura 15, sofrem geralmente galactosilagéo (49).
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Figura 15 - Estruturas exemplificativas de glicanos com residuos terminais de GIcNAc.

Aumento das ramificacdes (setas) por galactosilacéo.
(Adaptado de (49)).

Considerando a figura 16, o GIcNAc terminal pode ser modificado por 1-3GalT, para gerar
uma unidade Tipo-1 (GalB1-3GIcNAc), ou por 31-4GalT, formando a unidade Tipo-2 (GalB1-
4GIcNAc), também designada de N-acetil-lactosamina (LacNAc) (49).
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Figura 16 - ModificagOes do terminal GIcNAc com formagé&o das cadeias tipos 1 e 2.
(Adaptado de (49)).

Ora, as unidades do tipo 1 e tipo 2 podem ser ainda modificadas por reacdes de glicosilacao
subsequentes (figura 17) (49). A modificacdo dos esqueletos das cadeias tipo 1 e tipo 2 por

al,3/4-Fuc-Ts conduz a biossintese dos epitopos mono-fucosilados Le? e Le*,

respetivamente.

Particularmente em contextos inflamatérios e de infecao, o residuo Gal terminal das cadeias
tipo 1 e tipo 2 é, comumente, modificado com um residuo de acido sidlico ligado a a2,3. Essa
etapa enzimatica é mediada pelas a2,3-sialiltransferases ST3Gal3, ST3Gal4 e ST3Gal6.
Enquanto ST3Gal3 atua preferencialmente nas cadeias do tipo 1, o ST3Gal4 e ST3Gal6

atuam preferencialmente nas sequéncias do tipo 2.

A sialilagéo pode ser seguida por fucosilagdo do GlcNAc em ligagdo al,4- ou al,3-, originando

0s antigénios SLea ou SLex, respetivamente (figura 17).

A atividade enzimatica da Fuc-T, que define a biossintese dos antigénios de Lewis, é também
dependente da cadeia aceptora: FUT3 e FUT5 atuam em cadeias de tipo 1, contribuindo para
a biossintese de SLe?, enquanto a modificagdo de cadeias de tipo 2 é mediada por FUT3,
FUT4, FUT7 e FUT9 (60).

No pancreas saudavel, o SLe? (CA19-9) é encontrado nas superficies epiteliais dos

ductos, enquanto no cancro do pancreas pode ser fortemente secretado no limen dos

ductos proliferativos e passar para a corrente sanguinea (64).
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Tal como o SLe?, SLe* é expresso em mais de 80% dos cancros pancreaticos, mas,

diferentemente do seu isomero, néo foi detetado no pancreas saudavel (75,76).
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Figura 17 - Sintese dos Antigénios de Lewis derivados das cadeias de tipo 1: Lewis a
(Le?), Lewis b (Le) e Sialyl Lewis a (SLe?), e tipo 2, Lewis x (LeX), Lewis y (LeY) e Sialyl Lewis x (SLe¥).
(Adaptado de (60)).

4.2 O-glicanos Truncados

Em células normais, no processo de O-glicosilacdo, a adicao sequencial de diversos
monossacaridos por GTs produz O-glicanos alongados e ramificados, como ja referido,
anteriormente. Em oposigdo, em células tumorais, ocorre aumento de sialilagdo do antigénio

Y

Tn, que bloqueia a normal extensdo da cadeia de O-glicanos, levando a expressédo de

glicanos imaturos como o Sialil-Tn (STn), por acdo da ST6GalNAcl. Uma vez que esta
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estrutura ndo pode ser mais alongada, é bloqueada a sintese de outras estruturas
glicosidicas. Desta forma, 0 STn ndo é considerado um precursor biossintético normal (62).
Para além do antigénio Tn, também o antigénio T sofre aumento de sialila¢cdo, formando, os
antigénios sialil-T (ST) e di-sialil-T (Di-ST), etapas estas catalizadas por ST3Gall e
ST6GalNAc, respetivamente (figura 13) (60).

Os O-glicanos imaturos e truncados séo caracteristicos de praticamente todas as células
epiteliais cancerigenas. O pancreas normal ndo expressa Th ou STn, mas 0s niveis dos

mesmos encontram-se elevados no cancro pancreético.

4.3 N-glicanos

A glicosilacdo aberrante ligada a N € comum no cancro do pancreas. Em particular, as células
cancerigenas pancreaticas, exibem, frequentemente, niveis aumentados de N-glicanos
altamente ramificados e ainda altera¢des na sialilagéo ou fucosilagéo neste tipo de glicanos
(64).

44 ViaHBP

A via HBP é uma via metabdlica da Glc, que geralmente representa apenas 2-5% do
metabolismo total da Glc (69).

E considerada um sensor metabdlico unificador que integra hidratos de carbono, acidos
gordos, aminoacidos, nucleétidos e metabolismo energético para produzir UDP-GIcNAc (68),
(figura 18), que é posteriormente usado no processo de glicosilagéo, incluindo a modificacdo
pés-traducional (O-GlcNAcilacdo) de proteinas intracelulares (77).

A O-GIcNAcilagdo depende, assim, da concentracdo de Glc (68). Ora, uma das duas
caracteristicas emergentes do cancro € a reprogramacao celular do metabolismo energético
(77), pelo que, quando o cancro pancredtico se desenvolve, verifica-se uma atividade

aumentada da via HBP, e, consequentemente, um aumento da O-GIcNAcilagdo (78).
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Via Biossintéetica da Hexosamina
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Figura 18 - Responsabilizagdo da via biossintética da hexosamina (HBP) na producéo
do substrato para a glicosilacdo de proteinas, UDP-GIcNAc. Fosforilagdo da glicose pela
hexoquinase (HK), com produc¢éo de glicose-6-fosfato (Glc6P), que é convertida em frutose-6-fosfato
(Fuc6P) pela fosfoglicose isomerase (GPIl). Neste ponto, a (Fuc6P) pode seguir na via HBP ou
continuar através da glicolise para produzir piruvato. Na etapa limitante da HBP, a glutamina-frutose-
6-fosfato transaminase 1 (GFPT1) catalisa a conversdo de Fuc6P e do doador do grupo amina, a
glutamina, em glucosamina-6-fosfato (GIcN-6P) e glutamato (Glu). As reac¢des subsequentes da
glucosamina-6-fosfato  N-acetiltransferase (GNPNAT1), fosfoglucomutase 3 (PGM3) e N-
acetilglucosamina pirofosforilase 1 (UAP1) contribuem para a sintese de UDP-GIcNAc, que pode ser
usado na N- e O-glicosilagéo. A O-GIcNAcilagao € um processo dindmico regulado por OGT e OGA,
enzimas estas que utilizam UDP-GIcNAc como substrato, adicionando e removendo, respetivamente,
GIcNAc da proteina, num ciclo rapido e reversivel.

(Adaptado de (68)).

4.5 Proteoglicanos

As células cancerigenas também podem apresentar alteracdes nos proteoglicanos. Varios
podem encontrar-se sobrexpressos no cancro do pancreas, nomeadamente sindecano,

glipicano, versicano, decorina, lumicano e biglicano (64).
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5 Impacto da Aberracdo Glicomica nas Diferentes Fases de

Manifestacéo e Progresséo do Cancro Pancreatico

5.1 Contribuicdo para a Sinalizagao Proliferativa e Pro-tumorigénica

5.1.1 Eventos de Sinalizagao Intracelular Regulados por Glicosilacéo

A sinalizacdo intracelular mediada por glicosilagdo é principalmente mediada pela O-
GlcNAcilacado, que altera a localizacdo e a atividade de enzimas metabdlicas, histonas e
reguladores transcricionais (79).

A titulo de exemplo, Spl é um fator de transcri¢do, cuja atividade transcricional é regulada
por uma série de modificagdes, incluindo a O-GIcNAcilagdo, catalisada pela OGT. Esta
enzima facilita a sua translocagéo para o nucleo e controla a sua atividade. Ora, 0 aumento
da ativagéo da via HBP no cancro do pancreas, por sua vez, resulta no aumento da OGT,
havendo, assim, a sobrexpressédo de Sp1l e, consequentemente, de uma classe de proteinas,
gue assumem um papel crucial na sobrevivéncia das células tumorais pancreaticas - as
proteinas de choque térmico (HSPs) (80).

Tal como Sp1, também outros fatores de transcri¢cdo, incluindo 3-catenina (81), SOX2 (82),
FOXO3 (83) e YAP (84), sofrem modificacdo com O-GIcNAc (figura 19), que assume um
papel na sua estabilizacdo intracelular - regula a sua translocacdo nuclear e atividade
transcricional - promovendo, subsequentemente, determinadas expressdes genéticas que
conferem fendtipos de células cancerigenas proliferativas e antiapoptéticas.

A inibicBo da O-GIcNAcilacdo pode reduzir o crescimento e a progressdo do tumor

pancreatico, sugerindo que a via HBP é um potencial alvo terapéutico (64).
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Figura 19 - Impacto da glicosilacdo aberrante na sinalizagcdo celular no cancro
pancreatico. A O-GlcNAcilagéo de fatores de transcrigédo (TF) catalisados pela OGT, tais como Sp1,
SOX2, B-catenina, YAP e FOXO03, demonstra regular a sua localizacdo e atividade nuclear. Na
membrana celular, associacdes de mucinas tais como MUC16, MUC4, e MUC20 com RTKs tais como
EGFR, HER2, e MET tém revelado modular a sinalizacdo subsequente. A atividade enzimatica da
Neul nos recetores da superficie celular demonstra o seu impacto na dimerizacdo do recetor. A

modificacdo dos ligandos do receptor, como a Fibulina-3 (FbIn3), aumenta a afinidade com o0 EGFR.
(Adaptado de (78)).

7

Em tumores de rapido crescimento, € comum a disponibilidade de oxigénio ficar
comprometida, devido a vascularizagéo insuficiente. Por consequéncia, o tecido evolui para
uma condicdo de hipoxia (85), sendo que o cancro do pancreas é caracterizado por um dos
niveis mais reduzidos de oxigénio dentro da massa tumoral (86).

Perante esta condicdo a que as células cancerigenas séo sujeitas, uma variedade de vias de
sinalizacdo celular sdo ativadas (87). Conjuntamente a uma angiogénese aprimorada,
desenvolvem uma resposta adaptativa eficiente, que se traduz na reprogramacdo das vias
metabdlicas para minimizar o consumo de oxigénio e garantir a sua sobrevivéncia e
proliferacéo (86). Assim, uma mudanca metabdlica importante é a da fosforilagcdo oxidativa
para a glicélise, envolvendo um aumento da captacdo da Glc. Além disso, também ha um
aumento da utilizacdo da glutamina (GIn), que é aproveitado como fonte de combustivel de
carbono para a sobrevivéncia neste ambiente (88). Tanto a Glc, como a GIn, contribuem para
a via HBP (figura 18) (89).
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Assim, pode depreender-se que hipdxia, via HBP e O-GIcNAcilag&o convergem no cancro
do pancreas. A hipdxia conduz ao aumento da utilizagédo de Gl e GIn, aumenta a expressao
de GFPT1, que catalisa a primeira e a etapa limitante da via HBP (figura 18) e, por
consequente, a elevagéo dos niveis de OGT, OGA e O-GIcNAc, essenciais a O-GIcNAcilagéao.
Assim, evidencia-se o papel proeminente que o microambiente tumoral desempenha na
regulacdo da sinalizacdo intracelular das células tumorais, mediada pela glicosilacdo. No
entanto, a etapa limitante da via HBP, centralizada em alimentar a glicosilacdo aberrante de
proteinas no cancro, apresenta uma vulnerabilidade terapéutica, uma vez que, ao usar
antagonistas de GFPT, a modificacdo da proteina O-GIcNAc é interrompida, diminuindo a
proliferacéo, sobrevivéncia e invaséao celular e aumentando a apoptose induzida pela privacao

de nutrientes (90).

Além da O-GIcNAcilagdo, também a modificacdo e estabilizacdo de outras proteinas
intracelulares por sialilagc&o foram descritas. E o caso do HIF-1a, que induz a expresséo de
genes impulsionadores dos processos de angiogénese e metabolismo anaerébico. Verificou-
se que a atividade de ST6Gal-l, enzima com elevados niveis no cancro do pancreas,
potencializa a sinalizagdo de HIF-1a. Mais investigacdes serdo necessarias para entender
completamente o mecanismo, mas de facto, clarificou-se a capacidade de facilitacdo da
adaptacdo de hipoxia por uma sialiltransferase, que assume um papel mediador na
sinalizagao intracelular (87).

5.1.2 Sinalizacdo do Receptor de Superficie Celular Mediada por Glicosilagcao

Tal como as proteinas intracelulares, também a atividade do recetor da membrana celular é

alterada por meio de modificagBes de glicosilagdo.

Deste modo, os arranjos conformacionais dos recetores podem ser afetados, causando
ativacao e sinalizagéo aberrantes (51).

Nesta vertente, a enzima ST6Gal-l contribui para a sobrevivéncia celular, desta vez de células
cancerigenas pancreaticas com microambientes tumorais ricos em TNF. TNF € uma citocina
altamente pleiotrépica, que se liga ao receptor do fator de necrose tumoral 1 (TNFRL1),
mediando mudltiplos processos celulares, incluindo sobrevivéncia e apoptose. Enquanto a
sinalizacdo associada a sobrevivéncia € iniciada por TNFR, na membrana plasmatica, e
mediada pelo NF-kB, a sinalizagdo associada a apoptose implica a internalizacdo de TNFRL1.
No entanto, o efeito da a-2,6-sialilacdo do TNFR1 traduz-se na inibicdo da sua internalizacéo,

conferindo resisténcia a apoptose induzida por TNF (91).
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Paralelamente, ST6Gal-I esta também envolvida num mecanismo de quimiorresisténcia, pois
a nao internalizagcdo do TNFR1 potencializa a sinalizagdo associada a sobrevivéncia,

juntamente com uma superativagéo de NF-kB, que oferece resisténcia a gemcitabina (92).

A Neuraminidase 1 (Neu-1) desempenha um papel fundamental na tumorigénese no cancro
pancreatico. Esta glicosidase regula muitos receptores de membrana, incluindo receptores
de Tirosina Quinase (RTKs) e receptores Toll-Like (RTLs), clivando os seus residuos de acido
sialico terminais (a-2,3-sialil), que resulta na ativacao destes receptores.

Essencialmente, a ligacdo do ligando induz uma mudanc¢a conformacional do receptor para
iniciar a ativacdo de Neul, que, apés realizar a disialilacdo, remove o impedimento estérico
do mesmo e permite a sua dimerizacdo (figura 19) (93,94). Um exemplo € a ativagdo do
receptor de tirosina quinase EGFR, induzida pelo fator de crescimento epidérmico (EGF) (95),
necesséria para a tumorigénese pancreética induzida por KRAS (96).

Evidencia-se assim, um papel critico para a glicosilagdo na regulacdo da transformacao
epitelial, uma vez que a ativacdo de RTK, dependente de Neul, representa uma
vulnerabilidade perante aspirina e inibidores de neuraminidase, como Tamiflu, capazes de
inibir a atividade de Neul e prevenir a fosforilagdo de EGFR. Consequentemente, suprimem
a sinalizagcdo que pressupde progressao e metastase pancreatica (93).

A estabilizacdo dos recetores da membrana celular também é crucial para a sua atividade e
é influenciada por glicoproteinas de alto peso molecular chamadas mucinas, que contribuem
na lubrificacdo da mesma, formacdo de uma barreira de protecao e sinalizagéo celular (97).
As mucinas assumem papéis importantes em diferentes estagios do CP. A sua expressao e
glicosilacdo mostra-se aberrante durante a transicdo de tecido pancreatico normal para
neopléasico (98). De facto, estas proteinas fortemente O-glicosiladas potenciam a sinalizagédo
pré-tumorigénica, através de uma variedade de mecanismos (figura 19). Por exemplo, o
MUC16 interage com os recetores de EGF (99), MUC4 com HER2 (100), MUC20 com MET,
interagbes estas que originam sinalizagbes celulares, que desencadeiam alteracdes pro-
tumorigénicas no comportamento celular, incluindo aumento na viabilidade celular, migracéo

e invasao (101).

Outro mecanismo, pelo qual a sinalizacdo da superficie celular é alterada na doenca
pancreatica caracteriza-se pela modificacdo dos ligandos, que podem ser decorados com
glicanos. SLe? insere-se neste contexto, pois aumenta a glicosilacdo de fibulina-3 (FbIn3),

ligando do EGFR, promovendo, assim, uma maior interacao ligando/recetor (figura 19). Desta
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forma, a expressédo deste antigénio potencia a sinaliza¢do subsequente da ativacao, ou neste
caso, hiperativagéo, do EGFR (102,103).

Apesar de todos os estudos ja realizados, desde a area de investigacdo mecanistica a de
desenvolvimento terapéutico, ainda muitos aspetos precisam de ser clarificados quanto ao
modo como os eventos glicomicos influenciam as alteracdes nas vias de sinalizacdo do
cancro a niveis genémico, protedmico e metabolémico, para facilitar a progressdo do mesmo.
(104).

5.2 Papel da Glicosilagdo na Invaséo e Metastase

5.2.1 Sialilagao e Fucosilagao da Superficie Celular

A sialilacdo aberrante ndo é apenas um resultado do cancro, mas também um condutor do
fenétipo maligno (figura 20), influenciando diretamente varios processos-chave, entre eles a
transicao epitelial-mesenquimal (EMT) - processo fundamental para a aquisi¢cdo do potencial
metastéatico do tumor, que permite que uma célula epitelial, ao sofrer altera¢des, adquira um
feno6tipo de célula mesenquimal, cuja capacidade de migracdo, invasdo e resisténcia a
apoptose aumenta (105). Da mesma forma, a fucosilacdo aberrante revelou-se
influenciadora na aquisicdo destas capacidades (figura 20), tendo-se verificado a
sobrexpressao das fucosiltransferases codificadas pelos genes FUT3, FUT5 e FUT6 nas
células cancerigenas pancreaticas (106). A titulo de exemplo, também podemos referir a
sobrexpressao de algumas sialiltransferases no cancro do péncreas, com papel causal na
EMT, como a ST6Gal-I, cujo mecanismo nao esta ainda esclarecido (107), e as ST3Gal lll e

IV, que estdo implicadas na sobrexpressao dos antigénios Lewis (108,109).

Também a expressao aberrante dos antigénios Lewis sialilados e fucosilados, SLe? e
SLe*, nas células cancerigenas pancreaticas, esta fortemente associada ao processo de
metéastase. Estes isomeros tém a capacidade de reconhecimento e ligacdo a E-selectina, uma
molécula de adesdao celular que, sob condi¢des de inflamacéao, é expressa na superficie de
células endoteliais. Durante a inflamacdo, a adesdo de leucdcitos ao endotélio, com
subsequente passagem da corrente sanguinea para o tecido circundante, é possibilitada pela
interacao de SLe*, expresso na superficie celular de leucdcitos, com a E-selectina. Da mesma
forma, as células cancerigenas, ao expressarem 0s antigénios SLe? e SLe*, conseguem

mimetizar este mecanismo de adeséo e migracao, iniciando a invaséo dos tecidos (figura 20).
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Assim, torna-se visivel o papel determinante destes glicanos no potencial metastatico do
cancro do péancreas (110,111).

Além disso, também o aumento verificado de cadeias truncadas de O-glicanos, como Tn e
STn, contribui para maior invasédo celular, migracao e metéstase (figura 20).

Os mecanismos que conduzem a esta O-glicosilacdo aberrante relacionam-se com
alteracBes nas enzimas envolvidas na extensédo destes glicanos, como a ClGalTl. A
Cl1GalT1 (T-sintase) requer a COSMC, para a extensdo do antigénio Tn. No entanto, no
cancro pancreatico, verifica-se 0 silenciamento epigenético (por metilagdo) do gene que

codifica a COSMC, com consequente inativacdo da C1GalT1l e aumento de Tn e STn (112).

O cancro do pancreas € caracterizado por aberracdes tanto na extenséo da glicosilagdo de
mucinas, bem como nos seus padrbes de expressdo. Ambos flutuam durante o
desenvolvimento tumoral. Por exemplo, a MUCL1 é expressa no pancreas saudavel, contendo
o antigénio T. No entanto, nos tumores pancreaticos, para além de haver sobrexpressdo de
MUC1, séo produzidas diferentes glicoformas desta mucina que, em vez do antigénio T,
possui 0s antigénios Tn e STn. Esta glicosilagcéo diferencial acentua-se mais ainda no tecido
de metéstase (113).

Outras alteracfes de glicosilagdo em mucinas, nomeadamente a expressao de antigénios de
Lewis sialilados e fucosilados, permite-lhes a interagdo com selectinas, facilitando a
deslocacdo do tumor primario para a respetiva invasao e metastase (figura 20). Estudos
relataram esta alteracao glicomica no tecido de cancro do pancreas em MUC1, MUC5AC e
MUC16 (114,115).

Assim, conclui-se que a sialilacdo, a fucosilacdo, os antigénios de Lewis, Tn/ STn e mucinas
assumem um papel causal no aumento da capacidade metastética, onde é de realcar a
complexidade dos mecanismos subentendidos de cada um dos eventos glicbmicos
considerados. A sua melhor compreensdo serad importante para conseguir combater a

disseminacao maligna.

49



'Pancreas Normal Truncagdo de O-glicanos TAcido Sidlico  TAntigénios de Lewis TMucinas ¥ Fucosilagio
» ‘v' A . J
5o ,‘-'7 AR ‘Transformagdo celular e alteragoes na glwosnlagao-
e e ."'.‘-
N S
?" Seus’ &} Mucinas o® M
2 2o
Chave N-glicanos
B GkNAc | O-glicanos §
!O Gal &
|
|01 GaiNAc B, 8
@ Man Q000
|
|V Fuc
| @ NeuSAc
| 1 Mucinas i Lectinas e f’rirnério
F L -
| shcido Sidlico *ntigenios STRTn 4
-
| * O-glicanos truncados g
anx
| e SLe :
Orgao secundario - 3 -
/,/ SLQ"\. C l'_[‘
K . ) ' E-selecti \ Fibroblastos
[~} \\q = Células’
Epiteliais
i ( ~— Membrana
 Basal
r Células
Metistase Estromais

Figura 20 - Impacto das altera¢cdes aberrantes na glicosilagcdo durante a progresséao do
cancro, a adesao celular e a metastase. Aumento da sialilagdo, antigénios Sialil Lewis, O-
glicanos truncados e mucinas podem alterar a adesao celular e metastase, com consequente
colonizagdo mais eficiente de 6rgéos distantes, tais como o pulmao e o figado.Os sitios metastaticos
secundarios, muitas das vezes, recapitulam os padrdes de glicosilacdo aberrante do tumor primario.
(Adaptado de (78)).

5.2.2 Glicosilagdo Alterada no Meio Extracelular como Influenciadora da Adesé&o
Celular e Metastizagao

z

A superficie das células eucaribticas é coberta externamente por uma densa matriz de
estruturas glicosidicas, o glicocalice. Numa célula saudavel, é uma estrutura estavel,

mantida por um bom equilibrio entre a degradagcédo normal e a nova biossintese dos seus
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constituintes. Fazem parte da sua composicdo, proteoglicanos, glicolipidos e proteinas
glicosiladas livres e ligados a membrana (figura 21) (116).
Acido
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Figura 21 - Representagdo esquematica do Glicocalice. Representagdo de alguns dos seus

GAGs, Sindecano-1 e AH, e receptores, tais como, CD44, E-selectina e P-selectina.
(Adaptado de (116)).

O glicocélice desempenha um papel critico na mediagéo das interagdes entre o tumor e o0 seu
meio extracelular. Na célula cancerigena, ocorrem alteragfes na sua composi¢ao e estrutura,
com base nas vantagens microevolutivas que proporcionam ao tumor, tendo influéncia sobre
a funcéo e expressédo de recetores transmembranares, tenséo celular, sinalizacdo mediada
por integrinas, interagdes célula-célula e célula-ECM e até reconhecimento imunologico. Para
além disso, ainda se verifica um aumento significativo no tamanho do glicocélice como um
todo (117).

Assim, os glicoconjugados podem afetar a motilidade celular, adeséo e capacidade invasiva
pela sua agdo no meio extracelular. Na sequéncia do exposto, um exemplo demonstrativo,
gue se verifica no cancro do pancreas, abrange os GAGs, que contribuem com alguns
mecanismos. E o caso, por exemplo, do sindecano-1 (SDC1), um GAG de HS, e do GAG

secretado, que nao esta ligado a superficie da célula, o &cido hialurdonico (HA) (figura 21).
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A Heparanase (HPA) é uma endoglicosidase, altamente expressa nas células cancerigenas
do pancreas, capaz de clivar a cadeia de sulfato de heparina. Os produtos da heparanase
sdo mais bioativos em comparacdo com o HS intacto. Assim, a interacdo HPA-SDC1
desempenha um papel importante na regulacdo do fator de crescimento do fibroblasto 2
(FGF2), aumentando a sua expressao. FGF2, por sua vez, ativa o processo EMT e promove
a invasao e migracao das células cancerigenas do pancreas (118).

Comparando com o pancreas normal, verificam-se niveis aumentados de HA nos tecidos
pancreaticos malignos, onde é secretado na matriz extracelular por células tumorais e
estromais. A interacdo com 0s seus recetores especificos da superficie celular, CD44 e o
recetor de motilidade mediada por HA (RHAMM), desencadeia uma variedade de vias de
sinalizacdo intracelular relacionadas com uma maior sobrevivéncia celular, proliferacéo,
migragao e invasdo. Nomeadamente, ao ligar-se a CD44 pode ativar a via de sinalizacdo Rac,

PI3K e MAPK, enquanto ao ligar-se a RHAMM, ativa a FAK.

Para além disso, o HA abundante provoca um aumento da presséao do fluido intersticial, que

colapsa a vasculatura, criando uma barreira ao acesso de agentes quimioterapéuticos (119).

5.3 Glicoconjugados no Microambiente Imune

5.3.1 Gilicosilagéo Aberrante como Facilitadora da “Fuga” do Tumor ao Sistema

Imunitario

Eventos glicémicos aberrantes, que se sucedem no cancro, também podem estar fortemente
associados a modulagao imunoldgica. Ao alterar o “codigo” de glicano da superficie celular,
as células transformadas podem suprimir as respostas imunes anti-tumorais e, assim, evitar

a detecdo imunoldgica.

A glicosilacdo aberrante pode resultar em cadeias de glicano mais longas, dificultando
fisicamente, por impedimento estérico, a interacdo imunoldgica com células cancerigenas
e apoiando a progressao do tumor e a imunossupressao. Os epitopos associados ao cancro

sdo, desta maneira, protegidos do reconhecimento imunoldégico (figura 22 (1)) (120).

O aumento da sialilagdo da superficie celular de células cancerigenas pancredticas,
especificamente pelo aumento da expressdo de ST3Gall e ST3Gal4, leva a sintese de
estruturas sialiladas capazes de serem reconhecidas pela Siglec-7 e Siglec-9. Estes
receptores sdo lectinas expressas, exclusivamente, em células mieldides no cancro

pancreatico. O acido sialico dessas estruturas recorre a sua propriedade imunomodulatéria,
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ativando a sinalizacéo de diferenciacdo de mondécito em macrofago imunossupressor, atraves

da sua ligagéo com a respetiva Siglec (figura 22 (2)) (121).

Um mecanismo que desafia a vigilancia imunoldgica mediado pela indugéo de proliferacao
de células imunossupressoras, envolve a MUCL.

A expressao de MUCL1 resulta na expressao elevada de multiplas citocinas pré-inflamatorias
e aumentos concomitantes de células T reguladoras e de células mieldides supressoras em

tumores pancreaticos (figura 22 (3)) (122).

Compreender como a glicosilacdo aberrante contribui para o microambiente imunossupressor
do cancro pancreatico sera fundamental no desenho de estratégias terapéuticas direcionadas

a essas alteragoes.

1. Cadeias de glicanos mais longas medeiam a imunossupressio Célula Célula

Coluta T Natural Killer  dendritica paorCtago

O&Q%G"copmteina ‘i O 'i 3‘
Célula o W"’o

Cancerigena 7
1 R O0ONE00000000000000000 P E—— N |

Glicoproteina alongada Impedimento estérico

2. Aumento da sialilagdo induz a diferenciagdo de monadcito em macrofago imunosupressor
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Figura 22- Impacto da glicosilagdo no microambiente imune do cancro do pancreas.
(1) Impedimento estérico do alongamento aberrante dos glicanos na superficie celular (2)
Sobrexpresséo de sialiltransferases como ST3Gall/4, com aumento de &cido sialico na superficie
celular (3) Libertagdo de citocinas inflamatérias mediadas por MUC1, com papel na quimiotaxia.
(Adaptado de (78)).
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Conclusao

Estudos recentes proporcionaram grandes avancos no dominio da glicobiologia e expandiram
a nossa compreensdo dos mecanismaos inerentes aos eventos de glicosilacdo, cimentando a
glicosilacdo aberrante como uma caracteristica chave no inicio e progressdo do tumor

pancreatico.

Tendo em conta 0 mosaico dinamico e complexo de glicanos e glicoconjugados, bem como
a sua regulacao multifacetada, é necessaria uma pesquisa continua para melhor entender a
sua impactante envolvéncia funcional e causal no aparecimento e desenvolvimento da
doenca. Esse entendimento revelard vulnerabilidades na sinalizagdo proliferativa,
capacidades metastaticas e escape imunoldgico, que podem servir como alvos terapéuticos

combinat6rios promissores.

Torna-se cada vez mais evidente que a glicosilagdo gera uma camada adicional de
complexidade a ser incorporada ao cenario clinico da oncologia. Assim, o desafio atual €
aplicar o conhecimento gerado recentemente sobre glicosilagdo celular e molecular no

desenho de estratégias diagndsticas e terapéuticas aprimoradas para beneficio dos doentes.
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