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Resumo

Em 2020 o cancro do pancreas, adenocarcinoma ductal do pancreas (PDAC), foi o oitavo
cancro que registou maior mortalidade. O mau prognostico da doenga associa-se ao Sseu
diagndstico tardio, sendo que menos de 20% dos individuos sdo diagnosticados hum estadio em
que a ressecdo cirurgica € possivel, apesar da auséncia de sintomas especificos. Assim, surge a
necessidade de estabelecer uma estratégia que permita realizar o diagnostico da doenga num
estadio inicial, de forma a aumentar a taxa de cura e de sobrevivéncia aos 5 anos.

Consequentemente, emerge a importancia dos biomarcadores no diagnostico precoce do
cancro do pancreas, uma vez que estes permitem estabelecer o diagndstico e prognostico da
doenca, assim como avaliar a sua resposta a terapéutica, de forma nédo invasiva e economicamente
acessivel. Atualmente, o antigénio carbohidrato 19-9 (CA19-9) é o Unico biomarcador aprovado
pela Food and Drug Administration, contudo este biomarcador apresenta limitacdes.

Nesta monografia procedeu-se a revisdo bibliografica dos biomarcadores descritos, capazes de
estabelecer o diagndstico precoce do cancro do pancreas, com elevada sensibilidade e

especificidade, bem como dos biomarcadores com valor prognostico e terapéutico.

Palavras-chave: PDAC, biomarcador, diagnostico precoce, CA19-9.



Abstract

In 2020, pancreatic cancer, pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC), was the eighth
cancer with the highest mortality. The poor prognosis of the disease is associated with its late
diagnosis, with less than 20% of individuals diagnosed at a stage in which surgical resection is still
possible, despite the absence of specific symptoms. Therefore, there is a need to establish a strategy
that allows the early-stage diagnosis of the disease, in order to increase the rate of cure and the at
5-years survival rate.

Consequently, the importance of the early-stage biomarkers arises, since they allow
establishing the diagnosis and prognosis of the disease, as well as evaluating its response to
therapy, in a non-invasive and affordable way. Currently the carbohydrate antigen 19-9 (CA19-9)
is the only biomarker approved by the Food and Drug Administration, however this biomarker as
its limitations.

This monograph carried out a literature review of described biomarkers capable of
performing the early diagnosis of pancreatic cancer, with high sensitivity and specificity, as well

as biomarkers with prognostic and therapeutic value.

Keywords: PDAC, biomarker, early diagnosis, CA19-9.
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Abreviaturas

ADAMTS1- ADAM metallopeptidase with
thrombospondin type 1 motif 1
ANGPTL2- Angiopoietin-like 2

APOAL- Apolipoproteina Al

APOE- Apolipoproteina E

APOL1- Apolipoproteina L1

ATM- Ataxia telangiectasia mutated
BNC1- Basonuclin 1

BRCA- Breast Cancer gene

CA19-9- Antigénio carbohidrato 19-9
CASC2- Cancer susceptibility candidate 2
CCND2- ciclina D2

CDKN- Cyclin-dependent kinase inhibitory
CEA- Antigénio carcinoembrionario

CIM- Citocina inibidora de macréfagos
CPER- Colangiopancreatografia
endoscopica retrograda

CPRM- Colangiopancreatografia por
ressonancia

CYP3Ab5- Cytochrome P450 family 3
subfamily A member 5

DAPKZ1- Death associated protein kinase 1
DM- Diabetes Mellitus

DU-PAN2- Duke pancreatic monoclonal
antigen type 2

EPCAM- Epithelial cellular adhesion
molecule

ESMO- European Society for Medical
Oncology

ESR1- Estrogen Receptor 1

GAS5- Growth arrestspecific 5

GPAM- Glycerol-3-phosphate
acyltransferase 1, mitochondrial

GPR3- G protein-coupled receptor 3
HCP5- Histocompatibility complex P5
HOTTIP- HOXA transcript at the distal tip
HOST2- Human ovarian cancer-specific
transcript 2

IDH- indice de desenvolvimento humano
IMC- indice de massa corporal

ITIH3- Inter-alpha-trypsin inhibitor heavy
chain H3

KLB- Klotho beta

KRAS- Kirsten rat sarcoma viral

LENG1- Leukocyte receptor cluster member
1

MUC2- Mucina 2

MRI- Ressonancia magnética

MYOD1- Myogenic differentiation 1
NIPan- Neoplasia intraepitelial pancreética
NUPR1- Nuclear protein 1

PAICS- Phosphoribosylaminoimidazole
carboxylase

PDAC- Pancretic ductal adenocarcinoma
PGK- Phosphoglycerate kinase 1

PGR- Progesterone receptor

POSTN- Periostina

PPP1R15A- Protein phosphatase 1
regulatory subunit 15A

RB1- Retinoblastoma 1



RMN- Ressonancia magnética nuclear
RNF138- Ring finger protein 138

RTEX- Radioterapia estereotéxica corporal
SMADA4- Mothers against decapentaplegic
homolog 4

SNHG11- Small nucleolar RNA host gene
11

SOCS1- Suppressor of cytokine signaling 1
TCMD- Tomografia computadorizada com
multidetectores

TEP- Tomografia por emisséo de positroes

THBS1- Thrombospondin 1

TORI1B- Torsin family 1 member B

TP53- tumor protein 53/ proteina tumoral 3
TUGL1- Taurine-upregulated gene 1
UCAL- Urothelial cancer associated 1
US- Ultrassonografia

USE- Ultrassonografia endoscépica
USE-AFA- Ultrassonografia endoscépica
agulha fina de aspiracédo

VIH- Virus da imunodeficiéncia humana
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1. Introducao

O cancro € a principal causa de morte prematura em 134 dos 183 paises, e classifica-se como
a terceira ou quarta causa em outros 45 paises (Figura 1) (1). Tem-se revelado nas Gltimas décadas
um problema de salde publica e para a economia mundial. Devido ao envelhecimento e

crescimento populacional, espera-se que em 2040 existam 29 milhdes de casos de cancro (2).

Ranking of cancer, 30-69 years old

15t (55)

2nd (79)

rd - 4th (45) -
5th - 6th (4)

- No data D Not applicable

Figura 1: Mapa global que estabelece a relago causal entre o cancro e a morte
prematura. Fonte: Wild et al., 2020 (1).

As neoplasias sdo ocasionadas por uma alteracdo dos eventos reguladores da normal
proliferacdo celular e da homeostase. Desta forma, surgem vérias teorias referentes as possiveis
alteracdes na fisiologia celular que podem levar ao desenvolvimento do cancro. Em 2000, Hanahan
e Weinberg propuseram seis mecanismos que, no seu coletivo, poderiam desencadear o
crescimento da massa tumoral: fatores de crescimento autossuficientes, insensibilidade aos fatores
inibidores de crescimento, evasdo da apoptose, potencial de replicacdo ilimitado, angiogénese

sustentada e metastizagdo (Figura 2) (3).

14



Figura 2: Mecanismos envolvidos na génese do cancro. Fonte: Hanahan e Weinberg , 2000 (3).
Tendo em conta a tendéncia crescente do desenvolvimento de neoplasias na populacéo global,

as NacOes Unidas estabeleceram uma meta (meta 3.4) no que respeita aos Objetivos de
Desenvolvimento Sustentavel, que consiste na reducéo em um terco da morte prematura por cancro
até 2030. Assim, um dos principais objetivos desta meta é a reducdo da exposicao a fatores de
risco que aumentam a predisposicdo para o desenvolvimento de neoplasias, nomeadamente 0s
fatores de risco modificaveis, entre eles o tabagismo, alcoolismo e dietas pouco saudaveis (1). Para
além disso, sabe-se que o diagndstico precoce do cancro melhora o seu progndstico. Portanto, é
necessario o desenvolvimento de novos meios de detecdo, sensiveis e especificos, realizados de
forma ndo invasiva, que permitam fazer o rastreio da doenca (4).

Um biomarcador é, por definicdo, uma caracteristica que pode ser medida objetivamente e
avaliada como um indicador de processos biol6gicos normais, processos patogénicos e da resposta
a uma intervencdo terapéutica (5). Assim, permitem, de forma ndo invasiva, fazer o diagnostico
precoce, bem como avaliar o estadio da doenga e monitorizar tanto a sua evolugdo como a resposta

ao tratamento (6).

1.1. Objetivos

O PDAC trata-se de um dos cancros com maior mortalidade. Este mau prognostico, entre
outros fatores, correlaciona-se com a sua dificuldade de diagndstico.

Sera 0 CA19-9, o unico biomarcador aprovado pela FDA para o PDAC, o biomarcador mais

eficaz no diagndstico da doenca? Quais 0os biomarcadores em estudo capazes de aumentar
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especificidade do CA19-9? Estas serdo as questdes orientadoras desta revisdo, de forma a:
compreender a etiologia e 0 metabolismo da doenca; explorar os biomarcadores em estudo e 0s
seus métodos de detecdo; observar o potencial destes biomarcadores para o diagndstico precoce e
progndstico, bem como para a terapéutica do PDAC.

1.2. Materiais e métodos

Para a realizacdo desta revisdo bibliogréafica foi feita pesquisa nas bases de dados PubMed,
Google e Google Scholar. Para realizar a pesquisa, utilizaram-se como palavras-chave: pancreatic
cancer, biomarkers, CA19-9, early diagnosis, glycosylation e lectins. Selecionaram-se 120 artigos,
tendo por base a leitura dos seus titulos e resumos. Incluem-se nesta enumeracdo referéncias
consideradas relevantes pelos artigos encontrados através da pesquisa das palavras-chave.
Excetuando 21 artigos, cujo leitura foi imprescindivel, excluiram-se todos os artigos publicados
antes de 2010.

De forma a complementar a informacéo obtida através dos dados digitais, recorreu-se a alguns
livros. Primou-se pela leitura das versdes mais recentes.

Para gerar as citagdes e as referéncias bibliogréficas recorreu-se ao software Mendeley, de

acordo com as normas de referenciacdo de Vancouver.

1.3. Cancro do Pancreas

O péncreas é um 6rgdo sélido localizado a nivel retroperitoneal, na regido do epigastro. Esta
dividido em quatro partes: cabeca, pescogo, corpo e cauda (7) (Figura 3).

E uma glandula com func&o enddcrina e exdcrina. O pancreas exocrino apresenta 4cinos que,
através do ducto pancreatico, secretam o suco pancreatico para o duodeno. Neste suco encontram-
se enzimas que quando ativadas séo essenciais para a digestao dos alimentos e para a sua absor¢éo
a nivel intestinal. O péancreas enddcrino é constituido pelos ilhéus de Langerhans, onde se
encontram varios tipos de células produtoras de hormonas (7).

A maioria das patologias do pancreas exocrino envolvem inflamagédo, neoplasia ou obstrugéo
do ducto pancreatico (7) (Figura 3).

Em novembro de 2020 o adenocarcinoma ductal do pancreas (PDAC) foi declarado pela
United European Gastroenterology como uma doenca de emergéncia médica (8). E caracterizado

pela sua rapida progressao, agressividade e opc¢des limitadas de tratamento (9).
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O PDAC ¢ o cancro do aparelho digestivo que apresenta a menor taxa de sobrevivéncia ao
primeiro e quinto ano, sendo que apenas 5 a 10% dos doentes diagnosticados sobrevive por 5 anos.
Entre os cancros mais comuns, 0 PDAC € o que apresenta menor taxa de sobrevivéncia com uma
expectativa de vida inferior a 5 anos ap6s o diagnostico (10). O diagndstico ocorre geralmente
quando a doenca se encontra num estadio avancado, estimando-se que 80% a 90% dos doentes
sejam diagnosticados numa fase em que ja ndo € possivel o seu tratamento. Assim, postula-se que
um diagnostico precoce permite fazer a ressecdo curativa associada a quimioterapia, aumentando
a taxa de sobrevivéncia aos 5 anos (4). Em toda a Europa, o nimero de casos de PDAC quase
duplicou nas tltimas trés déecadas, prevendo-se que tanto o nimero de diagndsticos como o nimero
de mortes aumente em 40% até 2035 (10).

Podemos relacionar o mau progndstico do PDAC com a sua dificuldade de diagndstico, uma
vez que € uma doenca associada a sintomas nao especificos, como dor abdominal, dor dorsal e
perda ponderal (8). Assim, os sintomas séo dificilmente detetados em estadios iniciais, sendo que
a doenca muitas vezes é diagnosticada quando ja ocorreu metastizacdo para os ganglios linfaticos
ou para outras regides anatomicas (Figura 3). O PDAC pode localizar-se na cabega ou no corpo
do péncreas. Quando se localiza na cabeca do pancreas a obstrucdo do ducto biliar € um sintoma
comum e precoce. Contudo, quando se localiza no corpo do pancreas, 0s sintomas apenas surgem

quando a doenca ja se encontra num estadio mais avancgado (9).
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= Liver + Peripancreatic

* Lungs + Para-aortic
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Adenocarcinoma, + Portal vein
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body and tail of pancreas

+ Body: 20%; tail: 10% of pancreatic carcinomas
* Presents late
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Figura 3: Localizag8o e Metastizacdo do PDAC.
Fonte: Khalili et al, 2015 (7).
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1.4. Epidemiologia

O PDAC é um dos tipos de cancro mais mortal (1). O diagnostico em estadio atrasado, a
resisténcia a quimioterapia e radioterapia, bem como a agressividade intrinseca da doenca, que se
manifesta com metastizacdo bastante precoce, contribuem para 0 mau prognostico do PDAC (7).

Em 2020 houve um maior nimero de casos na Asia Oriental e Europa Ocidental (11) (Figura 4).

o0

. 295

. 6.9-95

. 4369
2.8-43 s Not applicable
1.8-28 No data

Figura 4: Taxa de Incidéncia global de PDAC, em 2020.
Fonte: IARC, 2020 (11).

Quando se estudam as tendéncias e padrbes do cancro € importante utilizar unidades de medida
de qualidade de desenvolvimento humano. Assim, é (til utilizar o indice de Desenvolvimento
Humano (IDH). Este indice baseia-se em trés aspetos: uma vida longa e saudavel (tendo em conta
a esperanca de vida a nascenca), o nivel de escolaridade (tendo em conta a escolaridade média e
esperada) e um nivel de vida adequado (tendo por base o rendimento nacional bruto per capita)
(1). Relativamente ao PDAC, h& uma maior incidéncia em paises com o IDH elevado e muito
elevado (11).

Em 2020, a taxa de incidéncia em ambos os sexos foi superior na Asia (47,1%) e Europa
(28,3%) e inferior em Africa (3,4%) e Oceania (1,1%) (8) (Figura 5).

Africa Population  Number

(3.4%) [ | Asia 233701

LAC** A . Europe 140116
(7.5%) Asia ] *MNaorthern America 62 643
M.America* (47.1%) [ | *%| atin America and the Caribbean 37352
(12.6%) [ Africa 17 070
Oceania 4 891

Europe

Total 495773
(28.3%)

Figura 5: Incidéncia global de PDAC em 2020.
Fonte: IARC, 2020 (11).
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O PDAC normalmente surge a partir dos 50 anos e a incidéncia aumenta com a idade, sendo

que a maioria dos diagndsticos ocorre entre 0s 60 e os 80 anos (7). A doenca € mais prevalente no

sexo masculino (11) (Figura 6).
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Figura 6: Taxa de incidéncia global do PDAC em ambos 0s sexos em 2020, padronizada para a
idade. Fonte: IARC, 2020 (11).

Atualmente é o 12° cancro mais comum e a 82 causa de morte de origem oncologica em ambos

0s sexos (11) (Figuras 7 e 8).
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Figura 7: Nimero de novos casos em 2020, em todas as
idades, em ambos os sexos. Fonte: IARC, 2020 (11).
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1.5. Etiologia

Apesar da sua etiologia especifica ndo ser conhecida, sabe-se que existem varios fatores que
aumentam o risco de PDAC. Estes podem ser divididos em modificaveis e ndo modificaveis. Entre
os fatores de risco modificaveis encontram-se o tabagismo, a obesidade e o elevado consumo de
gordura animal. Ja no que diz respeito aos fatores de risco ndo modificaveis encontram-se a idade,
0 sexo, a predisposicao genetica e a presenca de pancreatite cronica (9) (Tabela 1 e Tabela 2).

Entre os fatores de risco modificdveis conhecidos (Figura 9), o tabagismo é o mais
documentado. Pensa-se que € a causa de cerca de 25% dos casos de PDAC, sendo que esta relacéo
parece estar associada aos compostos N-nitrosos presentes no fumo do tabaco (1,7). Esta
documentada uma relacdo entre a dose e o risco, tal como o beneficio da cessacdo tabagica (1).
Para além do tabagismo, o Instituto Americano de Investigacdo do Cancro (IARC) sugere que
pode existir uma relacdo entre a dieta, o sedentarismo e o risco aumentado de desenvolvimento de
PDAC. Desta forma, refere que existe alguma evidéncia que a elevacdo deste risco possa estar
associada ao elevado consumo de &cidos gordos saturados, carne vermelha, carnes processadas,
bebidas alcodlicas (mais de trés porcGes por dia) e alimentos com frutose (1,12). Vérios estudos
identificam a obesidade e a DM tipo 2 como fatores de risco para 0 PDAC, sendo a obesidade um
fator de risco dependente da sua magnitude (1). Sabe-se que os individuos obesos apresentam um
pior prognostico e menor taxa de sobrevivéncia quando comparados a individuos ndo obesos (11).

Ja foi documentada uma relacéo entre um maior risco de PDAC e a infe¢do por Helicobacter
pylori, hepatite C e virus da imunodeficiéncia humana (VIH) (13).

Factor Relative risk Attributable fraction
Tobacco 2 11%-32%
Helicobacter pylori infection 1.5 4%-25%

Obesity 1.2-1.5 3%-16%

Red meat intake 1.1-1.5 2%-9%

Heavy alcohol intake 1.1-1.5 9%

Low fruit and folate intake 0.5-1.0 <12%

Figura 9: Principais fatores de risco modificaveis.
Fonte: Ducreux et al, 2015 (13).

A identificacdo adequada dos fatores de risco modificaveis é essencial para o desenvolvimento

de planos de prevencdo priméria do PDAC (1) (Figura 9).
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Tabela 1: Fatores de risco modificaveis.

Tabagismo Aumenta o risco em 75% de PDAC comparando com ndo fumadores
(14).
Obesidade Comparados a individuos com um indice de massa corporal (IMC)

saudavel, os obesos apresentam um risco 47% maior de PDAC (11).

Alcoolismo Existe cada vez mais evidéncia que demonstra uma relacdo entre o
alcoolismo e a PDAC (11).

Infecéo Foi estudada a relacdo entre o PDAC e a infecdo por Helicobacter

pylori e a hepatite C (13).

Relativamente aos fatores de risco ndo modificaveis, sabe-se que a DM tipo 2 tanto pode
apresentar-se como um fator de risco para PDAC ou como uma das suas manifestacfes iniciais.
Estudos indicam que a DM tipo 2 diagnosticada ha mais de cinco anos pode ser um fator de risco,
contudo, quando se trata de um diagnéstico recente, esta pode constituir uma das manifestacoes
iniciais de PDAC. Posto isto, a DM tipo 2 encontra-se a ser estudada como um dos biomarcadores
de detecdo inicial desta patologia oncoldgica (1).

A histéria familiar e os fatores genéticos também parecem apresentar uma relagdo com o risco
aumentado de desenvolver PDAC. Entre 8% a 10% dos doentes com PDAC apresentam uma
linhagem patogénica de um gene de risco (Figura 10), porém, outros individuos apresentam dois
ou mais familiares com historia de PDAC sem que haja uma relacdo com um dos fatores de risco

genético (1).

Syndrome Genes mutated Published risk estimates
Peutz—Jeghers syndrome STK11 Cumulative risk: 32-36% by age 70 years
Familial atypical multiple mole melanoma CDKENZ2A Cumulative risk: 17% by age 75 years
(FAMMM) syndrome
Familial pancreatic cancer Unknown Overall: SIR=9.0
Three affected first-degree relatives: SIR = 32

Hereditary pancreatitis PRSS1 Cumulative risk: 44% by age 70 years
Hereditary breast and ovarian cancer syndrome BRCA{ Relative risk: 2.6

BRCA2 Relative risk: 3.5-5.9
Lynch syndrome MLH1, MSH2, MSHE, PMS2 Cumulative risk: 3—-4% by age 70 years

ATM, PALB2 Unknown

SIR, standardized incidence ratio.

Figura 10: Sindromes hereditarias associadas ao risco de PDAC.
Fonte: Wild et al, 2020 (1).
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Os individuos com pancreatite crénica, principalmente quando esta se trata de uma doenca

hereditaria, apresentam um risco aumentado de desenvolver PDAC (11).

Tabela 2: Fatores de risco ndo modificaveis.

Idade 90% dos casos sdo diagnosticados apds 0s 55 anos (12).

Individuos com diagnéstico de DM tipo 2 hd menos de 4 anos

apresentam um risco 50% maior de desenvolver PDAC quando

Diabetes
comparados a individuos com o0 mesmo diagndstico ha mais de 5 anos
(12).
Orisco de PDAC aumenta entre 2 a 3 vezes quando ha um diagnostico
Predisposicéo na familia (progenitores, irmaos ou filhos).
genética Mais de 10% dos casos de PDAC estdo associados a predisposi¢ao

genetica (11).

Pancreatite Créonica | 4% dos individuos com pancreatite cronica desenvolve PDAC (11).

1.6. Métodos de diagndstico

Um dos aspetos determinantes do mau prognéstico do PDAC é a dificuldade do seu
diagnostico. Existem varios fatores que contribuem para tal dificuldade, entre eles 0s sintomas nédo
especificos e a elevada proximidade do pancreas a vasos sanguineos, que facilmente podem ser
invadidos pela neoplasia e levar a metastizacdo (14). Desta forma, a dificuldade de diagndstico
leva a que entre 80% a 90% dos PDAC néo sejam passiveis de ressecdo aquando do diagnostico
(6,13).

Tal como mencionado anteriormente, as neoplasias localizadas no corpo e na cauda do
pancreas sdo diagnosticadas mais tardiamente. Por outro lado, por causarem obstru¢do do ducto
pancreatico ou biliar e, consequentemente, conduzirem a sintomas mais especificos, os tumores

localizados na cabeca do pancreas sdo diagnosticados mais precocemente (13).
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Enquanto outras neoplasias apresentam métodos de diagnostico bem estabelecidos, 0 mesmo
ndo acontece no caso do PDAC, nem mesmo para a populacdo considerada de risco (16).
Atualmente, os métodos de diagnostico mais utilizados sdo a ultrassonografia (US);
ultrassonografia endoscopica (USE), com possibilidade de utilizacdo de agulha fina de aspiracdo
(USE-AFA); tomografia computadorizada com multidetetores (TCMD); ressonancia magnetica
(MRI); colangiopancreatografia por ressonancia (CPRM); colangiopancreatografia endoscépica

retrograda (CPER); tomografia por emissdo de positrdes (TEP); e bidpsia (16) (Figura 11).

USE
USE-AFA

Figura 11: Métodos de diagnostico de PDAC.
Fonte: Moutinho-Ribeiro et al, 2019 (16).

As guidelines internacionais consideram que o diagnostico deve iniciar-se pela realizacdo de
TCMD ou RM, sendo que a escolha entre os métodos de diagndstico deve ter por base o custo, a
disponibilidade de equipamento e as capacidades da equipa médica, uma vez que nao ha
superioridade demonstrada da RM relativamente a TCMD no diagnéstico do PDAC, dando-se
preferéncia a TCMD (13,17) (Figura 11). Contudo, a RM é particularmente Gtil na detecdo de
lesGes hepaticas ndo caracterizaveis pela TCMD ou quando héa suspeita de tumores do pancreas
que ndo sdo visiveis através da TCMD (13,18).

Em 75% a 90% dos casos 0 PDAC surge na TCMD como uma massa hipodensa de margens
indefinidas. Ha varias evidéncias na TCMD que podem indicar a presenca de PDAC e que
permitem avaliar a extensdo da lesdo, como é o caso da obstrucdo do ducto biliar (13,19).

Segundo a Sociedade Europeia de Oncologia Médica (SEOM) (13), a bidpsia (figura 12) deve
ser realizada para o diagnostico em doentes que tém indicagéo para quimioterapia. A SEOM refere
ainda que a USE guiada por agulha fina deve ser realizada em casos de diagnéstico dubio e que
pode ser realizado como complemento a TCMD, ndo sendo um método utilizado com frequéncia
(13,19).
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Relativamente aos restantes métodos de diagnostico referidos anteriormente, a SEOM

considera que a CPER e a TEP néo acrescentam valor diagnosticoa TCMD e a RM (13).
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Figura 12: Recomendacdes para o diagndstico de PDAC.
Fonte: Ducreux et al, 2015 (13).

1.7. Tratamento

Apbs o diagnostico, 0 PDAC pode ser classificado como ressecavel, ressecavel limitrofe,
localmente avancado ou doenca metastatica. Esta classificagdo apresenta critérios bem definidos,
tendo em conta a proximidade entre a neoplasia e 0s vasos sanguineos (Anexo 1) (13). Assim, a
doenca deve ser tratada de acordo com a sua classificacdo, devendo o plano terapéutico incluir
ainda apoio psicologico, medidas de alivio da dor e apoio nutricional (18).

A cirurgia de ressecdo € o tratamento com maior potencial curativo da doenca, sendo que se
demonstrou que a taxa de sobrevivéncia aumenta com a quimioterapia adjuvante. Contudo, menos
de 20% dos doentes € diagnosticado num estadio em que néo é possivel realizar cirurgia (13,15).

O principal objetivo da cirurgia é obter margens de ressecdo negativas (R0). Assim, nos
doentes com PDAC potencialmente ressecavel a cirurgia é a terapéutica de primeira linha. Por
outro lado, doentes com PDAC ressecavel limitrofe apresentam uma elevada probabilidade de
ressecdo R1, pelo que o plano terapéutico passa inicialmente pela quimioterapia neoadjuvate e ndo
pela cirurgia. J& os doentes com doenca localmente avangada ou com doenca metastatica ndo sao

considerados elegiveis para cirurgia (19).
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1.7.1 Tratamento da doenca localizada

Nos casos em que o0 tumor se encontra localizado, ou seja, em doentes elegiveis para cirurgia,

a ressecao cirdrgica constitui a primeira linha de tratamento. O tipo de cirurgia € determinado pela
localizagéo e dimens&o do tumor.

Assim, nos doentes com tumores localizados na cabeca do péncreas procede-se a uma
pancreatoduodenectomia através do procedimento de Whipple (Figura 13). O Grupo Internacional
de Estudo de Cirurgia Pancreatica recomenda a analise das margens anterior, posterior, do sulco
mesentérico mediano ou superior, da artéria mesentérica superior, do pescoco do pancreas, do
ducto biliar e do intestino delgado (18,19).

Ducto

biliar Estémago

Visicula / N {
biliar / - ’
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./
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Tumor do pancreas
e _
VA TR
Duodeno

Figura 13: Pancreas antes e depois do procedimento de Whipple.
Adaptado de https://moffitt.org/cancers/pancreatic-cancer/treatment/surgery/whipple-procedure/

Nos doentes com tumores localizados no corpo ou cauda do péncreas realiza-se uma
pancreatectomia distal, incluindo a ressecdo do corpo e cauda do pancreas, bem como do bago.
Nesta cirurgia, recomenda-se a analise das margens pancreéaticas proximal, anterior e posterior.

Nos casos de doenca localizada em estadio avangado, as guidelines da ESMO sugerem que 0

tratamento de primeira linha tenha em conta o prognoéstico de cada doente.
Assim, 0s doentes que apresentem um bom prognostico devem iniciar o tratamento por terapéutica
sistémica; quimioterapia induzida seguida de quimiorradioterapia ou radioterapia estereotaxica
corporal (RTEX). Nos doentes em que ndo seja possivel fazer terapéutica combinada sugere-se a
quimiorradiagdo ou RTEX.

Em caso de bom progndstico e de doenga sem progresséo ap6s a primeira fase do tratamento,
pode considerar-se a resse¢do cirlrgica com ou sem quimioterapia adjuvante, ou continuar o

tratamento sistémico. Por outro lado, se houver progresséo da doenca existe recomendagéo para a
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continuacédo do tratamento sistémico ou para a quimiorradiacdo ou RTEX, no caso de ndo terem
sido opcao terapéutica anteriormente.

Nos casos de mau prognéstico ou progressdo da doenca recomenda-se a realizacdo de
quimioterapia com um Unico agente ou terapéutica-alvo. De notar que alguns doentes beneficiam

de cuidados paliativos (19).

1.7.2 Tratamento da doenga metastatica

A primeira linha de tratamento nos doentes em que j& ocorreu metastizacdo passa pela
quimioterapia. Nestes casos a radioterapia ndo esta indicada.

Assim, o regime terapéutico recomendado € o mesmo que aquele utilizado em individuos com
doenca localizada em estadio avangado (Anexo 2) (19). Quando os doentes respondem de forma
positiva e hd uma estabilizacdo da doenca ap6s 4 a 6 meses de quimioterapia, pode optar-se por

realizar terapéutica de manutencédo (Anexo 3) (19).
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2. Carcinogénese Pancreatica

2.1 Patologia

O PDAC pode surgir na porgéo exocrina e enddcrina do pancreas, sendo que cerca de 95% dos
casos surge na porcdo exocrina (13). Sabe-se ainda que o carcinoma é mais frequente na cabeca
(70%) e pescoco (20%) do que na cauda (10%) do pancreas (7).

Cerca de 90% dos PDAC tratam-se de adenocarcinomas (13), sendo que ja foram
caracterizadas diversas variantes morfoldgicas (7). Entre elas, destacam-se o0s carcinomas
adenoescamoso, anaplasico, de células acinares, medular e hepatoide (Anexo 4) (15).

Trata-se de uma doenca altamente displasica (Figura 14) em que ocorre um aumento da
proliferacdo de fibroblastos alfa-actina do madsculo liso, bem como um aumento da deposicéo de
varios componentes da matriz celular, o que contribui para a sua resisténcia a quimioterapia. Para
além desta resisténcia, a displasia pode levar a hipoxia, devido a compressao da vasculatura local,
que consequentemente pode levar a reprogramacao do metabolismo celular, inibicdo da apoptose,
manutencdo da proliferacdo e metastizagéo (20).

'Desmoplasia S
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Figura 14: Histopatologia do adenocarcinoma pancreatico.
Fonte: Wild et al., 2020 (1).

2.2 Patogénese

A semelhanca de outras neoplasias, no PDAC ocorre uma acumulacdo de mutacdes genéticas
progressivas no epitélio pancreatico (Figura 15) que determinam a progressdo da doenca bem
COMo 0 Seu prognostico (7,15).

Existem varios percussores possiveis para o desenvolvimento do adenocarcinoma pancreatico,
sendo 0 mais comum a neoplasia intraepitelial pancreatica (NIPan), seguido da neoplasia mucinosa

papilar intraductal e neoplasia mucinosa cistica (15).
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As principais alteracdes incluem a mutacgéo de oncogenes, predominantemente do KRAS, que
se encontra mutado em mais de 90% dos casos de PDAC, bem como a inativacdo dos genes
supressores de tumor TP53, SMAD4 e pl6/CDKN2A (21). Estas muta¢es genéticas parecem

estar associadas a progressao da displasia de minima (NIPan 1a e b) para severa (NIPan 2 e 3).
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Figura 15: Progressao histoldgica e genética da NIPan.
Fonte: Khalili et al., 2015 (6).

Como jéa referido anteriormente, a historia familiar e os fatores genéticos contribuem para a
prevaléncia do PDAC, sendo que entre 8% a 10% dos doentes com PDAC apresentam uma
linhagem patogénica de um gene de risco. Entre os diferentes genes de risco encontram-se ATM,
BRCA1, BRCA2, CDKN2A, EPCAM, MLH1, MSH2 e MSH6 (1), sendo que, entre outros, ocorre

a inativacdo do genes MLH1 e MSH2, que controlam a reparacdo dos danos no DNA (13).
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3. Estado de Arte do Diagnostico do Cancro do Pancreas

3.1. Biomarcadores

Sabe-se que uma das razdes do mau prognostico do PDAC é o seu diagnostico ser, na maioria
das vezes, tardio. Um dos fatores que leva a este problema é a auséncia de biomarcadores precoces,
com especificidade e sensibilidade adequadas, que possam ser detetados nas suas formas
percussoras ou em estadios iniciais da doenca (16,22).

Assim, tem sido realizada investigacdo no sentido de identificar potenciais biomarcadores que
possibilitem o rastreio, diagnostico e tratamento da doenca (15).

Atualmente, realiza-se uma biopsia liquida que permite fazer a analise dos biomarcadores ja
caracterizados através de uma simples colheita de fluidos corporais, sendo 0s mais comummente

utilizados o sangue, a saliva e a urina (16).

3.1.1 Biomarcadores Convencionais

3.1.1.1 Antigénio Carbohidrato 19-9 (CA19-9)

Como foi anteriormente referido, ja existem varios biomarcadores descritos na literatura,
contudo o CA19-9 é o unico biomarcador aprovado pela agéncia federal de Administracdo de
Alimentos e Medicamentos (FDA) (5). Contudo, este biomarcador apresenta algumas limitagoes.

O CA19-9 esta ausente em doentes assintomaticos e em 10% a 13% dos doentes com PDAC
(23), sendo que, apesar de se encontrar em elevadas concentracdes nos casos de doenca em estadio
avancado, é dificilmente identificado em estadios mais iniciais (24). Trata-se de um biomarcador
ndo especifico, com uma sensibilidade entre os 70% e 80% e uma especificidade entre os 82% e
0s 90% para 0 PDAC (23), que pode estar presente noutras condi¢des benignas e malignas. Assim,
para além de ser detetado no PDAC, o CA19-9 pode, entre outros, surgir em casos de pancreatite,
colestase ou neoplasia gastrica (24), podendo originar falsos positivos em casos de infecdo,
inflamacdo ou obstrucédo da via biliar (17).

Este biomarcador € um derivado sialilado do antigénio Lewis A secretado pelas células ductais
pancreaticas e biliares, tanto como pelas células epiteliais exdcrinas gastricas, endometriais e do
cblon (5,25). Desta forma, a relacdo entre os antigenios do grupo sanguineo Lewis e 0 CA19-9
traduz mais uma limitacdo deste biomarcador, uma vez que apenas doentes pertencentes aos
grupos sanguineos Le (a-p+) ou Le (a+-) irdo expressar o biomarcador. Assim, os 5% a 10% de

individuos que apresentam o fendtipo Le (a-B-) e, consequentemente, ndo apresentam a enzima
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1,4-fucosil transferase, ndo apresentam a capacidade de producdo de epitopos para 0 CA19-9,
limitando a sua utilidade como um biomarcador (26).

Este biomarcador pode ser um bom indicador de progndstico antes e apds a cirurgia. Para além
disso permite avaliar a resposta a quimioterapia. Assim, varios estudos ja demonstraram que, antes
de realizar a cirurgia: quanto maior a concentracdo sérica de CA19-9 pior sera o prognastico (27);
a diminuicdo da concentracdo de CA19-9 apds a cirurgia, bem como valores inferiores a 200
U/mL, s&o fatores preditivos de sobrevivéncia (28). Em 2008, Halm et al. (29), demonstraram que
uma diminuigdo da concentracdo de CA19-9 superior a 20% comparativamente ao valor basal,
apos 8 semanas de tratamento, indica um aumento da esperanca média de vida do doente.

Tendo em conta as suas limitacdes, tém sido feitos estudos de forma a avaliar o beneficio da
analise concomitante do CA19-9 e de outros biomarcadores conhecidos (30—-32).

Um estudo publicado por Koopmann et al. (2004), teve o objetivo de demonstrar a eficécia da
citocina inibidora de macréfagos 1 (CIM1) como biomarcador. Neste estudo foi demonstrado que
a capacidade de diagnostico foi superior quando os dois biomarcadores foram analisados
simultaneamente, em comparacdo com a analise isolada do CA19-9 (AUC, 0.87; intervalo de
confianca 95%, 0.82-0.92; P<0.001) (33).

O’Brien et al. (2015) reportam que, quando analisados em combinacgdo, 0 CA125 conseguiu
detetar os falsos positivos obtidos pela analise do CA19-9 (34). Outros estudos demonstraram que
a associacdo do CA19-9 a outros biomarcadores aumentam o seu valor diagnostico (35). Por
exemplo, Yu-Lei et al. (2015) (36) verificaram que a detecdo simultanea de CA19-9, CEA, CA125
e CA242 permite um diagnostico mais sensivel para o PDAC com valores de sensibilidade (90,4%)
e especificidade (93,8%), maior do que qualquer um deles quando analisado isoladamente (Tabela
3).

Em 2017, Xiaohui et al. descobriram um conjunto de proteinas com possivel relevancia
enquanto biomarcadores do PDAC. Assim, verificaram que a analise concomitante de 4 proteinas
envolvidas no processo tumoral (APOE, APOA1, APOL1, ITIH3) e o0 CA19-9 permite uma
detecdo com sensibilidade de 95% e especificidade de 94,1% (37). Mais recentemente, Dong et al.
estudaram de que forma a andlise da periostina sérica (POSTN) e o0 CA242 podem complementar
0 estudo do CA19-9. Demonstrou-se que estes biomarcadores se encontravam em concentragdes
elevadas em estadios iniciais da doenca, quando comparados com individuos do grupo controlo.

A andlise concomitante da POSTN, CA242 e CA19-9 permitiu uma detecdo com sensibilidade e
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especificidade de 92% e 97%, respetivamente, e a distingdo entre individuos saudaveis e 0s

individuos com PDAC em estadio inicial (38).

Tabela 3: Tabela resumo dos biomarcadores associados ao CA19-9 no PDAC.

Biomarcador Sensibilidade | Especificidade AUC Referéncia

CA19-9, CEA, CAl25 e

90,4% 93,8% - (36)
CA242

CA19-9, APOE, APOAL,

95% 94,1% 0,99 (37)
APOL1e ITIH3

CA19-9, POSTN e CA242 92% 97% 0,98 (38)

3.1.1.2 Outros biomarcadores convencionais

Para além do CA19-9, existem outros biomarcadores convencionais, entre eles 0 CEA, CA242,
CA125 e DU-PAN2 (22).

Como ja foi referido anteriormente, tanto a infecdo como a inflamacéo ou obstrucdo biliar
podem levar a concentracfes séricas aumentadas de CA19-9. Ja foi demonstrada uma correlacao
positiva entre este biomarcador e a bilirrubina, sugerindo que quando existe ictericia ha uma maior
probabilidade de ocorréncia de falsos positivos com o CA19-9. Por outro lado, ndo parece haver
esta relacdo entre a bilirrubina e os biomarcadores CEA e CA242. Desta forma, estes sdo 0s
biomarcadores de preferéncia em doentes com ictericia (39).

No caso dos doentes com PDAC negativo para o antigénio Lewis foram estudados quais 0s
biomarcadores com maior valor diagnostico. Assim, nestes casos tanto o CEA como o CA125
demonstraram maior especificidade quando comparados com o0s restantes biomarcadores em

estudo, com 98% e 93,8% respetivamente (40).

3.1.2 Metabolitos

Vaérios estudos demonstram que no adenocarcinoma do pancreas existem mecanismos de
comunicagdo entre metabolitos intratumorais, que atuam simbioticamente e possibilitam a
otimizacdo do metabolismo tumoral, bem como o seu crescimento e perpetuacao (41). Assim, para
além de ocorrer uma reprogramacdo do metabolismo energético celular, as células cancerigenas

também vao estabelecer interacbes metabdlicas com células ndo-malignas e com a matriz
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extracelular, tal como explicado em 2.1, envolvendo alteracbes enzimaticas e acumulagdo de
metabolitos intermediarios (21,41).

Desta forma, através de técnicas de medigdo tais como a ressonancia magnética nuclear (RMN)
ou espetrometria de massa, € possivel detetar metabolitos que funcionam como biomarcadores,
entre 0s quais o acido palmitico, histidina, inositol e xilitol (42).

Considerando a importancia das alteragdes metabdlicas que ocorrem no PDAC, tém sido feitos
varios estudos com o objetivo de encontrar um modelo possivel para o diagnostico através de
metabolitos.

Um estudo realizado por Kobayashi et al. (2013) estabeleceu um modelo que envolve o recurso
a 4 dos 18 metabolitos soluveis em agua que tinham descoberto previamente, de forma a aumentar
a sua sensibilidade e especificidade, uma vez que estas ndo superavam os 80% quando avaliados
isoladamente. Assim, o estudo prop6e um modelo que utiliza xilitol, 1,5-anidro-d-glucitol,
histidina e inositol, que apresenta uma sensibilidade de 86% e especificidade de 88% (43) (Tabela
4).

J& um estudo realizado por Gangi et al. (2016) comparou a capacidade de distingdo entre
individuos com PDAC e individuos do grupo controlo do CA19-9 e do acido palmitico. No
decorrer do estudo foram encontrados quatro metabolitos que demonstraram valor diagndstico —
acido palmitico, acido oleandlico, tauroquenodesoxicolato e D-esfingosina — sendo que o acido
palmitico demonstrou uma maior capacidade de distincdo comparativamente ao CA19-9,
apresentando sensibilidade e especificidade de 100% (44).

Tabela 4: Tabela resumo dos metabolitos como biomarcadores no PDAC.

Biomarcador Sensibilidade | Especificidade AUC Referéncia
Xilitol, 1,5-anidro-d-
Glucitol, Histidina e 86% 88% 0,93 (43)
Inositol
Acido palmitico 100% 100% 1,00 (44)
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3.1.3. DNA livre

Quando falamos de DNA livre de células (cfDNA) referimo-nos a fragmentos de DNA,
geralmente de dupla cadeia, com um tempo de semivida igual ou inferior a uma hora, que se
encontram na componente extracelular do sangue (6). O cfDNA pode ser libertado por células
saudaveis, maioritariamente por células hematopoiéticas; contudo, em situacdes de neoplasia, a
sua concentracdo encontra-se entre 4 a 40 vezes aumentada, uma vez que uma fracdo do cfDNA é
libertada por células cancerigenas, ctDNA (45,46).

Apesar do mecanismo de libertacdo do cfDNA ndo ser conhecido, alguns estudos referem
hipdteses como a necrose, apoptose ou secrecdo ativa de DNA. Esta hipotese explicaria o facto de
a concentracao de cfDNA estar aumentada em individuos com doencgas oncologicas, uma vez que
nestes casos ha uma diminui¢do dos mecanismos apoptoticos (47).

O aumento das concentracdes de cfDNA pode ocorrer ndo s6 no contexto de neoplasias, mas
também noutras patologias (48). Desta forma, nao sera Gtil fazer a medicéo dos seus valores séricos
totais. Atualmente, faz-se uma analise de mutagdes genéticas, alteracdes na metilacéo, perda de
heterozigosidade e alteragdes microssatélites, que sdo caracteristicas de diferentes subtipos de
cancro (46). Assim, atraves de técnicas de extracdo de DNA e de PCR é possivel detetar ctDNA
em mais de 75% dos PDAC (49).

Existe cada vez mais evidéncia que o estudo de mutacdes somaticas e modulacdes epigenéticas

no cfDNA permitem fazer o diagnostico e monitorizar o tratamento em alguns cancros.

3.1.3.1 Mutagdes somaticas

Como seria de esperar, € possivel encontrar varias mutacGes somaticas no cfDNA. As
mutacOes mais frequentes encontram-se no KRAS e TP53, sendo também bastante frequente nos
APC, SMAD4 e BRAF (49).

Uma vez que as mutagdes no TP53 e SMAD4 surgem em estadios mais tardios da doenca, a
mutacdo no KRAS tem sido a mais estudada (50). Estudos apontam que a mutacdo do KRAS
podera ser (til no diagnéstico precoce do PDAC, uma vez que se encontra presente em 95% dos
casos (45). Através de um estudo realizado por Allenson et al. constatou-se esta mutagcdo em 45,5%

dos individuos com doenga localizada e em 57,9% dos individuos com doenca metastizada (51).
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3.1.3.2 Modulacdes epigenéticas

Para além de ser uma doenca com alteracGes genéticas, o cancro é uma doenca também
conhecida pelas suas alteracdes epigenéticas.

Os principais mecanismos da regulacdo epigenética sdo a metilacdo do DNA, modificacbes

nas histonas e a regulacdo genética pds-transcricional feita por RNA néo codificante. A metilacao
do DNA ocorre geralmente na posicao 5’ do anel citocina entre os dinucledtidos CpG, catalisada
pelas DNA metiltransferases, dando origem ao silenciamento de alguns genes e regides genémicas
néo codificantes (52). Sabe-se que 0s genes supressores de tumor sdo geralmente os mais afetados
por estas alteracdes (45).

Um estudo recente de Liu et al. (2020) demonstrou que a sequenciacdo dos padrdes de
metilacdo permite detetar uma série de tipos de cancro, na sua forma metastizada ou ndo
metastizada. Para além disso, permitiu detetar PDAC no estadio | com uma sensibilidade de 63%,
e nos estadios Il e IV com uma sensibilidade de 83% e 100%, respetivamente, com uma
especificidade de 99% em qualquer um dos estadios (53).

Adicionalmente, Ligget et al. indicaram que a metilacdo do cfDNA permite fazer a
diferenciacdo entre um quadro de PDAC e pancreatite cronica, através da andlise de 17
biomarcadores, com uma sensibilidade de 91,2% e especificidade de 90,8% (54).

Assim, ja foram investigadas alteracfes em genes envolvidos em diferentes funcGes celulares,
que incluem, entre outras, a proliferagéo celular (GPAM, KLB, SST) e a apoptose (NUPRI,
EEFDI) (55).

Melnikov et al. (2009) demonstraram que a analise combinada dos genes CCND2, SOCS1 e
THBSL1 seria um potencial painel de biomarcadores que permite o diagndstico precoce, uma vez
que apresenta uma sensibilidade de 76% e especificidade de 59% (56). Em 2019, estudou-se 0 SST
como biomarcador de prognostico de PDAC bem como a sua relagdo com a taxa de sobrevivéncia,
demonstrando uma sensibilidade de 93% e especificidade de 89% (55).

Recentemente, Eissa et al. (2019) indicaram que a metilacdo dos genes ADAMTS1 e BNC1
pode ser utilizada como um biomarcador precoce do PDAC, uma vez que apresenta uma maior
taxa de detecdo da doenca nos estadios I e 11 (100% e 94,4%, respetivamente) quando comparada
com a taxa de detecdo do CA19-9 (57,1% e 44,1%, respetivamente) (Tabela 5). Adicionalmente,
demonstrou-se que ADAMTSL1 apresenta uma sensibilidade de 87,2% e especificidade de 93,7%,
enquanto BNC1 apresenta 64,1% e 93,7%, respetivamente. Quando analisados
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concomitantemente, ADAMTS1 e BNCL1 apresentam uma sensibilidade de 97% e especificidade
de 92% (57).

Tabela 5: Tabela resumo de DNA livre de células como biomarcadores no PDAC.

Biomarcador Sensibilidade | Especificidade AUC Referéncia
Metilacdo de CCND2,
CDKN1C, CDKN2B,
DAPK1, ESR1, HMLH1, 91,29 90,8% ) (54)
MGMT, MUC2, MYOD1,
PGK1, PGR, RARb, RB1,
SYK
CCND2, SOCS1 e THBS1 76% 59% - (56)
SST 93% 89% 0,89 (55)
ADAMTS1 e BNC1 87,2% 93,7% 0,95 (57)

3.1.4 Fatores inflamatorios e Fatores de crescimento

Sabe-se que a presenca de mediadores pro-inflamatdrios no microambiente tumoral contribui
para a sua progressdo (58), de tal modo que ja foi demonstrado que a presenca de citocinas,
proteinas inflamatorias e metaloproteinases de matriz (MMPs) podem estar envolvidas no
crescimento das células tumorais, bem como na sua proliferacéo, migragdo e angiogénese (9).

Assim, pondera-se a relevancia de algumas citocinas e proteinas de fase aguda de inflamacéo
no diagnostico do PDAC, nomeadamente da proteina C reativa (PCr) e da interleucina 6 (IL-6)
9).

Em 2016 Yako et al. verificaram que, ap6s 65 estudos realizados relativamente a 41 citocinas,
seis delas se encontravam sistematicamente aumentadas no PDAC: IL- 18, IL-6, IL-8, IL-10, fator
de crescimento endotelial vascular (FCEV) e fator transformador de crescimento (FTC) (59). Neste
estudo, concluiu-se que a andlise isolada destas citocinas ndo apresenta valor diagnostico
(sensibilidade e especificidade inferior a 90%), contudo a analise de um conjunto de citocinas pode
ser atil para distinguir o PDAC de outras doencas malignas ou auséncia de doenca. Ainda neste
estudo foi possivel observar que no PDAC existe um valor aumentado de MIC-1 (Macrophage
Inhibitory Cytokine 1) (Tabela 6). Como ja tinha sido estudado anteriormente, este biomarcador

apresenta uma sensibilidade de 94% e especificidade de 90% (60), sendo que os seus valores
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parecem estar relacionados com o estadio de progressdo da doenca (59). De forma a aumentar a
sua especificidade, varios estudos sugerem a analise combinada de MIC-1 e CA19-9 (61).

Yoshinaga et al. (2018) estudou a relacdo entre ANGPTL2 (proteina associada a inflamacéo
cronica e DM tipo 2) e o PDAC. Verificou-se que os valores desta proteina se encontram
aumentados em casos de PDAC, apresentando a mesma capacidade diagnéstica que o CA19-9.
Nos 20 individuos com doenga em estudo, a ANGPTL2 demonstrou uma maior sensibilidade do
que o CA19-9 (85% e 80%, respetivamente), sendo que a sensibilidade foi de 100% (Tabela 6)
quando se combinaram os dois biomarcadores. Portanto, apesar da limitagéo inerente ao reduzido
numero de individuos em estudo, demonstrou-se que no estadio inicial da doenca existe um
aumento dos valores de ANGPTL2 antes da elevacdo dos valores dos outros fatores inflamatorios
(62).

Tabela 6: Tabela resumo dos fatores inflamatorios e de crescimento como hiomarcadores no PDAC.

Biomarcador Sensibilidade | Especificidade AUC Referéncia
MIC-1 94% 90% - (60)
ANGPTL2 85% - - (62)
ANGPTL2 e CA19-9 100% - - (62)

3.1.5 RNA néo codificante livre

Recentemente constatou-se a alteracdo das concentracdes de RNA no PDAC. Estas alteracdes
tém sido observadas no RNA néo codificante, RNA longo néo codificante (IncRNA) e micro RNA
(miRNA); e no RNA codificante, RNA mensageiro (MRNA) e RNA circular (CirRNA) (42).

3.1.5.1 Micro RNA

O miRNA é RNA enddgeno néo codificante, de cadeia Unica, com 18-22 nucledtidos que se
pode encontrar sub ou sobre regulado (63,64). O miRNA expressa-se de forma especifica nos
diferentes tecidos e uma alteracdo da sua expresséo num tecido pode ser um potencial indicador
de doenca e do seu respetivo estadio. Atraves da sua elevada complementaridade com 0 mMRNA
alvo, o miRNA induzira a sua clivagem e, consequentemente, inibe a sua expressao genética (63).
Postula-se que este € capaz de atuar como oncogene ou supressor, da mesma forma que é capaz de

restaurar a expressao genética de forma a impedir o desenvolvimento do tumor (65).
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Deste modo, 0 miRNA tem sido indicado como um biomarcador de interesse para 0 PDAC.
Este € bastante estdvel no sangue (66) e pode ser detetado através de varios métodos — PCR
quantitativo, hibridizacdo in situ, sequenciacdo de proxima geracao e microarray de miRNA (35).

Varios estudos, para além de identificarem o miR-216 como especifico do pancreas, referem
gue 0 miR-196a e 0 miR-217 permitem fazer a distin¢do entre PDAC e PC (22). Em 2006, Roldo
et al. verificou que a expressdo de miR-103 e miR-107 associado a diminuicdo da expressdo de
miR-155 estava presente nos individuos com PDAC, o que ndo acontecia nos individuos saudaveis
(67). No ano seguinte, outro estudo observou uma sobreexpressdo dos miR-21 e miR-196a2,
indicando-os como preditivos de mau diagndstico (68).

Mais recentemente, de uma lista de 42 miRNAs, um estudo verificou uma sensibilidade e
especificidade de 91% e 90%, respetivamente, para um modelo que inclui simultaneamente miR-
642b, miR-885-5p e miR-22; concluindo que esta combinacdo teria valor de diagnostico em
estadios iniciais da doenca. Assim, apesar de 0 CA19-9 apresentar uma maior especificidade
(100%), apresenta uma menor sensibilidade (73%) (69).

Em 2020, Deng et al., através de um algoritmo, sugeriu um novo modelo de 8 miRNA
envolvidos no PDAC (miR-139, mir-31, miR-196b, mir-221, miR-203b, miR-215, miR-144 e
miR-4433b), capaz de distinguir individuos doentes de individuos saudaveis com uma
sensibilidade e especificidade de 100% (70). No mesmo ano, Shams et al. concluiram que a
combinacdo de miR-663a, miR-642b, miR-5100 e miR-8073 permite fazer o diagndstico com uma
sensibilidade de 98,6% e especificidade de 87,5% (71).

Desta forma, tém sido feitos varios estudos que demonstram o valor diagnostico (72) e
prognostico (73,74) do miRNA, bem como o seu potencial enquanto alvo terapéutico nas

neoplasias (75).

3.1.5.2. RNA longo néo codificante

Os IncRNAs apresentam mais de 200 nucle6tidos e estdo limitados a alguns tipos celulares.
Estes atuam na génese tumoral, uma vez que modulam as vias de transcri¢do e pos transcri¢do
(76). Para além de se saber que existe uma desregulacdo do IncRNA no cancro (77), ha cada vez
maior evidéncia de que o INcCRNA tem um papel na modulacdo da resposta & quimioterapia no
PDAC, uma vez que atua na resisténcia de algumas células cancerigenas aos farmacos. Entre os
IncRNAs incluem-se HOTTIP, GAS5, UCA1, HOST2, HCP5 e CASC2 (65).
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Um estudo publicado em 2018 apurou a presenca de 3 INCRNAs (ABHD11-AS1, LINC00176
e SNHG11) em individuos com PDAC. Entre estes 3, 0 ABHD11-AS1 demostrou um maior valor
diagndstico, com uma sensibilidade e especificidade de 89,4% e 88,6%, respetivamente.
Adicionalmente, averiguou-se que quando combinado o CA19-9 com o ABHD11-AS1, estes
valores aumentavam para 98,5% e 100%, respetivamente (78) (Tabela 7). Mais recentemente
verificou-se que em casos de PDAC existe uma sobreexpressdo de LINC00261. Este, através da
diminuicdo da expressdo de miR-23a-3p nas células pancreéticas, para além de diminuir a
viabilidade celular, aumenta a apoptose (77). Assim, este estudo indica o LINC00261 como um
novo alvo terapéutico de interesse.

Por outro lado, para além do seu valor de diagnostico, Giulietti et al. concluiram que alguns
IncRNA envolvidos no desenvolvimento e progressédo do PDAC podem estar relacionados com o
seu progndstico. Entre eles encontram-se A2M-AS1, LINC01133, LINC00675, LINC00205 e
TSPOAP1-AS1 (79).

Portanto, os INCRNA tém interesse para o diagnostico, progndstico e terapéutica do PDAC,

sendo alvo de muitos estudos.

Tabela 7: Tabela resumo de RNA nao codificante livre de células como biomarcadores do PDAC.

Biomarcador Sensibilidade | Especificidade AUC Referéncia
miR-642b, miR-885-5p e 0 0
MiR-22 91% 90% - (69)

miR-139, mir-31, miR-
196b, mir-221, miR-203b,

0, 0
miR-215, miR-144 e miR- 100% 100% 1,00 (70)
4433b
miR-663a, miR-642b, miR-
) ) 0 0
5100, miR-8073 98,6% 87,5% 0,98 (71)
ABHD11-AS1 89,4% 88,6% - (78)
CA19-9 e ABHD11-AS1 98,5% 100% - (78)

3.1.6 Autoanticorpos
Outra forma de detetar o PDAC é tirar partido do sistema imunitario do individuo, uma vez
que ira gerar autoanticorpos contra os antigénios associados ao tumor (AAT) (80).

38



Apesar dos autoanticorpos serem potenciais biomarcadores, varios estudos demonstram que
86% dos AAT, quando estudados individualmente, apresentam uma sensibilidade inferior a 50%.
Contudo, curiosamente, estes marcadores apresentam tendencialmente uma elevada
especificidade, sendo que mais de 85% do AAT apresenta valores superiores a 90% (81).

No caso do PDAC, ja se constatou a presenca de autoanticorpos contra p53, MUCL, fator
recombinante Rad51 e a a-enolase fosforilada (ENOA) (82).

No PDAC, a ENOA encontra-se sobrerregulada, sendo que Tomaino et al. verificaram que as
isoformas 1 e 2 do AAT contra ENOA se encontram presentes em mais de 62% dos individuos
com a doenga. Estas isoformas apresentam uma capacidade de distin¢do de individuos com doenca
de individuos saudaveis com uma sensibilidade e especificidade de 62% e 97%, respetivamente,
quando analisados isoladamente; ou de 95,1% e 94%, respetivamente, quando analisadas
simultaneamente com o CA19-9 (83). Para além do seu valor diagndstico, Principe et al. (2015)
identificou ENO1 na superficie das células tumorais, propondo que serd um alvo terapéutico de
interesse (84).

A Ezrin (EZR) é uma proteina de ligacéo entre vérios fatores de crescimento e moléculas de
adesdo a actina do citoesqueleto, que se encontra aumentada em Vvarios tipos de cancro, incluindo
no PDAC. Num estudo de 2013, Capello et al. sugeriram que o0 autoanticorpo contra esta proteina
surge numa fase inicial do PDAC. Deste modo, verificou-se que a combinacdo da analise dos anti-
EZR, anti-ENOAL1,2 e CA19-9 permite um diagnostico com sensibilidade 100% e especificidade
92% (85) (Tabela 8).

Ghassem-Zadeh e colaboradores (2020) desenvolveram um microarray de autoantigénios com
0 objetivo de encontrar autoanticorpos com a capacidade distinguir o PDAC de PC e pancreatite
autoimune (PA). Assim, verificaram que os autoantigénios TOR1B, RNF138, PPP1R15A, PAICS,
LENGL1, GPR3 e CYP3AS5 permitem fazer a distincdo entre estas 3 entidades nosolégicas (86).

Tabela 8: Tabela resumo da associagdo do CA19-9 e autoanticorpos como biomarcadores do PDAC.

Biomarcador Sensibilidade | Especificidade AUC Referéncia
CA19-9 e anti-ENOAL,2 95,1% 94% 0,95 (83)
CA19-9, anti-EZR e anti-

! 0 0
ENOAL 2 100% 92% 0,96 (85)
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3.1.7 Células Tumorais em Circulacéo (CTC)

As CTC séo células cancerigenas provenientes de tumores sélidos que se encontram no sangue
periférico, formadas através de mecanismos de angiogénese induzidos pelo tumor (87). Em 2014,
Hodgkinson et al. demonstraram a capacidade tumorigénica destas células, apoiando a hipotese de
gue sejam responsaveis pela origem de metastases (88). Desta forma, a sua presenca indica invaséo
e metastizacdo do tumor primario, apresentando um grande potencial como biomarcador de
progndstico da doenga (89).

Enquanto os estudos mais antigos referiam que ndo existia uma diferenga estatisticamente
significativa entre os individuos que apresentam ou ndo as CTC (90), estudos mais recentes
concluiam que a presenca de CTC se traduzia num pior prognéstico (91,92). Em 2016, uma meta
andlise realizada por Xie et al. demonstrou que estas células podem ser importantes como
biomarcadores de prognostico em doentes com PDAC (93).

Estas células ddo informac6es relativamente a variagdes genéticas na expressao de genes e nas
proteinas citoplasmaticas (24). Contudo, a frequéncia de detecdo de CTC varia bastante entre as
amostras de sangue de acordo com os diferentes métodos de dete¢do. Assim, estas sdo detetadas
principalmente pela constatacdo de alteracGes morfoldgicas, de mutagdes de genes especificos,
bem como da sua expressdo em proteinas atraves de imunofluorescéncia (42).

Em 2016, Gao et al. demonstraram que individuos com maiores niveis séricos de CTC
apresentavam uma menor taxa de sobrevivéncia comparativamente a individuos com niveis
inferiores. Neste estudo detetaram as CTC através de um método que integra o enriquecimento por
extracdo e a hibridacao in situ de imunocoloragdo-fluorescéncia (SE-iFISH). Estas células ja foram
caracterizadas como sendo nucleadas e com marcadores epiteliais e/ou hiperdiploides, mas sem
CD45. Assim, através da utilizacdo de varios biomarcadores (DAPI, CK, CEP8 e CD45) para a
sua detecdo, conseguiram obter uma sensibilidade e especificidade de 88% e 90%, respetivamente,
para a detecdo de PDAC (94) (Tabela 9).

Mais recentemente, tendo em conta as caracteristicas das CTC, Wei et al. (2019) tentaram
isolar estas células no PDAC através da vimentina que se encontra a superficie celular. Neste
estudo, detetaram CTC vimentina® em 76% dos individuos com PDAC. De forma a aumentar o
seu valor diagndstico, fizeram uma andlise concomitante com o CA19-9, na qual comprovaram

uma elevada precisdo (AUC 0,968) e uma sensibilidade e especificidade de 91% e 97%,
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respetivamente. Para a detecdo das CTC utilizaram o método da imunofluorescéncia e como
biomarcadores a vimentina, CD45 e Hoechst (95).

Tabela 9: Tabela resumo de CTC como bhiomarcadores do PDAC.

Biomarcador Sensibilidade | Especificidade AUC Referéncia
DAPI, CK, CEP8 e CD45 88% 90% 0,95 (94)
CA19-9e CTCs
(Vimentina®*, CD45", 91% 97% 0,97 (95)
Hoechst™)

3.1.8 Exossomas

Os exossomas sdo vesiculas extracelulares, com uma bicamada lipidica e proteinas
membranares, que contém no seu interior DNA, mMRNA, miRNA, proteinas e lipidos (Figura 16).

Estas vesiculas podem ser excretadas por todas as células, incluindo células cancerigenas (96).
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Figura 16: Biogénese dos exossomas.
Adaptada de Lane et al., 2020 (96).

Assim, varios estudos tém investigado a importancia dos exossomas como biomarcador de
diagndstico do PDAC, uma vez que ao estudar o seu conteido € possivel obter informacdo relativa
a origem do cancro, bem como as suas caracteristicas genéticas e respetivo estado metabdlico (97).
Para além do seu conteudo, sabe-se que a sua composi¢do externa também varia de acordo com a
sua linha celular. Desta forma, a combinacéo das caracteristicas das VE (vesiculas extracelulares)
com o facto de estas se encontrarem em concentracdes elevadas em quadros de doenca neoplasica,
torna-as um potencial biomarcador de diagnostico interessante (96,98).
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Para além do seu valor diagndstico, também tém sido estudados como fatores de progndstico
e como alvo terapéutico direto, através da inibicdo da sua libertacdo; ou indiretos, atraves da
alteracdo dos seus mecanismos de sinalizagdo na comunicacao intercelular (96). Desta forma,
consegue-se inibir as vias de sinalizacdo atraves das quais as VE promovem a progressao tumoral
e a metastizacgéo (99).

Assim, o papel de varios elementos encontrados no interior e exterior dos exossomas tem sido
alvo de vérios estudos no contexto do PDAC.

Costa-Silva et al. (2015) propuseram que o MIF (migration inhibitory factor) exossomal
apresenta um papel importante na metastizacdo do PDAC, uma vez que tanto os seus valores
plasmaticos como os valores teciduais se encontram relacionados com a agressividade da doenca.
Pensa-se que esta relacdo esteja associada a sua capacidade de induzir a libertagdo de TGFp e,
consequentemente, de aumentar a producao hepatica de fibronectina (FN). O depésito de FN ird
levar a uma acumulacéo hepética de macrofagos e neutrofilos oriundos da medula 6ssea, levando
a formacdo das lesGes pré-metastaticas. Neste estudo, verificou-se que existe um aumento dos
niveis plasmaticos de MIF exossomal em doentes com PDAC no estadio |, antes da ocorréncia de
metastases, indicando o seu valor de prognostico (100).

No mesmo ano, para além de demonstrar que os exossomas derivados de células cancerigenas
incluem GPC1 (glipicano-1), Melo et al. demonstraram que 0s exossomas GPC1* apresentam
MRNA de KRAS mutado. Neste estudo, verificou-se uma sensibilidade e especificidade de 100%
através de um método de citometria de fluxo. Propdem assim que as VE GPC1* em circulacéo
podem servir como método de diagnostico ndo invasivo em estadios iniciais da doenca (101).

Vaérios estudos indicam que 0 miRNA que se encontra nos exossomas (exmiRNA) apresenta
um papel relevante no desenvolvimento do tumor, bem como na sua metastizacdo e resisténcia a
quimioterapia (102). O facto de se encontrarem dentro destas vesiculas faz com que os miRNAs
se encontrem protegidos o que permite, desta forma, isolar e quantificar este biomarcador. Pu et
al. demonstraram que os niveis de exmiRNA-21 e exmiRNA-10b se encontram aumentados em
individuos com PDAC quando comparados com individuos saudaveis. Neste estudo, concluiram
que o exmiRNA-21 pode ser considerado um biomarcador de diagnostico precoce, uma vez que €
capaz de distinguir individuos com doenca no estadio inicial de individuos saudaveis. De qualquer
forma, o seu valor diagndstico é aumentado quando é estudado concomitantemente com o
exmiRNA-10b (103).
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3.2. Glicosilacdo no PDAC

Nos ultimos anos, a glicobiologia tem demonstrado uma grande relevancia na investigacao do
cancro, tendo em conta a sua fungdo no mecanismo da doenga (104).

A glicosilagdo é o processo enzimético através do qual um glicano se liga a outro glicano,
lipido ou proteina (105). Os glicoconjugados sdo caracterizados tendo em conta a natureza desta
ligacdo, sendo que estas ocorrem através de oxigénio ou nitrogénio, dando origem a O-glicanos ou
N-glicanos, respetivamente. Este processo que ocorre no aparelho de Golgi e reticulo
endoplasmaético é essencial para o controlo de varios processos fisiopatoldgicos, sendo que as
principais alteracdes ocorrem em recetores que se encontram a superficie celular ou em moléculas
de adesdo (104,105).

As alteracGes na glicosilacdo ja sdo estudadas ha décadas, sendo que ja foi descrito que ocorrem
varias alteracGes nos padrdes de glicosilagdo durante o desenvolvimento e progressdo do cancro
(106). Assim, sabe-se que os glicanos conseguem regular a angiogénese, proliferacédo, invasao e
metastizacdo tumoral (105). Esta glicosilacdo aberrante é especifica e distinta para células de
diferentes etiologias tumorais (104).

No PDAC, as alterac6es mais frequentes na glicosilacdo incluem o aumento da sialilagéo dos

glicanos, alteracao da fucosilacéo e a alteracdo das estruturas ramificadas dos glicanos (107).

3.2.1. Sialilacdo

A sialilacdo dos carbohidratos vai modificar o seu reconhecimento celular, adesdo celular e
sinalizacdo celular. No cancro, a alteracdo da expresséo das glicosiltransferases leva a um aumento
da sialilagdo 02,3 e 02,6 (104).

Assim, varios estudos tém investigado o papel da glicosiltransferase ST6Gal-1 na
carcinogénese. Sabe-se que esta enzima adiciona acido sialico na posi¢do 02,6 das glicoproteinas
(108). Num estudo de Holdbrooks et al. concluiu-se que, através do seu mecanismo de sialilagdo
do TNFR1, a ST6Gal-I bloqueia seletivamente 0 mecanismo apoptético do TNF. Desta forma,
verificou-se que a sialilagdo 12,6 é prevalente em células cancerigenas devido a sobrerregulagdo
de ST6Gal-1 (109).

Por outro lado, o biomarcador mais utilizado na detecdo do PDAC (CA19-9) apresenta na sua
constituicdo o sialil Lewis A (sLe”). Estudos demonstram que este se encontra em baixos niveis

nos tecidos saudaveis, em niveis mais elevados em tecidos embrionarios e sobre expressos em
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cancros epiteliais (105). Engle et al., ao estudar o impacto das alteracdes nos glicanos nas doencas
pancreéticas, observou que a expressdo de sLe”/ CA19-9 levou a uma rapida progressio para
pancreatite severa com hiper ativacdo da sinalizac&o pelo recetor do fator de crescimento epitelial
(RFCE). Este processo ocorre pela alteracdo da proteina fibulina-3, aumentando a sua interacéo
com o RFCE (110).

Para além deste antigénio, também existem estudos referentes ao seu isdbmero- sialil Lewis X
(sLeX). Demonstrou-se que estes antigénios aumentam a ligacdo das células cancerigenas em
circulacdo a selectina E, presente nas células epiteliais, contribuindo para a metastizacdo (Figura
17)(111). Comprovou-se ainda que algumas proteinas implicadas na progressio do PDAC
expressam o glicano sLe*, entre elas KRAS, SPARC e Wnt7b (112).
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Figura 17: Papel dos antigénios sLe” e sLe* na metastizagéo do PDAC.
Fonte: Lumibao et al., 2022 (111) com permissdo de Rockefeller
University Press Journals.

Adicionalmente a estes antigénios, em doentes com PDAC também se verificaram niveis
aumentados da LacNAc tipo | sialilada. Desta forma, sugere-se que a analise concomitante da
LacNAc tipo | sialilada, sLe”® e sLe* melhora o seu valor diagnostico, apresentando uma

sensibilidade e especificidade de 85% e 90%, respetivamente (113).

3.2.2. Fucosilacéo

A fucosilagdo dos glicanos ocorre através de varias fucosiltransferases, sendo que esta pode
ocorrer a nivel terminal (sLe) ou central (104).

O passo final da sintese dos sLe envolve a fucosilacdo de uma cadeia anteriormente sialilada.

Assim, ocorre a fucosilagio al,3 ou al,4 da cadeia do tipo 1 (sLe”) ou tipo 2 (sLeX) sialilada em
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a2,3 (104). Ja a fucosilacéo central consiste na adi¢do de uma fucose na posicdo ol,6 nos residuos
LacNAc mais internos dos glicanos, pela Fuc-TVIII (FUT8) (104).

Este processo pode ser interessante para o diagndstico do PDAC, nédo s porque se sabe que
ocorre um aumento da fucosilacdo em individuos com a doenca, mas também porque se sabe que
a fucosilacdo de epitopos ocorre em proteinas especificas (105). Desta forma, tém sido feitos
estudos que demonstram o interesse da fucosilacdo da haptoglobina (114) e ribonuclease 1
(RNASEZ1) (115) para o diagnéstico do PDAC.

3.2.3. Alteracdes nas ramificacoes
Os N-glicanos e os O-glicanos sdo diferentes tipos de glicanos que estabelecem ligacdes com

as proteinas do glicoma celular de modo distinto.

N-Glicanos

Séo glicanos que se conjugam as proteinas pelos residuos de asparagina de uma sequéncia
peptidica ndo consensual, constituida por trés péptidos Asn-X-SER/Thr, onde X pode ser qualquer
AA, com excecéo da prolina e, em que o terceiro AA pode ser uma serina ou treonina.

No PDAC é bastante comum ocorrer a glicosilacdo aberrante ligada a N, sendo que, para além
da sialilacdo e fucosilagdo, as células cancerigenas apresentam niveis aumentados de N-glicanos
altamente ramificados na posigdo B1,6 (104,105). Estes niveis aumentados foram detetados em
integrinas e proteinas de adesdo envolvidas em vias de sinalizacdo do PDAC, entre elas a
sinalizacdo pelos TGF-B, TNF e NF«B (105).

A maioria destas ramificacdes ocorre pela acdo da N-acetil glucosamina transferase (GnT)
(116). Assim, pode verificar-se um aumento da expressao de ramificagdes GICNAc nos N-glicanos
pelaacdo da GnT-V, codificada pelo gene da manosido acetilglucosaminiltransferase 5 (MGATS).
A expressdo desta enzima é regulada pela via de sinalizacdo RAS-RAF-MAPK , que se encontra
ativada no cancro (104). Assim, a sobreexpressdao da MCATS5 leva a uma diminuicdo da adesdo
celula-célula e célula-matriz, aumentando a capacidade de motilidade e invasdo tumoral (116). De
seguida, os N-glicanos sdo alongados pela adicdo de poli-N-acetil-lactosamina (ligando das
galectinas) pela P1,3-GnTs, sendo-lhes ainda adicionado 4&cido sidlico ou fucose.

Consequentemente, forma-se um complexo galectina-glicano (104).
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Para alem da MGATS, a B1,4-N-acetil glucosamina transferase, GnT-I11 (MGATS3), apresenta
um papel importante no PADC (104,116). Esta enzima catalisa a adicdo de GIcNAc ao residuo p-
manose dos N-glicanos em 1,4 (116). Estudos mais antigos verificaram que a MGAT3 se
encontra aumentada em casos de hepatocarcinogenese induzida experimentalmente, enquanto a
sua atividade é dificilmente detetada em tecidos saudaveis (117). Contudo, ao contrario da
MGATS5, a MGATS3 esta envolvida na supressao de metastases. Desta forma, enquanto a expressao
da MGATS se encontra aumentada apenas no tecido tumoral, a expresséo da MGAT3 encontra-se
aumentada no tecido tumoral e nos tecidos adjacentes (104,117).

A N-glicosilacdo pode ainda levar a alteracdes na expressdo dos recetores tirosina quinase de

superficie, bem como aumentar a sensibilidade das células tumorais resistentes a farmacos (105).

O-Glicanos

Séo glicanos em que a ligacdo as proteinas se faz em ambos os residuos de serina e treonina.
Adicionalmente as outras alteracdes, a O-glicosilacdo é bastante comum no PDAC. A alteracdo da
glicosilacdo intracelular associada a glicosilacdo esta intimamente relacionada com a B-N-acetil
glucosamina ligada a O (O-GIcNAc) (111). Esta alteracdo, que se verifica em elevadas
concentracdes no PDAC, ird modificar a localizacdo e atividade de enzimas metabdlicas, histonas
e reguladores transcricionais (Spl, B-catenina, SOX2, FOX0O3 e YAP) (118). Desta forma, vai
promover a expressdo de fenotipos celulares com maior capacidade proliferativa e anti-apoptética
(118).

A modificacdo dos O-glicanos nas células tumorais estd associada a atividade relativa de
enzimas como a C2GnT e o2,3-sialil transferase | (ST3Gal-l) associadas ao cancro, cuja
sobreexpressdo leva a glicosilacdo aberrante de glicoproteinas. Sabe-se que a ST3Gal-I ndo é
detetada em tecidos saudaveis, mas é detetada na maioria dos carcinomas, incluindo o do pancreas.
Esta enzima esta associada ao crescimento tumoral, bem como a diminuicdo da adesao das células
cancerigenas, relacionando-se com a migracdo e invasdo destas células. Assim, a ST3Gal-I parece
estar relacionada com o mau prognostico do PDAC (104).

Uma alteracdo detetada com frequéncia no PDAC ¢ o truncamento da N-acetilgalactosamina
com ligagdo O- (O-GalNAc) resultando na expressdo do antigénio Tn (GalNAcal-O-Ser/Thr)
(119). Sabe-se que no pancreas saudavel ndo ha expressdo deste antigénio, contudo este esta

presente no PDAC e pode esta associado ao crescimento tumoral e a metastizagéo (105). Para além
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deste antigénio, 0 COSMC ja demonstrou ser um chaperone molecular essencial para a O-
glicosilacdo correta das proteinas. No PDAC, a sobreexpressdo do COSMC esta associada a
sobreexpresséo da T-sintetase, levando a um aumento da aberragéo dos O-glicanos. Desta forma,
correlaciona-se com 0 aumento da migracdo, bem como com a capacidade anti-apoptotica e pro-
metastatica (119).

3.3. Detecdo de biomarcadores tumorais: lectinas

Tendo em conta a aberracdo glicomica expressa no processo tumoral, o0 emprego de lectinas
para a detecdo de biomarcadores, maioritariamente glicoproteinas, com vista a um diagnostico,
tem sido cada vez mais explorado (120).

As lectinas sdo proteinas que estabelecem ligacdes de afinidade a hidratos de carbono,
encontrando-se na natureza de forma ubiqua (120). As lectinas (121), apresentam um dominio ndo
catalitico que se liga de forma reversivel a monossacéaridos e/ou oligossacaridos especificos (122).

Assim, as lectinas sdo capazes de mediar interacfes célula-célula ou hospedeiro-patogénio, o
turnover de proteinas séricas e a resposta imunitaria (121). A sua classificacdo pode ser feita tendo
em conta:

1) A sua especificidade de ligagdo ao hidrato de carbono: Glucose/manose;
Glucosamina/N-acetilglucosamina; Galactose/N-acetilgalactosamina; Fucose; Acido
sialico e de polissacaridos (123),

2) As suas caracteristicas e nimero de dominios de ligacdo (i.e merolectinas,
hololectinas, quimerolectinas, superlectinas) (115) e,

3) As diferentes familias de acordo com o seu folding, semelhancas estruturais e
evolucdo genética, permitindo agrupar em 12 diferentes dominios de ligacdo detetados nas
plantas, ou seja, possibilita agrupar as lectinas em 12 familias (124).

A primeira lectina descoberta foi a ricina (1888), tendo sido encontrada na semente do ricino,
Ricinus communis. Décadas mais tarde, James Sumner detetou uma proteina na Canavalia
ensiformis e verificou que esta planta causava aglutinacdo de células e leveduras (120). Ainda no
século XX, foi relatada a toxicidade das lectinas para os animais, ja tendo sido demonstrada em
varios mamiferos. Entre as lectinas encontram-se a ricina, abrina, modecina e proteinas inibidoras

ribossomais (RIP). Esta citotoxicidade parece estar relacionada com a morte de células alvo pela
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acdo de linfécito T citotoxicos, atraves do reconhecimento especifico destas células pelas lectinas
(125).

3.3.1 Aplicacéo de lectinas na detecdo de biomarcadores tumorais

Como ja foi referido anteriormente, o estudo da alteracéo de glicanos, bem como a forma como
estes se encontram expressos de forma aberrante, tem sido cada vez mais utilizado no diagnostico
do cancro. Desta forma, as lectinas sdo bastante utilizadas para a detecdo de novos biomarcadores
e no diagndstico do cancro, uma vez que conseguem descodificar aberragcbes nos hidratos de
carbono expressos nas células cancerigenas (120,125). Posto isto, as lectinas podem ser
importantes na detecdo do cancro quando utilizadas concomitantemente com a espetrometria de
massa, uma vez que permitem detetar glicoproteinas séricas (126), que poderdo ser possiveis
biomarcadores etioldgicos.

Contudo, para além da sua capacidade de ligacdo a componente glicana dos glicoconjugados,
ha evidéncias de que as lectinas estdo envolvidas no mecanismo inibitério tumoral, uma vez que
induzem a autofagia e apoptose (127). Para além disso, varios estudos demonstraram que, através
da sua capacidade de reconhecer glicanos a superficie celular, a utilizacdo de lectinas para a
producdo de nanofarmacos direcionados a células tumorais do trato digestivo pode melhorar o
prognostico da doenca (125). Desta forma, as lectinas apresentam valor de diagndstico,
progndstico e terapéutico.

Para além da sua importancia na investigacdo do PDAC, as lectinas podem ser utilizadas no
estudo de doencas inflamatorias- como a DM- ou neurodegenerativas, uma vez que nestas doencas
ocorrem anomalias na glicosilacao e, consequentemente, surgem proteinas disfuncionais. Assim,
as lectinas poderdo detetar estas glicoproteinas disfuncionais, mesmo que estas se encontrem em

baixas concentracdes nos fluidos bioldgicos (125).

3.3.1.1. Cromatografia de afinidade com lectina imobilizada

A cromatografia de afinidade é um método que permite separar glicoproteinas, baseando-se na
ligacdo especifica entre a lectina e um carbohidrato, através da utilizagcdo de uma coluna com uma
matriz onde a lectina se encontra imobilizada (128) (Figura 18). Este método pode ser realizado
concomitantemente com a espetrometria de massa. Assim, através da analise do eluato rico em

glicoproteinas, obtido através da extracdo, pode comparar-se a expressao aberrante de
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glicoproteinas ou alteracdes na glicosilacéo entre amostras de individuos saudaveis e de individuos

com cancro (120).
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Figura 18: Cromatografia de afinidade com lectina imobilizada.
Fonte: Hashim et al., 2017 (120).

Pela utilizacdo deste método, em 2015 Tan et al. identificaram glicopéptidos que podem ter
interesse para o diagndstico do PDAC. Neste estudo fez-se o enriquecimento dos péptidos
fucosilados do nucleo, utilizando aglutinina de Lens culinaris (LAC), em combina¢do com
espetrometria de massa (129).

Devido a incapacidade de uma so lectina isolar completamente a glicoproteina, faz-se uma
cromatografia de afinidade com vérias lectinas, de diferentes afinidades, permitindo uma anélise

mais ampla e profunda (120).

3.3.1.2. Ensaio de Enzima ligada a Lectina

O ensaio de enzima ligado a lectina baseia-se no principio do ensaio de imunoabsorcao
enzimatica (ELISA), mas utiliza lectinas como um dos reagentes em vez de anticorpos. Neste
ensaio, depois de se revestir uma amostra com glucoconjugados numa placa de microtitulacéo,
adiciona-se um complexo de uma lectina conjugada com uma enzima. Assim, a lectina ira ligar-se
ao glicano, enquanto a enzima da coloragéo ao substrato, que se torna um produto corado, podendo

ser quantificado através de um espetrofotometro (120).
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Este ensaio pode ser feito de trés formas (Figura 19). Como se vé em (A), pode ser realizado
de forma direta, ou seja, faz-se o revestimento das amostras diretamente na placa de microtitulacéo,
sendo depois introduzido o conjugado lectina-enzima. Por outro lado, em (B) ilustra-se um ensaio
hibrido, no qual a placa é revestida com um anticorpo de forma a ligar-se a proteinas especificas
antes de se adicionar o conjugado lectina-enzima. Finalmente, em (C) utilizam-se duas lectinas:
uma delas € utilizada como reagente, de forma a captar as glicoproteinas de interesse, enquanto a

segunda lectina funciona como reagente de detecdo (120).
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Figura 19: Possiveis ensaios de enzima ligada a lectina.
Fonte: Hashim et al., 2017 (120).

} Substrato

Em 2018, Morishita et al. investigaram a importancia do fen6tipo da haptoglobina fucosilada
(Hpt-Fuc) na detecdo do PDAC, quando quantificada pelo ensaio de enzima ligada a lectina. Neste
estudo, para além do método ELISA, fez-se a quantificacdo da Hpt-Fuc através de um ensaio que
utiliza um anticorpo (glicano) da Hpt-Fuc. Os resultados mostraram que apenas os fenétipos Hpt2—
1 e Hpt2-2 se encontram aumentados quando quantificados por este método. Adicionalmente,
verificou-se que a combinagdo dos dois ensaios permite obter uma maior AUC (0.866) para o
diagnostico do PDAC (130).

3.3.1.3. Histoquimica das lectinas
A histoquimica € um método microscopico que permite observar os componentes celulares dos
tecidos através das lectinas, fornecendo informacé&o relativa aos processos de glicosilacdo numa

amostra e a sua localizacéo intracelular (120).
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Este método pode ser aplicado de forma direta ou indireta (Figura 20). Como se vé em (A), no
método direto, atraves da utilizacdo de lectinas ligadas por ligacdo covalente a fluoroforos,
enzimas, ouro ou ferritina, detetam-se as glicoproteinas presentes numa amostra de tecido. J& no
método indireto, (B), esta dete¢do é possivel através de uma lectina conjugada com um hapteno
(digoxigenina ou biotina, por exemplo), que serdo reconhecidas através de anti-digoxigenina ou
estreptavidina ligadas a enzima, respetivamente. Sabe-se que o0 método indireto é mais sensivel qu
e o direto (131).

(A) (B)
} Substrato
Fluoroforo )
Enzima
Lectina Estreptavidina
Glicoproteina > Biotina
2 -
Tecido . °

/\.-/—.

Figura 20: Técnicas utilizadas na histoquimica das lectinas. Transferéncia de proteinas para membrana de
nitrocelulose, ap6s separa¢do por SDS-PAGE seguida da incubag¢do com um conjugado de lectinas para
detecdo de glicoproteinas. Fonte: Hashim et al., 2017 (120).

Este método tem sido utilizado para a o estudo de biomarcadores em diferentes tipos de cancro,
entre eles o carcinoma ductal invasivo da mama (132) e do cancro colorretal (133).

3.3.1.4. Blotting de lectinas

O blotting de lectinas é uma extensdo do western blotting, que permite a detecdo de
glicoproteinas pela utilizagdo de lectinas. Assim, através da utilizagdo sondas de lectinas
especificas para determinado glicano, faz-se a resolugdo da amostra por eletroforese em gel de
poliacrilamida e transfere-se para membranas de nitrocelulose ou fluoreto de polivinilideno.
De seguida faz-se a lavagem da membrana e a incubacdo com um conjugado lectina-enzima,
um corante fluorescente, biotina, digoxigenina, ouro coloidal ou is6topos radioativos (Figura
21)(120).
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Figura 21: Blotting de lectinas. Resolugdo de amostra por eletroforese em gel de poliacrilamida e transferéncia para

membrana de PVDF ou nitrocelulose, detetado por sondas especificas de lectina. Fonte: Hashim et al., 2017 (120).

Finalmente, faz-se a comparacéo entre o blotting dos fluidos corporais de individuos saudaveis
e individuos com doenca, permitindo observar a expressdo das glicoproteinas.

Este método ja demonstrou interesse para a dete¢do de glicoproteinas em diferentes tipos de
cancro. Por exemplo, tem sido utilizado para estudar as caracteristicas da glicosilacdo em

diferentes linhas celulares cancerigenas, entre elas a da leucemia e de alguns tumores sélidos (134).

3.3.1.5. Array de lectinas

O array de lectinas permite fazer a detecdo de glicanos presentes em glicolipidos ou
glicoproteinas numa amostra, através de lectinas imobilizadas num suporte solido de elevada
densidade espacial (135). Ou seja, as lectinas sdo inseridas em diferentes pontos de uma lamina e
irdo interagir com a amostra, previamente marcada com fluoroforos ou cromoforos. Desta forma,
os diferentes pontos de lectinas com as glicoproteinas marcadas sdo detetados com recurso a um
scanner apropriado (Figura 22, (A)). Por outro lado, pode-se fazer a conjugacao das lectinas com

uma sonda fluorescente colorida.
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A forma como as lectinas se encontram dispostas na matriz permite a observacao simultanea
das diferentes interacGes, 0 que torna este método bastante rapido e sensivel para a caracterizacdo

de carboidra tos presentes em diferentes glicoconjugados (120).

(A)

thupm_uim marcadas
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Figura 22: Array de lectinas. Interacdo entre lectina e amostra, com dete¢do da amostra marcada.
Fonte: Hashim et al., 2017 (120).

Lectinas

Array de lectina

Em 2020, através de um microarray de lectinas Yokose et al. verificaram uma elevacéo de
exossomas com O-glicanos no seu interior no soro de individuos com PDAC. Estes foram
reconhecidos pelas lectinas ABA e ACA e demonstraram estar presentes em individuos sem o
antigénio Lewis. Desta forma, estes exossomas ABA™ e ACA™ demonstraram ter interesse para o
diagndstico do PDAC quando estudados em combinagdo com o CA19-9 (136).
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4. Conclusao

Apesar de todas as investigacdes realizadas no sentido de melhorar o seu prognaostico, o cancro
do pancreas continua a ser um dos tipos de cancro com maior mortalidade, prevendo-se que nas
proximas décadas continue a afetar milhdes de individuos. Reporta-se que a maioria dos doentes
é diagnosticada num estadio avancado da doenca. Assim, menos de um quinto dos doentes com
cancro do pancreas apresenta a doenca localizada, passivel de ressecdo cirurgica. De qualquer
modo, mesmo nestes casos, a taxa de sobrevivéncia aos 5 anos € bastante baixa (30%).

Existem vérios fatores que levam ao atraso no diagndéstico. Para além dos sintomas pouco
especificos da doenca, ndo existe uma estratégia de diagnostico padronizada. Assim, é essencial
estabelecer uma estratégia de diagndstico tanto para os individuos com elevado risco para o cancro
do péncreas - por histdria familiar ou por fatores de risco genéticos - como para a populagéo geral.

Desta forma, adicionalmente aos métodos imagioldgicos, € fundamental a detecdo em
amostras bioldgicas, por metodologias sensiveis, de biomarcadores que sejam especificos e exibam
precocidade. Para além da investigacdo cientifica que tem sido feita no sentido de identificar
biomarcadores que permitam detetar a doenca num estadio inicial, € necessario aumentar a
literacia da populagdo para os principais sintomas inerentes, mesmo que néo especificos, e fatores
de risco modificaveis para o cancro do pancreas.

Atualmente, o Unico biomarcador aprovado pela FDA é o antigénio carbohidrato CA19-9.
Contudo, este biomarcador apresenta algumas limitacbes quanto a sua sensibilidade e
especificidade, bem como o facto de ndo se encontrar expresso nos 5% a 10% da populagéo que
apresenta o fendtipo Le (o-B-). Consequentemente, a associacdo do CA19-9 a outros
biomarcadores tem demonstrado capacidade de aumentar o seu valor diagnostico, permitindo fazer
a distincao entre individuos com cancro do pancreas, individuos com doenca benigna e individuos
saudaveis com uma elevada sensibilidade, especificidade e preciséo.

Conclui-se que, apesar de todos os avancos ja realizados no estudo do cancro do pancreas,
ainda existe um longo caminho a ser percorrido para se estabelecer um painel de biomarcadores

devidamente validado que permita estabelecer o diagndstico precoce da doenca.
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5. Perspetivas futuras

O cancro é uma das principais causas de morte no mundo, sendo muitas vezes detetado num
estadio avancado, quando a sintomatologia ja estd presente. Apesar de ser um dos maiores
problemas de satde publica, a maioria dos tipos de cancro ndo apresenta uma estratégia de rastreio
ou diagnostico que permita fazer a sua detecdo precoce. Assim, o principal objetivo sera
desenvolver métodos de diagndstico que permitam fazer esta detecdo e, consequentemente,
diminuir a mortalidade associada ao cancro.

Neste sentido, para além dos testes especificos para cada subtipo de cancro, atualmente estdo
em curso investigacdes com o objetivo de desenvolver um teste capaz de detetar varios tipos de
cancro. De momento, estdo a decorrer ensaios clinicos para trés testes (ensaio CancerSEEK, teste
Galleri e ensaio PanSeer) que demonstram uma elevada especificidade no estadio inicial do cancro,
que ficardo posteriormente sujeitos a validagdo antes de serem aplicados no rastreio populacional.

Especificamente para o cancro do pancreas, varios biomarcadores descobertos na ultima
década demonstraram uma elevada sensibilidade e especificidade quando estudados
concomitantemente. Assim, serdo necessarios mais estudos robustos de forma a obter um painel
de biomarcadores capaz de fazer o diagndstico precoce da doenca, através da utilizagdo de métodos
de detecdo padronizados, bem como de grupos de individuos de controlo, doenga benigna e cancro

do pancreas com caracteristicas bem definidas.
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AnNexos

AL. Critérios de Classificacdo do PDAC

Resectability

status

Arterial

Venous

Resectable

Borderine
resectable

Unresectable

No arterial tumour contact [coeliac axis (CA), superior

mesenteric artery (SMA), or common hepatic artery (CHA)]

Pancreatic head/uncinate process

hepatic artery bifurcation allowing for safe and complete
resection and reconstruction

Solid tumour contact with the SMA <180°

Presence of variant arterial anatomy (e.g. accessory right

hepatic artery) and the presence and degree of tumour contact
should be noted if present as it may affect surgical planning

Pancreatic body/tail

+ Solid tumour contact with the CA of <180°

Solid tumour contact with the CA of >180° without
involvement of the aorta and with intact and uninvolved

gastrodundenal artery (some members prefer these criteria to

be in the unresectable category)

Distant metastases

Pancreatic head/uncinate process

+ Solid tumour contact with SMA =180°

e Solid tumour contact with the CA >180°

e Solid tumour contact with the first jejunal SMA branch

Body and tail

o Solid tumour contact with the SMA and CA
# Solid tumour contact with the CA and aorta

Tabela retirada de ESMO guidelines (13).

Solid tumour with CHA without extension to coeliac axis or

No tumour contact with the superior mesenteric vein (SMV), or
portal vein (PV) or <180° contact without vein contour
irregularity

« Solid tumour contact with the SMV or PV of >180°, contact of
=180° with contour irregularity of the vein or thrombuosis of the
wvein but with suitable vessels proximal and distal to the site of
involvement allowing for safe and complete resection and vein
reconstruction

» Solid tumour contact with the inferior vena cava (IVC)

Pancreatic head/uncinate process

» Unreconstructible SMV/PV due to tumour involve ment or
occlusion {can be due to tumour or bland thrombus)

« Contact with most proximal draining jejunal branch into SMV

Bodyand tail

» Unreconstructible SMV/PV due to tumour involvement or
occlusion (can be due to tumour or bland thrombus)

A2. Regime Terapéutico para doenca localizada em estadio avancado

Good PS

Preferred Regimens

Other Recommended Regimens

Useful in Certain Circumstances

* FOLFIRINOX (category 1) or modified
FOLFIRINOX=-8

* Gemcitabine + albumin-bound
paclitaxel®” (category 1)

Only for known BRCA1/2 or PALB2

mutations:

* FOLFIRINOX (category 1) or modified
FOLFIRINOX=t8

+ Gemcitabine + erlotinib®® (category 1)

+ Gemcitabine (category 1)

+ Gemcitabine + capecitabine®

+ Fixed-dose-rate gemcitabine,
do[:etaxel=| capecitabi 3% (GTX
regimen)'" (catego

. Ffl}ls}c-r-:q::-:.}l'ririlidirel}ogI +rgxali}platin (eg. 5-FU
+ leucovorin + oxaliplatin [OFF]'Z or

* None

* Gemcitabhine + cisplatin'® CapeOx'?) (category 2B)
Poor PS | » Gemcitabine +* None * Pembrolizumabi: '€ (only for MSI-H or
» 1000 mg/m2 over 30 minutes, weekly dMMR tumors)
for 3 weeks every 28 days (category 1) * Larotrectinib (if NTRK gene fusion
¢ Fixed-dose-rate gemcitabine (10 m ositive)

m?imin) may substitute for standar
infusion of gemcitabine over 30
minutes (category 2B)

* Capecitabine (category 2B

+ Continuous infusion 5-FU (category 2B)

Tabela retirada de guidelines NCCN (19).

A3. Regime Terapéutico de Manutencéo

69

+ Entrectinib (if NTRK gene fusion positive)

(category 2B)



Preferred Regimens

* If previous platinum-based
chemotherapy:
» Olaparib (only for germline BRCA1/2
mutations)

Other Recommended Regimens Useful in Certain Circumstances

¢ Clinical trial « If previous first-line FOLFIRINOX:
or » 5-FU % irinotecan
¢ If previous first-line FOLFIRINOX: » FOLFOX! (category 2B)
» Capecitabine
or

« If previous first-line gemcitabine + nab-paclitaxel:
» Gemcitabine + nab-paclitaxel modified schedule
(category 2B)
» Gemcitabine single agent (category 2B)

Tabela retirada de guidelines NCCN (19).

A4. Variantes morfoldgicas do PDAC

Table 4 Summary of the different subtypes of pancreatic ductal adenocarcinoma

52]

Morphological Variant

Characteristics

Adenosquamous carcinoma
Colloid / mucinous carcinoma

Undifferentiated / anaplastic carcinoma
Signet ring cell carcinoma

Medullary carcinoma

Hepatoid carcinoma

Tabela retirada de (15).

Significant components of ductal/ glandular and squameous differentiation (at least 30%). Considered to have a

worse prognosis than pancreatic adenocarcinoma.
Production of copious amounts of extracellular stromal mucin. Most arise in association with intraductal
papillary mucinous neoplasms; thought to have more favourable prognosis than pancreatic adenocarcinoma
Minimal or no differentiation; highly atypical cells which may appear spindle shaped or sarcomatoid, often
admixed with osteoclast-like giant cells. One of the most aggressive forms of pancreatic cancer with extremely
poor survival rates
Discohesive, singly invasive cells with intracytoplasmic mucin that may displace the nucleus. Similar tumours
throughout the gastrointestinal tract. Very rare form of pancreatic cancer with prognosis similar to that of
pancreatic adenocarcinoma
Syncytial arrangement of pleomorphic epithelial cells with associated intratumoral lymphoid infiltrate.
Prognosis is slightly better than pancreatic adenocarcinoma
Morphological similarity to hepatocellular carcinoma. May produce bile. Very rare tumour with a poor
prognosis similar to that of pancreatic adenocarcinoma
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