Resumo

Este artigo de revisdo teve como principais objetivos sumariar e avaliar 0s exames
imagioldgicos e os biomarcadores que atualmente sdo utilizados para a dete¢do precoce do
adenocarcinoma ductal pancreatico (ADP), e enunciar os biomarcadores que tém vindo a ser
alvo de estudos promissores no campo do diagnostico precoce, nomeadamente os marcadores
genéticos, proteicos, metabdlicos, epigenéticos e as celulas tumorais circulantes.

Para este fim foram utilizadas as bases de dados bibliograficas Tripdatabase e
PubMed/MEDLINE, tendo-se analisado as publica¢fes dos ultimos dez anos relativas aos
exames imagioldgicos e aos marcadores bioldgicos usados no diagnostico precoce do ADP.

Verificou-se que os métodos de diagnéstico hoje utilizados na prética clinica para detetar
0 adenocarcinoma ductal pancreatico se baseiam na imagiologia e no biomarcador sérico
antigénio dos hidratos de carbono (do inglés CA — carbohydrate antigen) 19-9, ndo tendo
estes, todavia, sensibilidade e especificidade elevadas para permitirem o diagnostico do ADP
em estadios precoces. Verificou-se também que ha biomarcadores genéticos, proteicos,
metabolicos, epigenéticos e células tumorais circulantes que tém sido objeto de investigacao,
vindo a demonstrar resultados atrativos no que respeita a detecdo de lesbes neoplasicas em
estadios iniciais, com valores de sensibilidade e de especificidade superiores aos do CA19-9 e
aos da imagiologia.

Todavia, apesar da descoberta de novos biomarcadores de diagnostico e de estudos com
resultados animadores, falta ainda validar e certificar esses biomarcadores, para que possam

vir a ter aplicabilidade clinica.
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Abstract

The main objectives of this review were to summarize and evaluate the imaging tests and
biomarkers that have currently been used for early detection of pancreatic ductal
adenocarcinoma and to refer new biomarkers that have been the subject of promising studies
for early diagnosis, including genetic, protein, metabolic and epigenetic markers and still the
circulating tumor cells.

We used the bibliographic databases Tripdatabase and PubMed/MEDLINE and we
analyzed the publications of the last ten years relating to biological markers and imaging tests
useful for early diagnosis of pancreatic ductal adenocarcinoma,

It was found that diagnostic methods currently used in clinical practice to detect
pancreatic ductal adenocarcinoma are based on imaging and on serum carbohydrate antigen
(CA) 19-9, but they do not show sensitivity and specificity to diagnose the pancreatic ductal
adenocarcinoma in early stages. It was also noted that there are genetic, protein, metabolic
and epigenetic biomarkers and circulating tumor cells that have been the subject of several
studies which have shown attractive results for the detection of neoplastic lesions in the early
stages, with sensitivity and specificity values higher than CA19-9 and imaging.

In conclusion, despite the discovery of new biomarkers and the diagnostic studies with
encouraging results, subsequent validation and verification of these biomarkers are still

lacking in order that they be clinically useful.
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Introducéo

O cancro do pancreas € 0 13° cancro mais diagnosticado em todo o mundo e a oitava
principal causa de morte por cancro. Apesar de ser uma doenca rara, € uma das formas mais
letais de cancro. Segundo a base de dados da Organizacdo Mundial de Salde sobre a
mortalidade na Unido Europeia, em 2009 observaram-se 74123 casos de morte por cancro do
pancreas, 0 que correspondeu a uma taxa de 6,6 mortes por 100000 mortes certificadas na
Unido Europeia’. Prevé-se que em 2015, na Unido Europeia, este nimero suba para cerca de
85300 casos de morte por cancro do pancreas, 0 que correspondera a uma taxa de 6,9 mortes
por 100000 mortes certificadas na Unido Europeia’.

Ha varios tipos de cancro do pancreas, sendo o adenocarcinoma ductal pancreatico (ADP)
0 mais comum, correspondendo a mais de 90% de todos os casos de cancro do pancreas. Tem
uma taxa de sobrevivéncia aos 5 anos apos o diagnostico de apenas 5% e a maioria dos
doentes sobrevive menos do que 1 a 2 anos. O mau progndéstico desta neoplasia resulta de
varios fatores: a natureza silenciosa da doenca que leva ao diagndstico tardio, o elevado
potencial metastatico e a resisténcia a quimioterapia e radioterapia convencionais. Apesar das
inimeras pesquisas que tém sido feitas nas Ultimas décadas, o avanco no diagnostico e
tratamento desta doenca continua a ser muito lento >*.

Até ao momento, a Unica op¢do com hipdteses curativas € a ressecdo cirdrgica, mas ela sé
é viavel se os doentes forem diagnosticados em estadios precoces, 0 que ocorre apenas em
15% dos doentes com ADP. Nestes doentes ha efetivamente uma hipdtese real de cura,
todavia mesmo nestes a taxa de sobrevivéncia aos 5 anos é de apenas 20 a 30% %*.

Os restantes 85% apresentam doenga avangada no momento do diagndstico. Nestes,
restam as terapias paliativas, como a quimioterapia e a radioterapia, mas estas ndo conferem

um grande aumento na sua sobrevida .



A variedade de testes de diagndstico por imagem disponiveis inclui a ecografia
abdominal, a tomografia computorizada (TC), a ressonancia magnética (RM), a
ecoendoscopia, a colangiopancreatografia retrograda endoscopica (CPRE) e a
colangiopancreatografia por ressonancia magnética (CPRM). Normalmente, de acordo com
“guidelines” internacionais, aplicam-se combina¢fes de modalidades de imagem diferentes no
diagnostico pré-operatorio e no estadiamento dos doentes com suspeita de carcinoma
pancreatico, pois ndo ha nenhum método que isoladamente proporcione sensibilidade e
especificidade suficientes. Mesmo assim, a capacidade dos exames imagioldgicos para
detetarem lesdes neoplasicas em estadios precoces ou para diferenciarem a pancreatite crénica
do ADP esté abaixo do ideal®”.

As limitagdes Obvias dos métodos de diagndstico convencionais na detecdo e
classificacdo das lesdes pancreéticas, especialmente as mais pequenas, facilitaram a pesquisa
de novas estratégias de diagndstico mais eficientes para identificacdo dos doentes com ADP.
Nesse sentido, surgiram os biomarcadores baseados em alteracfes gendmicas, protedmicas,
metaboldémicas e epigendmicas, detetdveis no soro, plasma, urina, fezes, tecido ou suco
pancreaticos”.

O ndmero de biomarcadores implicados no diagnostico do ADP ¢é realmente
impressionante, havendo mais de 2500 candidatos a serem propostos na literatura recente. No
entanto, a grande maioria deles permanece na fase experimental®.

Este artigo de revisdo tem como objetivo sumariar 0s exames imagioldgicos e 0s
biomarcadores que hoje s&o utilizados na detecdo precoce do ADP. Também pretende abordar

0s novos biomarcadores objeto de estudos promissores no campo do diagndstico precoce.



Materiais e Métodos

A metodologia aplicada consistiu numa pesquisa nas bases de dados bibliograficas
Tripdatabase e PubMed/MEDLINE usando como limites os anos de 2004 a 2014. A pesquisa
foi restringida a artigos em inglés e portugués e relativos a humanos. Inicialmente pesquisei
apenas artigos de revisdo, selecionando dentro destes as referéncias bibliograficas
relacionadas com os métodos de diagndstico precoce do ADP. Posteriormente, utilizando a
PubMed/MEDLINE, e tendo como limites os anos de 2010 a 2014, estudos em humanos e nas
linguas portuguesa e inglesa, pesquisei meta-analises, artigos de investigacdo e artigos
cientificos. As palavras-chave utilizadas em ambas as pesquisas seguiram o Medical Subject
Headings (MeSH) — “Pancreatic neoplasms/diagnosis” [MeSH Terms] AND
“Adenocarcinoma/diagnosis” [MeSH Terms]; ‘“Pancreatic Neoplasms/diagnosis/biological
markers” [MeSH Terms] AND “Adenocarcinoma/diagnosis/biological markers” [MeSH
Terms]; “Pancreatic neoplasms/early diagnosis” [MeSH Terms] AND

“Adenocarcinoma/early diagnosis” [MeSH Terms].

Evolucéo e Progressdo do ADP

Embora o sistema ductal compreenda uma pequena porcao do pancreas exocrino, mais de
90% das neoplasias pancredaticas sdo de origem ductal, das quais 80% sdo adenocarcinomas
invasivos. Existem também neoplasias pancreaticas neuroenddcrinas, mas estas constituem
menos de 5% de todas as neoplasias pancreaticas. Neste artigo apenas iremos abordar o
adenocarcinoma ductal pancreatico’®.

A origem das células neoplasicas no adenocarcinoma ductal ainda ndo é clara, embora
varias hipoteses ja tenham sido propostas, como o epitélio ndo-neoplasico ductal, as células

dos ilhéus pancreéticos e, mais recentemente, as células estaminais pancreéticas®®.



Pensa-se que a transformacdo das células ndo neoplésicas pancreaticas em
adenocarcinoma invasivo ocorra através de uma série de lesdes pré-malignas, que Vvéo
progressivamente adquirindo mutac@es genéticas e alteraces epigenéticas durante o processo
de carcinogénese. Estas lesGes precursoras (Tabela I) sdo na sua maioria neoplasias
intraepiteliais pancreaticas (do inglés PanIN — pancreatic intraepithelial neoplasia). As
PanINs subdividem-se em PanIN-la (lisa), PanIN-1b (papilar sem displasia), PanIN-2
(papilar com alteracBes displasicas) e PanIN-3 (carcinoma in situ). Tém sido propostos
modelos de evolucdo tumoral em que as células epiteliais pancreaticas normais vao
acumulando mutacBes genéticas, levando aos varios graus de PanIN e finalmente ao
adenocarcinoma invasivo. Embora estes modelos de evolucdo ndo sejam definitivos, a PanIN
e a doenca invasiva sdo ambas frequentemente encontradas em tecido ressecado e ambas
apresentam mutagdes genéticas semelhantes®®.

Para além das lesdes PanINs, existem as neoplasias mucinosas-papilares intraductais (do
inglés IPMN — intraductal papillary mucinous neoplasm) que sdo neoplasias produtoras de
mucina que se manifestam por uma grande dilatacdo dos ductos intra-pancreaticos, que
envolvem todo o sistema de ductos ou estdo restritas ao ducto pancreatico principal ou aos
seus ramos. As IPMNs sdo classificadas histologicamente em subtipos gastricos (atipia
epitelial leve), intestinais (atipia epitelial moderada a severa), pancreatobiliares (atipia
epitelial severa) e oncociticos (atipia epitelial severa), sendo estes dois Ultimos subtipos raros.
As IPMNs do tipo intestinal sdo geralmente encontradas no ducto pancreético principal e tém
propensdo para se transformarem em carcinoma mucinoso nao-cistico (coléide), enquanto as
IPMNs que estdo nos ramos acessorios sdo geralmente do tipo gastrico e sdo normalmente
benignas. As IPMNs pancreatobiliares tém um risco mais elevado de progredirem para ADP.
Apesar desta classificacdo, muitas vezes as IPMNS sdo constituidas por mais do que um

subtipo histoldgico ®*°.



Por fim, temos as neoplasias cisticas mucinosas (do inglés MCN — mucinous cystic
neoplasm), distinguindo-se das IPMNs pela auséncia de comunicagéo entre o quisto e o ducto
pancreatico adjacente. As MCNS caracterizam-se pela presenca de estroma do tipo ovarico e
classificam-se histologicamente em cistadenoma mucinoso, cistadenoma mucinoso com
displasia moderada (“borderline”) e cistadenocarcinoma mucinoso ndo invasivo (carcinoma in
situ). Todas as MCNs sdo consideradas geralmente como potencialmente malignas, devido ao
risco associado de cistadenocarcinoma mucinoso invasivo®.

As estratégias focalizadas na identificacdo de biomarcadores que sejam especificos para
as PanINs, IPMNs ou MCNs podem vir a representar no futuro estratégias dirigidas ao
rastreio do cancro do pancreas®. Contudo, o grande problema sera sempre saber como
identificar os grupos de risco, uma vez que estes doentes, numa fase inicial, sdo quase sempre

assintomaticos.

Tabela | - Classificacéo histologica das lesdes precursoras do ADP*°

Lesbes PanINs Lesoes IPMNs Lesdes MCNs

PanIN1-a (lisa) Tipo gastrico (atipia leve) Cistadenoma mucinoso

Tipo intestinal (atipia moderada a

PanIN1-b (papilar sem displasia) Cistadenoma mucinoso “borderline”
severa)
PanIN-2 (papilar com displasia) Tipo pancreatobiliar (atipia severa) Cistadenocarcinoma mucinoso nao
PanIN-3 (carcinoma in situ) Tipo oncocitico (atipia severa) invasivo (carcinoma in situ)

No que respeita ao desenvolvimento de metastases, Yachida et al. sequenciaram o
genoma de sete metastases de cancro pancreatico, para avaliarem a relacdo clonal entre o
cancro primario e as metastases. Descobriram que as populagdes clonais que ddo origem as

metastases distantes estdo representadas no carcinoma primario, mas que esses clones séo




geneticamente evoluidos da sua origem parental, o clone ndo-metastatico. Para além disso,
analisaram quantitativamente o tempo de evolucdo genética do cancro pancreético,
constatando a ocorréncia de pelo menos uma década entre a primeira mutacédo e o nascimento
da primeira célula cancerigena, ainda ndo-metastatica. Segundo estes autores, pelo menos
mais cinco anos serdo necessarios para a aquisicdo da capacidade metastatica, falecendo os
doentes, em média, dois anos mais tarde. Estes estudos sugerem gue pode existir uma janela
de oportunidade para o diagnostico e tratamento do cancro do pancreas em fase inicial, antes
que este se dissemine ** (Figura 1). Por outro lado, Rhim et al. apoiam a nocdo de que a
disseminacdo precoce ocorre antes mesmo da formacdo do tumor primario. Estes autores,
num estudo feito em ratos, relataram que células das PanINs, contendo apenas mutag¢fes no
oncogene KRAS, migraram para grande distancia da lesdo pré-maligna glandular, para o
tecido estromal circundante, invadindo e entrando na corrente sanguinea, acabando por se
localizar no figado inesperadamente cedo, antes de qualquer tipo de malignidade ser detetada

por analise histolégica rigorosa®?.



Cancros diagnosticados pelos biomarcadores atuais -

% de cancros detetados -
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Figura 1 — Evolucdo temporal do ADP e sua correlacdo com a progressdo da doenca, a
possibilidade do diagndstico e a probabilidade de sobrevivéncia. (Adaptado de Chan, A.,
Diamandis, E., & Blasutig, I. (2013). Strategies for discovering novel pancreatic cancer

biomarkers. Journal of Proteomics, 126-134. doi:10.1016/j.jprot.2012.09.025.)

Estadiamento do ADP

O estadiamento do cancro do péancreas exocrino é importante para estabelecer um
prognostico e o regime terapéutico a adotar para tratamento da lesdo. Atualmente, o
estadiamento deste tipo de neoplasia faz-se de acordo com a mais recente edicdo (a sétima) da
classificagdo TNM do “American Joint Committee on Cancer” (AJCC)™ (Tabela I1). Esta
classificacdo baseia-se no tamanho do tumor primario (T), no atingimento tumoral de nédulos
linfaticos regionais (N) e na presenca de metéstases distantes (M). Sera esta a classificacdo

que iremos adotar na nossa exposicgao.



Tabela Il - Estadiamento TNM para o ADP**

Estadio T N M Descricdo
Tumor limitado ao pancreas, tendo 2cm ou menos de
1A Tl NO MO
maior didmetro, sem metastases regionais ou distais
Tumor limitado ao péncreas, tendo mais do que 2cm de
IB T2 NO MO
maior didmetro, sem metastases regionais ou distais
Tumor que se estende para além do pancreas, mas sem
A T3 NO MO atingir o tronco celiaco ou a artéria mesentérica
superior, sem metastases regionais ou distais
Tumor que ndo atinge o tronco celiaco ou a artéria
11B T1,T2,0uT3 N1 MO | mesentérica superior, mas com metastases nos nédulos
linfaticos regionais e sem metéastases distais
Tumor que atinge o tronco celiaco ou a artéria
1] T4 NOouN1 | MO mesentérica superior (irressecavel), sem metastases
distantes
v T1,T2,T3,0uT4 | NOouN1 | M1 | Tumor de qualquer tamanho, com metastases distantes

T, tamanho do tumor primério; N, atingimento tumoral dos nddulos linfaticos regionais; M, presenca de metastases

distantes.

Limitacdo do quadro clinico no diagndstico precoce do ADP

O cancro do pancreas é uma doenca insidiosa sem sinais e sintomas clinicos iniciais
especificos, exceto quando o tumor primario esta localizado na cabeca do pancreas. Neste
caso, 0 paciente apresenta precocemente sinais de obstrucdo biliar (ictericia obstrutiva). Vale
a pena citar um estudo que examinou a utilidade da clinica no diagnéstico precoce do cancro
do pancreas. Este estudo, realizado em 185 doentes com ADP, verificou que, no momento do
diagndstico, um terco dos tumores da cabe¢a do pancreas estava no estadio | e outro terco
estava no estadio IVV. Nenhum dos tumores do corpo e cauda estavam no estadio I, estando

mais de 80% no estadio IV. No momento da apresentacdo, os sintomas mais frequentes foram
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astenia, anorexia, perda de peso, dor abdominal e coluria. Os sintomas colestaticos foram
mais comuns nos tumores da cabeca do pancreas. Os autores concluiram que as queixas de
astenia, anorexia e perda de peso ndo estavam relacionadas com o estadio do cancro.
Verificou-se ainda que um grande intervalo de tempo entre o aparecimento dos sinais e
sintomas, como dissemos, inespecificos, e o diagndstico de cancro do pancreas estava
associado com estadios mais avancados da doenca. A ictericia obstrutiva parece ser uma
condicdo com alguma especificidade para o cancro do pancreas, devendo ser cuidadosamente

investigada pelo médico assistente para descartar uma possivel malignidade®.

Quem rastrear?

O rastreio de base populacional para o ADP entre individuos assintomaticos permanece
impraticavel, devido a raridade da doenca e a falta de testes de diagndstico com adequada
precisdo. De facto, a probabilidade de um adulto saudavel da populacdo em geral ter cancro
do péancreas é de aproximadamente 1 para 10000 individuos, ou seja, 0,01%. Um teste de
rastreio eficaz, neste contexto, exigiria ndo s6 uma alta sensibilidade para o cancro do
pancreas, mas também um nivel de especificidade superior a 99%, de modo a manter um
nivel aceitavelmente baixo de resultados falsos positivos®*.

Poderiamos, em alternativa, rastrear os doentes que possuissem fatores de risco para
desenvolvimento de ADP. Todavia, os fatores clinicos de risco sdo relativamente amplos e
inespecificos, e incluem a idade, a obesidade, o tabagismo, a diabetes e a pancreatite cronica
(sendo a pancreatite cronica, no entanto, o mais especifico destes fatores).

Efetivamente, o risco de desenvolver cancro pancreatico, bem como o de outras
neoplasias em geral, aumenta com a idade; a neoplasia pancreatica é rara nas pessoas com
menos de 18 anos de idade, com mais de 97% dos casos a ocorrerem em individuos com

idade superior a 45 anos™®. O peso corporal foi também ligado ao desenvolvimento de cancro
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do pancreas, com os individuos com excesso de peso (com IMC — indice de massa corporal —
entre 25 e 30kg/m?) e os obesos (com IMC superior a 30kg/m?) a terem um aumento do risco,
bem como um inicio mais precoce da doenca, comparativamente com os individuos com peso
normal (IMC entre 18 e 25kg/m®)*. Os fumadores e ex-fumadores que tenham parado de
fumar ha menos de 5 anos tém também um maior risco de terem cancro do pancreas do que 0s
ndo-fumadores e do que aqueles que pararam de fumar ha mais de 5 anos. Este risco é ainda
maior nos ditos fumadores “pesados” (fumam mais de 20 Unidades Mago Ano),
comparativamente com fumadores leves e moderados. O risco de cancro pancreatico também
estd aumentado entre os individuos que nunca fumaram mas estiveram expostos diariamente
ao fumo do tabaco (durante muitas horas) durante a infancia e também naqueles que estdo
expostos diariamente ao fumo do tabaco, durante muito tempo, em casa e/ou no trabalho'’. Os
doentes com diabetes tém também um risco aumentado para o cancro do péancreas, ndo
esquecendo que o préprio surgimento de diabetes pode ser um indicador precoce de cancro do
pancreas'®. Por ltimo, ha uma associagdo comprovada entre o cancro do pancreas e a
pancreatite cronica. Os resultados de um estudo prospetivo de caso-controlo parecem sugerir
gue a pancreatite cronica possa estar intimamente relacionada com o cancro do péancreas,
embora no seja clara a relagdo de causa-efeito™®. Uma meta-analise recente sugeriu que o
tempo de evolucdo da pancreatite crénica para cancro do pancreas seja de cerca de 20 anos,
no entanto nem todos os casos de pancreatite cronica irdo desenvolver cancro do pancreas®.
Por outro lado, um estudo britdnico de caso-controlo retrospetivo analisou o uso de anti-
inflamatdrios ndo-esterdides (aspirina e derivados, fenamatos, derivados do acido propidnico,
derivados do acido acético, inibidores da COX-2, oxicams e outros) em 1141 doentes com
cancro do pancreas e 7954 controlos obtidos através da base de dados “UK General Practice
Research Database”. Descobriu que o uso de fa&rmacos anti-inflamatorios ndo-esterdides em

baixas doses (uso inferior a uma dose diéria terapéutica de anti-inflamatérios ndo-esteroides
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por dia) durante cerca de 5 anos antes do diagndstico de cancro do pancreas estava associado
com uma reducéo significativa (entre 20 e 30%) do risco de cancro do pancreas®'. No entanto,
hd que ter em conta os efeitos adversos destes farmacos, como por exemplo 0 risco
cardiovascular que est& associado ao uso dos inibidores da COX-2 2.

Uma outra abordagem do rastreio poderia consistir no rastreio precoce de grupos de alto
risco selecionados. Estes grupos seriam constituidos por doentes com uma predisposicao
genética para o cancro pancreatico (englobam apenas 5-10% dos casos de cancro
pancreatico), tais como os individuos com uma histéria familiar em varios membros da
familia (na primeira e/ou segunda geracdes)?’, os doentes com pancreatite hereditaria
(mutacBes no gene PRSS1), com sindrome de Peutz-Jeghers (mutacGes autossémicas
dominantes no gene STK11), com sindrome de Lynch, com polipose adenomatosa familiar,
com sindrome do cancro da mama-ovario hereditario (mutacdes dos genes BRCAL e BRCA2),
com melanoma mudltiplo atipico familiar (mutacGes no gene CDKN2A e, numa minoria dos
casos, mutacdes no gene CDK4), e com sindrome de Li-Fraumeni (mutacGes recessivas no
gene TP53 ou CHK2)%1%%,

Concluindo, aplicar estratégias de rastreio em pacientes com um ou mais dos fatores de
risco atrds mencionados poderia ajudar a aumentar o diagndstico de lesdes neoplasicas
pancreaticas em estadios iniciais. Para tal, & imperioso descobrir um teste de rastreio que seja
realmente eficaz’.

O Consorcio Internacional de Rastreio do Cancro do Pancreas de 2013 recomenda o
rastreio de doentes com predisposi¢cdo genética ou historia familiar de cancro do pancreas em
parentes de primeiro e/ou segundo grau, através da ecoendoscopia e/ou RM/CPRM. No
entanto, falta definir a idade de inicio do programa de rastreio, a sua regularidade temporal e

como monitorizar os doentes em que se detetem lesdes pancreaticas benignas*.
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O papel da imagiologia no diagndstico precoce do ADP

Sdo utilizados véarios meétodos de imagem para identificar tumores em doentes
sintomaticos ou naqueles em que ha uma forte suspeita de doenca maligna no pancreas. As
principais modalidades de imagem para a detecdo do ADP sao a ecografia abdominal, a TC, a
RM, a CPRE e a ecoendoscopia®.

Destes, a ecografia é frequentemente a melhor modalidade para o rastreio inicial, porque
é minimamente invasiva, de facil acesso e ndo expde o paciente & radiacdo ionizante. E um
exame que fornece informacdes acerca do local e tamanho das massas pancreaticas, da
dilatacdo dos ductos biliares e pancreaticos, da proximidade do tumor com 0s Vvasos
sanguineos de maior calibre, da presenca de ascite, do envolvimento de ndodulos linfaticos e
da existéncia de metastases hepéticas’. Contudo, é um exame dependente do operador e,
devido a localizacdo retroperitoneal (exceto a cauda) do pancreas, bem como ao meteorismo
frequentemente presente naquela zona anatémica, a ecografia abdominal muitas vezes ndo é
eficaz na sua identificagdo, com uma sensibilidade geralmente abaixo de 70%°.

De facto, se a ecografia ndo for diagnoéstica e o cancro pancreatico for altamente sugerido
pelos achados do exame clinico, realiza-se uma TC. E realizada uma TC trifasica: fase sem
contraste, fase com contraste do parénquima pancreético e fase com contraste da veia porta. A
doenca metastatica do figado, peritoneu (ascite) e o envolvimento dos vasos peripancreaticos
pode ser detetada, e geralmente indica inoperabilidade. A invasdo para Orgaos adjacentes
(como o estbmago e o colon) e o envolvimento de nddulos linfaticos podem também ser
detetados, mas estes achados ndo excluem a resse¢do. O aumento da resolugéo espacial e a
melhoria da visualizagdo do parénquima pancreatico e da vasculatura peripancreética com a
TC com contraste tiveram um impacto significativo sobre o estadiamento preciso do ADP e

melhoraram a detecdo de tumores ressecaveis. A TC com contraste tem um valor preditivo

negativo de 87% para ressecabilidade e de 100% para invasdo vascular, sendo mais sensivel
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do que a TC sem contraste. A visualizacdo clara do parénguima pancreatico durante as varias
fases de aumento do contraste permite a detecdo de pequenas lesBes pancreaticas’. No
entanto, este exame expde o paciente a radiacao ionizante e, devido a necessidade de contraste
intravenoso, tem limitagcdes para alguns doentes, especialmente para os que tém insuficiéncia
renal’.

A RM ¢ o exame que mais recentemente tem sido usado para a imagiologia do pancreas,
principalmente nos doentes em que ha uma elevada suspeita de lesdo pancreatica, mas em que
ndo é possivel a avaliacdo por TC ou ecografia. A CPRM ¢é especialmente atil quando uma
massa ndo € vista por outras modalidades de imagem, mas em que se conhece ou se suspeita
de estenose ductal. Como técnica para diagnosticar doengas malignas do pancreas, a CPRM
tem uma sensibilidade de 84% e uma especificidade de 94%. A RM ponderada em difusao ¢
uma técnica adicional que tem sido estudada no sentido de se saber se ajuda a diferenciar
lesbes benignas de doenca maligna. Em relacdo a RM ponderada em difuséo, foi relatada uma
sensibilidade e uma especificidade de 96,2% e 98,6%, respetivamente, para a detecdo de
ADP’. No entanto, a RM (tanto a CPRM como a RM ponderada em difus&o) é muitas vezes
dificil de usar, pois os doentes tém de permanecer imdveis para se obter uma imagem exata e
também pelo seu elevado custo e baixa disponibilidade por parte das instituicdes, sendo
apenas utilizada depois da ecografia ou da TC®.

A CPRE é uma técnica endoscoOpica que pode ser usada para demonstrar a anatomia
pancreética e dos ductos biliares. E util nos casos de obstrucdo biliar para confirmar o local
exato da obstrucdo e pode ser usada para orientar a escovagem e lavagem ductal, fornecendo
tecido para diagnéstico’.

Para o diagnostico do cancro do pancreas, a ecoendoscopia € essencialmente realizada em
doentes com pancreatite cronica em que ha suspeita de cancro do péancreas (porque a

inflamacdo crénica que acompanha a pancreatite cronica pode ocultar um pequeno foco
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maligno) e em doentes com uma aparente massa pancreatica, sendo de grande utilidade no
esclarecimento da etiologia dos nédulos pancreaticos®. A ecografia endoscépica permite
também a avaliacdo da ressecabilidade tumoral e a detecdo de invasao vascular bem como a
possibilidade de colheita de amostras para exame citopatoldgico. Para a colheita de amostras,
usa-se a puncdo aspirativa por agulha fina guiada por ecoendoscopia (do inglés EUS-FNA —
endoscopic ultrasound-guided fine-needle aspiration) e a realizacdo de biopsias, mas é um
procedimento invasivo e hd uma taxa de complicacdes associadas (nomeadamente de
pancreatite) inferior a 2%°°. Uma meta-anélise recente avaliou 34 estudos distintos (para um
total de 3644 doentes), nos quais a EUS-FNA foi utilizada para avaliar massas pancreaticas
solidas. A sensibilidade e especificidade médias da EUS-FNA para o ADP foram 88,6% e
99,3%, respetivamente®®. Apesar de apresentar uma alta efic4cia diagnéstica, a EUS-FNA tem
um baixo valor preditivo negativo para o diagnéstico do cancro do pancreas®’. Para além
disso, os resultados sdo dependentes do operador e ndo é capaz de detetar doenca metastatica
distante®®. De acordo com as “guidelines” da Sociedade Europeia de Endoscopia
Gastrointestinal, a EUS-FNA de massas pancreaticas parece ter mais eficacia diagndstica,
particularmente para pequenas lesdes, do que a FNA guiada por ecografia ou por TC. De
facto, é recomendado que, nos casos em que esteja indicada a colheita de uma amostra de uma
massa suspeita de cancro do pancreas, a EUS-FNA seja o procedimento de primeira linha.
Também se recomenda que nos doentes com alta suspeita clinica para cancro do pancreas e
em que tenha havido um resultado indeterminado ou negativo ap6s a colheita de uma primeira
amostra, mesmo tendo sido utilizada a EUS-FNA, se realize uma segunda EUS-FNA?’,

As principais desvantagens da imagiologia nos programas de rastreio séo o custo elevado

e a elevada taxa de falsos positivos®.

16



Biomarcadores genéticos

Ha uma alteracdo da regulacéo de genes relacionados com o cancro no ADP que se traduz
numa elevada frequéncia de mutacGes no oncogene KRAS (95%) e nos genes supressores
tumorais CDKN2A (85%), TP53 (75%), SMAD4 (55%). Também se verificaram modificacGes
na expressdo do recetor do fator de crescimento epidérmico (do inglés EGFR — epidermal
growth factor receptor), expressdes aberrantes do recetor 2 do fator de crescimento
epidérmico humano (do inglés HER2 — human epidermal growth factor receptor 2) e de
outros recetores de tirosina cinase e seus ligandos, e das isoformas do fator de crescimento
transformante beta (do inglés TGF-B — transforming growth factor beta)?.

Um estudo realizado por Missiaglia E. et al. concluiu também que os genes S100P,
S100A4, claudina4, PSCA, lipocalinal, TFF1 e 2 e galectina3 tinham a sua expressdo muito
mais aumentada nas linhas celulares cancerigenas pancreaticas do que nas linhas celulares
epiteliais ductais pancreaticas normais imortalizadas?®.

Ao todo foram descritos 1100 genes com expressdo aumentada no ADP invasivo, assim
como nas lesdes PanINs, o que os torna bons candidatos a biomarcadores de diagndstico®.

Nesta revisdo referiremos apenas 0s genes que se tém mostrado mais promissores (Tabela I11).
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o KRAS

As mutagdes pontuais que ativam o oncogene KRAS constituem a primeira alteracdo
genética conhecida que ocorre no ADP e a mais frequente (presente em mais de 90% dos
casos). Ocorre esporadicamente no tecido pancreatico normal, é detetada em 30% das
neoplasias iniciais e em quase 100% dos ADPs avancados. Estas mutagdes podem ser
pesquisadas no tecido pancreético, suco pancredtico, bilis, plasma e fezes dos doentes com
adenocarcinoma pancreatico”?®. Num estudo realizado em amostras teciduais de 80 doentes
com ADP e 20 doentes com pancreatite cronica, 0 KRAS demonstrou sensibilidade de 70% e
especificidade de 100%™

As mutacdes KRAS predispdem para a ocorréncia de outras mutagdes, resultando no
desenvolvimento de tumor pancreatico’. Dados recentes indicam que 36%, 44% e 87% das
lesBes PanIN-1, PanIN-2 e PanIN-3 apresentam esta mutacao, respetivamente™".

Para além do cancro pancreatico, as mutacdes KRAS também sdo detetadas na pancreatite
cronica, inclusive nos casos que ndo irdo desenvolver adenocarcinoma pancredtico, e nos
diferentes cancros géstricos, principalmente nos tumores colo-rectais®’. A sua utilidade

diagndstica é portanto muito limitada pela sua falta de sensibilidade e de especificidade®.

o CDKN2A/p16'NK4

No ADP esporadico, a perda da proteina supressora tumoral p16™** ocorre por
mutacéo, delecdo ou hipermetilacdo do gene CDKNZ2A (o0 seu promotor) em 80% a 95% dos
casos”.

A proteina p16'™K4A

tem a funcéo de inibir a ligagdo da ciclina D as cinases dependentes
de ciclina. A perda desta proteina vai resultar num aumento da taxa de proliferagdo celular,

assim como num aumento da fosforilacéo do retinoblastoma®.

18



Embora estas mutacGes possam ocorrer no ADP, estas ndo sdo especificas do cancro
pancreatico, pois tém sido observadas noutros tumores malignos, como sejam 0S €asos
familiares de melanoma maligno e o cancro da mamaZ.

A perda da p16™<4A

ocorre nos estadios precoces das lesdes PanINs e, assim como outras
alteracbes genéticas, confere um risco individual acrescido para o desenvolvimento de
pancreatite cronica e potencialmente do cancro pancreatico. A metilacdo do CDKN2A pode
vir a ser um (til indicador de malignidade das células epiteliais pancreéaticas, tendo sido
proposta como marcador diagndstico auxiliar para a diferenciacdo endoscopica entre doenca
pancreética benigna e maligna®. Num estudo realizado em amostras teciduais de 80 doentes
com ADP e 20 doentes com pancreatite cronica, 0 CDKN2A demonstrou sensibilidade de
13% e especificidade de 100% para detetar o ADP¥.

Contudo, 0 CDKN2A/p16™*** sozinho ou em combinacdo com outros marcadores

moleculares ndo tem aplicabilidade clinica, sendo necessarios mais estudos para estabelecer

uma sensibilidade e especificidade Gteis.

e TP53

O supressor tumoral TP53 é o gene mais frequentemente mutado nos cancros humanos?.
As mutacgdes neste gene sdo encontradas em aproximadamente 70% dos doentes com ADP e
séo consideradas como um evento relativamente especifico na transi¢cdo das lesdes PanINs
para 0 ADP invasivo®. Num estudo realizado em amostras teciduais de 80 doentes com ADP
e 20 doentes com pancreatite cronica, o TP53 demonstrou sensibilidade de 24% e
especificidade de 90%°.

Visto que as muta¢bes do TP53 surgem num estadio tardio do desenvolvimento do

cancro pancreatico, o TP53 n&o serve como biomarcador para detecéo precoce®.
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e SMAD4

O SMAD4 ¢é um gene supressor tumoral, membro da familia SMAD de fatores de
transcrigcdo, sendo ativado pelo recetor cinase da serina-treonina em resposta ao TGF-B, a
proteina morfogénica do 0sso e & sinalizagdo com activina®.

Este gene estd inativado em 55% dos cancros pancreaticos’. Embora a perda desta
proteina ocorra também noutro cancros, a perda do SMAD4 é mais sensivel e especifica para
ADP do que para outros tumores malignos. A sua inativacdo tanto ocorre pela delecdo de
ambos os alelos (35%) como pela mutacdo de um alelo associado a perda do outro alelo
(20%)>2. A delecdo do SMAD4 surge em estadios tardios das lesdes PanINs*>.,

Num estudo realizado em amostras teciduais de 80 doentes com ADP e 20 doentes com
pancreatite cronica, o SMAD4 demonstrou sensibilidade de 78% e especificidade de 57%.

S&0 necessérios mais estudos para comprovar a sua utilidade diagnéstica’.

e DJ-1

O DJ-1 é um oncogene que esta envolvido na ativacdo da proteina cinase B e implicado
na quimiorresisténcia, tendo o papel de regular a invasdo tumoral e a metastizacdo no ADP.
A sua expressdo esta aumentada em 89,4% dos casos de ADP humano e esta correlacionada
com um maior tamanho tumoral (T3/T4), com a invasdo tumoral e com um pior progndstico®.

Mais recentemente, um estudo descobriu que o DJ-1 estava aumentado no soro dos
doentes com ADP comparativamente com os individuos com pancreatite crénica e 0s

saudaveis, sendo a sua sensibilidade de 79,2% e especificidade de 79,1%*.
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Tabela 111 — Biomarcadores genéticos para o diagnostico do ADP

Biomarcador Tipo de NUmero de Referéncia
Sensibilidade | Especificidade
Genético amostras amostras bibliografica
Tecido 80 ADP vs
KRAS 70% 100% 30
pancredtico 20 PC
Tecido 80 ADP vs
CDKN2A 13% 100% 30
pancreéatico 20 PC
Tecido 80 ADP vs
TP53 24% 90% 30
pancreéatico 20 PC
Tecido 80 ADP vs
SMAD4 78% 57% 30
pancreético 20 PC
47 ADP vs 43 PC
DJ-1 Soro 79,2% 79,1% 34
vs 40 CS

CS - controlos saudaveis; PC - pancreatite cronica.

Biomarcadores proteicos

H& varias proteinas das células tumorais e do estroma que podem ser extraidas dos
fluidos corporais e usadas para detecdo do ADP em estadios precoces. Em seguida
descrevem-se 0s biomarcadores proteicos mais utilizados para esse fim, no soro e no suco

pancreético % (Tabelas IV e V).

[ ] CEA

O antigénio carcinoembrionario (do inglés CEA — carcinoembryonic antigen) é um grupo
heterogéneo de glicoproteinas que contém 50-80% de hidratos de carbono e uma Unica cadeia
proteica com cerca de 800 aminoacidos. Foi descoberto em 1965 como um marcador para o
cancro do célon, mas veio depois a ser utilizado como o primeiro biomarcador tumoral para a

detecdo do cancro do pancreas**®. O seu valor “cut-off” é de 5 ng/ml. Uma meta-anélise

21



envolvendo 1323 doentes encontrou uma sensibilidade média de diagnostico de 54% e uma
especificidade média de diagnéstico de 79%°°. A sua baixa sensibilidade, combinada com o
facto de se encontrar em niveis elevados no cancro da mama, estdmago e colo-rectal,
demonstraram que, atualmente, a detecdo do CEA ndo é aplicavel para o diagnostico do
ADP*. Como tal, nos ltimos 20 anos o CEA foi sendo substituido pelo CA19-9, que tem um
melhor desempenho diagndstico.

Uma vez que o CEA ndo pode ser usado sozinho, a sua utilidade clinica pode estar na
combinacdo com outros biomarcadores, utilizados com a finalidade da detecdo precoce.
Assim sendo, quando combinado com o antigénio de hidratos de carbono (do inglés CA —
carbohydrate antigen) 19-9 num estudo de coorte de 123 doentes com ADP e 58 com doenca
pancreatica benigna, a sua sensibilidade e especificidade aumentaram para 86% e 72%,
respetivamente®. No entanto, os dados disponiveis ndo sio ainda suficientes para justificar a
sua utilizacdo no diagndstico do cancro do pancreas, mesmo quando combinado com o CA19-

9%,

o CAI19-9

O CA19-9 é uma glicoproteina do tipo mucina, de alto peso molecular (> 400kD), que foi
descoberta em 1981. E sintetizada normalmente pelas células dos ductos do pancreas e da
vesicula biliar humana e pelo epitélio gastrico, do célon, endometrial e salivar. Embora tenha
sido originalmente usado como um marcador para o cancro colo-rectal, verificou-se que tinha
um melhor desempenho servindo como um marcador para o0 cancro pancreatico. Atualmente,
¢ 0 Unico biomarcador sérico aprovado pela “Food and Drug Administration” (FDA) para o
diagnostico do ADP. Tem um valor “cut-off” entre 37 ¢ 40 U/mL?*%%",

Sendo o CA19-9 o marcador tumoral sérico padréo para o ADP, este tem sido o marcador

mais avaliado de todos, tendo-se realizado ja inimeros ensaios clinicos durante um periodo de
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tempo relativamente longo®’. Numa grande revisdo da literatura que resume todos esses
estudos, os autores descobriram que o CA19-9 tem uma sensibilidade média de 79% e uma
especificidade média de 82%%®. Esses autores concluiram ainda que os niveis elevados do
CA19-9 igualmente presentes na ictericia ndo-maligna resultam num namero significativo de
falsos positivos, recomendando que o CA19-9 seja combinado com outros marcadores para
melhorar a sua especificidade.

As principais limitacbes do CA19-9 incluem o seu frequente aumento em condi¢Ges ndo
malignas, como a ictericia obstrutiva ndo maligna, ja referida, a pancreatite, a colangite, a
colangite esclerosante primaria, a cirrose, e a sua incapacidade para detetar tumores malignos
em estadios iniciais. E de salientar ainda que o CA19-9 pode ser positivo em doentes com
outros cancros gastrointestinais, como o esofagico, gastrico, colo-rectal e das vias biliares.
Com vista a ultrapassar estas limitacdes, tem sido proposto o0 uso de valores de “cut-off” mais
elevados e a associagdo de outros marcadores tumorais®>*°.

O CA19-9 possui uma estrutura sialica originaria do antigénio do grupo sanguineo Lewis.
Consequentemente, ndo se expressa nos individuos com genotipo Lewis negativo (5-10% da
populacdo Caucasiana), pelo que os niveis séricos de CA19-9 nestes individuos vao ser
normais, mesmo na presenca de cancro do pancreas>*.

Uma outra limitacdo é o facto de o CA19-9 ter uma baixa sensibilidade para tumores de
pequeno diametro.

Por ultimo, as diferengas que existem no desenho dos ensaios clinicos contribuem para a
falha na sua aplicabilidade clinica®*.

Alguns grupos ndo recomendam que a determinagdo do CA19-9 seja usada como teste de
rastreio para o cancro do pancreas®**°. Dada a baixa incidéncia do ADP, o CA19-9 também

ndo é recomendado pelo Grupo Europeu de Marcadores Tumorais*® nem pela Sociedade

Americana de Oncologia Clinica®.
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Assim sendo, varios autores tém-se questionado sobre se 0 CA19-9 deve ser utilizado
como uma ajuda no diagndstico do cancro do pancreas esporadico. A maior parte deles
concluiu que embora este marcador ndo seja suficientemente preciso para ser usado no
rastreio de doentes assintomaticos, é atualmente o teste sanguineo mais util para diferenciar
entre doencas pancreéticas benignas e malignas?. Contudo, de acordo com as “guidelines” do
Grupo Europeu de Marcadores Tumorais, 0 CA19-9 tem valor limitado no diagndstico do
ADP em estadios iniciais®. Pode, ainda assim, complementar os resultados dos exames

imagiolégicos, como a TC e a ecoendoscopia®.

e Outros biomarcadores proteicos

Nas duas Ultimas décadas (Tabela V), muitos outros biomarcadores proteicos tém sido
testados para detetar o ADP, mas ndo se mostraram superiores ao CA 19-92. Descrevem-se de
seguida os mais recentes e com potencial aplicabilidade clinica.

Ebrahimi et al. mediram os niveis séricos do fator de crescimento endotelial vascular, do
fator de necrose tumoral alfa, da interleucina (IL) -1a, IL-1p, IL-6, IL-8, IL-10 e 0 antagonista
do recetor da IL-1 (IL-1RA) em 51 doentes com ADP e em 62 voluntarios saudaveis.
Descobriram que a IL-8 estava aumentada no soro dos doentes com ADP em comparacao
com os controlos saudaveis, assim como a IL-1RA, IL-6 e IL-10 **.

O CA242 é um glicoconjugado associado ao cancro expresso na mucina e descoberto
predominantemente no soro dos doentes com cancro do pancreas. E um antigénio de hidratos
de carbono sialilado co-expresso com o CA50 e situado na mesma macromolécula®. O seu

valor “cut-off’ é de 20 U/ml. Dois relatorios**®

examinaram a eficicia diagndstica do
CA242, concluindo que a sensibilidade média do CA242 é de 78% e a especificidade media

de 90%.
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Os niveis séricos do fator de crescimento especifico de tumor (do inglés TSGF — tumor
specific growth factor) acima de um valor “cut-off” de 71 U/ml foram considerados como
sendo 92% sensiveis e 83% especificos para o cancro do pancreas, sendo mais sensiveis do
que 0 CA242 e 0 CA19-9. De modo significativo, quando o desempenho dos trés marcadores
foi comparado em diferentes estadios de cancro do pancreas, a tendéncia geral era a de serem
menos sensiveis a detetar casos em estadio | e mais sensiveis a detetar casos em estadio V.
Diversos fatores podem explicar esta observacdo. Um deles é o facto de que com o aumento
do estadio tumoral aumenta a carga tumoral, sendo maior a producdo do marcador tumoral e,
consequentemente, maior o seu valor no soro*.

O TSGF continua a ser o mais sensivel a detetar doentes em estadio | (sensibilidade de
60%, em comparacdo com 30% para 0 CA242 e 40% para 0 CA19-9), sugerindo que poderia
ser potencialmente Gtil na identificacdo da doenca em estadio inicial®’. Curiosamente, num
estudo realizado por Jiang et al., o nivel sérico dos marcadores TSGF e CA242 foi mais
elevado nos doentes com cancro da cabeca do pancreas do que nos doentes com cancro do
corpo, cauda ou de toda a glandula. Quando os trés marcadores foram combinados em
conjunto, estes foram 100% especificos (Tabela V) para o diagnéstico de cancro do pancreas,
ao passo que nenhum marcador por si sé poderia alcancar a especificidade perfeita. A Unica
grande limitacdo deste estudo foi ndo investigar a especificidade destes marcadores na
presenca de condigdes benignas que causassem ictericia obstrutiva®.

A osteopontina (OPN), uma glicoproteina extracelular encontrada nos osteoblastos,
também foi proposta como um biomarcador sérico para o cancro pancreatico®. Koopmann et
al. determinaram os niveis séricos da OPN em 50 doentes com cancro do pancreas ressecavel
e em 22 individuos saudaveis. Verificaram que esta glicoproteina foi detetada em doentes
com ADP ressecavel com uma sensibilidade de 80% e uma especificidade de 97%. Em

contrapartida, apenas 62% dos doentes deste estudo de coorte tinham o CA19-9 elevado®.
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Simeone et al. mediram os niveis séricos da molécula de adesdo celular tipo 1 relacionada
com o antigénio carcinoembrionario (do inglés CEACAML1 — carcinoembryonic antigen-
related cell adhesion molecule 1) em 81 doentes com ADP, em 20 doentes com PanINs, em
53 doentes com pancreatite cronica e em 61 controlos normais. A CEACAML1 mostrou ser
melhor do que o CA19-9 a discriminar entre doentes com ADP e os controlos normais. Os
seus niveis séricos estdo também aumentados nos doentes com PanIN-3, em comparacdo com
aqueles com PanIN-1 e PanIN-2, mas o biomarcador ndo foi capaz de diferenciar os doentes
com pancreatite cronica dos doentes com cancro®.

Num estudo realizado por Gold et al., o anticorpo monoclonal anti-mucina 1, designado
por PAM4, foi encontrado no soro, plasma e também no suco pancreatico de doentes com
cancro do pancreas, tendo sido associado com eventos precoces do desenvolvimento do ADP
invasivo. A sua sensibilidade para detetar o ADP foi de 82%, com uma especificidade de 95%
no soro de 68 doentes com ADP e 19 controlos saudéveis*. Curiosamente, o PAM4 mostrou
uma sensibilidade diagnoéstica dependente do estadio, demonstrando sensibilidades de 62%,
86% e 91% em doentes com estadio I, Il e estadios avancados (estadios 11l e 1V) de ADP,
respetivamente®.

Um novo membro da superfamilia do fator de necrose tumoral (do inglés TNF — tumor
necrosis factor) chamado ligando indutor da proliferacdo (do inglés APRIL — proliferation-
inducing ligand) foi descrito como um potencial biomarcador do ADP?. Para determinar se 0s
niveis séricos do APRIL podem ser usados para detetar o cancro do pancreas, eles foram
examinados em conjunto com o CEA e 0 CA19-9, em 67 doentes com cancro do pancreas e
em 55 doentes com doencas pancreaticas benignas®’. Verificou-se que o APRIL esti
aumentado nos doentes com cancro do pancreas, tendo sido demonstrada uma correlagéo
positiva com 0 CEA e 0 CA19-9. Este estudo mostrou uma sensibilidade e especificidade de

70,1% e 85,5%, respetivamente, para 0 APRIL sozinho, 83,6% e 80% (Tabela V) quando
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combinado com 0 CA19-9 e 0 CEA e 88,1% e 78,2% (Tabela V) quando usado apenas em
combinagdo com o CA19-9*. Embora fornecendo resultados promissores, as amostras deste
estudo eram pequenas e ndo englobavam doentes com cancro do pancreas em estadio I.

A plectina-1, uma proteina da familia das plaquinas, demonstrou, embora tendo como
base uma pequena amostra de doentes, estar expressa em 100% dos ADP, em 60% das lesdes
PanIN-3 e em 4% das lesdes PanIN-1 e PanIN-2.° A sensibilidade (87%) e a especificidade
(98%) da plectina-1 permitiram diferenciar as lesbes PanIN-3 (n=15) e o ADP (n=41) do
pancreas normal (n=4), da pancreatite cronica (n=15) e das lesdes PanIN-1 (n=14) e PanIN-2
(n=26)"*.

Chang et al. demonstraram que a proteina 2 ligante da UL16 (do inglés ULBP2 — UL16
binding protein 2) é uma proteina que podera vir a ser utilizada como biomarcador do ADP.
A elevacdo dos seus valores no soro foi observada em doentes com cancro do péancreas
(n=154), comparativamente com doentes saudaveis (n=142). Foi determinada uma
sensibilidade de 83,8% e uma especificidade de 73,9%". Para além disso, a ULBP2 foi
comparavel ao CA19-9 no que respeita a diferenciar os doentes com cancro do pancreas em
estadios I e 11 dos controlos saudaveis*.

A proteina do choque térmico 70 (do inglés HSP70 — heat shock protein 70) demonstrou
estar significativamente elevada nos doentes com cancro do pancreas (n=23), em comparacgao
tanto com os doentes com pancreatite cronica (n=12) como com 0s controlos saudaveis
(n=10). Embora a HSP70 tenha demonstrado uma sensibilidade e especificidade aceitaveis de
74% e 90%, respetivamente, ndo conseguiu diferenciar entre doentes com cancro do pancreas
e aqueles com pancreatite cronica™.

A citocina 1 inibidora dos macréfagos (do inglés MIC-1 — macrophage inhibitory
cytokine-1) é um membro da familia TGF-B, tendo a sua expressdo aumentada em 88% dos

doentes com ADP®. Wang et al., num estudo recente, analisaram os niveis de MIC-1 séricos
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em 807 doentes com ADP, em 115 doentes com tumores pancreaticos benignos, em 50
doentes com pancreatite cronica, em 240 doentes com oito neoplasias epiteliais comuns e em
500 controlos saudaveis. Verificou que os niveis séricos de MIC-1 eram mais elevados em
doentes com ADP do que em doentes com outras doengas malignas (testaram-se 0s niveis de
MIC-1 em oito neoplasias epiteliais comuns — adenocarcinoma colorrectal, adenocarcinoma
da proéstata, adenocarcinoma gastrico, carcinoma ovarico, carcinoma da mama, carcinoma da
tiroide, carcinoma esofagico de células escamosas e carcinoma do pulmao ndo-pequenas-
células). Nesse mesmo estudo, comparou-se o valor diagnéstico para o ADP do MIC-1 com o
CA19-9, o CEA e 0 CA242, tendo-se verificado que o MIC-1 tem mais valor diagnéstico do
gue os outros trés marcadores. Contudo, 0s autores relataram que os niveis séricos de MIC-1
foram insuficientes para discriminar doentes com ADP de tumores pancreaticos benignos
(sensibilidade de 74%), embora mesmo assim tenham sido mais eficazes do que o CA19-9
sérico neste estudo (sensibilidade de 52%). Concluiram ainda que o MIC-1 ndo € melhor do
gue o CA19-9 na diferenciacdo entre doentes com cancro e pancreatite, 0 que se pode atribuir
a associacdo do MIC-1 com a inflamacdo. Uma outra descoberta interessante deste estudo €
gue o MIC-1 mostrou uma eficacia diagndstica superior comparativamente com o0 CA19-9 no
diagnostico do ADP em estadios precoces (estadios I e Il: MIC-1 — sensibilidade de 65,1%;
CA19-9 — sensibilidade de 43,0%). Mesmo nos doentes com a doenca num estadio muito
precoce (estadio la), o MIC-1 mostrou uma sensibilidade de 62,5%, comparativamente com
25% do CA19-9. Para além disso, a combinacdo do CA19-9 com o MIC-1 aumentou
significativamente a taxa de detecdo do ADP inicial de 43% para 78%, tendo sido ainda mais

elevada do que o0 uso simultaneo do CA19-9, CEA e CA242 (58,1%)".
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Tabela 1V- Biomarcadores proteicos para o diagnostico do ADP

Biomarcador Tipo de Referéncia
Numero de amostras Sensibilidade | Especificidade
Proteico amostras bibliografica
CEA Soro 1323 doentes com SDP (13 estudos) 54% 79% 35
CA19-9 Soro 2283 doentes com SDP (22 estudos) 79% 82% 35
201 doentes ADP vs 270 CS vs 82
CA242 Soro 78% 90% 42,43
DPB
TSGF Soro 96 doentes ADP vs 52 PC vs 200 CS 92% 83% 42
OPN Soro 50 doentes ADP vs 22 CS 80% 97% a4
81 doentes ADP vs 20 PanINs vs 53
CEACAM1 Soro 85% 98% 45
PCvs 61 CS
PAMA4 Soro 68 doentes ADP vs 19 CS 82% 95% 46
APRIL Soro 67 doentes ADP vs 55 DPB 70,1% 85,5% 47
56 doentes ADP + PanIN-3 vs 55
Plectina-1 Soro 87% 98% 48
DPB vs 4 CS
ULBP2 Soro 154 doentes ADP vs 142 CS 83,8% 73,9% 49
HSP70 Soro 23 doentes ADP vs 12 PC vs 10 CS 74% 90% 50
807 doentes ADP vs 168 DPB vs
MIC-1 Soro 65,8% 96,4% 51
240 com oito NEC vs 500 CS
Suco
S100P 32 doentes ADP vs 32 PC 83,6% 75% 52
pancreético
Suco 115 doentes lesdo tumoral (ADP ou
hTERT 85% 82% 53

pancreatico

IPMN)

Os valores de sensibilidade e especificidade ndo sdo comparaveis, pois os estudos usaram amostras diferentes e casos de

ADP em estadios diferentes. CS, controlos saudaveis; DPB, doenga pancreatica benigna; NEC, neoplasias epiteliais comuns;

PC, pancreatite cronica; SDP, suspeita de doenca pancreética.
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A medicdo da proteina S100P no suco pancreatico de 32 doentes com ADP e 32 doentes
com pancreatite cronica discriminou efetivamente o ADP da pancreatite, com uma
sensibilidade e especificidade de 83,6% e 75%, respetivamente®?,

A transcriptase reversa da telomerase humana (do inglés hTERT — human telomerase
reverse transcriptase) € a maior subunidade catalitica da telomerase humana e 0s seus niveis
de &cido ribonucleico (ARN) mensageiro correlacionam-se fortemente com a ativacdo da
telomerase. A hTERT foi sugerida como possivel biomarcador diagndstico para o ADP.
Examinando a expressdao da hTERT em 115 amostras de suco pancreatico de doentes com
ADP e IPMN, foi revelado que enquanto a citologia foi 47% sensivel e 89% especifica em
distinguir as células malignas das benignas, a imunohistoquimica para hTERT foi, em média,
85% sensivel e 82% especifica na obtencdo desta distincdo. O desempenho diagnostico da
hTERT, como alternativa, nos casos de citologia negativa como método para identificacdo
precoce de doenca maligna e lesbes pré-malignas, particularmente em individuos de alto
risco, parece demonstrar grande potencial, precisando, contudo, de ser analisada em estudos

com amostras maiores53.

e Associacdes de biomarcadores proteicos

As associacOes de biomarcadores proteicos para o diagnéstico do ADP no soro (Tabela
V) aumentaram, em muitos casos, o poder de diagnosticar com precisdo o ADP em
comparagdo com qualquer marcador isolado®.

Brand et al. relataram a sua analise de 83 proteinas circulantes no soro de doentes com
ADP (n=333), comparada com condi¢des pancreaticas benignas (n=144) e controlos
saudaveis (n=227)>*. Os marcadores selecionados na anélise inclufram 7 que previamente
tinham demonstrado capacidade diagnostica para o cancro do pancreas: CEA, CA19-9, MIC-

1, osteoprotegerina (do inglés OPG — osteoprotegerin), inibidor tecidual da metaloproteinase
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tipo 1 (do inglés TIMP-1 — tissue inhibitor of metalloproteinase type 1), molécula de adeséo
intercelular 1 (do inglés ICAM-1 — intercelular adhesion molecule 1), proteina amiloide
sérica A e proteina do epididimo humano 4. Os restantes 75 marcadores analisados incluiam
citocinas, hormonas, quimiocinas, fatores apoptoticos e apolipoproteinas. Inicialmente
analisaram-se os niveis sericos de cada biomarcador nos doentes com ADP, nos doentes com
doencas pancreaticas benignas e nos controlos saudaveis. Seguidamente, usando o algoritmo
“Metropolis” com simulagdo de Monte Carlo, todas as possiveis combinagdes de 2, 3 e 4
biomarcadores foram avaliadas no que respeita a sensibilidade e especificidade para o ADP.
Comparou-se a eficacia das combinacdes de biomarcadores na discriminacgéo entre os doentes
com ADP e os controlos saudaveis e na discriminacdo entre os doentes com ADP e os doentes
com doencas pancreaticas benignas. A performance de cada uma das combinagdes de
biomarcadores foi comparada com a performance do CA19-9 sozinho. Os autores observaram
gue o conjunto de marcadores CA19-9, ICAM-1 e OPG foi o melhor a discriminar os doentes
com ADP dos controlos saudaveis com uma sensibilidade e especificidade de 78% e 94%,
respetivamente, comparando com uma sensibilidade de 51,4% e uma especificidade de 90%
para 0 CA19-9 sozinho. No mesmo estudo, o conjunto composto por CA19-9, CEA e TIMP-1
foi o melhor a discriminar os doentes com ADP daqueles com doenca pancreéatica benigna
com uma sensibilidade e especificidade de 71% e 89%, respetivamente, comparando com
uma sensibilidade de 52,1% e uma especificidade de 90,2% para 0 CA19-9 sozinho™.

Poruk et al. determinaram os niveis séricos de CA19-9, OPN e TIMP-1 em 86 doentes
com ADP, 86 controlos saudaveis e 48 doentes com pancreatite cronica. Conseguiram
demonstrar que os niveis séricos de OPN e TIMP-1 em conjunto permitiam distinguir o ADP
da pancreatite cronica e dos individuos saudaveis®. No mesmo estudo, também se verificou
que a combinacdo de OPN e TIMP-1 é capaz de distinguir os estadios precoces (I e 1l) do

ADP dos individuos saudaveis e dos doentes com pancreatite cronica. Por fim, ficou
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demonstrado que a combinacdo CA19-9 + OPN + TIMP-1 apresentava maior sensibilidade
(87%) e maior especificidade (91%) na discriminacdo entre o ADP e 0s outros grupos
controlo (individuos saudaveis e doentes com pancreatite cronica) do que as apresentadas pelo
uso do CA19-9 isoladamente (sensibilidade de 84% e especificidade de 88%).

Makawita et al., num estudo recente, avaliaram o papel de quatro candidatos a
biomarcadores diagnosticos do ADP quando combinados com 0 CA19-9 em amostras séricas
de 100 doentes com ADP em diferentes estadios e de 92 controlos saudaveis. Os
biomarcadores avaliados foram o fator 1 beta de regeneracdo dos ilhéus de Langerhans (do
inglés REG1B — regenerating islet-derived 1 beta), a sincolina (do inglés SYCN — syncollin),
a proteina 2 homologa do gradiente anterior (do inglés AGR2 — anterior gradient homolog 2
protein) e a enzima lisil oxidase-like 2 (do inglés LOXL2 — lysyl oxidase-like 2), tendo o
CA19-9 mostrado ser mais eficaz como biomarcador diagnéstico em combinacdo com estes
quatro candidatos, do que usado sozinho. As combinacbes CA19-9 + SYCN + REGI1B,
CA19-9 + SYCN + AGR2, CA19-9 + SYCN + LOXL2 e CA19-9 + SYCN foram as
melhores a distinguir os doentes com ADP em estadios precoces (I e IlI) dos controlos
saudaveis™®.

Nolen et al. avaliaram 67 biomarcadores em soros pré-diagnosticos obtidos a partir de
doentes que foram diagnosticados com ADP enquanto estavam inscritos num programa de
rastreio do cancro da prostata, pulmao, colo-rectal e ovéario. Este programa de rastreio,
realizado nos Estados Unidos, era um ensaio multicéntrico randomizado que ajudava a avaliar
0 impacto dos procedimentos de detecdo precoce para o0 cancro da prostata, pulmao, colo-
rectal e ovario na mortalidade especifica da doenga. Entretanto, na sequéncia do estudo, foram
sendo identificados casos de cancro pancreatico de entre os participantes deste grande estudo
de coorte. Aproveitando a realizacdo deste estudo, decidiram-se avaliar 67 biomarcadores no

diagnostico do cancro do pancreas em soros pré-diagnosticos de 343 doentes com ADP,
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comparando com 227 controlos saudaveis. Os autores concluiram que o CEACAML e a
prolactina eram os primeiros a serem detetados com niveis significativamente alterados até 35
meses antes do diagnostico de cancro do pancreas. Posteriormente, até 24 meses antes do
diagnostico, sdo observadas mudangas no CA19-9, CEA, enolase especifica dos neuronios e
na gonadotrofina corionica humana beta. Por ultimo, niveis elevados de CA125 e 1I-8 foram
detetados até 12 meses antes do diagnéstico”.

Shaw et al., num estudo recente, avaliaram 0s niveis séricos de 27 citocinas em 241
individuos, 127 deles com ADP, 49 com pancreatite cronica, 20 com obstrucéo biliar benigna
e 45 controlos saudaveis. Observaram que combinando a IL-8 com a IL-1b e 0 CA19-9 a
sensibilidade e especificidade eram de 94% e 100%, respetivamente, para a discriminacéo de
doentes com ADP de controlos saudaveis. Para a discriminacdo de doentes com ADP de
doentes com doenca benigna, verificaram que o conjunto formado por IL-8, proteina 10
induzida pelo interferdo-y (do inglés IP-10 — interferon-y induced protein 10), IL-6 e fator de
crescimento derivado das plaquetas (do inglés PDGF — platelet-derived growth factor) com o
CA19-9 era mais eficaz (sensibilidade de 74,7% e especificidade de 84,8%) do que usando o
CA19-9 isoladamente (sensibilidade de 58,8% e especificidade de 78,2%). Também no que
diz respeito a discriminacdo entre o ADP e a pancreatite cronica, o conjunto formado por
CA19-9, IL-6, IL-8 e IP-10 demonstrou ser mais eficaz (sensibilidade de 76,2% e
especificidade de 90,9%) do que o uso do CA19-9 isoladamente (sensibilidade de 73,8% e
especificidade de 78,8%)>’. Estes resultados apoiam o papel potencial de citocinas especificas
no diagnostico diferencial do cancro pancreatico, necessitando de estudos adicionais.

Zhang et al. analisaram 61 parametros séricos no soro de 183 controlos saudaveis, 129
doentes com ADP e 95 doentes com pancreatite cronica. O conjunto composto pelo CA19-9,
albumina, proteina C reativa (do inglés CRP — C Reactive Protein) e IL-8 teve o maior valor

diagndstico para discriminar entre o ADP e os controlos saudaveis. A sensibilidade foi de
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93,80% para todos os estadios, 93,10% para o estadio inicial e 94,40% para o estadio
avancado do ADP. A especificidade foi de 90%. O conjunto composto pelo CA19-9, dioxido
de carbono (CO;), CRP e IL-6 teve 0 maior valor diagnostico para distinguir entre 0 ADP e a
pancreatite cronica. A sensibilidade foi de 72,10% para todos os estadios, 76,10% para o

estadio inicial e 67,20% para o estadio avancado do ADP. A especificidade foi de 90%°%,
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Tabela V — Associagdes de biomarcadores proteicos para o diagnéstico do ADP no soro

Referéncia
Combinac6es de marcadores NUmero de amostras Sensibilidade | Especificidade
bibliografica
96 doentes ADP vs 52 PC vs
CA19-9 + CA242 + TSGF 77% 100% 42
200 Cs
APRIL + CA19-9 + CEA 67 doentes ADP vs 55 DPB 83,6% 80% 47
APRIL + CA19-9 67 doentes ADP vs 55 DPB 88,1% 78,2% 47
CA19-9 + ICAM-1 + OPG 333 doentes ADP vs 227 CS 78% 94% 54
CA19-9 + CEA + TIMP-1 333 doentes ADP vs 144 DPB 71% 89% 54
CA19-9 + OPN + TIMP-1 86 doentes ADP vs 134 GC 87% 91% %5
20 doentes ADP (estadios I/11) 5
CA19-9 + SYCN + REG1B 48,9% 39%
vs 92 CS
20 doentes ADP (estadios I/11) 5
CA19-9 + SYCN + AGR2 31% 50%
vs 92 CS
20 doentes ADP (estadios I/11) 5
CA19-9 + SYCN + LOXL2 46,7% 40%
vs 92 CS
20 doentes ADP (estadios I/11) 5
CA19-9 + SYCN 45,1% 40%
vs 92 CS
CA19-9 + IL-1b + IL-8 127 doentes ADP vs 45 CS 94% 100% 57
CA19-9 + IL-6 + IL-8 + IP-10 +
57
0, 0,
PDGF 127 doentes ADP vs 69 DPB 74,7% 84,8%
CA19-9 + IL-6 + IL-8 + IP-10 127 doentes ADP vs 49 PC 76,2% 90,9% 57
Alb + CA19-9 + IL-8 + CRP 129 doentes ADP vs 183 CS 93,80% 90% 58
CA19-9 + CO, + IL-6 + CRP 129 doentes ADP vs 95 PC 72,10% 90% 58

Os valores de sensibilidade e especificidade ndo sdo comparaveis, pois os estudos usaram amostras diferentes e casos de

ADP em estadios diferentes. Alb, albumina; CO,, diéxido de carbono; CS, controlos saudaveis; DPB, doenca pancreatica

benigna; GC, grupos controlo; PC, pancreatite cronica.
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Biomarcadores metabolicos

Embora ainda estejam a dar os primeiros passos, as tecnologias metabolomicas séo uma
grande promessa na descoberta de biomarcadores para 0 ADP, porque sdo mais baratas, tém
um maior rendimento e reprodutibilidade em comparacdo com as técnicas gendmicas ou
proteémicas®.

A detecdo preferencial de produtos finais do metabolismo tumoral no soro de doentes
permite a identificacdo de biomarcadores com base em grupos inteiros de metabolitos
tumorais que sdo regulados de forma positiva ou negativa®.

Um grupo de investigacdo observou niveis significativamente mais baixos de 3-
hidroxibutirato, 3-hidroxiisovalerato, lactato e trimetilamina-N-6xido, assim como niveis
significativamente mais elevados de isoleucina, triglicerideos, leucina e creatinina em doentes
com ADP, comparando com controlos saudaveis®®.

Num estudo mais recente, Kobayashi et al. analisaram o soro de 42 doentes com ADP,
23 doentes com pancreatite cronica e 41 controlos saudaveis. De um total de 45 metabolitos
séricos detetados e avaliados, apenas 18 mostraram niveis significativamente alterados nos
doentes com ADP em comparacdo com os controlos saudaveis. Seguidamente, dentro desses
18 metabolitos, selecionaram-se 0s 4 que mostraram maior eficcia diagndstica, o xilitol, 1,5-
anidro-D-glucitol, histidina e inositol, e, com base nesta combinacado, tentou-se construir um
modelo diagndstico para o ADP. Combinando os 4 metabolitos, obtiveram-se valores de
sensibilidade e especificidade de 71,4% e 78,1%, respetivamente. Em comparagdo, a
sensibilidade e especificidade do CA19-9 neste estudo foi de 69% e 85,9%, respetivamente.
Em relacdo a detecdo do ADP em estadios | e Il, as sensibilidades para a combinagéo dos 4
metabolitos e para 0 CA19-9 foram 77,8% e 55,6%, respetivamente. No caso da pancreatite

cronica, a taxa de falsos positivos foi 17,4% e 30,4%, respetivamente. O modelo apresentado
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demonstrou assim uma maior eficacia na detecdo do ADP em estadios precoces do que o
CA19-9%°, sendo todavia necessérios mais estudos.

Ritchie et al., usando uma plataforma sensivel baseada na espectrometria de massa de
alta resolucdo, analisaram amostras séricas de 40 doentes com ADP e 50 controlos saudaveis.
Os autores observaram reducdes significativas nos niveis séricos de metabolitos pertencentes
a cinco sistemas metabdlicos nos doentes com ADP, comparativamente com o0s controlos
saudaveis. Dentro dos metabolitos alterados estavam acidos gordos de cadeia muito longa,
fosfatidilcolinas, lisofosfatidilcolinas, esfingomielinas e etanolaminas plasmalogénio
contendo vinil-éter. Seguidamente, o metabolito mais discriminatorio, o acido gordo PC-594,
foi avaliado no soro de 14 doentes com ADP, 6 doentes com IPMN e 40 controlos saudaveis.
No que diz respeito a0 PC-594, para um valor “cut-off” correlacionado com 5% de
positividade em individuos com idade inferior a 50 anos, verificou-se uma sensibilidade de

87% e especificidade de 95%°".

Biomarcadores epigenéticos

O cancro do pancreas é uma doenca que apresenta anomalias epigenéticas, assim como
genéticas. O marcador epigenético mais conhecido é a metilacdo do &cido desoxirribonucleico
(ADN). A detecdo da metilacdo do ADN oferece vérias vantagens em relacdo aos marcadores
genéticos e séricos. Primeiro, a incidéncia de metilagdo aberrante do ADN em ilhas CpG
especificas é mais elevada do que a incidéncia de defeitos genéticos. Segundo, a metilacdo
aberrante do ADN nas células cancerigenas pode ser detetada com grande sensibilidade,
mesmo quando esta incorporada em quantidades substanciais de ADN normal contaminado.
Terceiro, a detecdo de metilagdo aberrante do ADN é tecnicamente simples, atraves da
“polymerase chain reaction” (PCR) especifica da metilacdo (do inglés MSP — Methylation-

Specific PCR). Quarto, a metilagdo aberrante do ADN parece ocorrer nos estadios iniciais dos
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tumores, causando uma perda e/ou ganho de fungéo de processos-chave e de propriedades de
. . ~ 5
sinalizacdo”.

Outros marcadores epigenéticos promissores para o diagndstico do ADP incluem a
expressao aberrante dos microRNAS, a expressdo aberrante das repeticdes de satélites e as

modificacdes das histonas.

e Metilacdo aberrante do ADN no cancro do pancreas

A inativacdo de genes supressores tumorais causada pela metilagcdo aberrante do ADN,
fendmeno que raramente ocorre nos tecidos ndo neoplasicos, foi inicialmente sugerida no
retinoblastoma mas foi depois demonstrada em todos os tipos de cancros, incluindo o cancro
pancredtico. A analise da metilacdo de varios genes importantes relacionados com o cancro do
pancreas envolveu inicialmente o CDKN2A, o MLH1 e o CDH1, seguindo-se-lhe a
identificacdo de muitos outros genes relacionados com o cancro que sdo submetidos a
metilagdo aberrante e desempenham um importante papel na carcinogénese pancreatica; como
por exemplo 0 SPARC, DUSP6, RELN, TFPI2 e RUNX3>.

Sato et al. verificaram que o RPRM, um gene envolvido na paragem do ciclo celular em
G2 induzida pelo TP53, estava metilado em 60% dos cancros pancreaticos e estava associado
com instabilidade genética e evolugdo desfavoravel ap6s ressecéo cirrgica®.

Omura et al. usaram a amplificacéo das ilhas CpG metiladas acopladas com o promotor e
0s "microarrays™ das ilhas CpG para identificarem padrdes de metilacdo do ADN diferenciais
no cancro do pancreas versus pancreas normal e descobriram haver metilacdo aberrante de
centenas de promotores e ilhas CpG nas células pancreaticas cancerigenas®.

Recentemente, Shimizu et al. aplicaram um novo método chamado de “microarray
acoplado com a ativacdo da transcricdo das metil-CpG™®* para procurarem 0s genes

silenciados mediados pela metilacdo no cancro pancreatico®™. Dezasseis genes metilados, que

38



nunca tinham sido detetados pelo 5-aza-2-deoxicitidina (agente desmetilante convencional do
ADN), foram identificados: TRH, CYP26Al, TMEM204, GAD1, CSMD2, FRG2, ARC,
SLC32A1, FOXJ1, TBX21, HOXA7, ANKRD35, HBA2, SP5, TNXB e GRASP®. Muitos destes
genes estdo metilados de forma aberrante numa elevada propor¢édo de cancros pancreaticos e
podem ser detetados com analise MSP, o que faz deles candidatos atrativos para a detecéo
precoce do cancro do pancreas”.

A hipometilacdo do genoma é também frequentemente observada nos cancros humanos,
incluindo o cancro do pancreas. Juntamente com a inativacdo mediada pela hipermetilacéo de
genes que funcionam como supressores tumorais, a ativacdo aberrante mediada pela
hipometilacdo de oncogenes também tem um papel importante. Um exemplo € o S100A4, um
gene implicado na metastizacdo, que esta hipometilado em trés locais CpG do primeiro intréo,
fenOmeno que se associa com a expressdo aumentada da proteina. Outros genes
frequentemente hipometilados incluem o CLDN4, o LCN2, o SFN, o TFF2, o MSLN e o
PSCA, que tém a sua expressdo aumentada nas células cancerigenas pancreaticas em
comparacdo com os ductos pancreaticos normais®. Com as tecnologias de microarray de
oligonucledtidos, foram detetados dois outros genes hipometilados de forma aberrante e com
expressao aumentada, relacionados também com o cancro pancreatico, o S100P e o
SERPINB5®,

Estes marcadores metilados proporcionam uma abordagem promissora para o diagnéstico
de cancro do pancreas, podendo ser usados para examinar amostras de suco pancreatico
colhidas endoscopicamente de individuos com suspeita de doenca pancreética. De facto, a
andlise da metilagdo de varios genes, incluindo o CCND2, FOXE1, NPTX2, PENK, SFRP1
SPARC e TFPI2, em amostras de suco pancreatico, demonstrou que esta técnica pode
distinguir de modo eficaz os doentes com cancro do pancreas dos doentes com pancreatite

cronica e dos que tém o pancreas normal (Tabela V1)°.
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Tabela VI — Marcadores de metilacdo do ADN para diagndstico do ADP no suco
pancreatico®

Nome do Gene

Sensibilidade

Especificidade

Referéncia

bibliografica

CCND2

(9/11) 82%

(25/27) 93%

67

FOXE1

(8/11) 73%

(21/27) 78%

67

NPTX2

(10/11) 91%

(21/27) 78%

67

PENK

(8/11) 73%

(19/27) 70%

67

SFRP1

(9/11) 82%

(21/27) 78%

67

SPARC

(10/11) 91%

(19/27) 70%

67

TFPI2

(8/11) 73%

(22/27) 81%

67

Depois da descoberta da metilagéo

anormal no cancro pancreatico, seguiu-se a

investigacdo da metilagdo nas lesdes precursoras de ADP e rapidamente foram detetados os

genes que mais frequentemente estdo metilados nessas lesfes. Sato et al. compararam 0s

perfis de expressdo genética globais entre as IPMNSs e as células epiteliais ductais pancreéticas

normais e identificaram que o gene CDKNL1C tinha a sua expressdo diminuida nas IPMNs

(estava hipermetilado), havendo consequentemente uma reducdo da expressao do seu produto

proteico®®. Outros genes que estdo frequentemente hipermetilados nas lesdes precursoras

foram identificados: PENK, CDKN2A, SPARC, SFRP1, TSLC1, RELN, TFPI2, CLDNS5 e

UCHL1 nas lesdes IPMNs® e SFRP1, RPRM, SPARC, CLDN5, LHX1, NPTX2, PENK e

CDKN2A nas lestes PanINs'®.
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Tais resultados vieram comprovar que a hipermetilacdo aberrante das ilhas CpG comeca
nas lesBes precursoras iniciais como as PanINs e as IPMNs e que a sua prevaléncia aumenta

progressivamente durante o curso da neoplasia’.

e Os microRNAs como biomarcadores diagndsticos do ADP

Os microRNAs (miRNAs/miRs) sdo pequenas moléculas enddgenas de acido
ribonucleico (ARN) de cadeia simples, ndo codificantes, com cerca de 17 a 25 nucle6tidos,
que atuam como reguladores da expressdo genética, ao nivel da pds-transcricdo, através da
clivagem de um ARN mensageiro alvo e sua degradacdo, ou através da inibicdo da sua
traducdo. Cerca de 1000 miRNAs ja foram identificados em humanos e alteraces
generalizadas nestes miRNAs foram identificadas em vérios tipos de cancro, crendo-se que
podem estar associados com a patogénese do cancro, com a apoptose e com 0 crescimento
celular, podendo assim funcionar como supressores tumorais ou como oncogenes™ ™.

De facto, estudos genéticos demonstraram que alguns miRNAs estdo associados com a
promocdo tumoral (oncogenes), engquanto outros (supressores tumorais) inibem o tumor,
reduzindo a proliferacdo celular, a sobrevivéncia e a diferenciacdo celular. Restabelecer a
expressdo destes ultimos miRNAs nas células tumorais poderia promover a diferenciacdo e
transformar as células malignas em benignas ou normais’*.

A modificacdo epigenética, a alteracdo do numero de copias de ADN e as mutacdes
genéticas poderdo ser fatores que regulam a expressdo dos miRNAs'.

Vaérios estudos recentes demonstraram que a producdo de microRNAs aberrantes é um
evento precoce no desenvolvimento das leses PanINs?. Num desses estudos, Ryu et al.
demonstraram que 0 miR-155 tem a sua expressao significativamente aumentada nas lesoes

PanIN-2 e PanIN-32.
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Num outro estudo, Yu et al. investigaram que varios miRNAs, incluindo miR-34c-5p,
miR-129-3p, miR-130b, miR-133a, miR-148a/b, miR-151-5p, miR-185, miR-200c, miR-330-
3p, MmiR-331-3p/5p, MiR-378 e miR-423-5p, tinham a sua expressdo aumentada nas PanIN-1
ou PanIN-2. Para alem disso, os autores identificaram o miR-196b como sendo 0 miRNA
significativamente mais expresso nas lesdes PanIN-3 avancadas, enquanto nenhuma
expressio foi vista nas lesdes PanIN de baixo grau .

Usando os perfis de expressdo dos microRNAs, diferentes autores concluiram que estas
moléculas poderdo servir como biomarcadores para distinguir entre o tecido pancreatico

benigno, a pancreatite crénica e o ADP. Bloomston et al.™

, através de um estudo com
amostras teciduais de 65 doentes com ADP e 42 doentes com pancreatite cronica, verificaram
gue um aumento da expressdo de miR-99, miR-100, miR-100-1/2, miR-125a, miR-125b-1,
miR-199a-1 e miR-199a-2 foi observado no ADP assim como na pancreatite cronica, mas nao
no tecido pancreatico normal. Do mesmo modo, foi descrito um aumento da expressao de
miR-21, miR-221, miR-222, miR-181a, miR-181b, miR-181d e miR-155 em amostras
tumorais comparativamente com o tecido pancreatico benigno’™.

O miR-34a tem um efeito anticancerigeno ao alterar a expressao de Varios genes
envolvidos na progressdo do ciclo celular, na reparacdo do ADN, na angiogénese e na
apoptose’. Sabe-se que o miR-34a e o miR-148a estdo hipermetilados e reprimidos nos
cancros pancreaticos. Curiosamente, a hipermetilacdo do miR-148a apenas foi observada nas
lesbes neoplasicas, nunca tendo sido observada nas lesdes ndo neoplasicas, incluindo a
pancreatite crénica’®.

Foram também estudados os perfis de quatro miRNAs (o miR-21, o0 miR-155, 0 miR-
196a e 0 miR-210) em amostras séricas de 49 doentes com ADP e 36 controlos saudaveis,

tendo sido demonstrado que esta combinagdo de miRNAs era capaz de diferenciar o ADP do

grupo de controlos saudaveis, com uma sensibilidade de 64% e uma especificidade de 89%.
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Dentro destes miRNAs, a expressdo elevada de miR-155 e miR196a foi observada em
paralelo com a progressdo da doenca *’.

Num estudo mais recente, foi identificada uma diminuicdo na expressdo do miR-150 nos
tecidos de cancro do pancreas, comparativamente com o pancreas normal, sugerindo o
potencial do miR-150 na diferenciacdo entre amostras pancreéticas normais e cancerigenas’®.

Liu et al. demonstraram, com base numa amostra tecidual de 197 casos de ADP e 158
controlos saudaveis, que a combinacdo miR-20a, miR-21, miR-24, miR-25, miR-99a, miR-
185 e miR191 permitiu distinguir os casos de ADP dos controlos saudaveis, com uma
sensibilidade e especificidade médias de 94% e 93%, respetivamente’™.

He XY et al., com base em amostras séricas de 97 doentes com ADP e 158 controlos
saudaveis, estabeleceram um modelo de biomarcadores baseado em 7 miRNAs (miR-20a,
miR-21, miR-24, miR-25, miR-99a, miR-185 e miR-191) para o diagnostico do ADP. Estes
biomarcadores tiveram alta sensibilidade e especificidade, para distinguir os diversos estadios
do cancro do pancreas de controlos saudaveis e também foram eficazes na discriminacéo entre
doentes com cancro do pancreas e doentes com pancreatite cronica. Em relacdo a detecdo dos
casos de ADP em estadio I, este biomarcador baseado nos 7 miRNASs atrds mencionados teve
uma sensibilidade de 96,2%, sendo maior do que a do CA19-9 (46,2%), também calculada
para as mesmas amostras. Relativamente a detecdo dos casos de ADP em estadio I, a
sensibilidade foi de 91,7%, sendo também maior do que a do CA19-9 (62,5%)%.

Para além de poderem ser detetados no tecido pancreatico, no suco pancreatico e no soro,
um estudo avaliou os miRNAs nas fezes e detetou mais baixas concentragdes de alguns
miRNAs em doentes com cancro do pancreas em comparagdo com doentes controlo®,

Até a data, a detecdo de miRNAs ndo é usada como um critério para o diagnéstico do
ADP®. Contudo, considerando o seu envolvimento vigoroso na iniciagdo cancerigena e sua

progressdo, tudo indica que o seu aumento de expressdo (tabela VII) ou a sua diminuicdo
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possam vir a ser utilizados como futuros marcadores de diagndstico®. Para podermos atingir

esse fim, falta, todavia, ainda classificar/categorizar os miRNAs de acordo com o estadio, 0

grau e a origem celular para que estes possam ser estabelecidos como biomarcadores

clinicos®?.

Tabela VII- Lista dos miRNAs com expressdo aumentada no ADP

MicroRNAs

Referéncias

bibliogréaficas

miR-15b, 95, 186, 190, 196a, 200b, 221 e 222

83

miR-15b, 16-1, 21, 24-1, 92-1, 100, 107, 125b-1, 155, 1814, 212, 221, 301, 3764, 424, let-7d e
86
let-7f-1
miR-10a, 10b, 21, 23a, 23b, 99, 100, 100-1/2, 103-2, 107, 125a, 125b-1, 143, 146, 155, 181a,
74
181b, 181b-1, 181b-2, 181c, 181d, 196a-2, 199a-1, 199a-2, 205, 213, 220, 221, 222 e 223
miR-21 74,84,86
miR-17, 20, 92-1, 99a, 99b, 100, 103, 107, 125a, 125b-1, 125b-2, 129-2, 130a, 132, 204, 211 e
87
343
miR-18a, 31, 93, 141, 143, 145, 1464, 150, 155, 196a, 196b, 203, 205, 210, 221, 222, 223 e 224 88
miR-17-5p, 204, 21, 24-1, 24-2, 25, 29b-2, 30c, 92-2, 106a, 107, 128b, 146, 181b-1, 191, 199a-1,
89
214,221,223 e 323
miR-376 90

e A expressdo aberrante das repeti¢des de satelites no cancro do pancreas

A heterocromatina € composta por repeticbes de satélites, que sdo repeticdes de ADN

agrupadas nas regides adjacentes aos centromeros, ocorrendo “in tandem” (isto ¢, o inicio de
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uma repeticdo ocorre imediatamente a seguir ao fim de outra). As repeticdes de satélites sdo
transcritas em ARNs ndo codificantes e estdo ligadas ao silenciamento genético e a
manutencdo da integridade cromossdémica. Estas sequéncias repetitivas de ADN
geneticamente inativo sdo necessarias nos ratinhos para a formacdo do complexo do fuso
mitotico e para a segregacdo fiel dos cromossomas. Porém, os humanos também tém
repetices de satélites que se dividem em mudltiplas classes e tém fungbes semelhantes as
descritas nos ratinhos®. Ting et al. mostraram que os satélites transcritos tém a sua expressao
aumentada nos cancros epiteliais dos ratos e dos humanos®. Neste estudo foi ainda
demonstrado que, nos ADPs, todos os 15 doentes analisados apresentavam valores elevados
de transcricdo do ADN satélite alfa e as transcri¢des do satélite HSATII foram altamente
especificas para cancro™. Padrdes semelhantes foram observados nos cancros do pulmdo,
rim, ovario, célon e da prostata. O aumento da expressdo de satélites transcritos no cancro
pode refletir alteracBes globais no silenciamento da heterocromatina, com alteracGes dos
mecanismos de metilacdo do ADN e de modificacdo das histonas que levaram a instabilidade
gendmica e ao processo cancerigeno®. A detecdo de uma expressdo aberrante de repeticoes
de satélites podera, assim, ser potencialmente util como biomarcador para a detecdo de
cancro”.

Num estudo mais recente, Laghi et al. testaram a presenca de um conjunto de repeticdes
de 5 mononucleétidos (Bat26, Bat25, NR-21, NR-24 e NR-27) em 338 amostras teciduais de
doentes com ADP esporadico. Apenas uma amostra tecidual de ADP (0,3%) mostrou
instabilidade de microssatélites em todas as repeticdes de mononucleotidos testadas. Os
autores concluiram que a prevaléncia de instabilidade de microssatélites no ADP esporadico

era desprezivel®.
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e Modificacdes das histonas no cancro pancreatico

As histonas sdo pequenas proteinas basicas responsaveis pela compactacdo do ADN e
pela manutencdo do equilibrio dindmico da cromatina. As modificages das histonas,
juntamente com a metilagcdo do ADN, também afetam a estrutura da cromatina local e estdo
envolvidas na regulacdo da transcricdo genética e de outros processos como a reparacdo e a
replicacdo do ADN. No geral, o promotor da hipermetilacdo das ilhas CpG nas células
cancerigenas esta associado com uma combinacdo particular de modificagdes das histonas: a
desacetilacdo das histonas H3 e H4, a perda da trimetilacdo da histona H3 lisina 4, o ganho da
metilagio da histona H3 lisina 9 e a trimetilagio da histona H3 lisina 27. E também sabido

que alguns genes com propriedades de supressdo tumoral, como o p21"A™

, 580 silenciados ao
nivel da transcri¢do, na auséncia de hipermetilacdo das ilhas CpG, quando as histonas H3 e
H4 hipoacetiladas e hipermetiladas estdo presentes”.

As alteracdes globais e especificas dos padroes de modificacdo das histonas tém sido
relatadas como sendo caracteristicas do processo de carcinogénese. Estas alteracdes sdo, em
parte, devidas a anomalias nas proteinas modificadoras das histonas®. Embora pouco se saiba
sobre os padrdes de perturbacdo da modificagdo das histonas nos cancros humanos, 0
aumento da expressdo do potenciador de zeste homologo 2 (do inglés EZH2 — enhancer of
zeste homologue 2), a metiltransferase da histona H3 lisina 27, foi observado numa grande
variedade de tumores, incluindo o cancro do pancreas®™. EZH2 é um membro do grupo
polycomb (grupo de proteinas capazes de metilarem tanto o ADN como as histonas) e tem
como funcéo regular diretamente a transcricdo de varios genes envolvidos nos cancros
humanos, pela metilacdo e desacetilacdo das histonas™. Toll et al. analisaram a expressdo do
EZH2 e da E-caderina teciduais em 54 casos de ADP, 13 IPMNs e 6 casos de pancreatite

cronica. Verificaram que o aumento da expressdo do EZH2 no cancro pancreatico esta

associado com uma diminuigéo da regulacdo da expressdo da E-caderina e com um aumento
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do tamanho tumoral®. Para além disso, foi demonstrado que a expressio do EZH2 é
significativamente mais elevada nas IPMNs malignas do que nas benignas e que na
pancreatite crénica os seus niveis de expressdo foram baixos ou mesmo negativos™. Num
estudo mais recente, analisaram-se os niveis de miR-101 e EZH2 em varias linhas celulares
de ADP e IPMNs . Verificou-se que um nivel reduzido de miR-101 pode contribuir para o
aumento da expressdo do EZH2 nas IPMNs malignas™. Estes factos sugerem que 0 aumento
da expressdo do EZH2 pode desempenhar um papel importante na fase inicial do
desenvolvimento de neoplasias.

Os padrdes de modificacdo das histonas no cancro do pancreas vao ser analisados ao

longo dos préximos anos para avaliar o seu potencial uso no diagnéstico>.

Células Tumorais Circulantes

As metastases resultam da migracdo das células tumorais do local onde se formou o
tumor primario para érgdos distantes como o pulméo, o figado, 0s 0ssos ou o0 cérebro e sdo
diretamente responséaveis pela maioria das mortes relacionadas com o cancro®.

As células tumorais circulantes (CTCs) sdo celulas de tumores que circulam através de
vasos e capilares normais e através de neovasos formados pela angiogénese tumoral. Elas
comecam a disseminar-se para 0 sangue periférico nos estadios pré-invasivos e precoces do
cancro do pancreas. Uma vez que elas se difundem para o sangue periférico de doentes com
cancro, também sofrem apoptose pelo sistema imunoldgico do corpo. De facto, as CTCs estdo
tipicamente presentes em baixas concentracdes na corrente sanguinea dos doentes com
cancro®’.

As atuais abordagens para a detecdo das CTCs nos doentes com cancro do pancreas
incluem os ensaios imunolégicos que utilizam anticorpos dirigidos contra o antigénio da

superficie celular, os ensaios moleculares baseados na PCR para extracdo de ADN ou ARN
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tumoral das CTCs e as tecnologias baseadas nas propriedades fisicas ou bioldgicas das células
cancerigenas.

Uma limitacdo dos ensaios imunologicos a base de anticorpos € a potencial perda de
algumas subpopulacdes de CTCs que ndo expressem o0s antigénios especificos usados no
protocolo de captura, o que torna este método incapaz de englobar toda a populacédo de CTCs.
De facto as CTCs mais invasivas podem perder os seus antigénios epiteliais pelo processo de
transicdo epitélio-mesenquimatoso. Isto sugere que a detecdo das CTCs ndo podera basear-se
apenas na expressao de marcadores epiteliais, como as citoqueratinas. No entanto, pensa-se
gue o processo inverso (a transicdo de mesenquimatoso para epitelial) permita o crescimento
destas células em locais distantes. Estas novas descobertas podem ajudar a explicar o
mecanismo de metastizacéo das CTCs e aperfeicoar a identificacdo de CTCs metastaticas °'.

No que respeita as abordagens baseadas na PCR, o principal obstaculo a sua utilizacdo é
o facto de a origem dos acidos nucleicos ndo ser clara e os resultados poderem nao representar
CTCs atuais. Na verdade, os acidos nucleicos podem também incluir células necréticas de
depdsitos tumorais, exossomas derivados de tumor, fragmentos celulares ou serem o resultado
da lise de CTCs na corrente sanguinea. Esta limitacdo pode ser ultrapassada através da
realizacdo de uma purificacdo inicial das células nucleadas da circulacdo, seguida pela
extracdo dos acidos nucleicos das células antes de se realizar a PCR em tempo real (do inglés,
RT-PCR - real time-PCR)®.

Estes métodos, ao permitirem a identificacdo e analise molecular das caracteristicas
malignas das CTCs em doentes com tumores pancreaticos pré-invasivos, podem ser Uteis para
a descoberta de novos marcadores bioldgicos para o diagnostico precoce do cancro do
pancreas®’.

As CTCs poderiam ajudar no diagndstico de cancro pancreatico metastatico, substituindo

a “biopsia em tempo real”, especialmente nos casos em que o tumor primario seja pequeno,
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em que nem sequer seja aparente nos exames de imagem, ou nos casos em que nem a lesao
metastatica nem a lesdo primaria sejam acessiveis para biopsia®.

Outra aplicabilidade das CTCs seria nos casos em que 0os médicos ndo tém a certeza de
quais os doentes com tumores pancreaticos pré-invasivos que devem ser submetidos a cirurgia
curativa. Nestes doentes, a detecdo de CTCs malignas poderia indicar um elevado risco de
desenvolverem cancro pancreatico, sendo a cirurgia curativa necessaria.

Os meétodos de diagndstico de rotina, como os marcadores tumorais, a radiografia e
outros ndo proporcionam informacdo citomorfoldgica conclusiva relacionada com a
carcinogénese da doenca. E porque uma historia familiar de cancro pancreatico é importante
para esta doenca, o rastreio de CTCs em individuos com fatores de risco familiares para o
ADP pode vir a constituir uma nova ferramenta para o diagnostico precoce do cancro do
pancreas®’. No entanto, o alto custo associado & sua detec&o constitui um obstaculo relevante

a sua aplicabilidade clinica®.

Discussao

Ao longo das ultimas décadas, tem sido dificil encontrar um exame complementar de
diagnostico que seja de baixo custo e minimamente invasivo para conseguir detetar
precocemente 0 ADP e tenha ainda a capacidade de o diferenciar de outras neoplasias ou de
outras lesbes benignas do pancreas. Para além disso, também existem ainda muitas questdes
relativamente a quem é que deve ser submetido ao rastreio do cancro do pancreas. Visto que o
rastreio em individuos assintomaticos e sem fatores de risco é inviavel, de acordo com o
Consorcio Internacional de Rastreio do Cancro do Pancreas de 2013, recomenda-se 0 rastreio
de doentes com predisposic¢éo genética ou historia familiar de cancro do pancreas em parentes

de primeiro ou segundo grau, através da ecoendoscopia e/ou RM/CPRM. No entanto, falta
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definir a idade de inicio do programa de rastreio, a sua regularidade temporal e como
monitorizar os doentes em que se detetem lesdes pancreéticas benignas®.

Quando ha suspeita de cancro do pancreas, de entre todos os metodos de diagnostico que
se referem neste artigo, aqueles que sdo utilizados na pratica clinica para diagnosticar o ADP
sdo 0s exames imagiologicos (principalmente a ecografia, a TC e a EUS-FNA) e a pesquisa
do CA19-9 no soro.

No entanto, estes métodos estdo longe de serem os ideais para serem recomendados, quer
seja no rastreio do ADP quer seja quando se suspeita de ADP por combinacdo de varios
fatores clinicos de risco, pois ndo sao sensiveis nem especificos o suficiente para
diagnosticarem o ADP em estadios precoces.

Os exames imagioldgicos como a ecografia, a TC e a RM, apesar de serem minimamente
invasivos, ndo permitem visualizar lesdes pancreaticas com menos de 1 cm (lesbes precoces
de ADP) e ndo sdo capazes de diferenciar as lesdes benignas das malignas. A EUS-FNA
permite visualizar leses pancreaticas sub-centimétricas e, através da biopsia, diferenciar as
lesbes benignas das malignas, mas tem a desvantagem de ser invasiva, poder dar
complicacdes e ser dependente do operador. Para além disso, todos estes exames de imagem
tém uma alta taxa de falsos positivos®,

»3840 clinicas ndo recomendem o CA19-9 como marcador no

Embora algumas “guidelines
diagnostico do cancro do pancreas, a realidade é que ha poucas alternativas, o que leva muitos
médicos a valorizarem este marcador, acompanhado pelas técnicas de imagem. De facto, o
CA19-9 tem muitas limitacGes, sendo urgente descobrir um biomarcador que seja mais
especifico e sensivel para detetar o0 ADP nos seus estadios iniciais, onde a ressecdo cirdrgica
pode assumir intences curativas. Nesse sentido, varios estudos tém sido feitos, tendo-se

encontrado potenciais biomarcadores genéticos, proteicos, metabolicos, epigenéticos e ainda a

pesquisa das CTCs no soro.
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No que respeita ao custo, os biomarcadores metabdlicos sdo os mais baratos, tendo maior
rendimento e reprodutibilidade em comparacdo com o0s geneticos e 0s proteicos. Aqueles que
tém um custo mais elevado sdo as CTCs, pois 0 seu método de extracdo do sangue periférico
é¢ muito complexo e dispendioso. No que diz respeito a obtencdo de um método de
diagnostico que seja pouco invasivo, todos aqueles biomarcadores que possam ser obtidos dos
liquidos bioldgicos véo ser mais vantajosos, pois a colheita de material a analisar é facil de se
obter e existe um menor risco de complicacfes. Neste aspeto, tanto os biomarcadores
proteicos, como os metabolicos, epigenéticos, as CTCs e alguns dos biomarcadores genéticos
sdo minimamente invasivos. Relativamente a capacidade para diferenciarem lesbes benignas
de lesBes malignas do pancreas, também varios biomarcadores genéticos (por exemplo KRAS
e DJ-1), proteicos (por exemplo OPN, S100P e Plectina-1) e epigenéticos (por exemplo o
miR21 e o miR155) apresentaram resultados promissores em varios estudos. No que diz
respeito a detecdo do ADP em estadios precoces, houve igualmente resultados favoraveis em
varios estudos relativos a biomarcadores genéticos (por exemplo KRAS e CDKN2A), proteicos
(por exemplo OPN, PAM4, Plectina-1 e TSGF), metabdlicos e epigenéticos (por exemplo
miR-155, miR-185, miR-378). Em relacdo a especificidade para as lesdes pancreaticas, a
maioria dos biomarcadores referidos também pode apresentar valores elevados noutras
patologias extra-pancreaticas, ndo tendo por isso grande especificidade.

No sentido de melhorar todos estes parametros tém-se atualmente analisado combinacdes
de marcadores, com 0 objetivo de aumentar a sensibilidade e a especificidade do diagndstico
do ADP. Apesar dos resultados promissores apresentados por muitos destes potenciais
biomarcadores para o cancro do pancreas, com muitos deles a apresentarem sensibilidade e
especificidade para o diagnostico superiores as apresentadas pelo CA19-9, falta a sua

validacdo e verificacao.
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De facto, embora muitos novos biomarcadores sejam constantemente descobertos, muito
poucos poderdo vir a ser clinicamente Uteis. Os problemas e dificuldades encontrados na
descoberta de biomarcadores e na sua validacdo sdo abundantes e ndo devem ser
subestimados quando se projetam estratégias e estudos experimentais. Os investigadores
devem certificar-se de que usam amostras clinicas claramente definidas, grupos de controlo
apropriados, que incluam um grande numero de amostras, e que a manipulacdo da amostra

seja padronizada, de modo a serem gerados dados confiaveis.

Concluséo

Apesar dos recentes avancos na compreensao das alterac@es histoldgicas e moleculares
iniciais que ocorrem nas lesdes precursoras € no ADP, este continua a ser um dos cancros
mais dificeis de tratar, tendo um mau prognéstico. Como tal, a dete¢do precoce do ADP € a
melhor maneira de tentar curad-lo, pois permite a sua ressecdo cirargica, apesar de haver
recidiva em 95% dos casos cerca de 2 anos apds a ressecao™.

Até ao momento, apenas a imagiologia e os valores do CA19-9 sdo utilizados para tentar
detetar lesdes neoplasicas pancredticas iniciais nos individuos sintomaticos ou com fatores de
risco para ADP.

Como os métodos atuais ndo sdo eficazes no diagndstico precoce, sao necessarios
métodos de imagem mais avancados, assim como testes sanguineos que detetem moléculas,
proteinas, células tumorais, genes ou biomarcadores epigenéticos especificos do ADP. Varios
dos biomarcadores descritos neste artigo mostraram-se promissores no que respeita ao
diagnostico precoce do ADP. No entanto, sdo necessarios mais estudos para gque estes possam

ter aplicabilidade clinica.
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Lista de Acronimos

ADN - &cido desoxirribonucleico

ADP — adenocarcinoma ductal pancreatico

AGR?2 — proteina 2 homdloga do gradiente anterior (anterior gradient protein 2 homolog)

AJCC — American Joint Committee on Cancer

Alb — Albumina

APRIL — ligando indutor da proliferacao (proliferation-inducing ligand)

ARN - &cido ribonucleico

CA — antigenio dos hidratos de carbono (carbohydrate antigen)

CEA — antigénio carcinoembrionario (carcinoembryonic antigen)

CEACAM1 - molécula de adesdo celular tipo 1 relacionada com o antigénio
carcinoembrionario (carcinoembryonic antigen-related cell adhesion molecule 1)

CO, — dioxido de carbono

CPRE - colangiopancreatografia retrograda endoscopica

CPRM - colangiopancreatografia por ressonancia magnética

CRP — proteina C reativa (C Reactive Protein)

CS — controlos saudaveis

CTCs — células tumorais circulantes

DPB — doenca pancreéatica benigna

EGFR — recetor do fator de crescimento epidérmico (epidermal growth factor receptor)

EUS-FNA — puncdo aspirativa por agulha fina guiada por ecoendoscopia (endoscopic
ultrasound- guided fine-needle aspiration)

EZH2 — potenciador de zeste homologo 2 (enhancer of zeste homologue 2)

FDA — Food and Drug Administration

GC — grupo controlo
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HER2 — recetor 2 do fator de crescimento epidérmico humano (human epidermal growth
factor receptor 2)

HSP70 — proteina do choque térmico 70 (heat shock protein 70)

hTERT - transcriptase reversa da telomerase humana (human telomerase reverse
transcriptase)

ICAM-1 — molécula de adesao intercelular 1 (intercellular adhesion molecule 1)

Ig — imunoglobulina

IL — interleucina

IL-1RA — antagonista do recetor da IL-1

IMC — indice de massa corporal

IP-10 — proteina 10 induzida pelo interferdo-y (interferon-y induced protein 10)

IPMN — neoplasias mucinosas papilares intraductais (intraductal papillary mucinous
neoplasm)

LOXL2 — lisil oxidase-like 2 (lysyl oxidase-like 2)

MCN - neoplasias cisticas mucinosas (mucinous cystic neoplasms)

MeSH — Medical Subject Headings

MIC-1 — citocina 1 inibidora dos macrofagos (macrophage inhibitory cytokine-1)

MiRNA/mMIR — microRNA

MSP — PCR especifica da metilacdo (Methylation-Specific PCR)

NEC — neoplasias epiteliais comuns

OPG - osteoprotegerina (osteoprotegerin)

OPN - osteopontina

PAM4 — anticorpo monoclonal anti-mucina 1

PanIN — neoplasias intraepiteliais pancreaticas (pancreatic intraepithelial neoplasia)

PC — pancreatite crénica
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PCR — Polymerase Chain Reaction

PDGF — fator de crescimento derivado das plaquetas (platelet-derived growth factor)

REG1B - fator 1 beta de regeneracgdo dos ilhéus de Langerhans (regenerating islet-derived 1
beta)

RM — ressonancia magnética

RT-PCR — PCR em tempo real (real-time PCR)

SDP — suspeita de doenca pancreética

SYNC - sincolina (syncollin)

TC — tomografia computorizada

TGF-p — fator de crescimento transformante beta (transforming growth factor beta)

TIMP-1 — inibidor tecidual da metaloproteinase tipo 1 (tissue inhibitor of metalloproteinase

type 1)
TNF — fator de necrose tumoral (tumor necrosis factor)
TSGF — fator de crescimento especifico do tumor (tumor specific growth factor)

ULBP2 — proteina 2 ligante da UL16 (UL16 binding protein 2)
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