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Resumo

Resumo

O adenocarcinoma ductal pancreatico é uma patologia de extrema agressividade, cujo
prognostico € fortemente comprometido por um diagnostico muitas das vezes
demasiado tardio. Com uma taxa de sobrevivéncia aos cinco anos de apenas 13%, o
principal desafio reside na deteg¢ao precoce, capaz de aumentar esta sobrevivéncia
para mais de 80% no estadio |. Este trabalho explora os avancos da bidpsia liquida
como uma ferramenta poderosa para colmatar as limitagdes da imagiologia e do

marcador convencional CA19-9.

O estudo analisa a emergéncia do conceito de « circuloma », privilegiando uma
abordagem integrada e multianalitica. Entre os biomarcadores mais promissores, 0s
perfis de metilacggo do DNA (nomeadamente dos genes BNC71 e ADAMTST)
apresentam uma sensibilidade e especificidade superiores a 90% nos estadios
precoces. A analise das vesiculas extracelulares (proteina GPC1) e a identificagdo de
assinaturas moleculares baseadas em racios de expressao de microRNA
(nomeadamente o racio miR-95-3p/miR-26b-5p) abrem perspetivas concretas para o
diagnostico diferencial. Além disso, a inovagao representada pelo score protedmico
urinario PancRISK permite sinalizar a presengca tumoral até um ano antes do

diagndstico clinico, de forma totalmente n&o invasiva.

A integracdo destes dados através da inteligéncia artificial e da aprendizagem
automatica (machine learning), como no projeto PANLIPSY, é fundamental para
estabelecer scores de risco personalizados. Por fim, este trabalho destaca o papel
estratégico do farmacéutico: a sua competéncia em biologia molecular e a sua
proximidade com o doente permitem-lhe identificar sinais de alerta, como a diabetes
de inicio recente apos os 50 anos, e orientar eficazmente as populacdes de alto risco

para um rastreio direcionado.

Em concluséo, a revolugao da bidpsia liquida permite perspetivar a transformagao do

cancro do pancreas numa doenga detetavel numa fase potencialmente reversivel.

Palavras-chave: Bidpsia liquida; Adenocarcinoma ductal pancreatico; Detegao

precoce; Circuloma; Biomarcadores
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Abstract

Abstract

Pancreatic ductal adenocarcinoma is an extremely aggressive disease whose
prognosis is severely compromised by a diagnosis that is often made too late.
With a five-year survival rate of only 13%, the main challenge lies in early
detection, which has the potential to increase survival to more than 80% when
the disease is diagnosed at stage I. This work explores advances in liquid biopsy
as a powerful tool to overcome the limitations of imaging techniques and the
conventional biomarker CA19-9.

The study examines the emergence of the "circulome" concept, promoting an
integrated and multi-analyte approach. Among the most promising biomarkers,
DNA methylation profiles, particularly those involving the BNC1 and ADAMTS1
genes, demonstrate sensitivity and specificity exceeding 90% in early-stage
disease. The analysis of extracellular vesicles (GPC1 protein) and the
identification of molecular signatures based on microRNA expression ratios,
notably the miR-95-3p/miR-26b-5p ratio, provide promising opportunities for
differential diagnosis. Furthermore, the innovation represented by the urinary
proteomic score PancRISK enables the detection of tumour presence up to one

year before clinical diagnosis in a completely non-invasive manner.

The integration of these data through artificial intelligence and machine learning,
as illustrated by the PANLIPSY project, is essential for establishing personalised
risk scores. Finally, this work highlights the strategic role of the pharmacist:
expertise in molecular biology combined with close patient interaction enables
pharmacists to identify warning signs, such as new-onset diabetes after the age
of 50, and effectively direct high-risk populations towards targeted screening

programmes.

In conclusion, the liquid biopsy revolution offers the prospect of transforming
pancreatic cancer into a disease that can be detected at a potentially curable
stage.

Keywords: Liquid biopsy; Pancreatic ductal adenocarcinoma; Early detection;

Circulome; Biomarkers
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Résumeé

Résumé

L’adénocarcinome canalaire pancréatique est une pathologie d'une extréme
agressivité, dont le pronostic est fortement compromis par un diagnostic bien
souvent trop tardif. Avec un taux de survie a cinq ans de seulement 13%, le
principal défi réside dans la détection précoce, capable d’augmenter cette survie
a plus de 80% au stade |. Ce travail explore les avancées de la biopsie liquide
comme un outil puissant permettant de pallier les limites de lI'imagerie et du

marqueur conventionnel CA19-9.

L’étude analyse I'émergence du concept de « circulome », privilégiant une
approche intégrée et multianalytique. Parmi les biomarqueurs les plus
prometteurs, les profils de méthylation de 'ADN (notamment ceux des génes
BNC1 et ADAMTS1) présentent une sensibilité et une spécificité supérieures a
90% aux stades précoces. L’analyse des vésicules extracellulaires (protéine
GPC1) et lidentification de signatures moléculaires fondées sur des ratios
d’expression de microARN (notamment le ratio miR-95-3p/miR-26b-5p) ouvrent
des perspectives concrétes pour le diagnostic différentiel. En outre, I'innovation
représentée par le score protéomique urinaire PancRISK permet de signaler la
présence d’'une tumeur jusqu’a un an avant le diagnostic clinique, de maniére

totalement non invasive.

L’intégration de ces données par lintelligence artificielle et I'apprentissage
automatique (machine learning), comme dans le projet PANLIPSY, est
essentielle pour établir des scores de risque personnalisés. Enfin, ce travail met
en évidence le réle stratégique du pharmacien : ses compétences en biologie
moléculaire et sa proximité avec le patient lui permettent d’identifier des signes
d’alerte, tels qu’'un diabéte d’apparition récente aprés I'age de 50 ans, et
d’orienter efficacement les populations a haut risque vers un dépistage ciblé.

En conclusion, la révolution de la biopsie liquide permet d'envisager la
transformation du cancer du pancréas en une maladie détectable a un stade

potentiellement curable.

Mots clefs : Biopsie liquide; Adénocarcinome ductal pancréatique; Détection

precoce; Circulome; Biomarqueurs
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Contexto epidemiolégico
Contexto epidemiolégico e gravidade da doenga

O cancro do pancreas representa um dos maiores desafios da oncologia
contemporanea, distinguindo-se por uma agressividade extrema e por um
prognostico particularmente desfavoravel (1,2). A nivel mundial, classifica-se
atualmente como a sétima principal causa de morte por cancro, apesar de ocupar
apenas o décimo lugar em termos de incidéncia (2). Esta disparidade evidencia
a letalidade excecional deste tipo de cancro, com uma taxa de sobrevivéncia a
cinco anos que atinge apenas cerca de 13% dos casos nos Estados Unidos. A
gravidade é reforcada pelo facto de aproximadamente 50% dos doentes
apresentarem, desde o inicio, doenga metastatica, enquanto apenas 15 a 20%
dos casos s&o considerados ressecaveis cirurgicamente no momento do
diagnostico(3). Nos Estados Unidos, ja constitui a terceira principal causa de
mortalidade por cancro, e as proje¢des sugerem que se tornara a segunda causa

de morte por cancro nos paises ocidentais até 2030 (4,5).

A incidéncia da doenca encontra-se em aumento constante, com um
crescimento meédio anual estimado em cerca de 1,1% a nivel global (2). Em
Franca, o numero de casos aumentou de 7 500 em 2009 para mais de 14 000
em 2018 (6). Embora a idade constitua o principal fator de risco, com um pico de
incidéncia entre os 65 e os 75 anos, dados recentes indicam um aumento
preocupante dos diagnosticos em individuos mais jovens, particularmente entre

as mulheres (5,7).
Caracteristicas anatomopatologicas

Do ponto de vista anatomico, o pancreas € um 6rgao retroperitoneal com cerca
de 15 cm de comprimento, cuja localizagao profunda dificulta consideravelmente
o diagnostico precoce (2). Mais de 90% dos tumores pancreaticos correspondem
a adenocarcinomas ductais pancreaticos (PDAC), originarios do epitélio dos
ductos pancreaticos. Outras formas exdcrinas, como 0s carcinomas acinares ou

adenosquamosos, sao significativamente mais raras (2,7).
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O desenvolvimento do PDAC segue geralmente a sequéncia do processo
multisetp assim, a iniciacdo e promocao faz-se a partir de lesdes precursoras
nao invasivas, principalmente as neoplasias intraepiteliais pancreaticas (PanIN),
mas também as neoplasias mucinosas papilares intraductais (IPMN) e os
neoplasias quisticas mucinosas (2,5,7). A progresséo das lesdes de baixo grau
(PanIN-1/2) para alto grau (PanIN-3) e posteriormente para cancro invasivo
constitui, teoricamente, uma janela de intervengao, embora as PanIN n&do sejam

detetaveis pelas técnicas de imagiologia atualmente disponiveis (2,5).
O desafio do diagnéstico precoce

O principal problema clinico do cancro do pancreas reside no seu carater
assintomatico nas fases iniciais (1,6). Os sintomas sugestivos, como ictericia,
dor abdominal, perda de peso ou diabetes de inicio recente, surgem geralmente
apenas quando o tumor ja se encontra numa fase avangada de progresséo (1,7).
Consequentemente, mais de 80% dos doentes s&o diagnosticados em estadios
avangados (estadio Ill ou 1V), nos quais o tumor ja invadiu os vasos
peripancreaticos ou originou metastases, tornando impossivel uma ressecgéo

cirargica curativa (5,6,8).

A importancia do rastreio precoce €, portanto, crucial: enquanto a taxa de
sobrevivéncia a cinco anos diminui para cerca de 3% nos estadios metastaticos
(estadio IV), aumenta para 83,7% nos doentes diagnosticados no estadio I/IA,
nos quais a cirurgia completa € ainda possivel (1,3,5) Atualmente, ndo existe
nenhum programa de rastreio eficaz para a populagdo geral, e o uUnico
biomarcador utilizado rotineiramente, o Carbohydrate Antigen 19-9 (CA19-9),
apresenta sensibilidade e especificidade insuficientes para um diagnostico
precoce fiavel (1,6).

Fatores de risco e predisposi¢des

A identificacdo de populag¢des de risco € fundamental para melhorar a eficacia
das estratégias de vigilancia e favorecer um diagndstico mais precoce. Os
fatores de risco podem ser classificados em duas categorias, de acordo com o

seu caracter modificavel ou ndo modificavel.

Os fatores ndo modificaveis incluem, entre outros, a idade, o grupo sanguineo

(com risco aumentado para individuos ndo pertencentes ao grupo 0) e
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disparidades geograficas marcantes (9). Embora os dados norte-americanos
sublinhem uma vulnerabilidade acrescida nas populacbdes afro-americanas, o
contexto europeu destaca-se por apresentar as taxas de incidéncia
padronizadas por idade mais elevadas a nivel mundial, atingindo 9,8 por 100 000
na Europa Ocidental (5). Os fatores genéticos desempenham igualmente um
papel relevante, estando implicados em cerca de 5 a 10% dos casos (5,9). Foram
identificadas varias mutagcdes germinativas, nomeadamente nos genes BRCAZ,
BRCA1, PALB2, ATM, STK11 e CDKNZ2A, o que evidencia a importancia das

predisposi¢cdes genéticas (5,7,9).

Os fatores modificaveis incluem diferentes elementos relacionados com o estilo
de vida e determinadas condi¢des patoldgicas. O tabagismo constitui um dos
principais fatores de risco, estando associado a um duplicar do risco de
desenvolver cancro do pancreas (5). A obesidade e a diabetes mellitus tipo 2,
em particular a diabetes de inicio recente, também designada NOD (new-onset
diabetes), s&do igualmente considerados fatores de risco importantes. A
pancreatite cronica e o consumo excessivo de alcool contribuem também para o
aumento do risco de desenvolvimento da doencga. Por fim, desequilibrios do
microbiota oral e intestinal tém sido associados a fatores predisponentes
relevantes (2,5,7).

Em conclus&o, a compreensao aprofundada da epidemiologia e da patogénese
do PDAC evidencia a urgéncia de desenvolver novas estratégias de detecéo
precoce, como a bidpsia liquida e a utilizag&o da inteligéncia artificial (IA), com o
objetivo de melhorar o progndstico desta doenga devastadora (2,4,10).

Problematica
As limitagdes das ferramentas diagnostico atual: uma necessidade de inovagao

Apesar da gravidade do PDAC, as ferramentas clinicas atualmente disponiveis
revelam-se insuficientes para garantir uma detecao precoce eficaz. A imagiologia
meédica (TC, RM e ecoendoscopia), embora essencial para a estadiamento da
doenca, apresenta dificuldades na identificacdo de lesbes pré-invasivas de
pequena dimensdo, como as PanIN (5). Além disso, a bidpsia tecidular

convencional, considerada o exame de referéncia, apresenta riscos néao
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negligenciaveis de complicagbes, como pancreatite aguda, hemorragias ou

perfuracdes duodenais (1,6).

Do ponto de vista biologico, o unico biomarcador utilizado na pratica clinica
corrente, o CA19-9, apresenta limitagdes importantes. A sua sensibilidade (80%)
e especificidade (75%) sédo consideradas subdtimas para o rastreio, sobretudo
porque 0s seus niveis podem encontrar-se falsamente elevados em patologias
benignas, como a cirrose ou a pancreatite (1,6). Mais critico ainda, cerca de 5 a
10% da populagao nao possui o antigénio de Lewis necessario a sua expressao,
tornando este biomarcador ineficaz nestes doentes (1).

O interesse da bidpsia liquida: rumo a um novo paradigma

Neste contexto, a bidpsia liquida surge como uma tecnologia inovadora
particularmente promissora. Esta abordagem permite detetar componentes
derivados do tumor em biofluidos, principalmente no sangue, de forma
minimamente invasiva (1,4,6). interesse desta estratégia baseia-se em varios

fatores-chave :

Maior acessibilidade: Ao contrario da bidpsia tecidular, a bidpsia liquida pode ser
realizada de forma mais facil, ndo invasiva e com menos custo ao longo do
protocolo clinico, permitindo um acompanhamento em tempo real da progresséo

tumoral e da eficacia terapéutica (1,4).

Caracterizacdo da heterogeneidade tumoral : Os biomarcadores circulantes
refletem o conjunto dos clones tumorais, incluindo micrometastases

frequentemente n&o detetaveis pela imagiologia convencional (4,6,11).

Multiplicidade de alvos: A analise simultanea de DNA tumoral circulante (ctDNA),
células tumorais circulantes (CTC), exossomas e proteinas proporciona uma

visdo multi-émica precisa do perfil biolégico do cancro (1,6,11).
A emergéncia da epigenética e das assinaturas moleculares

Um dos eixos mais inovadores deste trabalho diz respeito a epigenética, e a uma
marca epigenética especifica a metilagdo do DNA. As alteragbes de metilagéo
ocorrem muito precocemente na carcinogénese pancreatica, muito antes do
aparecimento dos sintomas clinicos (11). A identificacdo de marcadores
especificos, como a metilagdo dos genes BNC1 e ADAMTS1, demonstrou taxas
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de sensibilidade e especificidade superiores a 90% nos estadios precoces
(Estadio I/ll) (11). A combinacdo destas assinaturas epigenéticas com
marcadores proteicos classicos podera transformar radicalmente o prognostico
dos doentes, permitindo aumentar a taxa de sobrevivéncia a cinco anos de cerca
de 3% para mais de 80%, quando a ressecgao cirurgica é realizada numa fase

precoce da doenga (5).
Objetivo da tese

O principal interesse deste trabalho consiste em analisar de forma estruturada
0s avangos recentes relativos aos biomarcadores precoces e as abordagens
baseadas em biopsia liquida, com o objetivo de avaliar a sua relevancia e
potencial de aplicagdo na pratica clinica. A integracdo destas ferramentas
provenientes da biologia molecular no percurso de cuidados podera contribuir
para melhorar a capacidade de detecdo em fases precoces da doenca. No
contexto de uma patologia caracterizada por uma mortalidade particularmente
elevada, o desenvolvimento de novas tecnologias de diagnostico constitui um

desafio fundamental para otimizar a abordagem terapéutica dos doentes.

O objetivo central desta investigagdo consiste em identificar, com base nos
dados cientificos mais recentes, os biomarcadores circulantes detetaveis por
bidpsia liquida que apresentam o maior potencial para a detegdo precoce do
adenocarcinoma ductal pancreatico. Uma analise metodolégica da literatura
cientifica permitira avaliar o potencial diagnostico de diferentes categorias de
marcadores moleculares e celulares, nomeadamente o ctDNA, as vesiculas
extracelulares (VE), como os exossomas, bem como as células tumorais

circulantes.

A identificacdo destes biomarcadores visa determinar a sua capacidade de
integracdo em futuras estratégias de rastreio, baseadas em abordagens pouco
invasivas e aplicaveis na pratica clinica. Ao evidenciar o interesse destas
ferramentas de diagnostico de precisao, este trabalho pretende contribuir para o
desenvolvimento de novas estratégias de vigilancia, capazes de ultrapassar as
limitagdes atuais do diagndstico, com o objetivo de favorecer uma detegcdo mais

precoce e melhorar o prognostico dos doentes afetados por esta patologia.
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Metodologia

Este estudo baseia-se numa investigagdo secundaria realizada sob a forma de
uma revisdo narrativa da literatura. Foi feita uma pesquisa documental
sistematica nas bases de dados PubMed, ScienceDirect e Google Scholar, com
o objectivo de identificar trabalhos recentes (publicados nos ultimos dez anos)

sobre biomarcadores precoces e bidpsia liquida no cancro do pancreas.

Foram incluidos artigos cientificos publicados nos ultimos 10 anos, de forma a
assegurar a utilizagao da evidéncia cientifica mais atual. Foram excluidos artigos
publicados antes de 2016, salvo quando correspondiam a referéncias
consideradas fundamentais para a compreensdo do tema ou descreviam
conceitos, metodologias ou descobertas essenciais que permanecem atuais e

amplamente reconhecidas na literatura cientifica.

As palavras-chave utilizadas na pesquisa bibliografica incluiram,
nomeadamente: “pancreatic cancer”, “early biomarkers”, “liquid biopsy”,
‘circulating tumor DNA (ctDNA)”, “exosomes”, “microRNA (miRNA)”,
“‘proteomics”, “early detection” e “screening”, isoladamente ou combinadas

através dos operadores boleanos AND e OR.

Os artigos seleccionados foram analisados de forma critica e comparativa, de
modo a identificar os principais avangos cientificos, as limitagdes metodologicas
das abordagens actuais, bem como as perspectivas de melhoria no rastreio
precoce do cancro pancreatico.
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1 Cancro do pancreas e os desafios do diagnéstico atual
1.1 Generalidades e fisiopatologia
1.1.1 Definigdo e enquadramento anatémico

O pancreas é um orgao retroperitoneal com cerca de 15 cm de comprimento,
localizado profundamente no abddémen superior, entre o estdmago e a coluna
vertebral (2). Do ponto de vista anatdmico, € composto por cabega (incluindo o

processo uncinado), colo, corpo e cauda. Como se pode observar na Figura 1(12).

Em termos funcionais, o parénquima pancreatico encontra-se dividido em dois
compartimentos: o pancreas exocrino, constituido por células acinares
(responsaveis pela secregdo de enzimas digestivas) e por células ductais
(responsaveis pela secre¢cdo de bicarbonato), e o pancreas enddcrino,
organizado em ilhas de Langerhans, que secretam hormonas, como a insulina
(2,7).

O PDAC é um tumor maligno originado nas células epiteliais que revestem os
ductos pancreaticos (2) Representa a forma mais frequente de cancro do
pancreas, correspondendo a mais de 90% dos casos (2,5,6). As restantes formas
exdcrinas (carcinomas acinares, adenoescamosos ou de células gigantes) s&o
significativamente mais raras (2,7). Aproximadamente 75% dos PDAC
desenvolvem-se na cabeca do pancreas, enquanto 17 a 26% se localizam no
corpo ou na cauda do 6rgéao (7).

Ducto pancreatico
principal (de Wirsung)

Ducto acessorio
(de Santorini)

Ducto biliar

Células acinares
lIhotas )
pancredticas de
Langerans

Figura 1 Anatomia do péncreas e organizagdo do sistema ductal pancreético. Adaptado de
Servier Medical Art, sob licenga CC BY 4.0.
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1.1.2 Sequéncia de carcinogénese e lesdes precursoras

O desenvolvimento do PDAC nao constitui um evento subito, mas sim o
resultado de uma progressao lenta e gradual a partir de lesdes precursoras n&o
invasivas (5). Distinguem-se trés principais tipos de lesbes precursoras. Em
primeiro lugar, as PanIN representam as lesbes mais frequentes (7). Estas
lesbes sdo microscopicas inferiores a 5 mm e desenvolvem-se nos pequenos
ductos pancreaticos (2,7). A sequéncia PanIN evolui segundo trés graus de
severidade crescente: PanIN-1 (baixo grau), PanIN-2 (grau intermédio) e PanIN-
3 (alto grau ou carcinoma in situ), conduzindo, em ultima instancia, ao carcinoma
invasivo (2). Em segundo lugar, as IPMN correspondem a lesGes macroscopicas
que se desenvolvem no ducto pancreatico principal ou nas suas ramificagdes.
Embora sejam relativamente frequentes (detetados em cerca de 20% dos
doentes por imagiologia), apenas uma proporg¢ao limitada evolui para uma forma

invasiva.

Por fim, os quistos mucinosos sao mais raros e sado predominantemente
observados em mulheres (5). Esta fase de transi¢cao entre lesées de baixo grau
e cancro invasivo é estimada em mais de 10 anos, oferecendo teoricamente uma
janela de oportunidade para o rastreio precoce. No entanto, as lesées PanIN
permanecem indetetaveis através das técnicas de imagiologia convencional

atualmente disponiveis (5).

1.1.3 Panorama genético e molecular

A fisiopatologia do PDAC caracteriza-se pela acumulacdo progressiva de
mutagcdes somaticas, associadas a alteragbes epigenéticas, conduzindo a
selecédo clonal de populagdes celulares com potencial tumoral crescente (5).
Este processo evolutivo baseia-se, nomeadamente, na alteragao recorrente de
quatro genes condutores (driver genes), envolvidos no controlo da proliferagéo

celular, na estabilidade gendmica e na regulagdo dos mecanismos de apoptose.

Paralelamente, ocorrem alteragdes epigenéticas significativas, nomeadamente a
hipermetilagdo das ilhas CpG nas regides promotoras de genes supressores
tumorais (como p76 ou BRCA1), levando ao seu silenciamento sem alteragao da
sequéncia de DNA (10). Estas alteragbes epigenéticas sao dinamicas e podem
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ser detetadas precocemente em biofluidos (10). As marcas epigenéticas nas
biopsias liquidas sdo particularmente importantes pois permitem identificar a
origem do DNA em analise, adicionalmente neste caso s&o importantes como

caracterizagao do epigenoma do tumor.

Para além dos genes condutores classicos, tém emergido novos alvos
moleculares, como a expressao da proteina de jungdo apertada Claudin 18.2
(ausente no pancreas saudavel) ou a sobreexpressao de HERZ2, identificada em

cerca de 40% dos casos (3).
1.1.4 O microambiente tumoral

Uma caracteristica fundamental do PDAC é a presenga de um estroma
desmoplasico intenso, que pode representar até 80% da massa tumoral (7). Este
microambiente tumoral € composto por matriz extracelular, células inflamatérias

e, sobretudo, por fibroblastos associados ao cancro (CAF) (7,10).

Este estroma desempenha um papel ativo na progressao tumoral através de

varios mecanismos :

« Evasao imunitaria : o microambiente tumoral cria uma barreira fisica e
bioquimica, limitando a infiltragdo de linfocitos T citotdxicos e favorecendo

um ambiente imunossupressor (8).

« Resisténcia as terapéuticas : a elevada presséao intersticial gerada pela
desmoplasia comprime os vasos sanguineos, dificultando a distribuicdo
eficaz dos agentes quimioterapé&uticos no interior do tumor (2,4).

e Interagbes metabdlicas : os adipdcitos e os CAF fornecem nutrientes,
como a glutamina, as células cancerigenas, facilitando a sua

sobrevivéncia num ambiente pobre em nutrientes (13).

Em sintese, o PDAC é uma patologia complexa, na qual a transformagao maligna
do epitélio é sustentada por um perfil genético robusto e por um microambiente
protetor, o que explica a sua elevada agressividade e resisténcia aos tratamentos

convencionais (4,6).
1.2 Limitagoes do diagnéstico convencional

As técnicas de diagnostico atuais baseiam-se numa combinag¢ao de imagiologia,

analises clinica sérica e histopatologia. No entanto, no entanto apresentam
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limitagdes variadas o que pode explicar a razao pela qual o digndstico € muitas
vezes tardio, o que explica por que razao mais de 80% dos doentes continuam
a ser diagnosticados em estadios avangados ou metastaticos da doenca (4—6).

1.2.1 As limitagdes da imagiologia médica

As técnicas de imagiologia, constituem a base da detec¢do numa fase inicial,
porém a sua sensibilidade nos estadios precoces € consideravelmente limitada.
A tomografia computorizada (TC), embora seja o exame de referéncia para o
estadiamento, apresenta capacidade limitada na dete¢cado de tumores em estadio
| (1,7). Além disso, entre 5% e 17% dos adenocarcinomas pancreaticos sao
isoatenuantes, o que os torna praticamente invisiveis na TC convencional (7). A
ecoendoscopia (EUS) é considerada a técnica mais sensivel, com uma
sensibilidade que pode atingir 94%, mas trata-se de um procedimento invasivo,
que requer sedacéo, e cujos resultados dependem fortemente da experiéncia do
operador (1). Relativamente as lesbes pré-invasivas, nenhuma técnica de
imagiologia atual permite visualizar de forma fiavel as PanIN com menos de 5

mm, perdendo assim a janela potencial de remissao completa (5-7).
1.2.2 Limitagdes bioldgicas: o fracasso do CA19-9 no rastreio

O CA 19-9 é o unico biomarcador utilizado rotineiramente a nivel mundial,
contudo ndo cumpre os critérios necessarios para um teste de rastreio eficaz
(4.7).

Em primeiro lugar, o desempenho diagndstico do CA19-9 ¢ limitado,
apresentando uma sensibilidade de cerca de 80 % e uma especificidade proxima
de 75 %, valores considerados subotimos e, por isso, insuficientes para um
meétodo de rastreio fiavel.l. De facto, niveis elevados deste marcador podem ser
observados em diversas patologias ndo malignas, nomeadamente cirrose,
pancreatite cronica ou colestase, o que reduz a sua capacidade de distinguir

especificamente as patologias tumorais pancreaticas (1,6).

Adicionalmente, a interpretagcdo das concentragcdes de CA19-9 é limitada por
variagdes biologicas interindividuais (1,7).

Num estudo realizado por Kim e colaboradores, foi evidenciada a sua ineficacia.
O estudo que incluiu 70 940 individuos assintomaticos: entre os 1 063
participantes com niveis elevados de CA19-9, apenas 4 apresentavam
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efetivamente PDAC, correspondendo a um valor preditivo positivo de apenas
0,9% (3).

Embora o CA19-9 possa ter utilidade no seguimento da resposta terapéutica, o
seu aumento ocorre geralmente em fases ja avangadas da doenga. Esta
caracteristica limita a sua utilidade como ferramenta de rastreio em individuos
assintomaticos, nos quais uma detegcao mais precoce representaria um fator

determinante para a melhoria do prognostico (5,7).
1.2.3 Constrangimentos e riscos da bidpsia tecidular

A confirmagéo histoloégica por puncgéo aspirativa por agulha fina guiada por
ecoendoscopia (EUS-FNA) permanece o gold standard, mas n&o esta isenta de

complicagdes (1).

O recurso a técnicas de colheita de tecido apresenta riscos iatrogénicos n&o
negligenciaveis. Estas intervencbes podem estar associadas a diversas
complicagbes, nomeadamente pancreatite aguda, hemorragias ou perfuragdes
duodenais. Em situagdes raras, foi também descrita disseminag&o tumoral ao
longo do trajeto da agulha, levantando preocupacgdes relativamente a seguranga
destes métodos invasivos (1,6).

Adicionalmente, a obtencdo de uma amostra celular representativa pode revelar-
se tecnicamente complexa. A localizacdo anatémica profunda do péncreas
constitui um primeiro obstaculo ao acesso direto a lesdo. Além disso, a presenca
frequente de um microambiente tumoral caracterizado por uma resposta
inflamatoria significativa e por um estroma fibroso denso, fendmeno designado
por desmoplasia, pode limitar a qualidade ou a quantidade do material recolhido.
Estas dificuldades podem levar a necessidade de repetir os procedimentos,
aumentando o carater invasivo do processo diagnostico sem garantir a obtencéo

de um diagnostico histologico conclusivo (4,6).
1.2.4 O carater « silencioso » da doenga e o atraso no diagnostico

A propria fisiopatologia da doenga contribui para o insucesso do diagndéstico
convencional (14). A identificagdo precoce do adenocarcinoma ductal
pancreatico é particularmente dificil devido a auséncia de manifestagdes clinicas
especificas nas fases iniciais da doenca. De facto, o PDAC evolui
frequentemente de forma assintomatica nos estadios precoces (1,14). Quando
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surgem sintomas, estes sao geralmente pouco especificos, como dor abdominal
difusa ou perturbagdes digestivas do tipo dispepsia, frequentemente atribuidas
a patologias benignas do trato gastrointestinal. Esta auséncia de sintomatologia
especifica contribui para o atraso na realizagdo de exames diagndsticos
adequados, favorecendo a progressdao da doenga para estadios mais
avancados, frequentemente com o aparecimento de metastases hepaticas ou

peritoneais (14).

Por outro lado, as estratégias de vigilancia atualmente aplicadas a populagdes
de alto risco apresentam também Ilimitagdes. Apesar de um seguimento
imagiolégico anual, uma proporgdo significativa de tumores pancreaticos é
diagnosticada entre dois exames considerados normais. Estes tumores,
designados cancros de intervalo, caracterizam-se por uma evolugéo
particularmente rapida e agressiva, evidenciando as limitagbes das estratégias
de vigilancia atuais na detegdo precoce de determinadas formas da doencga
(5,15).

Em conclusao, a incapacidade dos métodos atuais para detetar lesdes precoces
de forma ndo invasiva e fiavel evidencia a necessidade urgente de desenvolver
novas abordagens de dignostico de elevada sensibilidade, com baixo risco para
o doente e que seja especificas do tumor em causa, baseadas na bidpsia liquida

e nos biomarcadores moleculares circulantes (6).
1.3 Necessidade de uma mudanca de paradigma

A urgéncia de uma transformacao profunda da estratégia diagndstica do PDAC
€ imposta por uma constatacéo clinica inequivoca: as tecnicas atual falha na
detecdo da doenca numa fase em que esta ainda € potencialmente curavel
(1,10). Embora a taxa de sobrevivéncia global a cinco anos permanega uma das
mais baixas em oncologia, inferior a 13%, os dados estatisticos evidenciam um
contraste marcante consoante o estadio em que a doenga é diagnosticada
(1,5,10). Com efeito, enquanto a sobrevivéncia a cinco anos diminui para apenas
3% nas formas metastaticas, pode atingir 83,7% nos doentes diagnosticados em
estadio | ou IA, nos quais a ressecgdo cirurgica completa é possivel (1,3,5).
Atualmente, cerca de 80% dos doentes s&o diagnosticados em fases avangadas
ou metastaticas, privando a maioria de qualquer possibilidade de cura cirurgica
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(1,4,6). Este atraso no diagnostico esta intrinsecamente relacionado com as
limitagbes técnicas e biologicas dos métodos convencionais. A imagiologia
meédica, apesar dos progressos tecnologicos, apresenta dificuldades na
identificacdo de lesbes pré-invasivas microscopicas, como as PanIN, ou de
tumores solidos com menos de 10 mm (5). Acresce ainda que o carater invasivo
e 0s riscos iatrogénicos associados as biopsias tecidulares convencionais, tais
como pancreatite aguda ou hemorragias, limitam a sua utilizag&o repetida para

uma vigilancia continua de populac¢des de alto risco (1,6).

A mudanga de paradigma assenta na adogao da biopsia liquida como elemento
central de uma nova estratégia de detegdo precoce. Mais do que uma simples
alternativa ndo invasiva a bidpsia tecidular, esta metodologia oferece uma
importante mais-valia clinica, ao permitir o isolamento e a caracterizagdo de
biomarcadores circulantes diretamente derivados do tumor (4,6). Ao contrario da
bidpsia tecidular, uma simples colheita sanguinea permite uma analise dinédmica
da doenca e possibilita a captura da heterogeneidade molecular tumoral, através
da detec&o de DNA livre circulante (cfDNA), ctDNA, RNA livre circulante (cfRNA),
CTC e exossomas (3,4,6). Para além do diagndstico inicial, a bidpsia liquida
oferece uma capacidade mais elevada de monitorizacdo temporal em
comparagdo com os metodos convencionais. Estudos demonstram que a
detegdo de CTC pode sinalizar uma recidiva da doencga até dois meses antes de
esta ser visivel nos exames de imagiologia padrao, permitindo uma adaptacéo
precoce da estratégia terapéutica perante uma progressao tumoral ainda n&o
detetavel clinicamente (3). O desenvolvimento de novos biomarcadores,
nomeadamente epigenéticos, abre igualmente perspetivas inovadoras: a
detegdo da hipermetilacdo de genes como BNC71 e ADAMTS1 demonstrou
sensibilidade e especificidade superiores a 90% nos estadios precoces,
permitindo um rastreio biolégico significativamente mais preciso do que o

proporcionado pelos marcadores proteicos classicos (1,10).

Por fim, esta evolugao diagnostico implica a transi¢do de uma abordagem reativa
para uma estratégia de vigilancia proativa e direcionada. Tendo em conta a baixa
incidéncia do PDAC na populagéo geral, o rastreio populacional em massa n&o
€ atualmente recomendado (5,15). O principal desafio reside, portanto, na
estratificacdo e monitorizagao intensiva das populagdes de alto risco, incluindo
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individuos portadores de mutagdes genéticas com predisposigdo para cancro
(BRCA1/2, CDKNZ2A, ATM), doentes com diabetes de inicio recente ou
portadores de lesdes quisticas pancreaticas (5,15). A integracao da inteligéncia
artificial, como proposto pelo estudo francés PANLIPSY, permite combinar
assinaturas multi-micas circulantes complexas com dados clinicos e
imagiologicos, de forma a estabelecer um perfil de risco personalizado (4,6).
Paralelamente, a viabilidade deste novo paradigma é reforgada pela melhoria da
acessibilidade tecnologica. O custo do sequenciagdo de nova geragao (NGS)
diminuiu significativamente, passando de aproximadamente 5 900 ddlares em
2012 para 454 dolares em 2021, tornando a implementacdo de testes multi-
biomarcadores cada vez mais viavel do ponto de vista econdémico para os
sistemas de saude. A utilizagdo de painéis de genes direcionados revela-se,
alias, mais custo-efetiva do que a realizagado sequencial de testes gene a gene,
contribuindo simultaneamente para a melhoria da qualidade de vida ajustada aos
anos de vida (QALY) através de uma orientac&o terapéutica mais precisa (3).

A transicdo para uma medicina de precisdo constitui, assim, uma condi¢cao
essencial para transformar o prognostico desta patologia devastadora e
contribuir para a redugédo da mortalidade global até 2030 (1,4,6,10).
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2 A bidpsia liquida como ferramenta disruptiva

2.1 Conceitos e metodologia

O advento da biopsia liquida marcou uma verdadeira revolugéo de paradigma na
oncologia, particularmente no contexto do PDAC, onde o acesso dificil ao
orgao e o carater invasivo dos métodos convencionais de confirmagéo
histolégica levantam importantes limitagcbes. Este capitulo apresenta
os fundamentos metodologicos desta tecnologia, bem como os principais

desafios associados a sua implementacéo na pratica clinica.
2.1.1 Definicdo da biopsia liquida e vantagens

A biopsia liquida afirmou-se inesquestionavelmente como uma contribui¢do de
extrema importancia na detegdo, diagndstico, seguimento das doencgas
oncoldgicas, abrindo portas para um futuro promissor na detegdo precoce,
prognostico e personalizagao do tratamento, sendo definida como a analise de
biomarcadores derivados de tumores, tais como acidos nucleicos, células,
proteinas ou metabolitos, obtidos a partir de fluidos biolégicos (16—18). Embora
0 sangue periférico continue a ser o meio mais amplamente estudado, o conceito
engloba atualmente uma vasta gama de fluidos corporais, incluindo urina, saliva,
suco pancreatico, derrames pleurais, liquido ascitico e liquido cefalorraquidiano
(17,19). Esta abordagem permite avaliar a biologia tumoral através de diferentes
analitos circulantes, nomeadamente o ctDNA, as CTC, as vesiculas
extracelulares, como os exossomas, e as plaquetas educadas pelo tumor (TEP)
(20-23). Ao contrario da biopsia tecidular, que fornece uma imagem estatica da
doenca num determinado momento, a bidpsia liquida permite obter informagdes
genomicas, transcriptomicas e protedmicas em tempo real, refletindo assim a

din&dmica evolutiva da patologia oncoldgica (22,24,25).

O caracter minimamente invasivo da bidpsia liquida constitui a sua vantagem
mais imediata, assumindo particular relevancia no contexto do PDAC (19,22,26).
Tradicionalmente, o diagndstico definitivo do PDAC baseia-se na ecoendoscopia
com EUS-FNA, um procedimento invasivo, dispendioso e tecnicamente exigente
(19,27). Em contraste, a bidpsia liquida requer apenas uma simples colheita de
sangue ou de outro fluido bioldgico, eliminando os riscos de complicagdes

significativas inerentes aos procedimentos cirurgicos ou endoscopicos, como
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hemorragias, infegdes ou disseminacao iatrogénica de células malignas (17,20).
Esta seguranga permite considerar o risco de efeitos adversos como
praticamente inexistente, facilitando o acesso a caracterizagdo molecular em
doentes cujo estado clinico ou localizagdo tumoral inviabilizam a realizagédo de

uma biopsia convencional (17,19).

A reprodutibilidade desta modalidade analitica acrescenta uma dimensao
temporal essencial a medicina de preciséo (17,22,24). A facilidade de execugéao
dos procedimentos de colheita possibilita um acompanhamento seriado ao longo
de todo o percurso clinico, permitindo monitorizar de forma continua a carga
tumoral e a resposta terapéutica (17,20,24). Esta capacidade de monitorizagéo
dindmica é fundamental para a detegcdo precoce da doenga residual minima,
para a identificagdo do aparecimento de clones tumorais resistentes sob pressao
terapéutica e para o diagndstico de recidivas moleculares varios meses antes da
manifestacdo de sinais clinicos ou imagiolégicos (17,20). Ao fornecer
informacodes atualizadas sobre o estado da doenca, a bidpsia liquida permite aos
clinicos adaptar rapidamente as estratégias terapéuticas (22,26).

Por fim, a bidpsia liquida permite ultrapassar um dos principais desafios da
oncologia convencional: a heterogeneidade tumoral (17,18,26). Uma bidpsia
sélida encontra-se intrinsecamente limitada pelo seu carater localizado,
fornecendo apenas uma amostra restrita que pode n&o representar
adequadamente a diversidade genética da totalidade do tumor primario ou dos
diferentes focos metastaticos (17,20,21). Em contrapartida, os componentes
tumorais libertados para a circulagao provém de todos os focos tumorais ativos
do organismo, proporcionando uma visdo global, espacial e temporal do
panorama genomico da doenga (17,20). Esta representagdo abrangente da
complexidade molecular do cancro é essencial para garantir uma selegao mais
adequada das terapéuticas dirigidas e contribuir para a melhoria do prognostico
global dos doentes (16,20).

2.1.2 Natureza das amostras: utilizagdo predominante do sangue e de fluidos

alternativos

A exploragao da biologia tumoral através da bidpsia liquida baseia-se na analise

de diversos fluidos biolégicos, que funcionam como reservatérios naturais dos
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analitos circulantes libertados pelos processos de renovacido celular ou de
secregcdo ativa (16,17). Na pratica corrente, o plasma é sistematicamente
privilegiado em relagdo ao soro para a analise do ctDNA e do cfRNA, uma vez
que reduz a contaminagao por DNA gendmico proveniente da lise acidental dos
leucdcitos durante o processo de coagulagédo (16,23). Esta predominancia do
compartimento sanguineo explica-se pela riqueza e representatividade das
informacdes moleculares transportadas pela circulagao sistémica, permitindo

uma visao global e dindmica da doenga oncoldgica (19,23).

No entanto, a investigacdo tem vindo a orientar-se cada vez mais para a
utilizacdo de fluidos biolégicos alternativos, que apresentam vantagens
especificas, quer pelo seu caracter totalmente n&o invasivo, quer pela sua
proximidade anatomica ao orgao-alvo (16,17). A urina, a saliva e as fezes
constituem fontes de particular interesse, uma vez que a sua recolha pode ser
efetuada de forma simples e repetida, faciltando um acompanhamento
longitudinal rigoroso e a implementagdo de programas de rastreio em larga
escala (16,17,19,28). A titulo de exemplo, a urina permite inumeras recolhas ao
longo do dia, o que representa uma vantagem para avaliar a cinética de
libertacdo dos biomarcadores, embora o ctDNA wurinario apresente
frequentemente um grau de fragmentag&o superior ao observado no plasma
(17,19). Da mesma forma, a saliva e diversas secrec¢des exdcrinas, apesar de
apresentarem uma carga molecular por vezes inferior a do sangue, fornecem
informagdes relevantes sobre a localizagdo da lesdo e as caracteristicas

especificas do microambiente tumoral local (19).

No contexto especifico do PDAC, os chamados fluidos proximais, como o suco
pancreatico e a bilis, assumem uma importancia diagndstica particularmente
relevante (16,19,25). O suco pancreatico, recolhido durante procedimentos
endoscopicos, contém frequentemente concentragdes significativamente mais
elevadas de material genético proveniente das células ductais pancreaticas,
aumentando assim a sensibilidade para a detecdo de mutagdes fundadoras,
como as mutagdes do gene KRAS, mesmo em fases precoces da doenga (19).
A analise da bilis permite igualmente identificar alteragcbes genéticas e
epigenéticas especificas, constituindo um importante complemento diagnostico
na abordagem dos doentes com obstrug¢des biliares (25). Por fim, o arsenal da
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bidpsia liquida inclui ainda outros fluidos biologicos, como o liquido ascitico, os
derrames pleurais e o liquido cefalorraquidiano, particularmente utilizados nos
estadios avancados ou metastaticos, onde contribuem para a caracterizagao da
heterogeneidade molecular associada aos diferentes locais de disseminagéo
tumoral secundaria (16,17,19).

2.2 Desafios técnicos e pré-analiticos

A implementacdo da biopsia liquida na pratica clinica do PDAC enfrenta
importantes limitagdes bioldgicas e tecnoldgicas que condicionam a fiabilidade
dos resultados. Ao contrario da bidpsia tecidular, na qual o material recolhido é
posteriormente fixado, a bidpsia liquida baseia-se na analise de analitos
altamente labeis, que circulam num ambiente biolégico dinamico.
Consequentemente, o controlo rigoroso da fase pré-analitica constitui um dos
principais desafios para transformar esta inovagdo numa ferramenta de

diagnostico verdadeiramente padronizada.

2.2.1 Instabilidade biologica e baixa concentragdo dos biomarcadores

circulantes

Um dos principais obstaculos a utilizagdo da bidpsia liquida no contexto da
detecdo precoce reside na baixa concentracdo dos analitos tumorais na
circulagao sistémica, frequentemente inferior ao limite de detecdo das
tecnologias atualmente disponiveis, bem como na sua instabilidade intrinseca.
No caso do PDAC, esta problematica € agravada por caracteristicas biolégicas
especificas do tumor, nomeadamente uma arquitetura estromal densa associada
a uma intensa reacdo desmoplasica, bem como por uma vascularizagao
relativamente reduzida (23). Estas barreiras fisicas limitam mecanicamente a
libertacdo para o compartimento sanguineo de componentes tumorais, como as

CTC, o ctDNA e os exossomas, sobretudo nos estadios iniciais da doencga (23).

O conceito de libertagao tumoral (shedding) constitui o fundamento biolégico da
bidépsia liquida, correspondendo ao processo através do qual componentes
derivados do tumor sao libertados nos fluidos biolégicos, como o sangue, a urina
ou O suco pancreatico (23,25). Este fenbmeno permite a dete¢cdo de diversos
analitos, nomeadamente o ctDNA, as CTC e as vesiculas extracelulares, como
0s exossomas (16,23,24). Os mecanismos responsaveis por esta libertagdo séo
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multiplos e podem ser classificados em processos passivos e processos ativos
(18).

A libertagéo passiva esta intrinsecamente associada a dinamica da morte celular
no interior da massa tumoral, ocorrendo principalmente através dos processos
de apoptose e necrose (16,23,26). Durante estes fendmenos, as células
tumorais fragmentam-se e libertam o seu conteudo genético e vesicular para o
microambiente tumoral e, subsequentemente, para a circulacdo sistémica
(16,18,21). No caso das CTC, a libertacédo passiva pode igualmente resultar de
constrangimentos mecénicos externos, tais como a pressdo exercida pelo
crescimento do préprio tumor ou manipulagdes iatrogénicas associadas a

procedimentos cirurgicos (18).

Por outro lado, a libertacdo ativa corresponde a um processo regulado por
células tumorais viaveis com o objetivo de interagir com o seu ambiente
envolvente (16,26). As células cancerigenas secretam ativamente exossomas e
outras vesiculas extracelulares, que transportam material genético (DNA e RNA)
e proteinas oncogénicas, desempenhando um papel fundamental na
comunicacao intercelular e na formacao de nichos pré-metastaticos (16,23,29).
Relativamente as CTC, a libertagdo ativa € frequentemente mediada pela
transic&o epitélio-mesenquimatosa (EMT), uma alterac&o fenotipica que confere
as células tumorais maior capacidade migratéria e invasiva, permitindo-lhes

infiltrar ativamente os vasos sanguineos e linfaticos (18,19,26).

A quantidade de material tumoral libertado para a circulagdo encontra-se
estreitamente relacionada com a carga tumoral, o estadio da doenga e a
localizagdo anatomica do tumor (16,21). Esta relagdo explica porque o ctDNA e
as CTC sao geralmente detetados em concentragdes significativamente mais
elevadas nos estadios metastaticos do que nas fases iniciais da doencga (16,21).
No contexto especifico do PDAC, o processo de libertacdo é dificultado por
caracteristicas bioldgicas particulares, nomeadamente a presenga de um
estroma desmoplasico denso e de uma vascularizagao relativamente reduzida
(23). Esta barreira fisica limita mecanicamente a passagem dos componentes
tumorais para o compartimento sanguineo, constituindo um dos principais
desafios a sensibilidade das estratégias de detegdo precoce baseadas na
bidpsia liquida (21,23).
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Uma vez libertados para a circulacdo, estes biomarcadores tumorais estao
sujeitos a uma rapida depuragao plasmatica, o que faz da bidpsia liquida uma
verdadeira fotografia instantédnea da biologia tumoral (19,23,26). A sua semivida
biolégica extremamente curta, variando entre 15 minutos e 2,5 horas para o
ctDNA e entre 1 e 2 horas para as CTC, impde restricdbes temporais rigorosas
para a captura destes sinais biolégicos antes da sua degradagéo ou eliminagéo
(16,19,23). Além disso, o perfil de libertagdo tumoral € dinamico e pode ser
influenciado pela resposta ao tratamento, refletindo em tempo real a eficacia
terapéutica ou o surgimento de clones resistentes (24,26).

A concentracédo de ctDNA encontra-se diretamente correlacionada com a carga
tumoral global, tornando a sua detecdo particularmente dificil quando o tumor
apresenta pequenas dimensdes ou permanece localizado (21). Estima-se que o
ctDNA represente frequentemente apenas uma fragdo minima do cfDNA,
geralmente compreendida entre 0,01% e 1%, podendo ser inferior a 0,01% nos
estadios precoces da doenga (16,19,21). Esta diluicdo maciga do sinal tumoral
pelo DNA proveniente de células saudaveis em apoptose exige tecnologias
dotadas de uma sensibilidade analitica excecional, de forma a minimizar o risco
de resultados falso-negativos (19,21). De igual modo, as CTC caracterizam-se
por uma raridade extrema, apresentando frequentemente concentracdes
inferiores a 10 células por mililitro de sangue total, o que corresponde
aproximadamente a uma célula tumoral por cada milhdo de leucdcitos (16,25).

A esta baixa concentragédo acrescenta-se uma marcada instabilidade biologica,
associada a sua rapida eliminagdo da circulagdo. O ctDNA apresenta uma
semivida muito curta, estimada entre 15 minutos e 2,5 horas, devido a sua
degradacao pelas nucleases plasmaticas e a sua eliminagdo por via urinaria
(16,19,23). As CTC apresentam uma fragilidade semelhante, com uma
sobrevivéncia circulante que raramente ultrapassa 1 a 2 horas (16,21). Estas
células estdo sujeitas a multiplos fatores agressivos, incluindo as forgcas de
cisalhamento hemodinamico, a agdo do sistema imunitario e o fendmeno de
anoiquia (anoikis), uma forma de morte celular induzida pela perda de adeséo a
matriz extracelular (19,21).

Esta dinamica de renovacao extremamente rapida impde nao apenas requisitos

pré-analiticos rigorosos para preservar a integridade das amostras, mas reduz
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igualmente a janela temporal disponivel para a dete¢cdo dos biomarcadores
(21,23). Consequentemente, o sucesso da bidpsia liquida enquanto ferramenta
inovadora de diagnostico depende da capacidade das plataformas tecnoldgicas
para captar um sinal biolégico simultaneamente raro e transitorio, distinguindo
de forma fiavel as alteragbes genéticas de origem tumoral do ruido biologico de
fundo, nomeadamente das mutagcdes associadas ao envelhecimento celular ou
a hematopoiese clonal de potencial indeterminado (CHIP - Clonal Hematopoiesis
of Indeterminate Potential) (17,21).

2.2.2 Condicionantes pré-analiticas e padronizacdo das amostras

A implementagdo da bidpsia liquida na pratica clinica do cancro do péncreas
depende de um controlo rigoroso da fase pré-analitica, cuja variabilidade
constitui atualmente um dos principais obstaculos a reprodutibilidade e a
fiabilidade dos resultados (20,22,23). A validade clinica dos biomarcadores
obtidos por bidpsia liquida esta intrinsecamente dependente da gestéo
adequada desta etapa, uma vez que qualquer variagdo na manipulacdo das
amostras pode introduzir vieses significativos nas analises moleculares

subsequentes (20).

A escolha do dispositivo de colheita representa a primeira etapa critica deste
processo. A utilizagcdo de tubos contendo acido etilenodiaminotetracético (EDTA)
constitui atualmente a pratica de referéncia para prevenir a coagulagéo
sanguinea, embora estes tubos n&o garantam a estabilizagdo das células
nucleadas (22,23). Na auséncia de uma estabilizagdo imediata, a lise acidental
dos leucécitos conduz a libertagdo de grandes quantidades de DNA gendmico
somaticas para o plasma, provocando uma dilui¢gao significativa do sinal tumoral,
que ja é particularmente reduzido nos estadios precoces do PDAC (16,21,23,24).
Para minimizar este fendmeno de degradacdo, os protocolos clinicos
recomendam um processamento rapido das amostras recolhidas em tubos com
EDTA, sendo ideal que a separagado do plasma por centrifugagdo ocorra entre
duas e seis horas ap6ds a colheita sanguinea (22,23). Em alternativa, a utilizag&o
de tubos de colheita especializados, contendo agentes estabilizadores quimicos,
como os tubos Streck® ou cfDNA BCT®, permite preservar a integridade das

células sanguineas e estabilizar o cfDNA durante varios dias a temperatura

37/91



Biomarcadores precoces e bidpsia liquida no cancro do pancreas

ambiente. Esta abordagem facilita significativamente a logistica de transporte

das amostras para plataformas analiticas centralizadas (16,22,23).

As modalidades de centrifugacdo e conservagdo das amostras bioldgicas
exigem igualmente a adogdo de procedimentos rigorosamente padronizados
para garantir a reprodutibilidade dos resultados. De um modo geral, recomenda-
se a realizagdo de uma centrifugacdo dupla fracionada, com o objetivo de obter
um plasma acelular de elevada pureza, isento de detritos celulares suscetiveis
de contaminar a fragao de ctDNA (22,23). Apds o isolamento, o plasma deve ser
congelado e armazenado a uma temperatura de —-80°C, de forma a evitar
qualquer atividade residual das nucleases. Além disso, os ciclos repetidos de
congelagdo e descongelagdo devem ser estritamente evitados, uma vez que
podem alterar a estrutura fisica das vesiculas extracelulares e promover uma

fragmentacao adicional dos acidos nucleicos circulantes (22,23).

Estas limitagdes tornam-se ainda mais relevantes no caso do cfRNA e das CTC,
que apresentam uma instabilidade bioldgica superior a do DNA e uma elevada
sensibilidade as variagcdes de temperatura e aos stress mecanicos durante o
transporte e processamento das amostras (21,22). No caso especifico dos
exossomas, a padronizacdo dos meétodos de isolamento, incluindo a
ultracentrifugacéo diferencial, a cromatografia por exclusdo de tamanho e a
precipitagdo polimérica, continua a representar um desafio significativo, uma vez
que cada técnica influencia de forma distinta a pureza, a quantidade e a
funcionalidade biologica das populagdes vesiculares obtidas (16,21,23,26). De
forma semelhante, a analise das TEP exige uma manipulagdo extremamente
cuidadosa durante a colheita e centrifugacdo das amostras, de modo a evitar
qualquer ativagcédo plaquetaria exdgena. Tal ativagdo pode modificar de forma
irreversivel o perfil transcriptbmico das plaquetas, comprometendo a

interpretacéo dos resultados moleculares (23).

Perante esta complexidade biologica e tecnologica, a auséncia de
procedimentos operacionais normalizados (Standard Operating Procedures -
SOP) a nivel internacional constitui atualmente um dos principais entraves a
integracdo da bidpsia liquida na pratica clinica de rotina (20,24,26,29). As
discrepancias observadas entre diferentes estudos, nomeadamente ao nivel da

sensibilidade e da especificidade dos testes, sdo frequentemente atribuidas a
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heterogeneidade dos métodos de recolha, processamento e armazenamento
utilizados pelos diversos centros de investigagdo (20—22). Em resposta a esta
necessidade de padronizacdo, varios consoércios internacionais, como a
European Liquid Biopsy Society e o CANCER-ID, tém desenvolvido iniciativas
destinadas a elaboracdo de diretrizes universais e de programas de controlo
externo da qualidade (External Quality Assessment - EQA) (21,22,26,28). A
implementacgéo destes padrdes de qualidade ao longo de toda a cadeia analitica
constitui uma condi¢ao indispensavel para transformar a biopsia liquida numa
ferramenta robusta de diagndstico precoce, capaz de gerar dados moleculares
comparaveis, reprodutiveis e clinicamente Uuteis para a abordagem

personalizada dos doentes com cancro do pancreas (17,20,23,24).
2.2.3 Variabilidade interindividual e limitagdes interpretativas

Um dos principais obstaculos a generalizagao da biopsia liquida na pratica clinica
reside na elevada variabilidade interindividual das concentragdes de
biomarcadores circulantes, o que dificulta significativamente o estabelecimento
de limiares de diagndstico universais (16,24). A quantidade de material tumoral
libertado para a circulagdo, quer se trate de ctDNA, CTC ou exossomas, esta
estreitamente relacionada com fatores biolégicos dinamicos, como o estadio
clinico da doenga, a carga tumoral global, a localizagdo das metastases e a taxa
de renovacgéo celular (16,24). No contexto do PDAC, esta variabilidade é ainda
mais acentuada devido a presenca de um estroma desmoplasico denso, que
limita a vascularizag&o intratumoral e dificulta mecanicamente a passagem dos
analitos para a circulagdo sanguinea (23). Consequentemente, enquanto a
fragao alélica variante do DNA tumoral pode atingir valores compreendidos entre
5% e 80% nos contextos metastaticos, permanece frequentemente inferior a 1%,
ou mesmo inferior a 0,01%, nos estadios localizados ou precoces da doenca,
tornando o sinal biologico extremamente dificil de detetar com as tecnologias
atualmente disponiveis (16,21).

Para além desta raridade intrinseca, a interpretacéo dos resultados ¢é dificultada
pela presenca de um importante ruido biolégico de fundo. O plasma contém
naturalmente cfDNA proveniente da apoptose de células saudaveis,
nomeadamente células hematopoiéticas e endoteliais, cuja concentragéo pode

variar consideravelmente entre individuos e em funcéo do estado inflamatério ou
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de outras condigbes patoldgicas (22,24,26). Uma das limitagbes mais
importantes da biopsia liquida reside na sua incapacidade atual para distinguir
de forma absolutamente fiavel as alteragdes genéticas de origem tumoral das
alteragbes associadas a CHIP (17,24). Este fenomeno, particularmente
frequente em individuos idosos, caracteriza-se pela acumulacdo de mutagdes
somaticas em células estaminais hematopoiéticas, que podem ser erroneamente
interpretadas como mutag¢des tumorais durante a analise do cfDNA, originando
resultados falso-positivos (21,24). Além disso, determinadas condigdes
benignas, como a pancreatite cronica ou a ictericia obstrutiva, podem provocar
uma elevacéo inespecifica de alguns biomarcadores circulantes, reduzindo a

especificidade dos testes de detegao precoce (21,23).

A heterogeneidade espacial e temporal do tumor impde igualmente limitagdes
interpretativas importantes, associadas ao denominado viés de amostragem.
Embora a bidpsia liquida possua o potencial tedrico de refletir o conjunto do
panorama genomico da doenga, ndo existe garantia de que todos os clones
tumorais ou todos os locais metastaticos contribuam de forma equivalente para
a libertacdo de componentes tumorais circulantes (17,23,24). Esta libertacéo
heterogénea pode conduzir a uma sub-representacdo de determinados
subclones resistentes ou, inversamente, a uma sobrestimagao da carga tumoral,
dependendo das caracteristicas de vascularizagdo de cada lesdo (17,23,25).
Consequentemente, um resultado negativo obtido por bidpsia liquida,
particularmente nos estadios precoces do cancro do pancreas, ndo permite
excluir de forma definitiva a presenga de uma lesao maligna (17,21,24).

Por outro lado, a auséncia de protocolos padronizados para a recolha,
manipulagdo e analise das amostras constitui uma fonte adicional de
variabilidade técnica que se sobrepde a ja consideravel variabilidade biolégica
(20,21,26). Esta heterogeneidade metodoldgica continua a limitar a
comparabilidade dos resultados entre diferentes centros e estudos, dificultando
a implementacdo generalizada da bidpsia liquida na pratica clinica. Para
ultrapassar estas limitagdes e aumentar a precisdo diagnostica, torna-se cada
vez mais necessaria a integracdo de modelos de interpretagéo assistidos por IA
e por técnicas de aprendizagem automatica (machine learning) (17,20,23). Estas

ferramentas permitem analisar assinaturas moleculares complexas, como a
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fragmentdémica, baseada no estudo do tamanho e da distribuicdo padrdes dos
fragmentos de ctDNA ou os perfis de metilagdo a escala do genoma completo,
contribuindo para uma melhor distingdo entre os sinais tumorais e o ruido
biolégico de fundo, bem como para uma identificagdo mais precisa da origem
tecidular das alteragdes detetadas (20,23,26). Em conclusdo, o sucesso da
bidpsia liquida enquanto ferramenta inovadora para a detecéo precoce do PDAC
depende de uma abordagem verdadeiramente multidisciplinar, que combine os
dados provenientes das analises moleculares com as informag¢des fornecidas
pela imagiologia convencional, pelos parametros clinicos do doente e por

sistemas avangados de apoio a decisao baseados em |A (17,20).
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3 Analise critica dos novos biomarcadores circulantes

3.1 DNA tumoral circulante e perfis de metilagao
3.1.1 Origem biologica e definigdo

O cfDNA é constituido por fragmentos de acidos nucleicos de dupla cadeia que
circulam livremente no compartimento vascular e em diversos biofluidos, como
a urina ou a saliva (30-32). Embora uma pequena fragdo possa resultar da
secrecao ativa pelas células através de vesiculas extracelulares, a sua presenga
€ atribuida principalmente aos processos de morte celular por apoptose e
necrose (11,33,34). O ctDNA corresponde a subfragdo especifica do cfDNA
libertada diretamente por células de tumores primarios ou metastaticos
(11,33,34). No contexto do PDAC, estas moléculas funcionam como
transportadores circulantes das alteragdes somaticas, gendmicas e epigenéticas
caracteristicas da doenca tumoral (11,35).

3.1.2 Papel no organismo e na fisiopatologia tumoral

Em condigbes fisioloégicas, o cfDNA resulta maioritariamente da renovacao
normal das células saudaveis, sobretudo de origem hematopoiética, sendo a sua
concentracdo mantida em niveis basais reduzidos através da depuracao
hepatica e renal (33). Em contrapartida, a fisiopatologia do PDAC caracteriza-se
por um intenso remodelamento tecidular e por um aumento da morte celular
maligna, conduzindo a uma libertag&o significativamente superior de fragmentos
de DNA para a circulagédo (34,36). Devido a sua origem predominantemente
apoptotica, o ctDNA apresenta-se geralmente sob a forma de fragmentos curtos,
com um comprimento médio de cerca de 166 pares de bases, correspondente a
protecdo do DNA pelos nucleossomas durante o processo de degradacéo
enzimatica (34,37). Esta frac&o circulante fornece uma representagéo dinamica
da heterogeneidade clonal do tumor pancreatico, permitindo captar mutagdes
provenientes de diferentes regides da massa tumoral que poderiam nao ser

identificadas através de uma unica bidpsia tecidular (36,38,39).
3.1.3 Interesse especifico no cancro do pancreas e na detecao precoce

O interesse diagnodstico do ctDNA no PDAC baseia-se historicamente na detegéo
de mutag¢des do oncogene KRAS, presentes em mais de 90% a 95% dos casos
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(11,35,38). A proteina KRAS atua como um interruptor molecular que alterna
entre uma forma inativa ligada ao GDP e uma forma ativa ligada ao GTP,
promovendo a ativacdo de vias de sinalizagdo envolvidas na sobrevivéncia
celular, como RAF/MEK/ERK e PI3K/AKT (35,40). AS mutagbes que ocorrem no
oncogene Kras constituem uma das alteragbes genéticas mais precoces do
processo de carcinogénese pancreatica (11,38,40). Contudo, os perfis
aberrantes de metilagdo do DNA, incluindo fendmenos de hipermetilacdo de
regides promotoras e de hipometilacdo global, tém emergido como
biomarcadores potencialmente mais sensiveis para a detecdo precoce da
doenga (11,31). Assinaturas epigenéticas envolvendo genes como ADAMTS1,
BNC1, BMP3 e SST demonstraram capacidade para diferenciar lesdes
pancreaticas malignas de patologias benignas com elevada especificidade,
mesmo em estadios localizados (11,19,31). Uma evolugdo particularmente
promissora consiste na analise da 5-hidroximetilcitosina (5hmC). As assinaturas
desta modificagdo epigenética identificadas no cfDNA demonstraram
capacidade para detetar doentes com PDAC mesmo no estadio |, apresentando
uma sensibilidade de 68,3% (11,32,41).

3.1.4 Métodos de analise disponiveis

A detecao do cfDNA e do ctDNA exige tecnologias altamente sensiveis, capazes
de identificar alteragdes moleculares num contexto em que o ctDNA pode
representar menos de 0,1% do cfDNA total (31,34,35). A PCR digital em
goticulas (ddPCR) constitui atualmente uma das técnicas de referéncia para a
quantificacdo absoluta de mutagdes especificas do KRAS, nomeadamente nos
coddes 12, 13 e 61. Esta metodologia baseia-se na divisdo da amostra em
milhares de microcompartimentos independentes, permitindo alcancgar limites de
detegao proximos de 0,01% (19,33,38). Para uma analise mais abrangente do
genoma ou para a identificagcdo de mutagdes desconhecidas, recorre-se ao NGS
de elevada profundidade (19,38). Neste contexto, a utilizagdo de identificadores
moleculares unicos (Unique Molecular Identifiers - UMI) assume uma
importancia fundamental, uma vez que permite reduzir os erros introduzidos pela
PCR e pelo préprio sequenciamento, distinguindo variantes genuinas de
artefactos técnicos (33,34). Relativamente a analise epigenética, o sequenciagéo

genomico completo apds tratamento com bissulfito oferece uma resolugéo ao

44/91



Analise critica dos novos biomarcadores circulantes

nivel de uma unica base em todo o genoma. No entanto, o seu elevado custo e
a complexidade bioinformatica associada tém incentivado o desenvolvimento de
abordagens mais facilmente transferiveis para a pratica clinica, incluindo painéis
de metilagdo direcionados e métodos de enriquecimento seletivo, como Reduced
Representation Bisulfite Sequencing e TELQAS, que permitem uma analise mais
eficiente e economicamente viavel dos perfis de metilagdo associados ao cancro
do péancreas (31,42,43).

3.1.5 Interpretagao clinica dos resultados

A detecdo de ctDNA portador de mutacdes tumorais ou de assinaturas
especificas de metilagdo esta geralmente associada a uma elevada carga
tumoral e a um progndstico desfavoravel (35,44). No contexto clinico, a analise
longitudinal destes biomarcadores permite avaliar de forma dindmica a evolugéo
da doenca e a resposta aos tratamentos. Um dos conceitos mais relevantes € o
de doenga residual minima (MRD - Minimal Residual Disease). A persisténcia ou
o reaparecimento de ctDNA apds uma cirurgia com intengdo curativa constitui
um forte indicador da presenca de células tumorais residuais e pode anteceder
em varios meses a dete¢cdo de uma recidiva através dos métodos imagiologicos
convencionais (30,44). Por outro lado, a auséncia de ctDNA detetavel durante
ou apos o tratamento € geralmente interpretada como um sinal de resposta
terapéutica favoravel, refletindo uma redugdo significativa da carga tumoral
(19,34). Mais recentemente, o desenvolvimento de algoritmos baseados em
inteligéncia artificial (IA) e aprendizagem automatica (machine learning) permitiu
integrar simultaneamente multiplos biomarcadores moleculares provenientes de
diferentes regides gendmicas. Estes modelos combinam informacgdes relativas a
mutagdes, perfis de metilagdo e outros parametros bioldgicos para gerar
indicadores de risco personalizados, melhorando significativamente o
desempenho diagndstico quando comparados com a utilizagdo isolada do
marcador convencional CA19-9 (11,19,44).

3.1.6 Limitagdes atuais, constrangimentos técnicos, biolégicos e clinicos

Apesar do seu elevado potencial, a utilizagdo do ctDNA no diagndstico precoce
do PDAC continua limitada por diversos desafios técnicos e biolégicos. A
utilizacdo das mutagdes do KRAS como biomarcador unico apresenta uma
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sensibilidade relativamente modesta nos estadios iniciais da doenga, variando
entre 10% e 47%, consoante os estudos realizados (37,38). Do ponto de vista
bioldgico, um dos principais desafios é representado pela CHIP. Este fendmeno,
frequente em individuos idosos, caracteriza-se pela presengca de mutacdes
somaticas adquiridas em células hematopoiéticas, incluindo alteracbes em
genes como TP53 ou KRAS, originando resultados falso-positivos na auséncia
de qualquer tumor solido (33,37). Outro fator limitante é a existéncia de doentes
classificados como « low shedders » (fracos libertadores), que libertam
quantidades extremamente reduzidas de ctDNA para a circulagdo, mesmo
perante a presenga de uma massa tumoral clinicamente significativa (31,33). As
limitagbes pré-analiticas representam igualmente um desafio importante.
A semivida muito curta do ctDNA, estimada entre 15 minutos e 2,5 horas, exige
a implementagdo de protocolos rigorosos de recolha e processamento das
amostras. A utilizagdo de tubos contendo agentes estabilizadores das
membranas celulares € essencial para evitar a lise dos leucocitos apos a colheita
sanguinea (30,33,36).

Embora o ctDNA e os seus perfis epigenéticos constituam atualmente alguns
dos biomarcadores mais promissores para a detegdo precoce do cancro do
pancreas, o seu desempenho isolado permanece insuficiente para assegurar um
rastreio eficaz nos estadios | da doencga, devido a limitagdes técnicas e biologicas
ainda nao totalmente ultrapassadas (19,31,44). Por esta raz&o, a sua utilizagéo
mais promissora parece residir em estratégias multimodais e integradas. Neste
contexto, tem ganho destaque o conceito de « circuloma », que consiste na
combinagado de diferentes categorias de biomarcadores circulantes, incluindo
mutagdes do KRAS, perfis de metilagdo do DNA e biomarcadores proteicos
séricos como o CA19-9, o TIMP1 (Tissue Inhibitor of Metalloproteinases 1) e o
LRG1 (Leucine-Rich Alpha-2 Glycoprotein 1) (5,9). A integracdo destes
diferentes sinais biolégicos parece atualmente representar a estratégia mais
promissora para alcangar os niveis de sensibilidade e especificidade necessarios
a implementagdo de programas de detegdo precoce clinicamente robustos e
aplicaveis na pratica clinica de rotina (34,37).
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3.2 Vesiculas extracelulares e exossomas
3.2.1 Origem biologica e definigdo

As vesiculas extracelulares (VE) constituem uma populagdo heterogénea de
particulas delimitadas por uma bicamada lipidica, secretadas pela quase
totalidade dos tipos celulares no microambiente e nos fluidos biolégicos
(19,45,46). Podem ser classificadas em trés subpopulagdes principais, de acordo
com o seu tamanho e biogénese: os exossomas (30 a 150 nm), de origem
endocitica ou exocitica e formados pelo gemulagdo interno de corpos
multivesiculares; as microvesiculas (150 a 1000 nm), resultantes do gemulacéo
direto da membrana plasmatica; e os corpos apoptéticos (500 a 2000 nm),
libertados durante a fase tardia da morte celular (19,46,47). Estas estruturas
funcionam como vetores de uma carga molecular protegida das enzimas liticas
circulantes, composta por proteinas membranares, lipidos, metabolitos e acidos
nucleicos, nomeadamente RNA mensageiro (MRNA) e microRNA (11,36,44,45).
Entre os componentes proteicos, o Glypican-1 (GPC1), um proteoglicano de
sulfato de heparano ancorado a membrana por uma ligagcéo
glicosilfosfatidilinositol, emergiu como um marcador relevante da bidpsia liquida
no cancro do pancreas (48,49).

3.2.2 Papel no organismo e na fisiopatologia tumoral

Em condigbes fisiologicas, as VE atuam como mediadores essenciais da
comunicacao intercelular, facilitando a transferéncia horizontal de sinais
biolégicos (34,45,46). No contexto do PDAC, a secregéo vesicular encontra-se
amplamente aumentada e desempenha um papel deletério, ao participar
ativamente na remodelagdo do microambiente tumoral (36,41,44). As VE
favorecem a angiogénese, induzem a transigéo epitélio-mesenquimatosa (EMT)
e facilitam a evasdo imunitaria, nomeadamente através da alteracdo da funcao
das células dendriticas mediada pela transferéncia de miR-212-3p e miR-203
(44). Além disso, o fator inibidor da migracdo de macrofagos transportado pelos
exossomas tumorais prepara ativamente nichos pré-metastaticos,
particularmente a nivel hepatico, ao estimular a secregao de fibronectina pelas
células estreladas (34). Relativamente ao GPC1, o seu papel fisiopatoldgico esta

relacionado com a regulagao de vias de sinalizagdo oncogénicas fundamentais,
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como as vias Wnt, Hedgehog e dos fatores de crescimento dos fibroblastos (49).
A sua distribuicado vesicular é complexa: enquanto que o mRNA de GPC1 esta
enriquecido nos exossomas, a proteina GPC1 esta maioritariamente presente
nas microvesiculas associadas ao tumor (49). Este fendmeno pode ser explicado
pelo reciclagem endocitica da proteina GPC1, que sofre degradagdo enzimatica
pela heparanase no interior dos endossomas, tornando a estrutura proteica

completa menos prevalente nos exossomas de origem endocitica (49).
3.2.3 Interesse especifico no cancro do pancreas e na detecao precoce

O interesse das VE para a detecéo precoce do PDAC assenta na sua elevada
estabilidade biolégica e na sua capacidade de refletir o estado funcional de
células tumorais viaveis, ao contrario do ctDNA, que resulta predominantemente
de fendmenos de apoptose e necrose (19,44,50). A dete¢cdo do GPC1 despertou
um interesse consideravel na comunidade cientifica apds estudos pioneiros
terem sugerido que este biomarcador poderia atuar como um verdadeiro
« classificador perfeito », apresentando valores de sensibilidade e especificidade
de 100%, inclusivamente em estadios iniciais da doenga nos quais 0os exames
imagioldégicos permaneciam inconclusivos (19,46,50,51). Embora investigagdes
posteriores tenham relativizado estes resultados iniciais, o GPC1 continua a ser
considerado um dos biomarcadores mais promissores para a dete¢ao precoce
do cancro do pancreas. O seu desempenho parece ser particularmente relevante
quando integrado numa estratégia de «duplo sinal», combinando
simultaneamente a analise do mMRNA exossomal de GPC1 e da proteina GPC1
presente em microvesiculas associadas ao tumor, aumentando a robustez
diagnostica da abordagem (49). Além do GPC1, outras assinaturas vesiculares
tém demonstrado interesse clinico. Entre estas destacam-se o racio miR-95-
3p/miR-26b-5p e a presenca da proteina EphA2, que permitem diferenciar
eficazmente o PDAC de patologias benignas, como a pancreatite crénica, bem
como de lesdes pré-neoplasicas, nomeadamente os neoplasmas mucinosos
papilares intraductais (IPMN) (35,49,51).

3.2.4 Métodos de analise disponiveis

O isolamento das vesiculas extracelulares continua a representar um importante

desafio técnico devido a sua reduzida abundancia relativa nos fluidos biologicos
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e a heterogeneidade das populagdes vesiculares presentes. A ultracentrifugacéo
diferencial permanece a técnica historicamente mais utilizada e considerada o
método de referéncia para o isolamento de VE. Contudo, apresenta varias
limitagdes, incluindo um elevado gasto de tempo, custos significativos e o risco
de alterar a integridade estrutural das vesiculas durante o processo de
isolamento (19,47). Como alternativa, a cromatografia por exclusdo de tamanho
(Size Exclusion Chromatography - SEC) tem vindo a ganhar relevancia por
permitir a obtencao de preparagdes com maior pureza e melhor preservagao da
atividade biologica das vesiculas extracelulares (19,47). Mais recentemente, tém
sido desenvolvidas tecnologias inovadoras destinadas a automatizar e
padronizar o processo de isolamento. Um exemplo € o sistema EXODUS, que
utiliza oscilagdes de pressao negativa para promover um isolamento ultrarrapido
das vesiculas extracelulares, permitindo concluir o processo em menos de 10

minutos (47).

Para a detec&o altamente sensivel do GPC1, foram igualmente desenvolvidas
varias plataformas analiticas avancadas. Entre estas destaca-se a plataforma de
biépsia nanoliquida, baseada na co-reconhecimento do GPC1 e da proteina
EphA2 através de nanoparticulas magnéticas e de ouro. A amplificagdo do sinal
€ posteriormente realizada por espectrometria de massa com plasma
indutivamente acoplado (ICP-MS), permitindo atingir um limite de detegédo de
apenas 78 pg/mL (51). Outra tecnologia promissora & o biochip de
nanoparticulas lipoplex imunizadas, que possibilita a detecdo simultdnea da
proteina GPC1 e do respetivo mMRNA ao nivel de uma unica vesicula extracelular,
utilizando microscopia de fluorescéncia por reflexao interna total (TIRFM) (49).
Por sua vez, a analise por espectrometria de massa MALDI-TOF (Matrix-
Assisted Laser Desorption/lonization — Time of Flight), associada a utilizagao de
marcadores de massa ligados a nanoparticulas de ouro, permite uma
quantificacdo precisa dos exossomas GPC1 positivos (GPC1(+)), abrangendo
uma ampla gama dinamica de concentragdes (52).

3.2.5 Interpretagao clinica dos resultados

Do ponto de vista clinico, os niveis de GPC1 associados a VE apresentam uma
forte correlagdo com a carga tumoral e com o estadiamento TNM da doenca
(36,49,51,52). Uma diminuig¢ao rapida das concentragdes de GPC1 apds cirurgia
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constitui geralmente um indicador favoravel de ressegdo tumoral eficaz,
enquanto a persisténcia ou o reaparecimento precoce deste biomarcador pode
sugerir a presenga de doencga residual ou o desenvolvimento de uma recidiva
tumoral (19,49).Diversos estudos prospetivos demonstraram ainda que a
integragdo do GPC1 em painéis multi-analiticos, combinando este marcador com
o CA19-9 e diferentes perfis de miRNA, permite melhorar significativamente o
desempenho diagndstico. Nestes modelos combinados, a AUC ultrapassa
frequentemente 0,90, superando claramente os resultados obtidos com a
utilizagdo isolada do CA19-9 (35,43,49).

3.2.6 Limitagbes atuais, constrangimentos técnicos, biolégicos e clinicos

Apesar do seu elevado potencial, a aplicagéo clinica das vesiculas extracelulares
continua limitada por varios obstaculos metodolégicos e bioldégicos. Um dos
principais desafios reside na auséncia de protocolos de isolamento
universalmente padronizados, o que gera uma consideravel heterogeneidade
dos resultados entre laboratoérios e dificulta a comparagao direta dos estudos
disponiveis (19,44,49). Do ponto de vista bioloégico, a analise das VE é
frequentemente dificultada pela presenca de lipoproteinas plasmaticas e de
vesiculas extracelulares provenientes de células hematopoiéticas saudaveis,
que podem contaminar as amostras e reduzir a capacidade de identificagdo do
sinal tumoral especifico, particularmente nos estadios precoces da doenca
(19,47). Outra limitagdo importante diz respeito a especificidade do GPC1.
Embora este biomarcador esteja fortemente associado ao cancro do péncreas,
a sua expressao nao € exclusiva deste tumor. Niveis elevados de GPC1 também
foram descritos em outros tipos de neoplasias, incluindo os cancros da mama,
do esofago e colorretal, o que limita a sua especificidade enquanto marcador
exclusivo do PDAC (49,51). Além disso, a implementacédo destas abordagens
em larga escala continua condicionada pelos elevados custos associados as
tecnologias analiticas mais avangadas. Equipamentos como a TIRFM, a ICP-MS
e a MALDI-TOF MS exigem infraestruturas especializadas, investimento
financeiro significativo e pessoal altamente qualificado. Em alguns casos, a
necessidade de volumes relativamente elevados de amostra bioldgica constitui
também uma limitagdo adicional para a aplicagdo em programas de rastreio

populacional (19,44).
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Em sintese, as vesiculas extracelulares, e particularmente o GPC1, representam
uma das evolugdes mais promissoras da bidpsia liquida moderna. No entanto,
devido a sua especificidade limitada para o érgédo de origem e aos desafios
técnicos ainda existentes, estes biomarcadores ndo podem atualmente ser
considerados suficientes como estratégia diagnostica isolada (35,44,49). O seu
futuro parece residir na utilizagcdo de painéis multimarcadores integrados,
combinando a dete¢do de GPC1 com outros marcadores membranares, como
EphA2 e EpCAM, bem como com RNA nado codificantes vesiculares e
biomarcadores proteicos convencionais, como o CA19-9 (13,17,18,22,23). A
integracao destes dados atraves de algoritmos de inteligéncia artificial e modelos
de aprendizagem automatica constitui atualmente a estratégia mais promissora
para alcangar os niveis de sensibilidade e especificidade necessarios a
implementagdo de programas de detegcdo precoce sistematica e clinicamente

robusta do cancro do pancreas (19,44,45,49,50).
3.3 MicroRNA e outros RNA nao codificantes
3.3.1 Origem biolégica e definicdo

Os RNA nao codificantes (ncRNA) constituem uma classe heterogénea de
moléculas transcritas a partir de aproximadamente 60% do genoma humano,
mas que nao sao traduzidas em proteinas (53). Estes RNA sdo geralmente
classificados de acordo com o seu tamanho em duas grandes categorias: os
pequenos RNA nao codificantes (small non-coding RNA - sncRNA), com menos
de 200 nucledtidos, dos quais os microRNA (miRNA), com cerca de 18 a 25
nucleotidos, representam o grupo mais estudado; e os RNA nao codificantes
longos (long non-coding RNA - IncRNA), que possuem mais de 200 nucledtidos
(19,54). A estas categorias juntam-se os RNA circulares (circRNA),
caracterizados por uma estrutura em anel fechado formada por uma ligagcéo
covalente entre as extremidades da molécula. Esta conformacéo particular
confere-lhes uma elevada resisténcia a degradagdo por exonucleases
circulantes, tornando-os significativamente mais estaveis do que os RNA
lineares (19,44). No contexto da biopsia liquida, os ncRNA podem ser libertados
para a circulagao através de mecanismos passivos, associados a apoptose ou a
necrose celular, ou por mecanismos ativos de secrecao seletiva. Esta libertacao

ocorre predominantemente através da sua incorporagcdo em vesiculas
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extracelulares, como o0s exossomas, ou sob a forma de complexos
ribonucleoproteicos associados a proteina Argonaute 2. Estes mecanismos de
protecdo permitem preservar a integridade das moléculas de RNA em ambientes
bioldgicos ricos em RNases, como o plasma e o soro (19,44).

3.3.2 Papel no organismo e na fisiopatologia tumoral

Os miRNA desempenham um papel central na regulagéo pods-transcricional da
expressdo génica. O seu mecanismo de agdo baseia-se na ligacédo
complementar a regido 3’ ndo traduzida (3'UTR) dos mRNA alvo, promovendo a
sua degradagédo ou inibindo a sua tradugdo em proteinas (11,19,40). Durante a
carcinogénese pancreatica, este sistema regulador sofre profundas alteragdes.
Os miRNA cuja sobre-expressédo contribui para a transformacdo maligna, a
progressao tumoral, a invasédo tecidular e a evasao imunitaria sdo designados
por oncomiR (11,53). Entre os exemplos mais relevantes encontra-se o miR-21,
considerado um dos oncomiRs mais importantes no PDAC. A sua sobre-
expressdo conduz a inibicdo de genes supressores tumorais fundamentais,
como PTEN e PDCD4, promovendo a ativagéo das vias de sinalizacdo PISK/AKT
e MAPK, diretamente envolvidas na sobrevivéncia, proliferagdo e resisténcia
terapéutica das células tumorais (11,40,53). Paralelamente, alguns RNA nao
codificantes longos (IncRNA) desempenham fungbes reguladoras ao nivel da
organizagédo da cromatina e da expressao génica. Moléculas como HOTAIR e
MALAT1 encontram-se frequentemente sobre-expressas no PDAC e contribuem
para a progressao tumoral através da promoc¢édo da EMT, fendmeno associado
ao aumento da invasividade celular e da capacidade metastatica (11,44,53).

3.3.3 Interesse especifico no cancro do pancreas e na detecio precoce

O interesse dos ncRNA no contexto do PDAC reside na sua capacidade de
refletir alteragbes biologicas muito precoces, frequentemente antes do
aparecimento de uma massa tumoral detetavel pelos métodos imagiologicos
convencionais. Entre os biomarcadores mais promissores destaca-se o miR-
483-3p, cuja sobre-expressdo foi demonstrada ja ao nivel das lesbes pré-
neoplasicas pancreaticas, evidenciando o seu potencial para a identificagéo de
alteragdes iniciais da carcinogénese pancreatica (36,44). Do ponto de vista
funcional, este microRNA atua através da inibicdo direta do gene SMAD4, um
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regulador central da via de sinalizagdo TGF-[3, cuja perda favorece a proliferagéo
celular descontrolada, a progressdo tumoral e a evasao imunitaria (53). A
detecdo do miR-483-3p no soro ou em exossomas circulantes permite identificar
doentes com PDAC localizado, apresentando uma AUC compreendida entre
0,81 e 0,83 (36,44,55). Para além da sua utilidade diagnéstica, este biomarcador
demonstrou também interesse na diferenciagado entre o PDAC e determinadas
lesdes quisticas pancreaticas, nomeadamente os IPMN (53).

Un conceito inovador e particularmente robusto tem emergido para otimizar a
precisdo do rastreio : a utilizacdo de racios de microRNA. A analise de racios,
como o racio miR-95-3p/miR-26b-5p, permite ultrapassar os principais desafios
relacionados com a normalizagcdo dos dados nos biofluidos (56). Ao utilizar um
par de miRNA (um sobre-expresso e outro subexpresso ou estavel), € possivel
compensar as variagdes interindividuais da concentragao plasmatica e os vieses
pré-analiticos (56). Este racio miR-95-3p/miR-26b-5p demonstrou uma
capacidade excecional para distinguir o PDAC da pancreatite crénica,
apresentando uma sensibilidade de 86,7% e uma especificidade que atingiu
100% em algumas coortes de validag&o (35,56).

3.3.4 Meétodos de analise disponiveis

A quantificagdo dos ncRNA baseia-se tradicionalmente na técnica de transcricao
reversa seguida de reagcdo em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real
(RT-gPCR), considerada o método de referéncia devido a sua elevada
sensibilidade, especificidade e reprodutibilidade. Esta abordagem utiliza
frequentemente reagentes fluorescentes, como o PowerUp™ SYBR™ Green,
permitindo a quantificacdo precisa da expressao de microRNA especificos
(19,57). Para a identificacdo de assinaturas transcriptdmicas mais complexas e
para a descoberta de novos biomarcadores, recorre-se frequentemente ao
sequenciacdo de nova geragdo (Next-Generation Sequencing - NGS).
Plataformas como o NovaSeq 6000 permitem uma analise abrangente do
chamado « circuloma », possibilitando a caracterizagdo simultanea de multiplas
especies de RNA circulantes presentes nos biofluidos (19,57). Paralelamente,
tém sido desenvolvidas tecnologias inovadoras destinadas a simplificar e
acelerar a aplicagao clinica destas analises. Um exemplo relevante € a
plataforma de multiplexagem Abcam FirePlex™, que permite a detecéo
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simultédnea de até 68 microRNA diferentes a partir de apenas 20 pL de plasma
(19). Uma das principais vantagens desta tecnologia consiste na eliminagao das
etapas convencionais de extracdo e purificagdo do RNA, reduzindo
significativamente os vieses pré-analiticos e encurtando o tempo necessario
para obtencdo dos resultados. Esta caracteristica torna-a particularmente
atrativa para uma futura integracdo em contextos hospitalares de rotina (19).
Mais recentemente, surgiram novas abordagens baseadas em
nanobiotecnologia, incluindo biossensores nanoestruturados e técnicas de
detegdo fundamentadas na ressonancia plasmonica de superficie (Surface
Plasmon Resonance — SPR) ou na espectroscopia Raman intensificada por
superficie (Surface-Enhanced Raman Spectroscopy - SERS). Estas tecnologias
permitem uma detecdo ultrassensivel dos ncRNA sem necessidade de
amplificacdo prévia, reduzindo simultaneamente o tempo de analise e
aumentando o potencial de aplicag&o clinica em programas de detegéo precoce
(43).

3.3.5 Interpretagao clinica dos resultados

A interpretagao clinica dos ncRNA evoluiu para uma ferramenta diagnostica de
elevado desempenho, capaz de colmatar as limitagdes dos biomarcadores
convencionais (43,44). Uma meta-analise de grande dimensdo demonstrou que
os painéis de miRNA alcangcam uma sensibilidade de 88% e uma especificidade
de 91% para a detegdo do PDAC, com uma AUC global de 0,95, superando
significativamente o desempenho do CA19-9 (43). O principal valor diagnostico
destas assinaturas reside na sua capacidade para realizar um diagnostico
diferencial fiavel entre o0 PDAC e a pancreatite crénica, uma situagao frequente
em imagiologia (43,56,57). Por exemplo, painéis que incluem miR-1246, miR-
205-5p e miR-191-5p apresentaram uma precisao diagnostica de 94,4% para
esta distingao (44). Clinicamente, a utilizagdo de racios como o miR-95-3p/miR-
26b-5p permite identificar doentes nos estadios | e Il, com uma especificidade
que pode atingir 96,6%. Além disso, a aplicagdo de um score de risco baseado
numa assinatura composta por 20 miRNA, validada em mais de 800 amostras,
demonstrou a capacidade de manter uma AUC de 0,87 em diferentes
plataformas tecnoldgicas, incluindo microarray e sequenciacdo de RNA (58).

Estes biomarcadores conservam igualmente a sua utilidade diagnodstica nos 5%
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a 10% de doentes Lewis-negativos (43,58). A combinagéo destas assinaturas de
RNA com o CA19-9 permite aumentar a AUC diagnostica de 0,89 para 0,94,
melhorando significativamente a estratificagdo dos doentes suspeitos e
orientando de forma mais precisa aqueles que poderdo beneficiar de uma
abordagem cirurgica precoce (19,44).

A integracdo da IA tornou-se indispensavel para o tratamento destes dados de
elevada numero. A utilizagdo de algoritmos como o Random Forest, associada
a analise SHAP (Shapley Additive explanations), permite identificar a importancia
relativa de cada miRNA como o miR-6875-5p ou o miR-196a-5p na predi¢cao
diagnostica, reduzindo assim o carater de « caixa negra » frequentemente

associado aos modelos de IA (58).
3.3.6 Limitagbes atuais, constrangimentos técnicos, biolégicos e clinicos

Apesar do potencial promissor dos ncRNA como biomarcadores para a detegao
precoce do PDAC, a sua implementacédo clinica continua condicionada por
diversas limitagdes metodologicas e biolégicas. Um dos principais desafios
reside na significativa heterogeneidade pré-analitica observada entre estudos e
laboratérios. A auséncia de protocolos universalmente padronizados para a
extragdo, isolamento e quantificagdo do RNA compromete a comparabilidade
dos resultados. Adicionalmente, existe uma grande variabilidade na escolha dos
genes ou moléculas de referéncia utilizados para normalizagdo, sendo
frequentemente utilizados controlos distintos, como o U6 sncRNA ou o miR-16,
o que dificulta a reprodutibilidade dos dados e a definicdo de valores de
referéncia clinicamente robustos (41,44,55). Do ponto de vista biologico, a
principal limitagdo esta relacionada com a especificidade insuficiente para o
orgéo de origem. Muitos dos microRNA associados ao PDAC pertencem ao
grupo dos oncomiRs, cuja expressdo alterada também é observada noutros
tumores sdlidos. Além disso, a expressdo destes biomarcadores pode ser
influenciada por diversas condi¢des sistémicas ndo malignas, como o diabetes
mellitus, processos inflamatorios, reduzindo a sua especificidade diagnostica
quando utilizados isoladamente (41,55). Outro aspeto relevante prende-se com
a existéncia de diferengas bioldgicas associadas ao sexo. Estudos recentes
demonstraram que determinados microRNA apresentam comportamentos

distintos em homens e mulheres. Por exemplo, a expressdo do miR-27a-3p
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encontra-se correlacionada com o estadio tumoral nas mulheres, enquanto os
miR-17-5p e miR-20a-5p demonstram uma associagao semelhante nos homens.
Estas observagbes sugerem que futuras estratégias diagnosticas poderao
necessitar de limiares especificos ajustados ao sexo, de forma a otimizar a
precisdo dos testes (59). Do ponto de vista tecnoldgico, a utilizacdo de
plataformas avangadas de NGS continua limitada pelo seu elevado custo, pela
necessidade de infraestruturas especializadas e pela complexidade dos
processos bioinformaticos necessarios para a analise e interpretacao dos dados
obtidos (42).

Em sintese, os microRNA e outros ncRNA circulantes representam uma das
categorias mais promissoras de biomarcadores emergentes para o diagnostico
precoce do cancro do pancreas. A elevada estabilidade destas moléculas e a
detecao precoce de alteragdes associadas a marcadores como o miR-483-3p,
bem como a utilizagdo de estratégias inovadoras baseadas em racios de
microRNA, reforgcam o seu potencial clinico. No entanto, estes biomarcadores
nao parecem destinados a ser utilizados isoladamente. O seu maior valor reside
na integracdo em painéis multi-6micos. As estratégias mais promissoras incluem
a associacao de assinaturas de oncomiRs, perfis de metilagdo do DNA,
biomarcadores proteicos convencionais e algoritmos de inteligéncia artificial
interpretavel, capazes de integrar e analisar simultaneamente multiplas variaveis

biolégicas (55).

A longo prazo, o sucesso do rastreio precoce do PDAC dependera
provavelmente de abordagens multimodais e protocolos que permitam atingir os
niveis de sensibilidade e especificidade necessarios para uma vigilancia eficaz
das populacgdes de alto risco, contribuindo para um diagndstico mais precoce e
para uma melhoria significativa do prognodstico dos doentes.

3.4 Biomarcadores proteicos e proteédmica circulante
3.4.1 Origem biologica e definigdo

O proteoma circulante, também designado por secretoma, corresponde ao
conjunto de proteinas e peptideos libertados pelas células para os fluidos
bioldgicos, constituindo uma importante fonte de biomarcadores para o PDAC
(30,42). A presencga destas moléculas na circulagao resulta de dois mecanismos
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biolégicos distintos, mas complementares: a secrecdo ativa e a libertagcéo
passiva (30). A secrecao ativa envolve proteinas sintetizadas pelas células
tumorais ou pelas células do estroma tumoral circundante, que sé&o
posteriormente libertadas através de vias secretoras classicas ou encapsuladas
em vesiculas extracelulares (30). Como exemplo, a GPC1 pode ser libertada sob
uma forma soluvel apds clivagem da membrana celular ou permanecer
associada a membrana dos exossomas (48,49). Por outro lado, a libertagcéo
passiva resulta diretamente da fisiopatologia agressiva do PDAC. Os fenbmenos
de apoptose, necrose tecidular e remodelacdo intensa da matriz extracelular
promovem a libertacdo de componentes estruturais e enzimaticos para a
circulagao sanguinea (30). Este processo € amplificado pela intensa reacéo
desmoplasica, uma caracteristica marcante do cancro do pancreas, que altera
profundamente as trocas moleculares entre o tumor e os sistemas vascular e
linfatico (30). No contexto do PDAC, os biomarcadores proteicos circulantes
incluem uma grande diversidade de moléculas, como glicoproteinas de
superficie, enzimas proteoliticas, citocinas inflamatérias e fatores de crescimento
(11,41).

3.4.2 Papel no organismo e na fisiopatologia tumoral

Em condigdes fisiologicas, muitas proteinas circulantes desempenham fungdes
essenciais de sinalizagcao celular, transporte molecular e manutengao estrutural
dos tecidos. Contudo, durante a progressao do PDAC, tanto as células tumorais
como o seu microambiente desmoplasico promovem alteragbes profundas no
perfil proteico sistémico (11,41,60). O secretoma tumoral ndo deve ser encarado
apenas como um subproduto metabdlico da atividade neoplasica. Pelo contrario,
constitui um elemento central da progressao tumoral, participando ativamente na
comunicagdo paracrina e sistémica (34,42). Entre os biomarcadores mais
relevantes encontram-se o TIMP1 (Tissue Inhibitor of Metalloproteinases-1) e o
LRG1 (Leucine-Rich Alpha-2 Glycoprotein 1), proteinas ativamente secretadas
pelas células tumorais e pelo microambiente tumoral. Estas moléculas
contribuem para a invasao celular, remodelacdo da matriz extracelular e
angiogénese através da ativagdo de multiplas vias de sinalizagdo oncogénicas
(11,35). Paralelamente, o ambiente inflamatério associado ao PDAC promove a
libertacdo de diversas citocinas pré-inflamatorias, incluindo a interleucina-6 (IL-
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6) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a). Estas moléculas n&o favorecem
apenas a proliferagao tumoral e a sobrevivéncia celular, mas também participam
no desenvolvimento de sindromes paraneoplasicos, como a caquexia associada
ao cancro (11). A analise protedmica permite igualmente identificar alteragdes
da resposta imunitaria sistémica. Entre estas destacam-se os aumentos de
proteinas da familia S100, nomeadamente S100A6 e S100A8, observados em
monacitos e células dendriticas circulantes de doentes com PDAC. O plasma
humano é dominado por proteinas altamente abundantes, como a albumina, que
podem mascarar biomarcadores presentes em concentragdes muito reduzidas.
Por este motivo, a identificagdo de proteinas tumorais especificas exige técnicas
de protedmica de alta resolucédo capazes de detetar sinais moleculares de baixa
abundancia (30,34). Neste contexto, a exploragao de outros biofluidos tem ganho
crescente interesse. A urina, por exemplo, constitui uma alternativa
particularmente atrativa, uma vez que apresenta um secretoma mais estavel,
menos complexo do que o plasma e pode ser obtida de forma totalmente nao
invasiva (30).

3.4.3 Interesse especifico no cancro do pancreas e limitagées do CA19-9

O interesse dos biomarcadores proteicos reside na sua acessibilidade e na sua
utilizagcdo rotineira nos laboratérios de analises clinicas. Contudo, o CA19-9
apresenta limitagdes criticas para o rastreio precoce: carece de especificidade
(elevagdes frequentes em casos de colestase ou pancreatite) e de sensibilidade
nos estadios iniciais da doenca (11,35,41,42,44). Para ultrapassar esta limitagao,
o DUPAN-2, precursor do CA19-9, surge como uma alternativa diagnostica
valiosa nestes doentes (11,35,41). Adicionalmente, a utilizagdo de painéis que
combinam o CA19-9 com TIMP1 e LRG1 permite aumentar significativamente a
detecdo dos cancros em estadio | e Il quando comparada com a utilizagcao
isolada deste marcador (37,41).

3.4.4 Meétodos de analise disponiveis

A quantificagcdo das proteinas baseia-se classicamente em técnicas
imunologicas como o ELISA ou a eletroquimioluminescéncia (ECLIA)
(42,43,48,61). No entanto, o surgimento da protedmica de alto débito esta a
transformar a descoberta de biomarcadores. A espectrometria de massa
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(nomeadamente a MALDI-TOF MS) permite gerar « impressdes digitais
proteicas » seéricas complexas para identificar assinaturas discriminativas
(34,41). Abordagens inovadoras, como a tecnologia APTASHAPE, que utiliza
bibliotecas de aptédmeros (oligonuclettidos modificados) capazes de se ligar
especificamente a qualquer epitopo proteico, permitem a analise simultdnea de
milhares de moléculas a um custo reduzido (42). Por outro lado, a analise do
proteoma urinario (incluindo LYVE-1 (Lymphatic Vessel Endothelial Hyaluronan
Receptor 1), REG1B (Regenerating Family Member 1 Beta) e TFF1 (Trefolil
Factor 1)) surge como uma alternativa totalmente ndo invasiva e termoestavel,
simplificando os constrangimentos pré-analiticos em comparagao com o plasma
(30,41,42).

3.4.5 Interpretagao clinica dos resultados

A interpretacao clinica orienta-se cada vez mais para algoritmos de pontuacao
de risco multi-analitos. A integracdo de painéis de proteinas séricas (score
PancRISK ou painéis que incluem MUCS5AC) permite atingir AUC diagnosticas
superiores a 0,90 (30,41,42,44). O desenvolvimento do score PancRISK constitui
um modelo preditivo baseado numa assinatura protedmica urinaria que inclui trés
proteinas-chave: LYVE-1, REG1B e TFF1 (30,41). O score PancRISK integra as
concentracdes destas proteinas com a idade do doente e o nivel de creatinina
urinaria para gerar uma probabilidade de presenga tumoral (41). A adigdo do
CA19-9 plasmatico a este painel urinario permite alcangar niveis excecionais de
sensibilidade e especificidade, na ordem dos 96%, para distinguir individuos
saudaveis de doentes com PDAC (41). No contexto da detegao precoce, este
score demonstrou uma elevada robustez ao manter uma AUC de 0,892 até um
ano antes do diagnastico clinico, tornando-se uma das ferramentas de rastreio
nao invasivo mais promissoras para populagdes de alto risco (41). Do ponto de
vista progndstico, niveis pré-operatérios muito elevados de CA19-9 (> 529 U/mL
em algumas recomendacgdes) estdo associados a um elevado risco de
metastases ocultas, orientando a estratégia terapéutica para uma quimioterapia
neoadjuvante em vez de uma abordagem cirurgica imediata (11,35,41,44). A
cinética pos-operatoria dos biomarcadores proteicos (diminuigdo rapida versus
persisténcia dos niveis elevados) constitui igualmente um indicador robusto da

eficacia da ressegdo cirurgica e do risco de recidiva precoce (11,35,41,61).
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A interpretagao clinica dos biomarcadores proteicos tem também evoluido para
responder ao desafio do diagndstico diferencial entre o PDAC e a pancreatite
cronica (57). Neste contexto, a mucina MUCSAC, uma glicoproteina de elevado
peso molecular normalmente ausente no pancreas saudavel, emergiu como um
biomarcador discriminativo particularmente relevante (11). A MUC5AC encontra-
se sobre-expressa precocemente, ja nos estadios das PanIN e dos neoplasmas
quisticos, como os IPMN (30). O seu interesse diagnostico reside na capacidade
de identificar processos malignos em situagdes nas quais o CA19-9 pode
apresentar limitagdes devido a presenca de fendmenos inflamatérios ou de
colestase (19,30). Estudos multicéntricos demonstraram que a deteg&o sérica de
MUCSAC, frequentemente combinada com o CA19-9, permite atingir uma AUC
entre 0,82 e 0,91, melhorando significativamente a especificidade do rastreio em
doentes com suspeita de massas pancreaticas (30,36).

3.4.6 Limitacdes atuais e constrangimentos clinicos

Apesar destes avancgos, varios obstaculos continuam a limitar a adog¢do da
protedmica na pratica clinica de rotina. Além disso, muitas proteinas, como o
TIMP1 ou diversas citocinas inflamatérias, apresentam uma especificidade de
orgao limitada, podendo igualmente estar aumentadas noutros tipos de cancro
ou em doencgas inflamatorias sistémicas. Do ponto de vista técnico, a
complexidade do proteoma plasmatico, dominado por proteinas com abundancia
elevada como a albumina, exige etapas de deplecao dispendiosas e complexas
para permitir a detecdo de biomarcadores tumorais presentes em baixas
concentragodes (30,34).

Do ponto de vista clinico a variabilidade interindividual relacionada com
diferentes comorbilidades, como a diabetes, aictericia ou a insuficiéncia
renal (hno caso dos biomarcadores urinarios), impde igualmente uma
padronizacdo rigorosa dos limiares clinicos utilizados para interpretacdo dos
resultados (31,36,41). Por fim, a auséncia de uma padroniza¢éo internacional
dos valores de positividade entre as diferentes plataformas analiticas limita a
reprodutibilidade dos resultados e dificulta a comparacao direta entre centros e
estudos (11,31,36).
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Os biomarcadores proteicos continuam a constituir um dos pilares do diagnostico
do cancro do péncreas. Embora o CA19-9, utilizado isoladamente, seja
insuficiente para responder aos desafios do rastreio precoce, a sua combinagao
com painéis de proteinas complementares, como DUPAN-2, TIMP1 e LRG1,
bem como com assinaturas metabolomicas e gendmicas, representa a base das
futuras estratégias de detegado precoce (34,41,44). O futuro passa pelo
desenvolvimento e implementacio de testes multiplex automatizados, validados
em grandes coortes prospetivas, capazes de identificar com elevada
especificidade os doentes que deverado beneficiar de exames imagioldgicos mais

complexos ou de intervengdes terapéuticas precoces (11,41,42).
3.5 Células tumorais circulantes
3.5.1 Origem biologica e definigdo

As CTC sao células cancerigenas que se desprendem do tumor primario ou de
locais metastaticos para penetrar no compartimento vascular (11,19). Sé&o
consideradas as « sementes » da disseminagdo metastatica, circulando na
corrente sanguinea para colonizar 6rgaos distantes (11,51). No PDAC, a sua
presenca € extremamente rara, com uma concentracdo frequentemente
estimada em apenas uma célula por mil milhdes de células sanguineas normais,
ou entre 1 e 100 células por 10 mL de sangue (35,51). Ao contrario dos
biomarcadores acelulares (ctDNA, exossomas), que resultam de processos de
degradacéao ou secregao, as CTC representam entidades celulares completas e
potencialmente viaveis, conservando a integridade da informagdo genodmica,

transcriptomica e protedmica da célula de origem (34,35).
3.5.2 Papel no organismo e na fisiopatologia tumoral

A fisiopatologia das CTC esta intrinsecamente ligada ao processo de EMT (19).
Para conseguirem infiltrar-se nos vasos sanguineos, as células do PDAC
perdem progressivamente as suas caracteristicas epiteliais e adquirem um
fendtipo mesenquimatoso mais invasivo, caracterizado pela expressdo de
proteinas como a vimentina e a N-caderina (11,19). Uma vez na circulagdo, a
sua sobrevivéncia é curta, estimando-se uma duracéo entre 1 e 2,5 horas, devido
as forcas mecanicas de cisalhamento e a acdo do sistema imunitario (19,32).
Para contrariar estas agressdes, as CTC podem agregar-se a TEP, formando

61/91



Biomarcadores precoces e bidpsia liquida no cancro do pancreas

um escudo fisico que as protege da vigilancia imunologica e facilita a sua fixagéo
em nichos pré-metastaticos (32,41). Estas células refletem a heterogeneidade
espacial e temporal da carga tumoral global, oferecendo uma visdo mais
abrangente da doenga do que as bidpsias tecidulares convencionais realizadas

num unico local e num unico momento (34).
3.5.3 Interesse especifico no cancro do pancreas e na detecéo precoce

O principal interesse das CTC reside na sua elevada especificidade: estédo
virtualmente ausentes em individuos saudaveis, tornando qualquer detegao
altamente sugestiva de um processo maligno (19,35). Estudos sugerem que a
disseminagdo hematogénica podera ser um acontecimento extremamente
precoce, ocorrendo mesmo antes da formacao de uma massa tumoral visivel por
imagiologia (19). A detecdo de células epiteliais circulantes (CEC) foi assim
descrita em 40% dos doentes portadores de lesdes quisticas pré-neoplasicas
(IPMN, PanIN) (19,35). Embora a sua raridade no estadio | limite a sua utilizag&o
como método de rastreio em monoterapia, a sua detegcdo em estadios
localizados apresenta uma sensibilidade de 75% e uma especificidade de 96,4%
(19,35). A integracao das CTC com outros biomarcadores, como 0s exossomas
GPC1(+), permitiu atingir uma sensibilidade diagnéstica de 100% em algumas

coortes prospetivas (35,44).
3.5.4 Meétodos de analise disponiveis

O isolamento e a caracterizacdo das CTC no ambito do « circuloma »
pancreatico representam um dos desafios técnicos mais complexos da bidpsia
liquida, devido a sua extrema raridade e fragilidade estrutural (34,36). Os
diferentes métodos dividem-se classicamente em duas etapas sequenciais: 0
enriquecimento, que visa aumentar a concentragdo de células tumorais
relativamente ao ruido de fundo celular sanguineo, e a detegéo, destinada a

confirmar a origem maligna das células capturadas (34,36).

As estratégias de enriquecimento bioldgico constituem a abordagem mais
amplamente documentada, tendo como referéncia o sistema CellSearch, a unica
tecnologia aprovada pela FDA para determinados tumores solidos (19,35,44).
Este sistema baseia-se na utilizagdo de esferas imunomagnéticas

funcionalizadas com anticorpos dirigidos contra o antigénio de superficie EpCAM
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(Epithelial Cell Adhesion Molecule) (19,36,44). Contudo, a eficacia desta
abordagem no PDAC é comprometida pelo processo de transicdo EMT, durante
0 qual as células tumorais perdem a expressao dos seus marcadores epiteliais
e adquirem um fendtipo mais invasivo (19,34,36,44). Esta heterogeneidade
fenotipica gera um numero significativo de falsos negativos, limitando a

sensibilidade da captura imunomagnética convencional (19,34,36).

Para ultrapassar estas limitagcbes, foram desenvolvidos métodos de
enriquecimento fisico, ou label-free, que exploram as diferengas de propriedades
biofisicas entre as células tumorais e as células hematopoiéticas normais
(19,36). Estas técnicas utilizam membranas microporosas para filtragao por
tamanho (sistema CellSieve), gradientes de densidade por centrifugagcéo ou
ainda dispositivos microfluidicos avangados (19,36). O sistema microfluidico
SMART-Chip ilustra esta evolugdo, manipulando fluxos laminares para isolar as
CTC de acordo com a sua morfologia, permitindo reduzir o tempo de
processamento das amostras em mais de 50% quando comparado com métodos
manuais (19). Paralelamente, abordagens baseadas na dieletroforese permitem
manipular as células de acordo com a sua capacitadncia membranar, constituindo
uma alternativa interessante para a captura de CTC que sofreram uma EMT
completa (19,36).

Para aumentar a taxa de detecdo face a raridade das CTC nos estadios
precoces, foram desenvolvidas estratégias baseadas no aumento do volume de
sangue analisado e na otimiza¢do do local de colheita (19,44). A leucoaférese
diagndstica permite analisar volumes de sangue muito superiores aos das
colheitas convencionais (até varios litros), aumentando significativamente a
probabilidade de captura e permitindo atingir taxas de detecdo de 74% nas
formas metastaticas (44). De igual modo, a colheita de sangue da veia porta
demonstrou um rendimento superior ao do sangue periférico, devido a sua maior

proximidade anatomica com o tumor (19,44).

Uma vez concluida a etapa de enriquecimento, a fase de detecdo e
caracterizagdo recorre a métodos de imagiologia ou de analise molecular
(19,36). A imunocitoquimica, associada a microscopia de fluorescéncia de alta
resolucdo (como o sistema ACCEPT), permite visualizar simultaneamente

marcadores de superficie (citoqueratinas, vimentina) e marcadores nucleares
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(DAPI), confirmando a viabilidade e a origem das células analisadas
(19,32,36,44). Paralelamente, abordagens moleculares baseadas em RT-gPCR
ou em NGS permitem detetar transcritos tumorais especificos ou mutagdes
oncogénicas, como as mutagdes do KRAS (19,36,44). O aparecimento da
sequenciacdo de célula unica (single-cell NGS) representa atualmente o nivel
tecnolégico mais avangado desta area, permitindo caracterizar a
heterogeneidade genomica e transcriptomica intratumoral e identificar as
subpopulagdes celulares responsaveis pela resisténcia terapéutica e pela
disseminagdo metastatica (19,44).

3.5.5 Interpretagao clinica dos resultados

A interpretacdo clinica das CTC no PDAC baseia-se no seu estatuto de
entidades celulares completas, consideradas os vetores da disseminacao
metastatica (19,35). Ao contrario do ctDNA ou dos exossomas, as CTC
conservam a integridade da informagao genodmica, transcriptomica e protedmica
da célula de origem, permitindo uma analise funcional da viabilidade tumoral
(19,34).

Do ponto de vista diagnostico, o principal interesse das CTC reside na sua
excecional especificidade, uma vez que estdo virtualmente ausentes em
individuos saudaveis (35). A detegdo de CEC foi descrita em 33% a 40% dos
doentes portadores de PanIN ou IPMN, sugerindo que a disseminagéo
hematogénica é um acontecimento muito precoce, ocorrendo antes mesmo da
formagdo de uma massa tumoral visivel por imagiologia (19,32,35). Embora a
sua raridade limite a sensibilidade diagnostica quando utilizadas isoladamente
(cerca de 75% nos estadios localizados), a sua integragao em abordagens multi-
analiticas revela um desempenho particularmente elevado (19,32). A associagéo
das CTC com o CA19-9 ou com exossomas GPC1(+) permite atingir niveis de
precisdo diagnostica e de sensibilidade até 97,5%, podendo mesmo alcangar
100% em algumas coortes prospetivas (19,34,35).

A interpretacao prognostica baseia-se principalmente na quantificagdo das CTC.
Uma contagem elevada, geralmente definida por um limiar igual ou superior a 3
CTC por 4 mL de sangue, constitui um fator independente de mau progndstico,
associado a uma reducdo da sobrevivéncia global (OS) e da sobrevivéncia livre
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de progressao (PFS). Para além da simples quantificagdo, a caracterizagéo
fenotipica das CTC fornece informag¢des importantes sobre a agressividade da
doenga (19,35). A presenca de marcadores associados a EMT, como a vimentina
ou a N-caderina, permite identificar subpopulagcdes celulares com maior

potencial invasivo e metastatico (11,19,36).
3.5.6 Limitacdes atuais e constrangimentos clinicos

Apesar do seu potencial, as CTC enfrentam varios obstaculos a sua
implementagao na rotina hospitalar. A sua extrema raridade e fragilidade exigem
protocolos pré-analiticos complexos e dispendiosos (19,32,34,35). O fendmeno
de EMT, ao induzir a perda dos marcadores epiteliais classicos, gera uma
heterogeneidade fenotipica que torna métodos de captura padronizados, como
o CellSearch, insuficientemente sensiveis para o PDAC (19,36,44). Além disso,
a auséncia de protocolos internacionais padronizado para o isolamento e a
caracterizacao das CTC limita a reprodutibilidade dos resultados entre diferentes

centros de investigagéo (19,44).

As células tumorais circulantes representam uma componente de valor biolégico
inestimavel no contexto do « circuloma » pancreatico (34,44). Embora a sua
raridade constitua uma limitagcdo para a sua utilizacdo como teste de rastreio
universal, estas células assumem um papel importante em abordagens multi-
analiticas de elevada precisao (11,36,44). O futuro passa pela combinag&o das
caracteristicas morfolégicas e genéticas das CTC com as mutagdes detetadas
no ctDNA e com biomarcadores proteicos urinarios, como o score PancRISK,
integrados em modelos de decisdo baseados em inteligéncia artificial, com o
objetivo de identificar os doentes elegiveis para uma abordagem cirurgica
precoce (19,31,34,44).

3.6 Plaquetas educadas pelo tumor
3.6.1 Origem biologica e definigdo

As plaquetas sao pequenos fragmentos celulares anucleados, com um didmetro
de aproximadamente 2 a 4 ym, derivados dos megacariécitos da medula éssea
e que circulam no compartimento vascular durante cerca de7 a 10 dias
(32,41,62,63). Embora a sua fungao fisiolégica primaria esteja relacionada com

a hemostase e a trombose, sao atualmente reconhecidas como intervenientes
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dinamicos na biologia tumoral devido a sua complexa comunicagao bidirecional
com a neoplasia (32,41,63). O conceito de TEP, refere-se a plaquetas cuja
composi¢cao molecular foi alterada apds uma interacao direta ou indireta com
células malignas ou com o microambiente tumoral (32,41,62). Este processo de
educacdo biolégica ocorre através de dois mecanismos principais: a
sequestracdo ativa de biomoléculas libertadas pelo tumor, como mMmRNA,
proteinas ou VE, e a modificacdo especifica do seu proprio transcriptoma e do
splicing do pré-RNA mensageiro, em resposta a sinais provenientes do ambiente
tumoral (32,63,64).

3.6.2 Papel no organismo e na fisiopatologia tumoral

No PDAC, as plaquetas participam em todas as fases da doenga, comegando
pela protecéo das CTC contra as forgas de cisalhamento mecénico e a vigilancia
do sistema imunitario (32,41,63). Através do mecanismo de agregacéo
plaquetaria induzida por células tumorais, formam um escudo fisico em torno das
células tumorais circulantes, protegendo-as das for¢as de cisalhamento da
circulagdo sanguinea e da vigilancia imunoldgica exercida pelas células Natural
Killer e pelos linfécitos T (32,63,64). Além disso, as plaquetas ativadas libertam
numerosos fatores de crescimento e citocinas pro-angiogénicas armazenados
nos seus granulos, incluindo o VEGF, o PDGF e o TGF-3, que promovem a
neovascularizagao tumoral e a formagao de nichos pré-metastaticos (41,62,63).
Estas interagbes favorecem igualmente a EMT e contribuem para um estado de
imunossupressao sistémica, facilitando a invaséo tecidular e a disseminacgéo
metastatica (41,62-64).

3.6.3 Interesse especifico no cancro do pancreas e na detecao precoce

O interesse das TEP como ferramenta de bidpsia liquida baseia-se na sua
elevada abundéancia na circulagdo e na estabilidade da sua carga molecular,
naturalmente protegida da degradacdo por nucleases gragas a membrana
plaquetaria (32,41,63). Funcionando como verdadeiros « biossensores »
circulantes, as TEP sido capazes de captar sinais moleculares muito precoces,
refletindo a presenga de uma neoplasia pancreatica antes de esta ser detetavel
pelos métodos imagioldgicos convencionais (32,41). A analise do transcriptoma
plaquetario através de NGS permitiu distinguir doentes oncoldgicos de individuos
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saudaveis com uma precisdo diagndstica de 96% (32,41,62,63).
Especificamente no PDAC, foram identificadas assinaturas de mRNA, como a
de RSL24D1, fortemente associadas aos estadios iniciais da doenca. Além
disso, as TEP apresentam uma importante utilidade preditiva ao permitirem
identificar precocemente o estado mutacional do oncogene KRAS, informacéo

fundamental para a estratificagao terapéutica dos doentes (32,41).
3.6.4 Meétodos de analise disponiveis

A exploragdo metodologica das TEP combina abordagens hematoldgicas
convencionais com tecnologias omicas de elevada dimensao (41,42,62). Na
pratica clinica, a avaliagao pode iniciar-se pela analise de indices automatizados,
como o volume plaquetario médio, cujas variagdes refletem o estado de ativagéo
das plaquetas em fungcdo do estadio da doenga (32). Contudo, uma
caracterizagao mais aprofundada exige um protocolo rigoroso de isolamento das
plaquetas a partir de sangue total através de centrifugacdo diferencial, com o
objetivo de eliminar qualquer contaminagdo por leucécitos ou eritrocitos
(41,42,63,64). Apds a extragdo do RNA, a realizagcdo de sequenciacdo de RNA
permite obter perfis transcriptomicos complexos compostos por multiplos genes,
cuja interpretagao requer o recurso a algoritmos de aprendizagem automatica e
inteligéncia artificial (32,41,42,62). Estas ferramentas bioinformaticas s&o
essenciais para identificar padrbes diagndsticos relevantes a partir da enorme
quantidade de dados transcriptomicos produzidos (41,42,62).

3.6.5 Interpretagao clinica dos resultados

Do ponto de vista clinico, a utilizacdo de racios plaquetarios permite melhorar
significativamente o diagnostico diferencial e a avaliacdo prognédstica. O racio
entre o volume plaquetario médio e a contagem plaquetaria revelou-se
particularmente util para distinguir um PDAC de uma pancreatite cronica
pseudotumoral, sobretudo quando associado ao marcador CA19-9 (32,41). Em
termos progndsticos, um racio plaquetas/linfécitos elevado no periodo pré-
operatério é reconhecido como um fator independente associado a uma menor
sobrevivéncia global (32,42,63). No periodo pds-operatorio, a evolugéo do racio

de contagem plaquetaria pode ser utilizada como indicador do sucesso da
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ressecao cirurgica e permitir a detegao precoce de uma eventual recidiva antes

da sua confirmagé&o imagioldgica (32,41).
3.6.6 Limitagdes atuais, constrangimentos técnicos, biolégicos e clinicos

Apesar do seu potencial, varios desafios continuam a limitar a implementacao
generalizada das TEP na pratica clinica. Entre os principais obstaculos encontra-
se a auséncia de protocolos pré-analiticos totalmente padronizados. Variagdes
nos procedimentos de colheita ou centrifugagcdo podem induzir uma ativagéo
plaquetaria artificial, alterando significativamente os resultados das analises
transcriptomicas (32,41,63). Do ponto de vista biologico, a especificidade das
TEP é limitada pela sua elevada sensibilidade a estimulos sistémicos. Diversas
comorbilidades frequentes, como a diabetes mellitus ou a inflamagao crénica,
podem modificar o perfil de RNA plaquetario e mascarar o sinal associado a
presencga tumoral (32,41,42). Além disso, o custo elevado das tecnologias de
NGS e a complexidade dos pipelines bioinformaticos restringem atualmente a
sua utilizagdo a centros especializados de investigagdo e medicina de preciséo
(41,42).

As plaquetas educadas pelo tumor constituem uma fonte biolégica dinamica de
enorme valor para a bidpsia liquida multidimensional. Embora ainda ndo possam
ser utilizadas isoladamente para fins de rastreio, o seu futuro passa pela
integragdo das assinaturas transcriptomicas plaquetarias com as mutagdes do
ctDNA e com biomarcadores proteicos circulantes (32,36,41). A utilizagdo de
algoritmos de inteligéncia artificial para integrar estes diferentes componentes do
« circuloma » representa atualmente uma das abordagens mais promissoras
para alcangar os niveis de especificidade necessarios a uma vigilancia eficaz e

personalizada das populagdes de alto risco (32,41,42).

3.7 Inteligéncia Artificial e abordagens « Omics » : rumo a uma integragao

multidimensional dos biomarcadores

As limitagbes observadas para cada um dos biomarcadores estudados
individualmente, incluindo o ctDNA, os exossomas, os ncRNA, as proteinas
circulantes, as CTC e as TEP, conduziram ao surgimento de abordagens
integrativas que visam combinar multiplas fontes de informacao bioldgica. Esta

evolugdo favoreceu o desenvolvimento das tecnologias « omics » e da
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inteligéncia artificial, capazes de explorar simultaneamente um elevado numero
de variaveis moleculares com o objetivo de melhorar a detegcdo precoce do
PDAC.

3.7.1 Da informacgéo bioldgica isolada a assinatura integrada

O diagndstico precoce do PDAC tem sido historicamente limitado pela
insuficiéncia dos biomarcadores isolados. Com o CA19-9, unico marcador
utilizado rotineiramente na pratica clinica (41,49-51). Perante esta limitagéo, o
paradigma atual evolui para o conceito de « circuloma », definido como a analise
integrada de todos os componentes tumorais libertados nos biofluidos (células,
acidos nucleicos, proteinas, metabolitos e vesiculas) (34). As diferentes fontes
concordam que a combinagao de multiplos analitos permite compensar as
limitagbes intrinsecas de cada biomarcador considerado isoladamente
(34,36,65). Por exemplo, a integracdo de mutagcdes do ctDNA com marcadores
proteicos aumenta significativamente a precisdo diagnéstica em comparacéo
com a detegcdo baseada apenas em alteragdes genomicas, cuja sensibilidade
permanece reduzida nos estadios iniciais da doenga (19,44). Esta transigao para
assinaturas compostas multidimensionais marca a entrada da bidpsia liquida na

era da medicina de preciséo (34).
3.7.2 As abordagens « Omics » aplicadas a biopsia liquida

A abordagem « omics » representa uma mudanga de escala metodologica,
passando do estudo de um unico gene ou proteina para a caracterizagéo global
de um sistema bioldgico (11,41). No contexto do PDAC, esta abordagem divide-
se em varias camadas complementares: a gendmica e a epigenémica, que
exploram as mutagbes somaticas (como as de KRAS) e os perfis de metilagéo
do cfDNA; a transcriptomica, que inclui assinaturas de microRNA e de IncCRNA;
bem como a protedmica e a metabolomica (34,36,41). A epigendmica, em
particular a analise da hipermetilagdo dos promotores de genes supressores
tumorais (ADAMTS1, BNC1, BMP3), revela-se especialmente promissora, uma
vez que oferece uma especificidade tecidular superior a das mutagdes genéticas,
que podem ser partilhadas por diferentes tipos de tumores (31,37).

Paralelamente, a metabolomica permite identificar padrées de desregulacao
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sistémica induzidos pelo tumor, como alteragdes nos niveis de aminoacidos ou

lipidos, enriquecendo o perfil bioldgico do doente (36,41,44).
3.7.3 Contributo do Machine Learning na sele¢cao de biomarcadores

O volume e a complexidade dos dados gerados pelas abordagens omicas (Big
Data) exigem a utilizagdo de algoritmos de aprendizagem automatica (Machine
Learning - ML) para extrair padrdes diagnosticos relevantes (41,58). O ML
desempenha um papel crucial na fase de sele¢cdo de caracteristicas (feature
selection), permitindo identificar os biomarcadores mais discriminativos entre
milhares de candidatos (55,58). Um estudo multicéntrico demonstrou que,
através da aplicagado de algoritmos rigorosos de selecdo em onze bases de
dados, foi possivel identificar uma assinatura reduzida composta por trés miRNA
(hsa-miR-1246, hsa-miR-205-5p e hsa-miR-191-5p), capaz de distinguir o PDAC
da pancreatite com uma precisdo de 91,5% (66). Da mesma forma, modelos
baseados em Random Forest ou em redes neuronais convolucionais foram
treinados para validar assinaturas compostas por 20 miRNA em grandes coortes
de mais de 700 doentes, alcangando valores de AUC entre 0,78 e 0,87 (58).
Estas ferramentas computacionais permitem transformar grandes volumes de

dados omicos em modelos preditivos robustos (41,58).
3.7.4 1A explicavel e interpretacdo dos modelos

Um dos principais obstaculos a adogéo clinica da inteligéncia artificial reside na
sua natureza de « caixa negra », em que o processo de decisdo do algoritmo
permanece pouco transparente (41,58). Para garantir a confianga dos
profissionais de saude e a seguranga das decisdes clinicas, surgiu o conceito de
IA explicavel (explainable artificial intelligence - XAl), que integra ferramentas
como o algoritmo SHAP (Shapley additive explanations). O SHAP permite
quantificar de forma precisa a importancia de cada biomarcador na predicao final
(58). No desenvolvimento de painéis de miRNA, a analise SHAP demonstrou
que as decisbes dos modelos se baseavam em moléculas biologicamente
coerentes, envolvidas em vias de sinalizagdo oncogénicas bem estabelecidas,
como as vias MAPK ou PI3K-Akt. Esta transparéncia € fundamental para

assegurar que o desempenho da IA ndo resulta de artefactos estatisticos, mas
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sim de fundamentos biologicos plausiveis, favorecendo a aceitagéo clinica e

regulamentar dos futuros testes diagnosticos (41,58).
3.7.5 Limitagbes metodoldgicas e clinicas das abordagens IA/Omics

Apesar do seu potencial transformador, estas abordagens multidimensionais
enfrentam desafios significativos. Do ponto de vista técnico, a heterogeneidade
dos algoritmos, dos protocolos pré-analiticos e das plataformas de analise (NGS
vs RT-gPCR) dificulta a padronizacdo internacional (41,44,58). O risco de
sobreajuste (overfitting), no qual um modelo apresenta excelente desempenho
nos dados de treino mas falha na generalizagdo para uma coorte externa,
continua a ser uma preocupagao constante (41,58). Do ponto de vista bioldgico,
o ruido de fundo gerado pelos tecidos saudaveis ou por comorbilidades
sistémicas (diabetes, ictericia, inflamacg&o cronica) pode alterar as assinaturas
omicas e reduzir a especificidade dos testes (34,36,41). Além disso, a raridade
do ctDNA ou das CTC nos estadios ultra-precoces impde limiares de detecao
extremamente baixos, tornando as tecnologias atuais dispendiosas e dificeis de
implementar em larga escala fora de centros especializados (31,41).

Em conclusdo, a inteligéncia artificial e as abordagens 6micas representam uma
evolucdo importante da bidpsia liquida no cancro do pancreas, marcando a
transicdo de uma légica baseada num biomarcador isolado para uma abordagem
assente numa assinatura integrada e multimodal (11,34,41). O combinar dados
heterogéneos provenientes do circuloma com o poder analitico do ML, estas
abordagens demonstram um potencial sem precedentes para identificar a
doenga numa fase ainda curavel (11,31,44). Contudo, a sua integragdo na
pratica hospitalar continua dependente de uma validagao rigorosa em grandes
ensaios prospetivos, da padronizagdo dos processos analiticos e do
desenvolvimento de ferramentas de |A interpretaveis que garantam

transparéncia na tomada de decisao clinica (11,36,41,58).

Para sintetizar os principais elementos apresentados nesta sec¢ao, a Tabela 1
resume as principais caracteristicas dos biomarcadores estudados no ambito da

bidpsia liquida aplicada ao cancro do pancreas.
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Tabela 1 Principais biomarcadores da biépsia liquida investigados para a dete¢édo precoce do adenocarcinoma ductal pancreatico: métodos de analise,

vantagens, limitagcées e aplicagbes clinicas
Limitagoes Aplicacgao clinica Referéncias

Biomarcador Método de analise Vantagens
Baixa concentracao

(frequentemente <0,1 % do Detegéo precoce e
ADN livre circulante); monitorizagao da doencga
(19,33,36,38,61)

Reflete a heterogeneidade
clonal tumoral e permite a

circlz:zjll\laﬁ:sr(r::ct)lrjal\ll A) ddPCR, NGS (com UMI) detegéo precoce de mutacdes
KRAS (>90 % dos casos de semivida muito curta (15 min residual minima (MRD).
PDAC). a25h).
) o o Sensibilidade e especificidade Elevada complexidade . s . .
Perfis de metilagdo Sequenciagao por superiores a 90 % nos estadios | bioinformatica; custo elevado Diagnéstico diferencial &
do DNA (BNC1, tratamento com bissulfito . . d L . detegao precoce (estadios
ADAMTS1) (WGBS, RRBS), TELQAS precoces; assinatura a sequenclacao genomica 1) (19,30,31,36,37)
’ ’ especifica do tecido de origem. completa.
Exossomas / Ultracentrifugagdo, SEC Elevada estabilidade bioldgica; Contaminagao por Rastreio e avaliagdo da carga
Vesiculas MALDI-TOF MS IC,P-MS’e reflete o estado das células ’ lipoproteinas; auséncia de tumoral; biomarcador
extracelulares biochio nano ’a rticulad tumorais viaveis protocolos de isolamento preditivo de resposta (19,46,49-52)
(GPC1) P P ’ padronizados. terapéutica (radioresisténcia). o
Elevada estabilidade nos Especificidade de 6rg&o
Ml'cr.oRN'A (ex.: RT-gPCR, NGS (NovaSeq), fluidos biolodgicos; 0s racios limitada: variabilidade Diagndstico dlferenglal
racio miR-95- FirePlex™ compensam as variagbes associada a0 Sexo e a (cancro vs pancreatite
3p/miR-26b-5p) interindividuais e pré- bilidades (diabet cronica). (19,56,57,59,66,67)
analiticas. comorbilidades (diabetes).
Elevada especificidade; Raridade extrema (1 Valor prognéstico
(sobrevivéncia global) e

CellSearch (EpCAM),

Filtracdo por tamanho célula/mL); perda de
deteg&o precoce da recidiva (19,35,36,44,65)

marcadores epiteliais durante
a transicao EMT. antes da imagiologia.

permitem uma analise

Células tumorais
funcional e genémica

circulantes (CTC) (CellSieve) e microfluidica
(SMART-CHIP) abrangente.
Plaquetas Sequenciagéo de ARN e Elevada abundancia; prote¢éo sisSter;Si::kz)”sld(?rﬂ‘?a?nzsgcT)'mr?ssco Biossensores para detecao
educadas pelo algoritmos de Machine do conteudo molecular pela de ativacdo artificia?l du’rante precoce e identificagdo do
tumor (TEP) Learning. membrana plaquetaria. Qa colheita estado mutacional de KRAS. (32,41,62,63)
Proteinas urinarias Colheita totalmente n3o Influéncia de comorbilidades
(score PancRISK: ELISA, ECLIA, . o . - (insuficiéncia renal); ruido Rastreio de populagdes de
- invasiva; sinal detetavel até um S . .
LYVE-1, REG1B, Espectrometria de massa . P bioldgico de fundo associado alto risco. 30.36.41.43
ano antes do diagnostico. : (30,36,41,43)
TFF1) a proteinas abundantes.
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4 Integragao clinica dos biomarcadores e papel do farmacéutico

4.1 Da investigagao translacional a validagao clinica

A transi¢ao dos biomarcadores circulantes da fase de investigagdo fundamental
para uma aplicagado na pratica clinica de rotina constitui um desafio importante,
exigindo uma demonstragao rigorosa do seu valor acrescentado em comparagéo
com os atuais ferramentas diagnosticas atuais (68,69). Embora os avangos
tecnologicos permitam atualmente detetar sinais moleculares ténues, a
integracao da bidpsia liquida na abordagem do PDAC continua dependente de
uma validagado metodologica em varias etapas (69-71).

4.1.1 Do biomarcador experimental ao teste clinico

Um biomarcador identificado em laboratério ndo pode ser utilizado na pratica
meédica sem uma validagao analitica e clinica aprofundada (69,71). A validacéo
analitica deve, em primeiro lugar, garantir a precisdo, a reprodutibilidade
interlaboratorial e a robustez da medicdo, nomeadamente através da definicao
rigorosa dos limites de detegéo (LoD) e do limite do branco (LoB) para analitos
frequentemente presentes em quantidades infimas no plasma (69,71-73). Uma
vez estabelecida esta fiabilidade técnica, a validacao clinica deve demonstrar,
através de estudos de desempenho, a capacidade do teste para identificar
corretamente a patologia (sensibilidade diagnostica) e excluir individuos
saudaveis ou portadores de patologias benignas (especificidade diagnostica)
(71,73). Por fim, a utilidade clinica constitui o critério ultimo: o teste deve
demonstrar que proporciona um beneficio real ao doente, quer permitindo um
diagndstico mais precoce, quer otimizando a escolha terapéutica de forma a
melhorar a sobrevivéncia global (68,73—75). Até a data, nenhum teste usando a
bidpsia liquida atingiu ainda este nivel de evidéncia para o rastreio sistematico
do cancro do péancreas (68,70).

4.1.2 Validacdo em populagdes de risco

A avaliacdo da bidpsia liquida deve concentrar-se obrigatoriamente em
populagdes-alvo nas quais a prevaléncia da doencga € mais elevada, de forma a
otimizar o valor preditivo positivo do teste (76,77). Os grupos prioritarios incluem
individuos com predisposi¢ao genética, nomeadamente portadores de mutagdes
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germinativas nos genes BRCA1, BRCA2, CDKNZ2A ou ATM, bem como doentes
pertencentes a familias com cancro pancreatico familiar (76,78,79). A diabetes
de inicio recente em individuos com mais de 50 anos constitui igualmente uma
janela de oportunidade crucial, uma vez que este grupo apresenta um risco de
diagndstico de cancro do pancreas seis a oito vezes superior ao da populagéo

geral nos trés anos subsequentes ao diagnostico da diabetes (76,80).

Nesta perspetiva, o projeto nacional francés PANLIPSY representa o atual
esforco de investigagdo translacional ao procurar validar uma assinatura
biolégica combinada (6,68). Este estudo prospetivo multicéntrico utiliza a
inteligéncia artificial para integrar uma ampla variedade de biomarcadores (CTC,
ctDNA, VE, nucleossomas, proteinas e microbiota) provenientes de doentes em
fases precoces da doencga e de individuos com lesdes benignas (6). O objetivo
€ demonstrar que uma abordagem multi-analitica pode superar o desempenho
do CA19-9 e das técnicas de imagiologia convencionais no diagnostico de
precis&o de tumores ressecaveis (6,81).

4.1.3 Limitagbes atuais da translagao clinica

Apesar do seu potencial revolucionario, a implementagao clinica da bidpsia
liquida enfrenta barreiras bioldgicas e epidemioldgicas substanciais (70). A
principal dificuldade reside na reduzida carga tumoral das lesbes precoces
(PanIN, IPMN), que libertam quantidades muito limitadas de material genético
para a circulacdo sistémica, frequentemente abaixo dos limiares atuais de
detegao (70,77). Além disso, a anatomia do pancreas, com uma drenagem
venosa portal que passa inicialmente pelo figado, pode conduzir a uma filtragéo
hepatica dos biomarcadores antes de estes atingirem a circulagéo periférica (70).
Do ponto de vista epidemiolégico, a baixa incidéncia do cancro do pancreas na
populagdo geral torna o rastreio em massa ineficaz e potencialmente
problematico: € necessaria uma especificidade superior a 99% para evitar um
numero excessivo de falsos positivos, que conduziriam a realizacdo de exames
invasivos e geradores de ansiedade sem beneficio real para os doentes (77,78).
Por ultimo, a integragéo clinica exige a definigdo de um percurso assistencial
claro apés um resultado positivo, incluindo protocolos de imagiologia
especializados e uma abordagem multidisciplinar, de forma a evitar o

sobrediagnostico de lesdes com baixo potencial de malignidade (70,79). O futuro
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desta tecnologia reside, assim, na sua utilizagdo complementar, e n&o
substitutiva, relativamente aos meios de diagnostico atualmente disponiveis, em

contextos clinicos bem definidos (70,77).

4.2 Padronizacao, qualidade e enquadramento regulamentar dos testes
de bidpsia liquida

A fiabilidade dos testes de bidpsia liquida em oncologia pancreatica assenta num
controlo rigoroso de toda a cadeia de producdo do resultado biologico. A
auséncia de protocolos padronizados constitui atualmente um dos principais
obstaculos a sua utilizagdo na pratica clinica de rotina, uma vez que limita a
reprodutibilidade das medi¢cdes e a comparabilidade dos dados entre diferentes
centros de saude (68-70).

4.2.1 Padronizagéo pré-analitica

A fase pré-analitica é considerada a etapa mais critica, uma vez que afeta
diretamente a integridade e a quantidade de material biolégico recuperado. O
plasma é sistematicamente preferido ao soro, porque a coagulagdo sanguinea
induz a lise dos leucécitos, libertando uma quantidade significativa de DNA
genomico que dilui o sinal do ctDNA. A escolha dos tubos de colheita é
determinante : embora os tubos classicos com EDTA apresentem vantagens
econdmicas, exigem o processamento da amostra num prazo de duas a quatro
horas para evitar qualquer contaminagdao por DNA constitucional. Em
contrapartida, a utilizagdo de tubos estabilizadores especializados permite
preservar o perfil molecular até catorze dias, facilitando assim a logistica do
transporte. A padronizacdo estende-se igualmente aos protocolos de
centrifugacéo, sendo recomendado um método em duas etapas para separar
eficazmente o plasma dos componentes celulares e dos detritos residuais. Por
fim, o armazenamento imediato a -80 °C apds a centrifugacdo € indispensavel
para prevenir a degradac¢ao dos acidos nucleicos, evitando simultaneamente os
ciclos de congelagado-descongelacdo que comprometem a qualidade dos
biomarcadores, em particular dos microRNA, que sdo muito sensiveis a hemolise
(68-70,74).
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4.2.2 Padronizacao analitica e interpretagao dos resultados

Do ponto de vista analitico, a variabilidade comega logo na etapa de extracao,
na qual o desempenho dos kits comerciais pode diferir significativamente em
termos de rendimento e pureza. Os métodos de detegcdo devem apresentar uma
elevada sensibilidade, como a PCR digital em goticulas (ddPCR) para a
identificacdo de mutagdes hotspot ou o0 NGS para painéis multigénicos, de modo
a captar fragbes tumorais frequentemente inferiores a 0,1% nos estadios
precoces do cancro do pancreas. A validagdo dos testes exige a definicdo
rigorosa de paradmetros de desempenho, como o LoD, o LoB para quantificar o
ruido de fundo, e o limite de quantificagdo (LoQ). A utilizagdo de materiais de
referéncia certificados e a participagdo em programas de avaliagdo externa da
qualidade (EQA) s&o indispensaveis para garantir a reprodutibilidade
interlaboratorial. O relatério biolégico deve igualmente ser padronizado,
integrando ndo apenas a frequéncia alélica das variantes, mas também uma
interpretagcédo clinica clara que distinga as mutagbes tumorais das variantes

associadas a CHIP ou de origem germinativa (69,71,74,82).
4.2.3 Qualidade, sociedades cientificas e enquadramento regulamentar

A patronizagdo das praticas € promovida ativamente por organismos
especializados, como a European Liquid Biopsy Society (ELBS) e a International
Society of Liquid Biopsy (ISLB), que elaboram recomendagdes baseadas em
consensos de especialistas para assegurar uma implementagao clinica segura
(69,71,82). Na Europa, este processo enquadra-se no Regulamento (UE)
2017/746 relativo aos dispositivos médicos para diagnaostico in vitro (IVDR), que
impde requisitos reforcados em matéria de demonstracdo de desempenho,
segurangca e rastreabilidade, incluindo para os testes desenvolvidos
internamente pelos laboratérios (6,69,73). A conformidade com a norma ISO
15189:2022 refor¢ca esta garantia da qualidade, certificando a competéncia
técnica dos laboratérios de patologia clinica e analises clinicas (69,71,72). Este
enquadramento regulamentar e normativo constitui uma condig&o indispensavel
para transformar a biopsia liquida de uma ferramenta de investigacéo
translacional num dispositivo médico fiavel, capaz de orientar decisdes

terapéuticas no contexto da oncologia de precisé (69,70,73).
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4.3 O papel do farmacéutico na integragao clinica da biépsia liquida

O farmacéutico, pela sua formagéao cientifica multidisciplinar e pela sua posi¢céo
central no sistema de saude, ocupa um papel estratégico na integracao clinica
da bidpsia liquida e da medicina de precisdo. A sua competéncia permite
assegurar e otimizar a utilizagdo de ferramentas de diagndstico inovadoras num

percurso assistencial cada vez mais complexo.
4.3.1 O farmacéutico e a interpretagédo dos testes diagnosticos inovadores

Gragas aos seus conhecimentos aprofundados em biologia molecular e
farmacologia, o farmacéutico esta apto a compreender os principios biolégicos
complexos da biopsia liquida, como a analise do DNA tumoral circulante ou das
vesiculas extracelulares. Desempenha um papel pedagdgico fundamental junto
do doente, atuando como um verdadeiro « tradutor » da informagao gendmica,
capaz de explicar o significado funcional das muta¢des detetadas, como as
alteragdes da via MAPK associadas a KRAS ou BRAF (83). Para além da
divulgacdo e explicacdo da informagdo, o farmacéutico contribui para a
compreensao das limitagbes técnicas dos testes, nomeadamente dos riscos de
falsos negativos inerentes a reduzida fragdo tumoral presente nos estadios
precoces do cancro do pancreas (68,74). Ao assegurar uma monitorizagéo
cientifica e regulada continua, acompanha a evolugdo dos painéis de
sequenciacao e das recomendacdes emitidas por sociedades cientificas como a
ELBS, garantindo assim que a inovagao seja integrada de forma racional e ética
(74,82).

4.3.2 Identificagdo, prevencao e orientagdo dos doentes em risco

O farmacéutico comunitario encontra-se numa posi¢cdo privilegiada para
identificar sinais de alerta clinicos que justifiquem uma avaliagdo médica rapida.
Um dos principais indicadores € o aparecimento de diabetes de inicio recente
em individuos com mais de 50 anos sem antecedentes de perturbagdes
metabdlicas, uma vez que este grupo apresenta um risco de cancro do pancreas
seis a oito vezes superior ao da populagéo geral nos trés anos subsequentes ao
diagnostico da diabetes. O farmacéutico deve igualmente estar atento a
sintomas inespecificos, mas sugestivos, como perda de peso inexplicada, dor
abdominal persistente ou aparecimento de ictericia. Através da avaliagao de
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fatores de risco modificaveis, como o tabagismo ou a obesidade, participa
ativamente na prevencgao primaria e pode encaminhar individuos pertencentes a
familias de risco para consultas especializadas de gastroenterologia ou
oncogenética. E fundamental salientar que, embora o farmacéutico nunca
estabelega o diagnostico de cancro, a sua intervengao ao nivel da triagem e da
orientagdo do doente € essencial para favorecer um diagnostico precoce numa

fase em que o tumor ainda pode ser ressecavel (68,69,76,80).
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5 Conclusao

No termo deste estudo, verifica-se que o PDAC representa um dos desafios mais
procupantes da oncologia contemporanea, caracterizado por uma elevada
malignidade e um numero, demasiado, elevado de diagnosticos tardios. Este
trabalho permitiu analisar de forma estruturada os avancos recentes da bidpsia
liquida, avaliando o seu potencial como ferramenta disruptiva para transformar a

abordagem desta patologia.

A sintese dos biomarcadores mais promissores para um futuro rastreio evidencia
a emergéncia do conceito de « circuloma », que ultrapassa a procura de um
marcador unico para se orientar para assinaturas moleculares integradas. Entre
estes analitos, os perfis de metilagdo do DNA, nomeadamente dos genes BNC1
e ADAMTS1, destacam-se pela sua capacidade de detetar a doenga em estadios
precoces com elevada especificidade. Paralelamente, a analise das vesiculas
extracelulares, impulsionada pela detecdo da GPC1 e de assinaturas de
microRNA, como o racio miR-95-3p/miR-26b-5p, oferece perspetivas relevantes
para o diagnostico diferencial. Por fim, o score proteémico urinario PancRISK,
que inclui as proteinas LYVE-1, REG1B e TFF1, afirma-se como uma inovacgao
particularmente pertinente devido ao seu caracter totalmente n&o invasivo e a
sua capacidade de sinalizar a presenga de um tumor até um ano antes do

diagndstico clinico.

A importancia da validagao clinica em larga escala constitui o elemento central
para transformar efetivamente o tratamento e resolucéo do cancro do pancreas.
Se a sobrevivéncia aos cinco anos diminui drasticamente no estadio metastatico,
pode ultrapassar os 80% quando o tumor é ressecado no estadio |. Para atingir
este objetivo, projetos de grande dimensao, como o estudo francés PANLIPSY,
sdo indispensaveis para demonstrar a utilidade clinica das assinaturas

multianaliticas e validar a sua integragao nas recomendagdes de pratica clinica.

Uma sintese critica do conhecimento atual permite distinguir os progressos
alcancados dos desafios que persistem. Por um lado, tecnologias avangadas
como a ddPCR e o NGS permitem atualmente captar sinais tumorais minimos e
monitorizar a doenga residual minima muito antes da sua detecdo pela

imagiologia convencional. Por outro lado, subsistem diversos obstaculos,
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nomeadamente a reduzida libertagdo de material tumoral por alguns doentes em
estadios ultra-precoces, designados por low shedders, bem como o ruido
biolégico de fundo gerado pela CHIP. Além disso, a auséncia de SOP a escala
internacional e o elevado custo das plataformas analiticas continuam a limitar a

generalizagao destes testes na pratica hospitalar.

As perspetivas futuras orientam-se para um rastreio direcionado das populagdes
de risco, em detrimento de um rastreio de massa considerado ineficaz. O esforgo
de vigilancia devera concentrar-se nos individuos com predisposi¢cao genética
hereditaria, nomeadamente portadores de mutagées nos genes BRCA1/2 ou
CDKNZ2A, bem como nos doentes com lesbes quisticas do tipo IPMN. Uma
importante janela de oportunidade reside igualmente no acompanhamento de
individuos com diabetes de inicio recente apds os 50 anos de idade, uma vez
que este grupo apresenta um risco significativamente superior de desenvolver

PDAC nos anos subsequentes ao diagnostico metabdlico.

A futura integracao clinica da bidpsia liquida dependera do desenvolvimento de
modelos de inteligéncia artificial explicavel (XAl), capazes de integrar os dados
do circuloma com parametros clinicos e imagiologicos, de modo a estabelecer

um score de risco personalizado e transparente.

Neste ecossistema em transformagdo, a farmacia clinica e a investigacao
farmacéutica ocupam uma posigao estratégica. O farmacéutico, gragas a sua
competéncia em biologia molecular e a sua proximidade com o doente, assume-
se como um ator central na identificacdo de sinais de alerta e na orientacao para
circuitos de cuidados especializados. No contexto dos Molecular Tumor Boards,
o farmacéutico clinico contribui para a interpretagao dos perfis genébmicos com o
objetivo de otimizar as terapéuticas dirigidas, enquanto a investigacéo
farmacéutica continua a impulsionar a inovagédo rumo ao desenvolvimento de
testes multibiomarcadores mais acessiveis. Em suma, a revolugdo da bidpsia
liquida traz a esperancga de transformar uma patologia historicamente fatal numa
doenga detetavel e potencialmente curavel, colocando a biologia de precis&o no

centro do futuro exercicio farmacéutico comunitario e hospitalar.
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