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Resumo 

Adenocarcinoma ductal do pâncreas (PDAC) é extremamente agressivo, possui 

prognóstico desfavorável e não existem biomarcadores satisfatório para a doença ou 

identificação de indivíduos com alto risco de morbidade e mortalidade. A complexidade 

celular e molecular do câncer de pâncreas leva a inconsistências nas validações clínicas 

de muitas proteínas que foram avaliadas como biomarcadores prognósticos da doença. O 

secretoma tumoral desempenha um papel crucial na proliferação e metástase de células 

PDAC, bem como na resistência a tratamentos terapêuticos, que juntos contribuem para 

um pior resultado clínico. Assim, a enorme quantidade de dados proteômicos do câncer 

de pâncreas que foram gerados a partir de diferentes tipos de amostras e técnicas de 

espectrometria de massa pode ser integrada para a seleção de proteínas secretadas 

compartilhadas relevantes para o diagnóstico e prognóstico da doença. O objetivo do 

presente estudo foi realizar uma meta-análise combinando dados do proteoma do câncer 

de pâncreas e secretome publicamente para identificar novos potenciais biomarcadores 

de doenças. Realizamos uma meta-análise integrando dados de espectrometria de massa 

obtidos de duas revisões sistemáticas da literatura sobre câncer de pâncreas, que 

selecionaram independentemente 20 estudos do secretoma e 35 do proteoma. Em seguida, 

realizamos análises de predição de proteínas secretadas usando sete ferramentas ou 

bancos de dados “in silico”, que identificaram 39 proteínas compartilhadas entre o 

secretoma e os dados do proteoma. Notavelmente, a expressão de 31 genes dessas 

proteínas foi aumentada em amostras de adenocarcinoma do pâncreas do The Cancer 

Genome Atlas (TCGA) quando comparadas às amostras de controle do TCGA e The 

Genotype-Tissue Expression (GTEx). O valor prognóstico dessas 39 proteínas secretadas 

para prever o resultado da sobrevida foi confirmado usando dados de expressão gênica de 

quatro conjuntos de dados do PDAC (conjunto de validação). A expressão gênica dessas 

proteínas secretadas também foi capaz de distinguir pacientes de alta e baixa sobrevida 

em nove tipos de tumores adicionais do TCGA, demonstrando que a desregulação dessas 

proteínas secretadas também pode contribuir para o prognóstico em vários tipos de 

câncer. Finalmente, comparamos o valor prognóstico das proteínas secretadas 

identificadas em vários estudos de biomarcadores do PDAC. Essa análise revelou que 

nossa assinatura genética teve um desempenho semelhante ou melhor do que as 

assinaturas encontradas em estudos anteriores. Em conclusão, o proteoma e o secretome 

de tumores e células pancreáticos compartilham 39 proteínas secretadas, e o perfil de 

expressão gênica do tumor dessas proteínas em pacientes com PDAC está associado a 

pior sobrevida global. 

Palavras-chave: PAAD, Espectrometria de massas, Bioinformática, Biomarcadores 

prognósticos. 
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Abstract 

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is extremely aggressive, has an unfavorable 

prognosis and there are no satisfactory biomarkers for the disease or identification of 

individuals at high risk of morbidity and mortality. The cellular and molecular complexity 

of pancreatic cancer leads to inconsistences in clinical validations of many proteins that 

have been evaluated as prognostic biomarkers of the disease. Tumor secretome plays a 

crucial role in PDAC cell proliferation and metastasis, as well as in resistance to 

therapeutic treatments, which together contribute to a worse clinical outcome. Thus, the 

massive amount of proteomic data from pancreatic cancer that have been generated from 

different studies can be integrated into the selection of shared secreted proteins relevant 

to the prognosis of the disease. The aim of the present study was to perform a meta-

analysis combining pancreatic cancer proteome and secretome publicly data to identify 

new potential disease biomarkers. We performed a meta-analysis integrating mass 

spectrometry data obtained from two systematic reviews of the pancreatic cancer 

literature, which independently selected 20 studies of the secretome and 35 of the 

proteome. Next, we performed prediction analyses of secreted proteins using seven “in 

silico” tools or databases, which identified 39 proteins shared between the secretome and 

the proteome data. Notably, the expression of 31 genes of these proteins was upregulated 

in pancreatic adenocarcinoma samples from The Cancer Genome Atlas (TCGA) when 

compared to control samples from TCGA and The Genotype-Tissue Expression (GTEx). 

The prognostic value of these 39 secreted proteins for predicting survival outcome was 

confirmed using gene expression data from four PAAD datasets (validation set). The gene 

expression of these secreted proteins was also capable of distinguishing high- and low-

survival patients in nine additional tumor types from TCGA, demonstrating that the 

deregulation of these secreted proteins may also contribute to the prognosis in multiple 

cancers types. Finally, we compared the prognostic value of the identified secreted 

proteins within various PDAC biomarkers studies. This analysis revealed that our genetic 

signature performed similarly or better than the signatures found in previous studies. In 

conclusion, the proteome and secretome from pancreatic tumors and cells share 39 

secreted proteins, and tumor gene expression profile of these proteins in patients with 

PDAC is associated with worse overall survival.  

Keywords: PAAD, mass spectrometry, bioinformatics, prognostic biomarkers. 
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1 Introdução – Revisão da literatura 

1.1 Câncer  

A Organização Mundial da Saúde (OMS) estima que cerca de 10 milhões de 

pessoas morrerão por ano em decorrência do câncer, representando um importante 

problema de saúde mundial1. Segundo dados do GLOBOCAN, o principal banco de 

dados que fornece estimativas de incidência e mortalidade em 185 países para 36 tipos de 

câncer, 18,1 milhões de novos casos de câncer ocorreram em 2018, com 9,6 milhões de 

mortes (www.uicc.org/new-global-cancer-data-globocan-2018)2.  Em todo o mundo, a 

taxa de incidência do câncer tem aumentado e já constitui a segunda principal causa de 

morte, após as doenças cardiovasculares3. As razões para esse crescimento são 

complexas, mas fatores como envelhecimento, tabagismo, urbanização e poluição 

associada, hábitos alimentares, maior tempo de vida reprodutiva, aumento da riqueza 

associada ao acesso à melhores serviços médicos e de expectativa de vida , são 

considerados os principais responsáveis por esse fenômeno 4.  

O câncer é resultado de uma série de alterações que ocorrem em células normais, 

que adquirem traços tumorigênicos, e em última instância, tornam-se malignas 5,6. Essas 

alterações são geralmente eventos somáticos, embora mutações germinativas também 

possam predispor uma pessoa a um câncer hereditário6,7. Uma única alteração genética 

raramente é suficiente para o desenvolvimento de um tumor maligno6. A maioria das 

evidências apontam que o processo de carcinogênese envolve várias etapas de alterações 

sequenciais em diversos oncogenes, genes supressores tumorais, ou genes de 

microRNAs6. Essas alterações são responsáveis pelas características chaves do câncer 

que envolvem sua iniciação, crescimento, manutenção e disseminação8. As células 

tumorais possuem a  capacidade de sustentar a sinalização proliferativa, evitar supressores 

http://www.uicc.org/new-global-cancer-data-globocan-2018
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de crescimento, ativar invasão e metástase, possibilitar a imortalidade replicativa, induzir 

a angiogênese e resistir a morte celular5,8. Além dessas características, outras adicionais 

podem estar envolvidas na etiologia do câncer. Dentre essas, destacam-se sua capacidade 

de: modificar ou reprogramar o metabolismo celular para apoiar de forma mais eficaz a 

proliferação neoplásica; evitar o reconhecimento e destruição de suas células pelo sistema 

imunológico, em particular pela ação dos linfócitos T e B, macrófagos e células natural 

killer; e ainda, a inflamação - que pode contribuir para múltiplas características do câncer 

através do fornecimento de moléculas bioativas ao microambiente tumoral (como 

revisado por Hanahan, D. & Weinberg, R. A.5). Esse conjunto de moléculas  inclui fatores 

de crescimento - que sustentam a sinalização proliferativa, fatores de sobrevivência - que 

limitam a morte celular, fatores pró-angiogênicos, e enzimas modificadoras da matriz 

extracelular - que facilitam a angiogênese, invasão e metástase (como revisado por 

Hanahan, D. & Weinberg, R. A.5). (Figura de halmarkers) ilustrar 

Os tumores são mais do que massas insulares de proliferação de células 

cancerígenas. Eles são tecidos complexos compostos de vários tipos de células (estromal, 

endotelial, imune) que participam de interações heterotípicas entre si5. Células normais 

recrutadas, que formam o estroma associado ao tumor, agem como participantes ativos 

na tumorigênese, em vez de meros espectadores passivos; como tal, células estromais 

desempenham papel crucial na iniciação, progressão e metástase do tumor5,9. Dessa 

forma, a biologia dos tumores não pode mais ser entendida simplesmente pela 

enumeração das características das células cancerosas, mas deve abranger as 

contribuições do microambiente tumoral para a tumorigênese5. O tumor é uma estrutura 

semelhante a um órgão que resulta da coevolução de células malignas e seu ambiente 

direto e, após transformação e progressão para malignidade, as células tumorais não 

permanecem inertes, mas continuam mudando e adaptando-se ao seu ambiente local e 
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sistêmico, proliferando e formando metástases10. A comunicação do tumor com seu 

microambiente é um fator-chave em muitos processos importantes para o câncer; a 

alteração no estroma circundante e no sistema imunológico tem sido considerada 

condição primordial que contribui com a plasticidade de células tumorais11–13.  Essas 

interações no microambiente tumoral são resultantes em grande parte da secreção de 

proteínas responsáveis pela comunicação cruzada entre as células normais e cancerosas, 

e a compreensão dessa linguagem pode aumentar nosso conhecimento sobre os 

mecanismos moleculares da neoplasia e, assim, contribuir para estratégias ideais para o 

tratamento dos diversos tipos de malignidade13.  

Alguns tipos de câncer, por apresentarem uma complexidade e agressividade 

maior, tornam-se verdadeiros desafios. O Adenocarcinoma ductal pancreático (PDAC) é 

um desses desafios, as terapias atualmente disponíveis são minimamente eficazes no 

tratamento dessa doença. Enfrentá-lo tem sido um grande desafio para as comunidades 

científicas e médicas, em parte devido à sua intensa resistência terapêutica14.  

1.2 Câncer pancreático  

O pâncreas é uma glândula de aproximadamente 15 cm e cerca de 100g, situada 

na cavidade abdominal, atrás do estômago e entre o duodeno e o baço. Anatomicamente 

é dividido em: cabeça, colo, corpo e cauda. Possui duas funções distintas: endócrina - 

responsável por produção de hormônios como insulina e glucagon (que auxiliam no 

controle do nível de glicemia no sangue), e função exócrina -responsável pela produção 

de pré-enzimas e enzimas envolvidas na digestão de alimentos15. Aproximadamente, 95% 

dos cânceres pancreáticos tem origem na porção exócrina, podem surgir a partir do 

epitélio ductal, células acinares ou do tecido conjuntivo16. O câncer pancreático mais 

frequente é o adenocarcinoma ductal, representa 80% a 90% dos tipos histológicos, e é 
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comumente referido como câncer de pâncreas16–18. Os tumores na parte endócrina do 

pâncreas são mais raros, com incidência menor que 5%, e são referidos de maneira mais 

definida, como tumores neuroendócrino do pâncreas19.  

O câncer de pâncreas é um dos cânceres humanos mais agressivos e letais dentre 

todas as neoplasias malignas sólidas e, no ano de 2030, estima-se que poderá ser a 

segunda principal causa de morte por câncer no mundo, atualmente é a sétima20–22. Nos 

Estados Unidos, estima-se que até 2020, o câncer de pâncreas seja a segunda doença 

maligna mais mortal no país17. Na Europa, representa o quarto câncer mais fatal em 

homens após câncer de pulmão, colorretal e próstata; do mesmo modo, é considerado o 

quarto câncer mais fatal em mulheres após câncer de mama, colorretal e pulmonar 23. No 

Brasil, é responsável por cerca de 2% de todos os tipos de câncer detectados, e por 4% do 

total de mortes por câncer, exceto pele não melanoma 21. Entre 2005 e 2012, a incidência 

do câncer de pâncreas quase dobrou no Brasil; um total de 36.332 novos casos de câncer 

de pâncreas foi registrado, particularmente entre pacientes com mais de 70 anos, sendo 

mais frequente no sexo masculino21. 

O câncer pancreático geralmente não apresenta sintomas em seus estádios 

inicias, isso explica porque a maioria dos pacientes apresentam metástases no momento 

do diagnóstico24. Pacientes em estádios iniciais geralmente apresentam sintomas 

inespecíficos  como anorexia, fraqueza, fadiga, dor abdominal ou lombar, diarreia, perda 

de peso e, às vezes, até depressão; a hiperglicemia ou diabetes de início recente (um a três 

anos de diagnóstico) foi reconhecida como um possível prognóstico do PDAC oculto25. 

Os primeiros sintomas resultam de efeitos causados pela localização da massa tumoral no 

pâncreas, que podem se manifestar como uma função endócrina ou exócrina alterada ou 

interrompida16. Em pacientes com massa na cabeça ou colo/pescoço do pâncreas, a 

icterícia ocorre em 75% dos casos, e é causada frequentemente por obstrução da via biliar 



 

 

18 

 

comum; pacientes que apresentam lesões no corpo ou cauda do pâncreas frequentemente 

manifestam dor abdominal, dor lombar, diabetes ou náuseas24. Os tumores localizados no 

corpo do pâncreas acabam sendo diagnosticados em estádios mais avançados do que os 

tumores localizados na cabeça, pois podem não desenvolver sintomas relacionados à 

obstrução do ducto biliar comum e/ou do ducto pancreático26. A obstrução do ducto 

pancreático é frequentemente associada à pancreatite aguda e esteatorréia devido a 

insuficiência pancreática exócrina27. Outro sintoma muito importante nos pacientes com 

esse tipo de câncer é perda de peso que ocorre em até 80% dos casos, condição de  extrema 

relevância, pois os pacientes que apresentam perda de peso - decorrente de uma síndrome 

denominada caquexia - possuem piores respostas aos tratamentos28–30. A generalidade 

desses sintomas torna o diagnóstico precoce do câncer pancreático muito difícil, pois 

podem ser confundidos com outros distúrbios gastrointestinais 31. Além disso, cerca de 

90% dos casos de câncer de pâncreas são complicados por metástases à distância17,32.  

A situação complica ainda mais em estádios avançados, onde a quimioterapia, a 

radioterapia e terapias combinatórias são amplamente ineficazes33. Cerca de 20% dos 

pacientes diagnosticados são candidatos à remoção cirúrgica completa no momento do 

diagnóstico, e mesmo após esse tratamento, a maioria apresenta recidiva, e morrem em 

menos de um ano34. Menos de 5% dos pacientes com câncer de pâncreas sobrevivem até 

cinco anos após o diagnóstico33,35. A falta de progresso clínico, em comparação com 

outros tipos de câncer, é atribuível à incapacidade de desenvolver novas e efetivas 

terapias; o tratamento padrão ainda consiste em quimioterapia convencional, ou seja não 

mudou na última década26. Não há métodos de rastreamento clinicamente validados para 

o câncer de pâncreas em estágio curativo, e a cirurgia continua sendo a única opção para 

a cura 36. 
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O histórico familiar de câncer pancreático em parentes próximos representa 

apenas 5% a 10% de todos os casos de câncer de pâncreas 26. A mutação no BRCA2 é 

provavelmente a carga hereditária mais comum no câncer pancreático, no entanto, outras 

síndromes hereditárias como pancreatite, câncer colorretal, câncer de mama e ovário, 

ataxia telangiectasia, síndrome de Peutz-Jeghers e  melanoma múltiplo estão ligados a 

esse tipo de câncer16,17,37. Vários fatores de risco estão envolvidos na propensão do 

desenvolvimento do câncer de pâncreas; além de fatores hereditários, há fatores como 

idade, tabagismo, dieta rica em carne vermelha e gordura, ingestão de álcool, níveis 

baixos de folato no soro, obesidade, diabetes mellitus tipo 1 e 2, pancreatite crônica, 

doenças autoimunes e exposição à agrotóxicos 16,17,38–40. O PDAC é mais diagnosticado 

na população idosa, pois resulta de defeitos genéticos adquiridos ao longo de muitos 

anos32. A idade média de início é de 70 anos, e 75% dos pacientes são diagnosticados 

entre 55 e 84 anos de idade26. 

Aproximadamente 80% dos carcinomas pancreáticos devem-se à mutações 

esporádicas, e aproximadamente 10%, é devido à herança de mutações germinativas16. 

Os genes mutados no câncer de pâncreas incluem KRAS, CDKN2A, TP53, 

SMAD4/DPC4, BRCA2, ATM, STK11, PRSS1/PRSS2, SPINK1, PALB2. Mutações  

nesses genes são ainda acompanhados por substanciais alterações genômicas e 

transcriptômicas que facilitam a desregulação do ciclo celular, sobrevivência celular, 

invasão e metástases, e estão associados a diferentes graus de aumento do risco de 

desenvolvimento do câncer pancreático16,41–43. Quase 100% dos cânceres pancreáticos 

apresentam mutações no oncogene KRAS; essa condição o torna o gene mais 

caracterizado nesse tipo de câncer 44. Múltiplas vias de sinalização são ativadas por esse 

oncogene, incluindo a via BRAF/MAP-K, a qual afeta a proliferação celular, 

PI3K/mTOR que promove o crescimento e sobrevivência celular (como revisado por 
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Yabar et al.26).  O oncogene KRAS é considerado uma mutação de iniciação do PDAC e, 

portanto, pode ser encontrado mutado nos estádios iniciais da doença 36. 

Consequentemente, sua expressão no pâncreas impulsiona o início da doença em vários 

modelos de camundongos45. Tumores do tipo selvagem para KRAS envolvem alterações 

em outros fatores oncogênicos, incluindo mutações em GNAS, BRAF, CTNNB1 e em 

outros genes da via RAS46. 

Estudos patológicos e genéticos revelam que PDAC se desenvolve ao longo de 

muitos anos e segue uma sequência de progressão de adenoma para carcinoma17. As 

primeiras lesões ductais geralmente não apresentam alterações genéticas47. A atipia 

histológica progride ao longo do tempo através de estádios de 1 a 3 da neoplasia intra-

epitelial pancreática (PAIN), que são lesões mucinosas papilares microscópicas (<5 mm), 

que levam ao carcinoma invasivo26. Na cronologia da tumorigênese, a ativação do KRAS 

é a primeira alterações genética detectada na série de progressão, ocorrendo em cerca de 

30% das lesões PAIN1 que mostram os primeiros estádios de distúrbio histológico47,48. 

Em seguida, ocorre a perda de p16 no estádio PanIN-2 e, no estádio PanIN-3, ocorre 

inativação de TP53, SMAD4 e BRCA2 49. As alterações temporais na atividade da 

telomerase e no comprimento dos telômeros são inferidas, e precisam de mais 

investigações nos estágios de PAIN (como revisado por Bardeesy & DePinho47). Análises 

moleculares de lesões precursoras pancreáticas e PDAC determinaram que esses 

processos ocorrem em 10 a 20 anos50 .  

Atualmente, não existem ferramentas de triagem eficientes disponíveis que 

possam ser recomendadas para uma população de alto risco. Sob suspeita de câncer de 

pâncreas, recomenda-se tomografia computadorizada, ultrassom endoscópico - que 

permite a detecção de pequenas lesões, podendo ser ou não associado à biópsia com 

agulha fina - e ressonância magnética51,52. Esses exames auxiliam na detecção e 

https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/fine-needle-aspiration
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/fine-needle-aspiration
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estabelecimento do tamanho da massa tumoral, envolvimento vascular e de linfonodos; 

esses critérios ajudam no estadiamento dos pacientes52. A 8ª versão do sistema de 

estadiamento do câncer de pâncreas do  American Joint Committee on Cancer (AJCC) 

estabelece que o estágio T é determinado com base no tamanho do tumor (T1: diâmetro 

máximo do tumor ≤ 2 cm, T2: diâmetro máximo do tumor > 2 cm e ≤ 4 cm, T3: diâmetro 

máximo do tumor > 4 cm e T4: tumor primário envolvendo o tronco celíaco ou a artéria 

mesentérica superior); o estágio N foi categorizado de acordo com o número de 

linfonodos metastáticos (N0: não há metástase linfonodal regional, N1: metástase em 1 a 

3 linfonodos regionais, e N2: metástase em ≥ 4 linfonodos regionais); o estágio M 

caracterizado pela presença ou não de metástase à distância (M0: não há metástase à 

distância, M1: há de metástase à distância)53,54. O objetivo do estadiamento é separar os 

pacientes em grupo de doença localizada ressecável, localizada irressecável e avançada 

metastática, afim de submeter o paciente aos tratamentos mais adequados 26,55. Assim, o 

tratamento de pacientes com PDAC é baseado na extensão da doença. Pacientes com 

doenças locais são avaliados para ressecção e submetidos à terapia cirúrgica se forem 

considerados aptos para pancreatectomia; o tumor é considerado ressecável com base em 

estudos de imagens disponíveis55. Os pacientes com doença localmente avançada 

geralmente recebem quimioterapia e, às vezes, quimiorradiação, como abordagem de 

tratamento neoadjuvante, com o objetivo de diminuir o tamanho do tumor e aumentar as 

chances de ressecção futura em uma minoria de casos (10%), pois a ressecção representa 

a única chance de cura26. Apesar das investigações nesse tipo de câncer, o progresso 

alcançado foi na administração de drogas combinadas que conferem uma pequena 

vantagem de sobrevivência em relação à terapia com agente único, terapia alvo e 

imunoterapia, que representam um custo altíssimo para a maioria da população 17,56,57 Em 

comparação com os tratamentos de outros tipos de câncer, o de pâncreas teve pouco 
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avanço nos últimos anos, a falta de progresso clínico é atribuível à incapacidade de 

desenvolver novas e eficazes terapias 17.  

Um problema permanente na terapia do câncer pancreático é a doença 

metastática, pois representa um obstáculo para o tratamento, e continua a ser a principal 

causa de mortalidade58,59. Como a metástase se desenvolve é ainda bastante desconhecida, 

na medida em que pouco se sabe sobre como as células malignas se destacam do local do 

tumor primário e crescem em órgãos distantes60. Células tumorais desenvolvem metástase 

para órgãos específicos com uma seletividade predeterminada; as células tumorais 

"sementes"  residem exclusivamente em órgãos que são propícios à sua sobrevivência e 

crescimento 58,61,62. O câncer pancreático, por exemplo, costuma apresentar metástase 

frequentemente no fígado, peritônio e pulmão58. Mesmo antes do início da disseminação 

das células tumorais pancreáticas, fatores solúveis, vesículas extracelulares e exossomos 

secretados pelo tumor primário, e possivelmente até mesmo lesões pré-malignas, ajudam 

a moldar um nicho pré-metastático (PMNs)  de suporte no tecido, fornecendo locais de 

ancoragem vascular para células tumorais circulantes, aumentando a permeabilidade 

vascular, remodelando a matriz extracelular e recrutando células inflamatórias 

imunossupressoras58.  

Todas as características celulares e moleculares relacionadas ao 

desenvolvimento do câncer de pâncreas podem ser utilizadas para a identificação de 

biomarcadores diagnósticos, prognósticos e preditivos da doença, bem como para 

biomarcadores que possam dar indícios precoces das alterações nos estádios iniciais da 

doença. Embora mais de 2000 estudos de biomarcadores no câncer de pâncreas tenham 

sido publicados63, implicando mais de 2000 genes e proteínas diferentes envolvidas em 

diversos processos associados à doença, apenas um biomarcador em exames de sangue é 

reconhecido pela Food and Drug Administration (FDA, EUA) na identificação do câncer 
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de pâncreas, o CA 19-9 (Serum carbohydrate antigen 19-9), no entanto, não é utilizado 

por profissionais de saúde para esse propósito63–65.  

Muitas técnicas ômicas são utilizadas para investigação de biomarcadores além 

do CA19-9 e, dentre essas técnicas, a proteômica baseada na espectrometria de massas 

(MS) está se tornando cada vez mais relevante na prática clínica e tem sido usada na busca 

de biomarcadores para diversas doenças66. Atualmente, as aplicações mais bem 

estabelecidas da proteômica estão nos campos clínicos e biomédicos; alterações no 

proteoma dos tecidos ou fluidos corporais, como o soro, podem ser medidas diretamente, 

e mudanças nos níveis de expressão ou modificações pós-traducionais das proteínas 

podem ser correlacionadas com a doença ou ação da droga que está sendo testada 67.  

A proteômica é um campo multifacetado e interdisciplinar que estuda a 

complexidade e a dinâmica de proteínas em sistemas biológicos. Ela combina poderosa 

separação e tecnologia analítica com informática avançada para entender a função das 

proteínas em células e tecidos68. É evidente que a maior parte da informação funcional 

sobre os genes reside no proteoma, e as técnicas de proteômica estão sendo 

intensivamente utilizadas para investigação do proteoma do câncer, como forma de 

identificar novos fatores envolvidos com a doença, e também com o objetivo de 

complementar os estudos evidentemente mais extensos de transcriptoma e genoma de 

tumores 69. A proteômica também tem sido utilizada como forma de verificar 

discrepâncias vistas em análises comparativas entre estudos de transcriptoma e proteoma, 

os quais revelaram que os níveis globais de transcrição gênica refletem de modo 

insuficiente os dados globais de níveis de proteínas69. Além disso, a proteômica no câncer 

(oncoproteômica) tem o potencial de revolucionar a prática clínica, incluindo o 

diagnóstico de câncer e a triagem baseado em plataformas proteômicas como 

complemento à histopatologia, seleção individualizada de combinações terapêuticas que 
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visam toda a rede de proteínas específicas do câncer, avaliação em tempo real da eficácia 

terapêutica e toxicidade, e modulação racional da terapia com base nas mudanças na rede 

de proteínas associadas ao prognóstico e à resistência aos medicamentos, sendo também 

aplicada à descoberta de novos alvos terapêuticos e ao estudo dos efeitos de drogas70. 

Como a maioria dos alvos de drogas para o tratamento do câncer são proteínas, 

a proteômica oferece uma rota para estudar o genoma eficientemente ao nível da 

proteína67. Além disso, a transformação maligna envolve alterações na expressão proteica 

com subsequente proliferação clonal das células alteradas. Essas alterações podem ser 

monitoradas ao nível de proteína, tanto qualitativa quanto quantitativamente 71.  

Nos últimos anos, os estudos que se concentram em análises proteômicas de 

enriquecimento de proteínas secretadas (secretoma) vêm aumentando, pois o secretoma 

representa uma porção do proteoma que potencialmente contém os biomarcadores mais 

promissores para o diagnóstico, prognóstico, predição e alvos terapêuticos de doenças 72. 

O secretoma do câncer parece desempenhar funções importantes nas principais 

características dos cânceres, como aumento da proliferação, invasão, metástase, redução 

da apoptose, invasão imune, angiogênese, alteração do metabolismo energético e o 

desenvolvimento de resistência contra as terapias73. Dessa forma, o secretoma de células 

tumorais fornece uma fonte valiosa para compreender as proteínas envolvidas no 

desenvolvimento do tumor, assim como proteínas circulatórias que podem auxiliar no 

diagnóstico, prognóstico e tratamento da doença 74.  

1.3 Secretoma do câncer  

O termo “secretoma” foi introduzido por Tjalsma et al.75 em um estudo 

genômico das proteínas secretadas em Bacillus subtilis; é definido como um rico e 

complexo conjunto de moléculas bioativas secretadas pelas células vivas para o 
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compartimento extracelular através de diferentes mecanismos de secreção: via clássica, 

não clássica e exossômica13,74. A via clássica compreende proteínas que possuem em sua 

estrutura uma sequência sinal na região N-terminal, a qual é reconhecida pelo retículo 

endoplasmático (RE). No RE, as proteínas são modificadas pós-traducionalmente, sendo 

posteriormente encaminhadas via vesículas ao Complexo de Golgi, onde passam por 

novas modificações 76. Essas proteínas são então transportadas pelo Complexo de Golgi 

via complexa rede de vesículas, até que se fundem à membrana plasmática, liberando 

extracelularmente seu conteúdo proteico 76. A via não clássica é independente da via do 

RE-Golgi, e ocorre por mecanismos vesiculares e não-vesiculares 77.  A via exossômica 

compreende o transporte e fusão com a membrana plasmática de vesículas nanométricas 

(de 50 a 150 nm) denominadas de exossomos, os quais são estruturas especializadas 

provenientes de endossomos multivesiculares formados pelo sistema endossomal, e são 

liberados por muitos tipos de células78,79. Portanto, o secretoma do câncer inclui proteínas 

liberadas no microambiente tumoral, seja por vias de secreção clássica ou não clássica, 

correspondendo a uma importante classe de proteínas que podem atuar local e 

sistemicamente, participando de vários processos fisiológicos, como defesa imunológica, 

coagulação sanguínea, remodelamento da matriz extracelular e sinalização celular 74,80. O 

secretoma do câncer inclui todas as proteínas que podem ser identificadas no fluido 

intersticial da massa tumoral in vivo, porém também tem sido utilizado para caracterizar 

o conjunto de proteínas identificadas com espectrometria de massa em estudos in vitro de 

linhagem celular do câncer, em meios condicionados (CM)81.  

No entanto, as proteínas secretadas por células de câncer sozinhas compreendem 

apenas um subconjunto de todas as proteínas do microambiente tumoral81. Os tumores 

primários não são compostos apenas de células cancerígenas, mas também de uma ampla 

e variável diversidade de células estromais, que são recrutadas como colaboradoras 
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ativas, que facilitam o desenvolvimento e progressão da malignidade 81. A abundância, 

organização histológica e as características fenotípicas dos tipos celulares, assim como a 

composição da matriz extracelular e das moléculas de sinalização secretadas por células 

normais e cancerígenas alteram-se durante a progressão, permitindo assim o crescimento 

primário, invasivo e metastático das células tumorais82–84. Dessas interações 

heterotípicas, uma grande variedade de proteínas, incluindo fatores de crescimento, 

enzimas como proteases, quimiocinas e citocinas são constantemente liberadas de todas 

as células do microambiente tumoral, e atuam em um sistema autócrino ou parácrino, 

resultando na aquisição de um meio favorável para a progressão da malignidade81. A 

alteração do secretoma do câncer e do microambiente tumoral tem sido reconhecida como 

um dos principais fatores que influenciam a biologia dos tumores73. O microambiente 

tumoral é responsável pela manutenção do tumor, composto por células não cancerígenas 

que incluem fibroblastos, células imunes e células que compõem os vasos sanguíneos, 

além das moléculas produzidas por todas as células presentes no tumor, que coletivamente 

atuam em seu crescimento e progressão 84. A secreção de exossomos enriquecidos em 

biomoléculas funcionais, por exemplo, não apenas permite que as células cancerígenas 

do pâncreas modelem a atividade de células adjacentes no microambiente tumoral, mas 

também permite que elas explorem células distantes, a fim de otimizar as condições para 

futura semeadura metastática58. 

A importância do envolvimento de moléculas secretadas em mecanismos 

tumorais como metástase é mostrada em estudos como o de Costa-Silva et. al.85, eles 

viram que exossomos derivados do PDAC induzem a formação de nicho pré-metastático 

no fígado de camundongos. Esse mecanismo se deve em grande parte pela presença de 

MIF (Macrophage Migration Inhibitory Factor) em exossomos que são absorvidos pelas 

células de Kupffer, que secretam TGF-β e consequentemente induzem o aumento da 
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produção de fibronectina pelas células de Ito (também denominadas células estreladas 

hepáticas) 85. Esse microambiente fibrótico aumenta o recrutamento de células derivadas 

da medula óssea (macrófagos e granulócitos) que se ligam a sítios hepáticos enriquecidos 

com a fibronectina, induzindo à formação de nicho pré-metastático no fígado85. Quando 

esses autores avaliaram a expressão de MIF em pacientes com câncer pancreático, 

observaram que sua expressão foi marcadamente mais alta em exossomos de pacientes 

em estágio I, os quais posteriormente desenvolveram metástase. Os autores ainda 

sugerem que o MIF presente em exossomos estimule a metástase no fígado, e pode ser 

utilizado como um marcador prognóstico para o desenvolvimento de metástase hepática.  

Já o estudo de Melo et. al.86 demonstrou que  a expressão de GPC1 (Glipican-1 ) em 

exossomos de pacientes com câncer de pâncreas foi capaz de distinguir indivíduos 

saudáveis e pacientes com doença pancreática benigna dos pacientes com câncer de 

pâncreas em estádio inicial e tardio, com especificidade e sensibilidade absoluta. O GPC1, 

um proteoglicano de superfície celular, é especificamente enriquecido em exossomos 

derivados de células de câncer87–89. Dessa forma, a GPC1 presente em exossomos pode 

servir como potencial diagnóstico não-invasivo e ferramenta de triagem para detectar 

estágios iniciais do câncer de pâncreas, facilitando assim a possibilidade de terapia 

cirúrgica curativa86. 

Outros fatores secretados também possuem papéis importantes já descritos para 

o progresso câncer de pâncreas, tais como a secreção por tumores sólidos de VEGF 

(Vascular Endothelial Growth Factor A) e PIGF (Phosphatidylinositol Glycan Anchor 

Biosynthesis Class F), os quais agem na remodelação vascular90; exossomos também 

foram identificados como mediadores-chave entre as células cancerígenas do pâncreas e 

a vascularização circundante, provocando respostas pró-angiogênicas91.  
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O KRAS mutante também pode ser transferido via exossomos e aumenta o 

crescimento tridimensional de células do cólon receptoras do tipo selvagem92. Além 

disso, os exossomos derivados do melanoma metastático são capazes de induzir fenótipo 

metastático em células receptoras de melanoma não-metastático93. Exossomos derivados 

de células cancerígenas contém moléculas bioativas que podem induzir disfunção de 

células receptoras, contribuir para silenciar respostas imunes antitumorais 94. Esses 

exossomos podem alterar diretamente a função de células imunes, ou indiretamente 

modificar fenótipos estromais de células não-imunes, assim como, atuar na formação de 

nichos pré-metastáticos; os exossomos interagem com várias células do microambiente 

para conferir alterações vantajosas ao tumor tais como progressão tumoral, metástase e 

resistência a medicamentos 90,94–96. Esses achados fornecem informações interessantes 

sobre como as células tumorais podem se comunicar e promover a progressão do tumor 

através da transferência de proteínas oncogênicas 90. Portanto, a análise do secretoma do 

câncer representa uma fonte extremamente ampla para o entendimento da biologia 

tumoral, bem como representa uma ferramenta crucial para descobrir novos e eficazes 

biomarcadores para o diagnóstico e prognóstico precoce do câncer 73.  

1.3.1 Biomarcadores  

Um marcador biológico (biomarcador) é uma característica objetivamente 

mensurada e avaliada como um indicador de processo biológico normal, processos 

patogênicos, ou de respostas farmacológicas a uma intervenção terapêutica97.   Na área 

da saúde existe uma diversidade de biomarcadores conhecidos: fisiológicos, 

bioquímicos, histológicos e anatômicos98. Podem ser células específicas, DNA e RNA 

livres de células, peptídeos, proteínas, enzimas, metabólitos e hormônios99. Entre 

esses, os mais relevantes são os biomarcadores bioquímicos, por causa da relativa 

facilidade em obtenção a partir de fluidos corporais100. A natureza dinâmica do sistema 
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circulatório e seus constituintes reflete diversos estados fisiológicos ou patológicos, e 

a facilidade com que o sangue pode ser coletado faz com que seja uma escolha lógica 

para aplicações de biomarcadores99.  

Os biomarcadores podem ser classificados em quatro tipos: diagnóstico, 

prognóstico, preditivo e terapêutico. Um biomarcador diagnóstico permite a detecção 

precoce do câncer de forma não invasiva e, assim, a prevenção secundária da doença. O 

biomarcador preditivo permite prever a resposta do paciente a uma terapia direcionada e, 

assim, definir subpopulações de pacientes que provavelmente se beneficiarão de uma 

terapia específica. Um biomarcador prognóstico é uma característica clínica ou biológica 

que fornece informações sobre o curso provável da doença; fornece informações sobre o 

provável desfecho da doença. Um biomarcador terapêutico é geralmente uma proteína 

que pode ser usada como alvo para uma terapia (revisado por Shaw, A. et al, 2015; 

Carlomagno, N. et al.,2017101,102).  

Nos últimos anos, houve um intenso investimento na quantidade de recursos 

comprometidos com a pesquisa de biomarcadores, principalmente no câncer, motivada 

em grande parte pelos sucessos em diferentes tipos de tumores. Atualmente, existem 

vários exemplos de biomarcadores usados rotineiramente em cânceres não pancreáticos 

que selecionam pacientes para certas terapias e conduzem estratégia de tratamento63. 

Biomarcadores moleculares estabelecidos, como receptor de estrogênio, receptor de 

progesterona e fator de crescimento epidérmico humano 2, são rotineiramente usados na 

clínica para estratificar os pacientes com câncer de mama para previsões prognósticos, 

para selecionar tratamentos e incluir pacientes em ensaios clínicos103. Um marcador 

tumoral é definido como “uma molécula natural” que pode ser medida no soro, plasma 

ou em outros fluidos corporais, extratos de tecidos ou tecidos embebidos em parafina, 



 

 

30 

 

com o objetivo de identificar a presença do câncer, avaliar o prognóstico ou monitorar o 

paciente, ou estimar resposta à terapia com o objetivo geral de melhorar a estratégia 

clínica para tratamento do paciente104. Um biomarcador ideal permitiria um diagnóstico 

fácil quando um câncer ainda está em estágio inicial, antes de se multiplicar para outros 

órgãos, classificar tumores para que o paciente possa receber a terapia mais apropriada, 

além de monitorar a progressão, regressão e recorrência da doença99,104. 

Atualmente, teoricamente apenas um biomarcador em exames de sangue é 

reconhecido pela FDA na identificação do câncer de pâncreas, o CA 19-963,64. Esse 

antígeno é considerado o “melhor” exame de soro disponível, entretanto, na prática a 

especificidade desse marcador é questionável, uma vez que também é elevada em 

condições não neoplásicas, como pancreatite aguda e crônica, hepatite e obstrução 

biliar105,106, não constituindo um exame rotineiramente usado pelos profissionais de saúde 

especializados. A sensibilidade diagnóstica do CA 19-9 é ainda mais comprometida pelo 

fato de que pacientes com certos tipos sanguíneos não expressam o antígeno74. Estudos 

demonstraram que os níveis séricos do antígeno está aumentado no soro de cerca de 80% 

de pacientes com câncer de pâncreas avançado, e níveis maiores que 500 UI/ml no soro 

pré-operatório indica claramente um pior prognóstico após a cirurgia16,107.  O CA 19-9 

tem um valor significativo como um marcador para medir a progressão da doença no 

paciente, e potencialmente, orientar as decisões de tratamento16. No entanto, atualmente 

esse biomarcador é utilizado em combinação com outros marcadores como o  CEA 

(Carcinoembryonic antigen) e o CA125 (Cancer antigen 125 com o objetivo de aumentar 

a especificidade do diagnóstico do câncer de pâncreas 17. Embora a literatura apresente 

inúmeros possíveis biomarcadores, apenas o CA 19-9 “supri” os requisitos da FDA, os 

quais ainda não são satisfatórios. Portanto, existe a necessidade de identificação de 

melhores abordagens na identificação de biomarcadores que atendam às necessidades de 
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diagnóstico e prognóstico do câncer de pâncreas, pois a detecção de PDAC em estágio 

inicial e, portanto, potencialmente ressecável, pode aumentar a taxa de sobrevivência de 

5 anos em até 40%108.  

Apesar das grandes limitações, muitas outras moléculas apresentam bons 

resultados como biomarcadores candidatos para a detecção precoce do PDAC. Por 

exemplo, o GPC1, como descrito anteriormente, é capaz de distinguir pacientes com 

PDAC em estágio inicial e tardio de indivíduos saudáveis e pacientes com lesões 

pancreáticas benignas com sensibilidade e especificidade de 100%86. REG4, um membro 

da família REG (Regenerating islet-derived), pode distinguir entre pacientes com câncer 

de pâncreas e indivíduos saudáveis; sua concentração no soro tem potencial para uso 

como marcador sérico de triagem para cânceres pancreáticos, incluindo cânceres em 

estágio inicial109–111.O SPINK1 (Serine protease inhibitor Kazal-type 1), produzido 

principalmente nas células acinares do pâncreas exócrino, encontra-se com seus níveis 

tumorais aumentados na maioria dos pacientes com câncer de pâncreas e, quando 

comparando a vários biomarcadores de soro e urina, mostrou ser um bom biomarcador 

para o diagnóstico de câncer pancreático 112,113. No entanto, a aplicação clínica da 

SPINK1 para o diagnóstico de câncer de pâncreas é limitada porque as concentrações 

também aumentam na maioria dos pacientes com pancreatite e doença biliar114. O DKK1 

(Dickkopf-1)  faz parte da família de proteínas secretadas DKK; seus níveis séricos 

encontram-se aumentados no soro de pacientes com PADC, e constitui um promissor 

biomarcador específico de câncer com o potencial de aumentar as taxas de sobrevivência 

de pacientes com esse tumor, pois pode melhorar a detecção da doença em estágio inicial 

e o monitoramento da progressão em comparação com os padrões ouro atuais de 

biomarcadores. Além disso, estudos recentes sugerem que o DKK1 pode ser um excelente 

alvo para a imunoterapia do câncer 115. 
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Outros biomarcadores que são utilizados no câncer, como microRNAs, DNA 

tumoral circulante, células tumorais circulantes que podem ser integrados com dados 

proteicos a fim de expandir informações sobre moléculas envolvidas no câncer. Desta 

forma, numerosas proteínas de baixa abundância, associadas com esses biomarcadores, 

podem ser analisadas por abordagens baseadas em tecnologias de espectrometria de 

massas e auxiliar na identificação de moléculas envolvidas no câncer131. Apesar do 

avanço alcançado até agora em ciência e tecnologia, a quantidade de moléculas 

biomarcadoras descobertas envolvidas em processos tumorais pancreáticos não resultou 

em melhora da sobrevida para os pacientes, e poucas moléculas apresentam potencial 

como um marcador preferencial e específico para o câncer de pâncreas 

104,132. Consequentemente, especialistas em todo o mundo tentam preencher as lacunas 

em diversos estudos colaborativos, reuniões, conferências e grupos de trabalho, a fim de 

encontrar um teste confiável para a detecção precoce do câncer de pâncreas132. Como 

resultado, uma quantidade extraordinária de pesquisas está sendo realizada para 

identificar um marcador de tumor preciso, ou um painel de marcadores que possam 

auxiliar na detecção ou controle do câncer de pâncreas. Uma estratégia que vem sendo 

extensivamente utilizada na análise dessa quantidade de conjuntos de dados é a meta-

análise, este método tem se tornado uma forma habitual de sintetizar evidências e resumir 

os resultados de estudos individuais gerando resultados extremamente relevantes. 

1.4 Investigação in silico de biomarcadores de câncer 

1.4.1 Meta-análise 

Meta-análise é a análise estatística de um conjunto de resultados de estudos 

individuais, sobre uma mesma questão de pesquisa, com o propósito de integrar os  

resultados; ou seja, consiste em agregar os resultados de múltiplos estudos para obter 

resultados robustos e reprodutíveis133. A necessidade da meta-análise da pesquisa é clara, 
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pois a literatura sobre infinitos tópicos está crescendo a um ritmo impressionante 133. 

Dessa forma, técnicas de revisão sistemática tradicional e a meta-análise tentam resolver 

inconsistências e incertezas na literatura como, por exemplo, ensaios clínicos sobre a 

eficácia de um tratamento e até mesmo estratégias para lidar com a quantidade de dados 

adquirida com novas técnicas para processamento e análise de dados134,135 Através da 

meta-análise podemos aumentar o poder estatístico para obter uma estimativa mais 

precisa dos diferentes resultados encontrados, e assim avaliar a heterogeneidade da 

estimativa geral. Além disso, a meta-análise é relativamente barata, pois faz uso dos dados 

disponíveis publicamente136. 

Uma meta-análise é um subconjunto da revisão sistemática e segue passos de 

realização com o objetivo de minimizar o viés, fornecendo, assim, descobertas mais 

confiáveis, a partir das quais conclusões podem ser tiradas137 . Para ajudar os autores 

nesse contexto, a declaração PRISMA (Preferred Reporting Items for Systematic Reviews 

e Meta-Analyzes) foi desenvolvida e consiste em uma lista de verificação de 27 itens e 

um diagrama de fluxo em quatro fases para a divulgação de dados resultantes de revisões 

sistemáticas e meta-analise138. A lista de verificação inclui itens considerados essenciais 

para relatórios transparentes de uma revisão sistemática; no entanto, a lista de verificação 

PRISMA não é um instrumento de avaliação de qualidade de uma revisão sistemática139. 

Basicamente, os passos para realização de uma revisão sistemática e meta-análise 

consistem em definir claramente uma questão de pesquisa que se encaixa nos critérios de 

elegibilidade pré-especificados. Em seguida, realiza-se a pesquisa literária sobre o tópico 

da questão com auxílio de termos de busca (palavras-chave), em pelo menos um banco 

de dados eletrônico, utilizando uma metodologia que seja explícita e reprodutível; após 

essa busca, seleciona-se os estudos encontrados mediante critérios claros de inclusão e 

exclusão previamente estabelecidos, os quais devem ser claramente justificados e 
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indicados; em seguida, os dados dos estudos selecionados são extraídos e avaliado quanto 

a heterogeneidade entre os estudos; os dados são analisados e os resultados obtidos são 

relatados 138–140. Uma meta-análise sólida é caracterizada por uma pesquisa bibliográfica 

completa e disciplinada, e uma definição clara das hipóteses a serem investigadas fornece 

a estrutura para tal investigação137. 

Na transcriptômica de microarranjos de DNA e Sequenciamento de RNA, a 

disponibilidade de bancos de dados públicos desses experimentos em larga escala como 

o ArrayExpress e o Gene Expression Omnibus (GEO)141, encorajou o desenvolvimento

de métodos de meta-análise142. Baetke et al.143, por exemplo, utilizou meta-análise para 

analisar vários conjuntos de dados genômicos que identificaram vias de sinalização e 

processos celulares que desempenham um papel importante no desenvolvimento do 

câncer de próstata. Outro estudo utilizou meta-análise de dados de transcriptoma de três 

repositórios de dados (GEO, ArrayExpress e GLIOMASdb) e identificou FREM2 

(FRAS1-related extracellular matrix protein 2) e SPRY1 (Protein sprouty homolog 1) 

como novos candidatos a marcadores de glioblastoma144. Estratégia semelhante também 

foi utilizada para o estudo em pacientes com PDAC, utilizando conjuntos de dados de 

expressão gênica disponíveis publicamente, por meta-análise, na busca de assinaturas 

gênicas prognósticas145. Esse estudo identificou uma assinatura de 36 genes capaz de 

distinguir pacientes com PDAC com pior ou melhor prognóstico, independente do grupo 

de pacientes e da plataforma de microarrays145. Recentemente, uma meta-análise 

identificou reguladores-chaves da progressão do câncer de pâncreas integrando 

informações de RNAs mensageiros, microRNAs e perfil de metilação do DNA146.  

No entanto, abordagens analíticas aplicadas à análise de microarray apresentam 

limitações, as quais podem ser superadas com a utilização de ferramentas baseadas na 

web que foram desenvolvidas para facilitar a exploração de grandes coleções de dados de 
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estudos transcriptômicos, o que auxilia na abordagem da técnica de meta-análise 147–149. 

A meta-análise é utilizada com sucesso em uma variedade de aplicações, incluindo 

oncogenômica, uso de drogas, diagnóstico de doença, mapeamento de tecido e assinaturas 

de expressão gênica em condições específicas147.  Esse método representa uma estratégia 

satisfatória na seleção de dados e identificação de novas conclusões e/ou descobertas. 

Decidimos, assim, utilizar a meta-análise para selecionar estudos do secretoma-proteoma 

do câncer de pâncreas com o objetivo de identificar biomarcadores que possam auxiliar 

no prognóstico desse tipo de câncer. 
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