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Resumo

A imunoterapia é uma ferramenta terapéutica de sucesso usadas no tratamento do cancro de
pulmao, contudo alguns doentes nao respondem aimunoterapia, apresentando progressao da
doenca ou morte. Uma das possiveis explicacdes para o insucesso da imunoterapia sao
alteracGes no gene Serine/ threonine Kinase 11 (STK11), que podem conferir resisténcia a
terapia, uma vez que este tem grande influéncia no sistema imunoldgico.

O objetivo deste projeto é estudar alteracdes genéticas no STK77em pacientes com cancro de
pulmao sujeitos a imunoterapia e a sua possivel associacao com a resposta do doente a
terapéutica.

Foram selecionados 38 doentes, procedeu-se a extracao do dcido desoxirribonucleico (DNA),
seguindo-se a realizacao da reacao em cadeia da polimerase (PCR) para amplificacao do
STK11, 0 qual foi sequenciado para pesquisa de alteracoes genéticas.

Foram detetadas e classificadas como patogénicas ou provavelmente patogénicas 14
alteracdes no STK11, nao tendo sido identificado um codao ou exao com mais propensao a
alteracoes. Pacientes com alterac6es no STKTT apresentaram pior sobrevida global e pior
sobrevida livre de progressao de doenca.

Estes resultados sugerem que o STK11 deve ser estudado na sua totalidade aquando da
decisao terapéutica e que deve ser incluido em painéis de Sequenciacao de Nova Geracao

(NGS).

Palavras-chave: Alteracdes genéticas no gene STK17, cancro do pulmao, imunoterapia



Abstract

Immunotherapy is one of the successful therapeutic tools used in the treatment of lung cancer,
however, some patients do not respond to immunotherapy, presenting disease progression or
death. One of the possible explanations for the failure of immunotherapy are alterations in the
gene Serine/threonine Kinase 11 (STK11), which may confer resistance to this therapy since it
has a great influence on the immune system.

The objective of this project is to study genetic alterations in the STK177in patients with lung
cancer undergoing immunotherapy and their possible association with the patient's response
to therapy.

Thirty-eight patients were selected, deoxyribonucleic acid (DNA) was extracted, followed by
polymerase chain reaction (PCR) for amplification of STK11, which was sequenced to search
for genetic alterations.

Fourteen alterations in STK71 were detected and classified as pathogenic or probably
pathogenic, with no area of the gene or exon more prone to alterations having been identified.
Patients with alterations in STK71 had worse overall survival and worse progression-free
survival.

These results suggest that the entire coding STK17regions should be studied when making a
therapeutic decision and that it should be included in Next Generation Sequencing (NGS)

panels.

Keywords: STK11gene variants, lung cancer, immunotherapy
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file:///C:/Users/H%20P/Desktop/Análise%20de%20variantes%20no%20STK11%20e%20sua%20influência%20na%20resposta%20à%20imunoterapia.docx%23_Toc144808149
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1. Introducao
1.1. Cancro do pulmao

0 cancro do pulmao é um problema de saude que afeta milhares de pessoas todos os anos, e onde por
vezes a terapia tem fraca eficacia. Existem diversas abordagens terapéuticas e regimes para os
pacientes com cancro do pulmao, dependendo, de fatores relacionados com o tipo de tumor e
estadiamento. Os doentes, quando sujeitos a imunoterapia, apresentam em alguns casos progressao
da doenca ou mesmo morte, e nesse sentido tem havido esforcos para perceber os principios
bioldgicos associados a nao resposta deste grupo de farmacos. Sabe-se que 0 STK77é um gene que
podera influenciar o funcionamento do sistema imune. Uma alteracao genética neste gene pode ter
influéncia na resposta dos pacientes a imunoterapia, por provocar alteracées na resposta imunoldgica

que impedirao a atuacao de terapias como os inibidores de checkpoints imunoldgicos.

1.1.1. Epidemiologia

0 cancro do pulmao € o terceiro tipo de cancro mais diagnosticado em todo o mundo e a maior causa
de morte relacionada com cancro (1). Em Portugal, é o quarto tipo de cancro mais frequente e a principal
causa de morte relacionada com cancro, considerando todas as idades e género (1).

0 cancro do pulmao estava inicialmente associado a paises desenvolvidos, mas nos ultimos anos tem-

se vindo a registar uma incidéncia crescente da doenca principalmente em paises subdesenvolvidos

(2).

1.1.2. Tipos Histoldgicos

Existem diferentes tipos histoldgicos do cancro do pulmao. Pode-se dividir em dois grandes grupos
histolégicos: cancro do pulmao de nao-pequenas células (non-small cell lung cancer- NSCLC) e cancro
do pulmao de pequenas células (small cell lung cancer - SCLC). O NSCLC corresponde a 85-90% dos
casos, e é o tipo mais comum de cancro do pulmao apresentando um crescimento e metastizacao mais
lentos (3). Existem trés subtipos de NSCLC, que se distinguem pelo tipo de células que entraram em
proliferacao descontrolada. O adenocarcinoma € o subtipo mais frequente correspondendo a 40%.
Este pode surgir em nao-fumadores e é mais comum em mulheres e jovens. O tumor tem inicio nas
células que revestem os alvéolos pulmonares e produzem muco e é por norma mais periférico. Um
outro subtipo € o carcinoma de células escamosas/carcinoma epidermdide, que corresponde a 25-

30%, tem origem nas células de revestimento das vias aéreas dos pulmdes, sendo um tumor mais



central, localizado perto dos brénquios. Este tipo de cancro afeta principalmente fumadores. O outro
subtipo é o carcinoma de grandes células que corresponde a 10-15%, este pode surgir em qualquer
zona do pulmao e € o subtipo mais agressivo, com capacidade de proliferacao e metastizacao rapida
(3). Ha mais subtipos de NSCLC, como o carcinoma sarcomatdide, mas que nao tém expressividade
estatistica. Jdo SCLC corresponde a10-15% dos cancros do pulmao, nao afetando, usualmente, 0s nao-
fumadores. Este tipo de tumor prolifera rapidamente e tem mais propensao a metastizar do que o tipo
NSCLC (3).

1.1.3. Estadiamento

0 estadiamento permite desenvolver um progndstico e é importante para definir a terapia para cada
paciente com base na magnitude do tumor primdrio, bem como na extensao da sua disseminacao. O
estadiamento, sequndo a classificacdo TNM de 2017 (tumor - T, node — N and distant metastasis - M):
T refere-se ao tamanho do tumor primdrio, N refere-se a disseminacao da doenca para os ganglios
linfaticos préximos e M indica se existe presenca de metdstase a distancia. O estadiamento TNM esta
dividido em cinco categorias: Estadio O— carcinoma in situ; Estadio |- cancro localizado numa pequena
regiao e nao disseminado para os ganglios linfaticos ou para outros tecidos. Estadio II- cancro
localizado numa regiao maior, mas que nao se disseminou para os ganglios linfaticos ou outros tecidos;
Estadio Ill- cancro disseminado para os ganglios linfaticos ou outros tecidos adjacentes; Estadio 1V-
com metastizacao a distancia. Os estadios Il e IV subdividem-se em IlIA e llIB; IVA e IVB,
respetivamente. O estadio IlIA pressupdem que o cancro disseminou para os ganglios linfaticos no
térax no mesmo lado do pulmao afetado. O estadio IlIB refere-se ao cancro que disseminou para
ganglios do outro lado do tdrax ou para outros érgaos. O estadio IVA pressupde que 0 cancro se
disseminou no térax e/ou disseminou para uma area fora do tdrax. O estadio IVB pressupde que o

cancro disseminou para fora do térax para mais de um local num ou mais érgaos (4).

1.1.4. Tratamento

0 tratamento proposto ao paciente depende de vdrios fatores, tais como o tipo histoldgico (NSCLC ou
SCLC), o estadiamento e a condicao de satide geral do paciente, podendo ser efetuado um tinico tipo de
tratamento ou uma combinacao de terapias. As terapias podem ser repetidas em funcao da evolucao
da doenca. Existem vdrias abordagens terapéuticas para o cancro do pulmao, como a cirurgia,
quimioterapia, radioterapia, imunoterapia, e outras menos comuns como crioterapia, terapia

fotodinamica, terapia por radiofrequéncia e terapia laser.



1.1.4.1 Imunoterapia

Como parte de sua funcao normal, o sistema imunoldgico deteta e destréi células anormais e previne
ourestringe o desenvolvimento de cancro. Nao obstante, as células cancerigenas tém formas de evitar
a destruicao pelo sistema imunoldgico, por exemplo através de alteracdes genéticas que as tornam
menos imunogénicas, através de proteinas na sua superficie que inativam as células imunoldgicas ou
através de alteracao do microambiente tumoral (5). Aimunoterapia tem como funcao auxiliar o sistema
imunoldgico na sua atuacao para controlar o desenvolvimento de cancro (5).

Existem vdrias formas de imunoterapia, entre elas destacam-se os inibidores de checkpoints
imunoldgicos, que sao anticorpos que se ligam a proteinas de checkpoint imunoldgico, as quais sao
proteinas inibitdrias do sistema imunoldgico, pois tém como fun¢ao controlar a duracao e amagnitude
das respostas imunes (6). Quando as proteinas de checkpointimunoldgico se associam ao seu ligando
um sinal inibitdrio é produzido, e isso pode impedir que o sistema imunoldgico elimine eficazmente o
tumor. Assim, os inibidores de checkpoints imunoldgicos funcionam bloqueando esta ligacao (6).

Os inibidores mais comumente usados sao os inibidores do antigénio 4 associado a linfdcitos
citotéxicos (CTLA-4) (como por exemplo: Ipilimumab e Tremelimumab) e da proteina de morte celular
programada (PD-1) (como por exemplo: Pembrolizumab, Cemiplimab e Nivolumab) / ligando de PD-1
(PD-L1) (como por exemplo: Durvalumab). Por vezes é usada uma combinacao de inibidores de CTLA-
4 e PD-(L)1(7).

A ligagao de PD-L1 (em células tumorais) ao PD-1 (em linfécitos T) impede a atuacdo eficaz dos
linfcitos T para eliminacdo de células tumorais (Figura 1-painel esquerdo). Bloquear a ligacao de PD-
L1 a PD-1 com um inibidor de checkpoint imunoldgico (anticorpo anti-PD-L1 ou anti-PD-1) permite a

atuacao eficaz dos linfdcitos T na eliminacao de células tumorais (Figura 1-painel direito)(8).
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Figura 1- Inibidores de checkpoints imunoldgicos PD1/PD-L1. Esquerda- A
ligacao de PD-L1(presente em células tumorais) ao PD-1(presente em linfdcitos
T)impede a atuacao eficaz delinfdcitos T na eliminacao de células cancerigenas.
Direita- A utilizacdo de um anticorpo anti PD-(L)1 que bloqueie a ligacao PD1-
PD-L1 permite a atuacao eficaz de linfécitos T na eliminacao de células
cancerigenas. (Fonte: Terese Winslow, 2015)

Quando o recetor de linfécitos T (TCR) reconhece o complexo péptido-complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) a superficie da célula apresentadora de antigénio (APC) e recebe
uma sinalizacao mediada pela interacao entre CD28 (em linfdcitos T) e B7-1/B7-2 (em APC),
os linfécitos T podem ser ativados. No entanto, a ligacao de B7-1/B7-2 a CTLA-4 (em
linfdcitos T) impede a atuacdo eficaz dos linfdcitos T para eliminacdo de células tumorais
(Figura 2-painel esquerdo). Bloquear a ligacao de B7-1/B7-2 a CTLA-4 com um inibidor de
checkpointimunoldgico (anticorpo anti-CTLA-4) permite que a atuacao eficaz dos linfécitos T

na eliminacdo de células tumorais (Figura 2 -painel direito)(8).
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Figura 2- Inibidores de checkpoints imunoldgicos CTLA-4. Esquerda- A
ligacao de B7 (presente em células apresentadoras de antigénio) a CTLA-
4 (presente em células cancerigenas) impede a atuacao eficaz dos
linfécitos T para eliminacao de células tumorais. Direita- A utilizacao de
um anticorpo para CTLA-4 que bloqueie a ligacao CTLA-4 a B7 permite
que a célula T efetue a sua funcao eficazmente. (Fonte: Terese Winslow,
2019)

1.1.5. Percurso terapéutico dos pacientes com NSCLC

Geralmente nos pacientes com carcinoma in situ, ou seja localizado, é realizada cirurgia com intuito
curativo, sendo que nestes casos mais simples podem ser adotadas outras terapias menos comuns
como crioterapia, terapia fotodinamica, terapia por radiofrequéncia e terapia laser (9).

Para tumores em estadio | é frequente que se proceda a cirurgia para remocao do tumor, sequida de
quimioterapia e/ou radioterapia e/ou imunoterapia, de forma a eliminar eventuais células
cancerigenas que nao tenham sido removidas pela cirurgia (9).

Para tumores em estadio Il é comum realizar imunoterapia ou quimioterapia antes da cirurgia, para
reduzir a dimensao do tumor com o intuito de facilitar o procedimento cirdrgico (9).

Para tumores em estadio Il ou IV, esta indicado o estudo dos biomarcadores de forma identificar
possiveis terapias dirigidas a alvos moleculares que poderao ser administradas em concomitancia com
quimioterapia ou radioterapia.

O tratamento inicial para o estadio llIA, com resultado de biomarcadores negativo, é quimioterapia,
combinada ou nao com radioterapia. A cirurgia pode ser uma op¢ao apos o tratamento neoadjuvante.

Nos casos em que arealizagao de quimioterapia nao for possivel, aimunoterapia pode ser considerada

(9).



0 procedimento comum de tratamento para o estadio 1IB, com resultado de biomarcadores negativo,
é quimioterapia e radioterapia (se o paciente reunir condicées para tal) e caso a doenca se mantiver
estdvel apds duas destas sessoes pode ser sugerido imunoterapia. Os pacientes que nao apresentam
as condicdes necessarias para sequir a terapia descrita, sao geralmente tratados apenas por
radioterapia ou, menos frequentemente, apenas com quimioterapia. Se em algum caso a realizacao de
cirurgia, quimioterapia e radioterapia nao for favoravel, a imunoterapia pode ser considerada como
tratamento primario (9).

0 estadio IV do cancro do pulmao é dificilmente curavel devido a disseminacdo da doenca, sendo o
principal objetivo do tratamento prolongar a vida do paciente e a sua qualidade e alivar sintomas.

No caso de o cancro ter metastizado apenas para um local (o que ndo é comum) -estadio IVA, a pratica
terapéutica, caso o resultado de biomarcadores seja negativo, passa por realizar cirurgia ou
radioterapia na metastase e posteriormente tratar o tumor primdrio (9).

Nos casos em que o cancro disseminou em grande escala -estadio VB, é comum, caso o resultado de
biomarcadores seja negativo, testar o tumor para a expressao da proteina PD-L1. Tumores com sobre-
expressao de PD-L1 geralmente respondem melhor a imunoterapia com base em inibidores de
checkpoints imunoldgicos, os quais podem ser aplicados em monoterapia (Pembrolizumab,
Atezolizumab ou Cemiplimab; Nivolumab e Ipilimumab; Durvalumab e Tremelimumab) ou em
concomitancia com quimioterapia (9).

Se, em qualquer um dos estadios, o cancro progredir durante qualquer que seja o tratamento inicial, um
tratamento de segunda linha deve ser tido em conta.

Um tumor primario do pulmao de pequenas dimensoes que recidive nos pulmoes pode ser tratado com
cirurgia ou radioterapia (se nao tiverem sido usados antes). Os cancros que recidivam nos ganglios
linfaticos entre os pulmdes geralmente sao tratados com quimioterapia em conjunto ou nao com
radioterapia (se nao tiver sido usada antes). No caso dos cancros que recidivam em outros locais que
nao a zona do pulmao, a quimioterapia, as terapias dirigidas e/ou a imunoterapia sao os tratamentos
mais frequentes.

Em certos pacientes, o tratamento tem apenas intuito paliativo, sendo que nestes casos os

tratamentos frequentes sao a quimioterapia, radioterapia ou mesmo outras terapias dirigidas.

1.2. Funcao bioldgica do STK11

0 gene serine threonine kinase 11 (STK11), codifica para a proteina cinase hepatica B1 (LKB1), estd
localizado no braco curto do cromossoma 19 (19p 13.3) e é constituido por nove exdes codificantes e

um nao codificante (10). A proteina LKB1 estd expressa numa proporcao equilibrada em todos os



tecidos do corpo, nomeadamente no pulmao, sendo as excecdes os tecidos conjuntivo e tecidos moles,
no qual a expressao proteica é mais baixa e ainda o olho onde a proteina nao é expressa.

A proteina em questao funciona como supressor tumoral e desempenha importantes funcgdes a nivel
de metabolismo energético (proteinas, lipidos e glicidos). A proteina cinase ativada por adenosina
monofosfato (AMPK) estd a jusante da LKB1 na cascata de sinalizacdo, sendo ativada por
fosforilacao(11). Esta funciona como sensor metabdlico e é ativada por acumulacao de adenosina
monofosfato (AMP) em detrimento de adenosina trifosfato (ATP), promovendo a mudanca do estado
anabdlico (consumo de energia) para catabdlico (producao de energia, nomeadamente sob a forma de
ATP e nicotinamida adenina dinucleotideo + hidrogénio (NADPH). A AMPK promove a acumulacao e
posterior 3-oxidacao de dcidos gordos e reduz a sintese de lipidos; promove a acumulacao de glucose

e aglicdlise e reduz a sintese de glicogénio (Figura 3)(12).
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Figura 3- Ativacao LKB1-AMPK e suafun¢ao no metabolismo celular, de forma a produzir
energia. Paraessefim, 0 complexo ativado promove a acumulacao e posterior 3-oxidagao
de dcidos gordos e reduz a sintese de lipidos; promove a acumulagao de glucose e a
glicdlise e reduz a sintese de glicogénio. (Adaptado de: Elvire Pons-Tostivint et al, 2021)

0 alvo da rapamicina em mamiferos (nTOR) esta presente em intimeras vias de sinalizacdo e existe
em duas formas,amTORC1e mTORC2. AmTORC1 atua principalmente a nivel do crescimento celular,
metabolismo, sintese de proteinas e inibe autofagia, jd mTORC2 atua a nivel da proliferacao celular e
apoptose (13). A ativacao de LKB1-AMPK inibe a mTORC1 (11)e deste modo inibe a producao de
proteinas, e regula negativamente o fator induzido por hipoxia- 1 (HIF-1o) o qual estd envolvido no

metabolismo anaerdhico, nomeadamente relacionado com angiogénese e gliclise anaerdbica (12). A
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referida ativacao vai também ativar a cinase ativadora de autofagia 1 tipo Unc-51 (ULK1) necessdria
para iniciar autofagia, que consiste na degradacao e reutilizacao de componentes celulares(14) (Figura
4)(15).
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Figura 4- Ativacao de LKB1-AMPK e sua consequénciaemmTORC1e
ULK?1. A ativacao de LKB1-AMPK inibe amTORC1 e deste modoinibe a
producao de proteinas, e regula negativamente HIF-1o, o qual estd
envolvido no metabolismo anaerdbico. A ativacao LKB1-AMPK vai
também ativar ULK1 necessaria para iniciar autofagia. (Fonte:
Mohammed Bourouh , Paola A Marignani, 2022)

A inativacao mTORC1 promove ainda a desfosforilacao do TFEB e TFE3, ativando-os e a AMPK estd
envolvida na ativacao FOXO e PGC-1c, todos eles fatores de transcri¢ao relacionados com expressao

de genes envolvidos em autofagia (16) (Figuras 5 e 6)(17)(18).
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Figura 5- Ativacao dos fatores de transcricdo TFEB/TFE3 via LKB1-AMPK, os quais
estao envolvidos na promocao de autofagia. A ativacao de LKB1-AMPK leva a inativacao
mTORC1 o qual promove a desfosforilacao do TFEB e TFE3, ativando-os. (Fonte: Endo H,
etal.2018)
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Figura 6- Envolvimento da AMPK na ativacao dos fatores de transcricao PGC-1c e FOXO, fatores de
transcricao relacionados com autofagia. AMPK ativado promove direta ou indiretamente fosforilacao e
desacetilacao dos referidos fatores de transcri¢ao, tornando-os funcionais. (Fonte: Lee DH.,2010)




A ativacao LKB1-AMPK estd envolvida naresolucao de situacoes de stress oxidativo, envolvendo dano
no DNA por radicais livres de oxigénio (ROS), que se formam como resultado do metabolismo aerdbio.
0 AMPK ativado fosforila e ativa o fator de transcricao NRF2, o qual interage com KEAPT, que é um
gene que codifica uma ubiquitina ligase, que é um regulador negativo da degradagao proteossomal de
NRF2. 0 NRF2 esta envolvido na transcricao de genes antioxidantes, como descrito abaixo (Figura 7)

(7).
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Figura 7- Representacao da ativacao da LKB1-AMPK devido a stress metabdlico, o qual gera ROS,
e a subsequente acao do fator de transcricao NRF2 na regulacao de stress antioxidante por
promover a transcricao de genes antioxidantes. (Fonte: Endo H, et al. 2018)

0 STK11/LKB1desempenha fungdes no metabolismo da glutamina, a qual é uma fonte de energia nas
Células cancerigenas e a glutamina também atua como doador de azoto na sintese de pirimidina e
purina através da carbamoil fosfato sintetase 1(CPS1), uma enzima do ciclo da ureia. Foi demonstrado
que STK11/LKB1regula negativamente a transcricao de CPS1 via efeitos mediados por AMPK e que as
células do cancro de pulmao mutantes KRAS/STK11 regulam positivamente a expressao de CPST,
permitindo a divisao celular e o desenvolvimento do tumor.

Além disso, 0o metabolismo da glutamina também desempenha um papel crucial na homeostase redox
via glutationa, a qual esta envolvida na protecao das células contra danos oxidativos, devido a
capacidade de a glutationa passar do estado oxidado a reduzido. A enzima glutamato-cisteina ligase
condensa glutamato e cisteina em g-glutamilcisteina, e depois a glutationa é produzida via glutationa
sintetase. O NRF2 é um fator de transcricao com papel fundamental na defesa celular contra stress
oxidativo, regulando a glutationa sintetase. Assim, pode-se dizer que KEAP1 promove a transcricao de

genes que codificam proteinas antioxidantes e que a perda de STK71/LBK1 implica uma acumulacao
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de ROS. A perda de STK11/LKB1 resulta no aumento do nivel de ROS e elevado stress redox, o qual
induz a selecao positiva para perda de KEAP1, que promove a regulacao positiva da via NRF2 com um
aumento na transcricao da glutamato-cisteina ligase, catalisando a producao de glutationa. Essa
ativacao da via NRF2 permite que células deficientes em STK11/LKB1 destoxifiquem e promove a
sobrevivéncia de forma independente de STK11/LKB1(12).

Devido a todas as mudancas no metabolismo de forma a produzir mais energia e reduzir o seu gasto,
enquanto se mantém a homeostasia redox, a proliferacao celular e crescimento acontecem numa taxa

mais baixa.

1.3. Alteracdes genéticas do STK11

As alteracoes genéticas do STK11 sao principalmente somaticas e estao presentes em varias linhas
celulares tumorais, sendo que a maior prevaléncia dessas alteracdes é em cancro do pulmado. As
alteracoes de perda de funcao neste gene sao principalmente nonsense, perda de heterozigotia,
insercoes, delecoes do gene completo ou intragénicas, e dele¢coes cromossémicas, resultando em
proteinas truncadas, principalmente, e outros problemas na sua producao, perda da atividade de cinase
(o dominio catalitico com atividade cinase localiza-se nos coddes 50-337), problemas de estabilidade
e alteracao da localizagao da proteina (12), sendo que esta localiza-se normalmente no nucleoplasma
e adicionalmente no citosol (19). Um dos principais hotspots mutacionais do gene é a repeticao de seis
cisteinas em ¢.837-842, bem como mutacdes de splicing em quase todos os exdes/intrdes, tanto no
local aceitador como dador, entre outros (Tabela 1) (20)(21). Até a datanao foram descritos nalliteratura

hotspots mutacionais do gene STK11especificos no cancro do pulmao.
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Tabela 1- Hotspots mutacionais do STK71. A coluna da
esquerda indica os aminoacidos (identificados por letra) da
cadeia proteica original e a sua posi¢ao. A coluna do meio
evidencia as variantes mais comuns no STK17 por ordem de
frequéncia, sendo o asterisco indicativo de uma variante que
resulta numa proteina truncante, o sp indica uma alteracao de
splicing no codao desse aminoacido, e as letras indicam que
houve una substituicdo de bases azotadas resultando na
substituicao do aminoacido da esquerda pelo da direita
(também identificado por letra). A coluna da direita identifica o
exao a que pertence o aminoacido em causa. (Fonte: Cancer
Hotspots, 2023)

Aminodcido Variante Exdo
K84 * 1
X97 sp 1
X125 sp 2
X155 sp 3
E165 QK 4
H174 HDLRY 4
P179 LQR 4
N181 ISTY 4
D194 YNVGH 4
G196 VGR 4
X200 sp 5
S216 FS 5
Q220 ‘P 5
p221 LPS 5
E223 KV 5

w239 C*sS 5
G242 VWGR 5
X245 sp 5
G251 VCR 6
X288 sp 6
X307 sp 7
w308 Lc* 8

1.4. Relagao do STK171com o sistema imunoldgico e impacto na imunoterapia

Sabe-se que existe uma ligagao entre STK77e o STING. STING é uma proteina citosdlica ativada pela
presenca de DNA de cadeia dupla (dsDNA) livre no citoplasma, resultante por exemplo de um tumor.
Essa ativacao promove a oligomerizacao da STING no reticulo endoplasmatico-membrana de Golgi e
a proteina passa a ser capaz de recrutar e ativar a cinase de ligacao ao TANK 1(TBK1), a qual fosforila

o fator de transcricao IRF3 para induzir a producao de interferdes tipo | (IFN-I) e TBK1 estd também
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envolvida na producao de outras citocinas como por exemplo CXCL10, levando ao recrutamento de

células T (Figura 8)(22).
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Figura 8- Producao de interferao tipo | e citocinas dependente de STING. STING

recruta e ativa TBK1, a qual fosforila o fator de transcricao IRF3 para induzir a
producao de IFN-I. TBK1 estd também envolvida na producao de outras citocinas.

(Fonte: BalkaK.R. et al, 2020)

A inativacao de STK77ativa mTORC1 e este vai provocar a ativacao da via metabdlica “serina-glicina-
um carbono” (Figura 9) (23), levando a niveis aumentados do produto S-adenosil metionina (SAM), que
é um substrato para mdltiplas enzimas de silenciamento epigenético, como a DNA metiltransferase-1
(DNMT1) e a histona-lisina N-metiltransferase (EZH2), que estao diretamente envolvidas na metilacao

do promotor de STING, causando regulacao negativa e repressao desta (Figura 10) (16).
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Figura 9- Relacao da via metabdlica “serina-glicina-um carbono” com a via de sinalizagao
mTORC1. A inativacao de STKTT ativa mTORC1 e este vai provocar a ativacao da via
metabdlica “serina-glicina-um carbono”, levando a niveis aumentados do produto SAM

(Fonte: Zeng ) deng, et al, 2019)
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Figura 10- Desregulagao de STK17 e suas consequéncias no funcionamento de
STING. A desregulacdo do complexo LKB1-AMPK, promove indiretamente o
aumento do funcionamento de enzimas de silenciamento epigenético envolvidas na
metilacao do promotor de STING, causando regulagao negativa e repressao desta.

(Adaptado de: Mograbi B, et al, 2021)



O IFN-I apresenta diversas funcoes a nivel do sistema imune, as quais ficam comprometidas, devido
as alteracoes em STK171, pois hd umareducao na producao da molécula. Destacam-se para este estudo
a capacidade de IFN-I induzir a expressao de CCL5 e outras quimiocinas de células T(24) (25). CCL5
regula o recrutamento, migracao, ativacao e proliferacao de células T e células natural killer (NK). Além
disso, o IFN-I aumenta a citotoxicidade das células NK(26). Destaca-se ainda a capacidade do
interferdo induzir a producao do ligando PD-L1 (27), alvo de alguns inibidores de checkpoints
imunoldgicos (28). O interferao pode ainda aumentar a expressao de proteinas do complexo principal
de histocompatibilidade e deste modo promover a resposta de células T CD8 e T CD4 (29)(30), tem
também a capacidade de ativar macréfagos tipo 1(31) e de atenuar aresposta regulatdria dos linfdcitos
T requladores, pois evita a sua infiltracdo e proliferacao no tumor(26)(24) (32). O IFN-I aumenta a
expressao de antigénios associado ao tumor, resultando num maior reconhecimento e captacao dos
mesmos por células apresentadoras de antigeno e apresentacao as células T CD8 (citotdxicas).
Promove também a diferenciacdo, maturacao e migracao das células dendriticas para os ganglios
linfaticos para ativar as células T CD8+ e aumentam a acumulagao intratumoral das mesmas (26). Os
IFN-I inibem a infiltracao de neutrdfilos, a sua longevidade e a producao de citocinas pelos
mesmos(26). Os neutrdfilos, através da sua atividade inflamatdria promovem o cancro, pelo aumento
de danos no DNA, angiogénese e imunossupressao (33). O IFN-I inibe ainda respostas de células T
helper 17 (34), as quais produzem citocinas que promovem a producao e recrutamento de neutrdfilos
(35)(24). Além disso, os IFNs do tipo | diminuem a diferenciacao e a maturagao das células supressoras
derivadas da linhagem mieloide e bloqueiam sua atividade supressora nas células T CD8+(26)(24).
Estas células sao caracterizadas pela capacidade de suprimir as respostas imunes e se expandirem

durante um evento tumoral (36).

Uma outra vertente afetada pelas alteracoes em LKB1é o metabolismo energético das células imunes,
ja que, como referido anteriormente, a proteina em questao desempenha funcées a nivel metabdlico.
Para a ativacao das células T, estas alteram a sua atividade metabdlica de forma a atender aos gastos
energéticos provenientes do crescimento celular, proliferacao e execugao da sua funcao. As células T
ativadas geram ATP principalmente por promoverem a acumulagao de glicose e efetuarem glicdlise.
As vias de transducao de sinal que regulam o metabolismo das células T ainda nao sao totalmente
compreendidas. Sabe-se, no entanto, que um dos alvos que ligam LKB1 ao metabolismo celular é a
proteina AMPK, ativada por LKB1 sob condicdes de stress energético, promovendo a conservagao de
ATP por ativacao de vias catabdlicas e inibicao de vias anabdlicas. Sabe-se também que LKB1tem um
papel de relevo na viabilidade e renovacao das células estaminais hematopoiéticas. Assim, percebe-se
que alteracdes em LKB1 podem ter um impacto significativo na ativacao e execucdo das funcoes de

células T.
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Por todas estas razoes, alteracdes no STK77 tém um impacto significativo no funcionamento do
sistemaimunoldgico, nomeadamente na quantidade e funcao de células T, sugerindo que terapias para
o cancro do pulmao baseadas no sistemaimunoldgico como os inibidores de checkpointsimunoldgicos

nao executem a sua funcao, quando administrados num paciente que apresente LKB1 alterado.

1.5. Impacto preditivo e impacto progndstico das alteracées do STK11

As alteracdes no STK11sao frequentemente acompanhadas de mutacoes em outros genes tais como
KRAS (atividade proto-oncogénica), KEAP1, TP53(gene supressor tumoral) e SMARCA4 (codifica para
uma proteina com atividade de helicase e ATPase, requlando a transcricao de genes (37)), e assim, a
previsao doimpacto prognastico e preditivo das alteracdes no STK77 deve ser avaliado tendo em conta
essas mutagoes concomitantes.

0 progndstico estd relacionado com a progressao natural da doenca. Um biomarcador de progndstico
informa sobre o possivel desfecho (recorréncia da doenca, progressao da doenca ou morte),
independentemente do tratamento recebido.

O teste preditivo estd relacionado com o impacto de um tratamento especifico sobre a progressao
natural da doenca. Um bhiomarcador prediz se o efeito do tratamento (experimental, comparado com
grupo de controlo) é diferente para pacientes biomarcador-positivo em comparacao com pacientes
bhiomarcador-negativo (38).

A presenca de mutacGes no STK77 em associagao com mutacoes adicionais no KRAS, KEAPT ou
SMARCA4 foi descrita como um fator progndstico negativo para a sobrevida global de pacientes com
NSCLC (16). Em contraste, as mutacdes STK11/ TP53 conferiram um melhor progndstico. Sabe-se que
mutacdes no TP53 favorecem um sistema imunoldgico mais forte, nomeadamente uma maior
densidade de células CD8+ (12).

Por outro lado, nao se sabe com certeza se as mutacdes STKT17 sao preditivas de resposta a
imunoterapia, ja que existem resultados contraditdrios. Aferiu-se, no entanto, que em alguns casos de
NSCLC com mutacdes STK71 tratadas com imunoterapia em primeira linha, as mutacdes
concomitantes KRAS (39), TP53 ou KEAP1Tforam associadas a resisténcia a terapia usando inibidores
de checkpoints imunoldgicos. J& mutacdes concomitantes STK11/SMARCA4 tem um valor preditivo
positivo para a capacidade de resposta a terapia referida (16), que deve estar relacionado com o facto

de mutacdes em SMARCA4 proverem infiltracao de linfdcitos T e expressao de PDL-1.
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1.6.  Status mutacional de STK11 aliado a TMB e a expressao de PD-L1 na decisao

terapéutica

O status mutacional do gene STK11, juntamente com a expressao de PD-L1 e a carga mutacional
tumoral (TMB), que consiste no nimero de mutacdes somaticas por milhdo de bases de sequéncia
gendmica investigada, podem ajudar a prever quais o0s pacientes que beneficiarao de imunoterapia
(40).

Embora haja uma relacao linear entre o nivel de beneficio dos inibidores de checkpoint e o nivel da
expressao tumoral PD-L1, existem tumores que respondem a imunoterapia e que apresentam uma
expressao de PD-L1 baixa ou indetetdvel (16). Em contraste, existem tambhém tumores com elevada
expressao de PD-L1 que nao respondem a imunoterapia, demonstrado as limitacoes de PD-L1 para
selecdo de terapia (16).

Valores elevados de TMB sao um potencial biomarcador preditivo de alta taxa de resposta a
imunoterapia (41). A explicacao passa pela capacidade das células tumorais com alto TMB terem
tendéncia a produzir antigénios mais imunogénicos, cujo reconhecimento pelas células T, sobretudo
pelos linfdcitos T citotdxicos, é mais eficaz e esse é precisamente um dos aspetos mais importantes na
predicao da resposta a imunoterapia (41). Os tumores de pulmao de nao pequenas células sao dos
tumores com maior TMB (42). Existem, no entanto, alguns estudos que se contrapdem e mostram que

o TMB nao é eficaz para prever aresposta a terapia (43).

1.7. Falhas no sucesso da imunoterapia nao relacionadas com alteracoes genéticas em

STKT1

Caracterizar o status STK11, através da andlise de mutacdes do gene STK17 pode nao ser suficiente
paraidentificar pacientes com falhas na atividade de LKB1.

Existem mecanismos nao mutacionais que também resultam em diminuicao da expressao de
STK11/LKBT1, tais como a hipermetilacao da regido promotora do STK7%; a desacetilacao da proteina
que resulta na instabilidade da mesma, sendo depois encaminhada para a via ubiquitina-proteossoma

(44); e os microRNAs tém também influéncia na fase p6s-traducional (12).

Além disso, alteracoes em proteinas auxiliares da LKB1podem resultar no mau funcionamento desta,

apesar de STK71nao apresentar nenhuma alteragao genética.

LKB1 é ativado alostericamente, ou seja, hda uma alteracao da estrutura da proteina, induzida pela
ligacao de um ligando que provoca a regulacdo da atividade da enzima. A estrutura da LKB1 consiste

em 2 lobos de cada lado dabolsa de ligacao do ligando ATP(45). LKB1 é a unidade cataliticamente ativa
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de um complexo heterotrimérico com STRADA e MO25. STRADA é uma pseudocinase que induz uma
alteracao conformacional em LKB1 para formar o estado cataliticamente ativo e faz com que LKB1seja
transportada do nticleo para o citoplasma. MO25 fortalece a interagao entre LKB1e STRADA e, como
resultado, aumenta a atividade cinase de STK71. O loop de ativacao de LKB1, essencial no processo de

ativacao da cinase pois forma a bolsa que liga o substrato, é mantido no lugar por MO25(46).

Outra razao para a variabilidade no sucesso da imunoterapia é a existéncia de mutacoes

concomitantes com a alteracao em STK17, tal como descrito na seccao 1.5.

Um estudo mostrou progndstico pior numa coorte que apesar de expressar LKB1 estava em
guantidade reduzida, (no entanto, os resultados nao foram estatisticamente significativos). Este
estudo nao avaliou mutacées STK11 e, portanto, a relacao entre expressao e status mutacional de

STK11permanece desconhecido (47).

Diferentes mutacoes podem induzir microambientes diferentes e influenciar a terapia e sobrevivéncia

(16).
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2. Objetivos do Projeto

O objetivo deste projeto € investigar alteracoes genéticas no gene STK171, em pacientes sujeitos a
imunoterapia e relacionar os resultados com a resposta terapéutica, e desta forma establecer a causa-
efeito das alteracdes no gene STK71de forma a tentar encontrar uma alteracao genética relevante que
seja causadora de possiveis resisténcias.
Os objetivos especificos do projeto sao:
1) Efetuar sequenciacdao do gene STK11, que foi amplificado a partir de amostras de DNA
extraidas de tumor de pulmao;
2) Andlise de variantes em software apropriado e sua classificacao de acordo com bases de
dados;
3) Correlacionar as variantes encontradas no gene com 0 sucesso da imunoterapia nos
pacientes, através de dados de literatura relativos a sobrevida global e sobrevida livre de

progressao de doenca em doentes com alterac6es em STKT1.

19



3. Materiais e Métodos
3.1. Amostras

Para o presente estudo foram utilizadas 38 amostras de DNA extraido a partir de tecido pulmonar
tumoral fixado em formol tamponando a 10% e embebido em parafina. Os critérios de inclusao
utilizados na selecao destas amostras foram: pertencerem a pacientes com diagndstico de cancro do
pulmao em fase avancada; paciente terem sido submetidos a imunoterapia, nomeadamente com
inibidores de checkpoints imunolégicos (anti PDL-1/PD-1 e anti CTLA-4); a colheita das amostras ter
sido efetuada antes do paciente ter sido submetido a terapia com inibidores de checkpoints

imunoldgicos.

3.2.Extracao de DNA

Antes de efetuar a extracdo, as preparacaes histoldgicas dos pacientes sao revistas por um patologista
paraaveriguar se o corte de tecido é composto totalmente ou parcialmente por tumor. Quando é parcial,
o patologista efetua uma marcacdo na preparacao histoldgica do tecido em causa, com o objetivo de
delimitar o tumor e obter a maior percentagem de DNA tumoral na extracao. Apds esta etapa é
realizada a macrodissecao que consiste naremocao por raspagem do tecido de interesse delimitado e
apenas este segue para a extracgao.

A extracao e purificacao de DNA a partir de tecido pulmonar tumoral fixado e embebido em parafina foi
efetuada pelo método automatico Maxwell ® DNA FFPE (Formalin-Fixed Paraffin-Embedded,
(Promega, Wisconsin) baseado na extracao por particulas magnéticas (48). Paratal, sao utilizados dois
a cinco cortes histoldgicos com uma espessura de 10 a 20 um estendidos em lamina, dependendo do
tamanho do tecido. O corte é raspado para um tubo eppendorf estéril, onde é adicionado éleo mineral
para a dissolucao da parafina aquando do aquecimento a 80°C . Posteriormente € adicionada a master
mix, composta por tampao de lise para lisar células, proteinase k, que promove a degradacao de
proteinas, a10mM e blue dye que é um corante que permite distinguir fases, isto €, distinguir a parafina
dos restantes componentes. Apés centrifugacao dos eppendorfs para ocorrer a separacao da fase
apolar, que contém o dleo e a parafina, da fase aquosa, que contém a master mix, é removida a fase
aquosa para um outro eppendorf que é colocado num bloco de aquecimento a 56°C durante 30
minutos, temperatura 6tima para ocorrer a digestao proteica. Apds este passo, a amostra é incubada
no termobloco a 80°C durante 4 horas para ocorrer a rutura das pontes metilénicas inter e

intraproteicas causadas pela fixacao em formol (49). Apds arrefecimento, a amostra é incubada com
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RNase A, que promove a degradacao de RNA, a temperatura ambiente durante 5 minutos, sequida de
centrifugacao. A amostra é transferida para os pocos do equipamento Maxwell® FFPE Cartridge que
contém tampao de ligagao e esferas magnéticas as quais fornecem uma fase sélida mdvel para captar
DNA. O equipamento Maxwell® é magnético, deste modo imobiliza as esferas magnéticas ligadas ao
DNA no primeiro poco. As amostras sofrem vdrias lavagens em diferentes pocos antes de o DNA ser
eluido em tubos que contém dgua livre de nucleases (48). Por fim, os tubos sao colocados num suporte

magnético para remocao das esferas magnéticas que possam ter sido eluidas juntamente com DNA.

3.3. Quantificacao e avaliacao da qualidade de DNA

Apds extracao de DNA é efetuada a sua quantificacao e avaliacao do grau de pureza através da leitura
espectrofotométrica das amostras aos comprimentos de onda 280nm, 260nm e 230nm. Para tal, foi
utilizado o espectrofotdmetro NanoDrop® 2000 (Thermo Scientific, Wilmington) que permite fazer
leituras espectrofotométricas no espectro completo (de 190 a 840 nm), apresentando um limite
minimo de detecdo de DNA de 2ng/uL. A leitura espectrofotométrica ao comprimento de onda
260nm neste equipamento permite efetuar diretamente a quantificacdao do DNA presente na
amostra, nao sendo necessario utilizar a férmula para o calculo. Similarmente o equipamento fornece
os valores das razdes de absorvancia lidas aos comprimentos de onda de 260nm/280nm e de
260nm/230nm que permitem avaliar o grau de pureza da amostra (50). A leitura ao comprimento de
onda 280nm permite detetar a presenca de proteina, fenol ou outros contaminantes que absorvem
fortemente neste comprimento de onda. Ja a leitura ao comprimento de onda 230nm permite detetar
a presenca de contaminantes que absorvem neste comprimento de onda, tais como acido
etilenodiamino tetra-acético (EDTA), carboidratos e fenol (50) Deste modo a razao de absorvancias
260nm/280nm, corresponde a razao: “absorvancia de dcidos nucleicos/absorvancia a 280nm de
contaminantes”. Valores entre 1,8-2,0 sao indicativos de que o DNA tem um grau de pureza détima
para ser usado em reacoes de amplificacao, ja se o racio apresentar valores significativamente
menores, pode sugerir a presenca de contaminantes, e aimpossibilidade de usar a amostra extraida
para reacao de amplificacdo. Ja a razao de absorvancias 260nm/230nm, corresponde a razao:
“absorvancia de &cidos nucleicos/absorvancia a 230nm de contaminantes”. Valores entre 2,0-2,2
sao indicativos de que o DNA tem um grau de pureza aceitdvel para ser usado em reacoes de
amplificacao, ja se o rdcio apresentar valores significativamente menores, pode sugerir a presenca de
contaminantes, e aimpossibilidade de usar a amostra extraida para reacao de amplificacao.

Para a amplificacao, foi utilizada, quando possivel, uma concentracdo de DNA entre 50 e 100 ng/pL.
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3.4.Amplificacao do gene STK11

A amplificacao do gene STK17 foi efetuada por um método de reacao em cadeia da polimerase
(PCR)simples, onde foram amplificados os nove exdes codificantes do gene STK11. A sequéncia dos
primers utilizados na amplificacao dos nove exoes e suas temperaturas de annealing encontram-se

registados na Tabela 2.

Tabela 2- Sequéncia dos pares de primers utilizados para amplificacao de nove exdes do gene STK177 e suas
temperaturas de annealing.

Tamanho
Exao Primer Forward Primer Reverse dos Temperatura
amplicées de annealing
{bp) (0
1 11 TGGAGAAGGGAAGTCGGAACACAA ATCTTGACGGCCCTCCTGCACA 322 52,5
1.2 AAGGCTCTTACGGCAAGGTGAAGGA TTGCCTGAGTGAAAGTCCGTAACGC 315 559
2 2 GACTCCAGGGATCCAGGCCATCAT CTCAGGGCCCCTTTCAGCAAGC 346 53,0
3 3 GTCCCTCCAGAGCCCCTTTTCTGG GACAAGCAGTGTGGCCTCACGGAAA 265 55,4
4 4 TGCCTGGACTTCTGTGACTTCCC CGAACGGGTGCAGTGCCTGTG 350 60,2
5 5 TGGCACCCTCAAAATCTCCGACCTG CGGCTGTGGCCAGAGAGGGTCTG 375 60,9
5A ATTGACGGCCTGGAGTACCTGCATA CGGGGCACTTACAGGGTGAC 341 60,9
6 6 TCTGTCCCTGGGGTAGAGCTGGG CCCTACATTTCTGCACAAAAGCCCC 276 551
7 7 GTATCACCCAGGGCCTGACAACAG GGTAACAGGACACTGCCCAGAGA 341 56,3
8 8 GGCCCAGAGGAGCTGGGTCG CTGCTCCCGTGGGACATCCTGG 330 59,0
9 9 TGGGCAGCAGCTGTAAGTGCGT GCGTTGTCCCCACATGCCCCA 358 59,0
9A CCCAGAAGAGGAGGCCAGTCACAAT GACGGTCACCATGACTGACTAGCG 303 59,0

O processo de amplificacao passa por ciclos sequenciais de desnaturacao da dupla hélice de DNA
(melting) por aplicacao de temperatura elevada (95° C), depois ha uma diminuicdo da temperatura e os
primers ligam-se (annealing) e depois a temperatura estabiliza nos 72° C iniciando a sintese de DNA
devido a acao de uma DNA polimerase. Devido as especificidades de cada exao a temperatura de
annealing correspondente a cada um é diferente e por isso annealing dos primers as respetivas
sequéncias é feito num patamar de temperaturas (642C-622C-60°C), tendo cada patamar uma
duracao 90 segundos. O processo de amplificacao é constituido por repeticao destes ciclos 38 vezes.
(Tabela 3).

22



Tabela 3- Condi¢des de PCR para amplificacao dos 9 exoes codificantes do gene STK11.

Temperatura Tempo Etapas Ntimero de ciclos
95¢°C 15 minutos Desnaturagao 1x
952C 30segundos Desnaturagao
642C 90 segundos
622C 90 segundos Annealing 38x
60°C 90 segundos
72°C 90 segundos Extensao
72° 10 minutos Extensao 1x

Para a amplificacao utilizou-se o kit QIAGEN ® Multiplex PCR Kit. A master mix contém a DNA
polimerase termoestavel (HotStartTag DNA Polymerase), desoxinucledtidos trifosfato (dNTPs),
tampao e o cofator enzimatico MgCl.. A Q-Solution altera o comportamento de melting DNA e
geralmente melhora um PCR com rendimento nao ideal causado por templates que possuem
estruturas secunddrias ou altos contetidos de GC (guanina e citocina) (51).

Para um volume total de 15uL de mistura de reacao, utilizaram-se 7,5 pL de master mix, 3 pL de dgua
destilada livre de DNAse, 1 uL de Q-solution, 0,75 ulL de cada primer forwarde reverseal0 mMe 15 -
2 pL da amostrade DNA. Nos casos com pouca quantidade de material genético extraido as condicoes
da reacao de amplificacdo foram modificadas, de forma a tornd-la mais eficaz.

Em cada amplificacao foi introduzido um controlo negativo, designado também por branco, que
corresponde a um tubo com a mistura reacional sem DNA, com a finalidade de monitorizar possiveis
contaminacoes. Deste modo, sao validadas apenas as amplificacdes em que o conteddo do controlo

negativo nao apresente produtos de amplificacao.

3.5. Eletroforese

0s amplicdes foram submetidos a uma eletroforese em gel de agarose a 2% (4g/200mL), com a
finalidade de separar os diferentes amplicoes pelo seu peso molecular (52). O principio de separacao
dos amplicoes é baseado no tamanho dos mesmos.

A eletroforese em gel de agarose foi realizada para averiguar: i) se houve amplificacdo do DNA em
todas as amostras; ii) se nao houve contaminacao na reacao de amplificacao, que se deteta através da
andlise do controlo negativo; iii) se o produto amplificado é o pretendido, através da sua comparacao

com um marcador de peso molecular.
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Para a preparacao do gel de agarose a 2% (4g/200mL) foram dissolvidas 4g de agarose em 200mL
de tampao Tris-Borato-EDTA (TBE) a 1x, através de aquecimento. Apés dissolucao foram adicionados
6 pL de Redsafe previamente diluido em 1mL de dgua. O Redsafe é um fluorocromo que se intercala na
molécula do DNA, e quando é excitado por um comprimento de onda da luz ultravioleta (UV) emite luz
com comprimento de onda da regiao do espectro visivel. Por fim, a mistura é vertida no suporte do gel
que contém pentes para formar pocos, ficando a temperatura ambiente para solidificacao.

Para a separacao eletroforética utilizou-se uma tina de eletroforese onde se colocava o gel e TBE a 1x
e nesse gel foi adicionada uma mistura de 3 pL da amostra com 3 uL do tampao de carregamento (Azul
de Bromofenol), o qual por apresentar maior densidade e cor, facilita a adicao da amostra nos pocos. A
eletroforese foi realizada a uma voltagem de 170V durante 15 minutos.

Para visualizacao dos fragmentos utilizou-se o transiluminador Quantity One (Bio-rad, California) para
captar a emissao de luz visivel do fluorocromo, apds este ter sido excitado por luz UV emitida pelo
transiluminador. O Redsafe cora o DNA de forma dependente da concentracao, de modo que quanto
maior é a concentracao de DNA em uma banda no gel, maior é a intensidade dessa banda quando
visualizada sob a luz ultravioleta; assim esta relacao permite estimar a quantidade de DNA presente

numa dada banda (53).

3.6. Sequenciacao de Sanger

Apds amplificacao por PCR, efetuou-se uma purificacao enzimdtica sequida da sequenciacao pelo

método de Sanger, para se obter a sequéncia genética dos exaes.

Ao produto de PCR foram adicionados 2 uLde ExoAP (Thermo Fischer, Massachusetts), que é uma
mistura enzimatica que promove a digestao de excedentes e residuos resultantes dareacao de PCR. A
exonuclease |, digere o excesso de primers, enquanto a enzima fosfatase alcalina, desfosforila os
dNTPs. Adesfosforilacao torna os dNTPs inutilizaveis, de formaanao interferirem com a sequenciacao

gue se segue, pois, 0 sequenciamento tem uma proporcao bem estabelecida de nucledtidos (54).

Esta mistura enzimdtica com os produtos de PCR foi incubada no termociclador (Bio-rad, California)
para proporcionar condicdes térmicas 6timas de funcionamento da enzima (37°C) e apds efetuar a sua

funcao a temperatura subiu (85°C) de forma a inativar as enzimas.

Antes da reacao de Sanger propriamente dita fez-se uma preparacao da sequenciacao, conhecida
como sequenciacao direta, que foi efetuada usando o BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit
(Applied, Foster City). O BigDye, que contém dNTPs, didesoxinucledtidos trifosfato (ddNTP) marcados
com fluoréforos, DNA polimerase e MgCly, foi preparado recorrendo a 100 pL de BigDye puro a 2,5x,

125 pL tampao de BigDye a 1x e 550 pLde dgua destilada ultrapuralivre de nucleases. Para estareacao
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de sequenciacao, com um volume de 6,25 pL preparou-se uma mistura de 4 pL de BigDye, 0,5 pL de
cada primer (forward e reverse) a 10 uM e 1,25 pL do produto de PCR purificado enzimaticamente. A
mistura foi depois incubada no termociclador (Bio-rad, California) em ciclos de [95° C-55° C-60° (].
Nesta etapa dd-se a desnaturacao do DNA de cadeia dupla, sendo que o DNA em cadeia simples é
depois emparelhado com primers e alongado com recurso a dNTPs para construir a nova cadeia dupla.
0s ddNTPs acoplados a um fluordforo, que varia de cor consoante o nucledtido (A, G, T e C) quando
anexados a sequéncia, irao emitir fluorescéncia com base no nucledtido associado. Os ddNTPs sao
usados para interromper a sintese de DNA devido a falta de um grupo hidroxilo livre na sua estrutura
que é necessario para aligacao do seguinte nucleétido, assim a sequéncia ira ser alongada com dNTPs
até que um ddNTP seja utilizado (55). Como os dNTPs e os ddNTPs tém probabilidade igual de serem
usados, cada sequéncia terminara com comprimentos variados e com diferentes nucledtidos na dltima

posicao.

Apds areacao de sequenciacao direta foi efetuada uma purificagcao em coluna por filtracao em gel dos
produtos de sequenciacao, através de um método validado pelo laboratdrio, utilizando Sephadex G50
(33,3 g da substancia dissolvida em 5000 mL de aqua). Esta purificacao teve como objetivo remover
excedentes da reacdo de sequenciacao. A purificacdao pode ser realizada em coluna individual ou em
placa de 96 pocos. Em ambos 0s casos o processo consiste em encher a coluna/pogos com o
Sephadex G50 e centrifugar durante 4 min a 4400 ou 3800 rpm, respetivamente, para compactar a
malha. O produto a purificar foi pipetado para a coluna/pogos com a malha de Sephadex G50 e foi
centrifugado nas condi¢oes acima referidas de forma a ser filtrado e caiu num tubo/placa que continha

10 pL de formamida que permite manter o DNA linear e conservado.

0 produto de sequenciacao purificado seguiu para o sequenciador capilar 3130XL (Applied, Foster City)
para ser efetuada eletroforese capilar num gel de poliacrilamida na qual as sequéncias sao alinhadas
por tamanho crescente. A andlise dos produtos sequenciados foi efetuada com recurso ao software
Mutation Surveyor V3.24. Os eletroferogramas obtidos no sequenciador que contém ainformacao das
sequéncias genéticas sao comparadas com sequéncias wild type, permitindo aferir alteracdes
genéticas. Este software tem inimeras caracteristicas que o tornam interessante do ponto de vista da
andlise, tais como a grande sensibilidade e precisao com que deteta variantes, a grande quantidade de
dados que analisa num curto espaco de tempo e o facto de ser compativel com diferentes formatos de

resultados de sequenciacao provenientes de diferentes sequenciadores (56).
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3.7. Analise Estatistica

Foi utilizada estatistica descritiva nomeadamente frequéncias absolutas e frequéncias relativas para
andlise dos dados obtidos. Esta estatistica foi dtil na caracterizacao da amostra em termos
histolégicos; na andlise da proporcao de casos estudados por cada exao; na andlise, por exao, da
percentagem de alteracées encontradas; e ainda para analisar, por exao e por tipo histoldgico, a
percentagem de cada tipo de alteracdes encontradas (benignas/ provavelmente benignas,

patogénicas/ provavelmente patogénicas e nao descritas em bases de dados).
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4. Resultados

Sabe-se que alteragdes no gene STK17sao potenciais causadoras de resisténcia a imunoterapia. Este

projeto visa encontrar alteracdes no gene STK11 que possam estar na base da referida resisténcia.

No total dos 38 casos foram encontradas 16 alteracdes genéticas. A Tabela 4 apresenta a frequéncia
absoluta e frequéncia relativa de alteracoes genéticas encontradas em cada exao para o total de 16

alteracoes.

Tabela 4- Frequéncia absoluta e relativa (em percentagem arredondada a unidade) de alteracées genéticas

encontradas em cada exao do gene STK77para um total de 16 alteracoes.

Exoes
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Alteragoes 25% 0% 0% 13% 25% 19% 0% 13% 6%

% (n/N) (4/16) (0/16) (0/16)  (2/16) (4/16) (3/16)  (0/0)  (2/16) (1/16)

N- niimero total de alteracdes, (N=16); n- nimero de alteracdes encontradas em cada exao.

As alteracoes foram classificadas de acordo com as bases de dados GnomAD (57), ClinVar (58),
COSMIC (59), My Cancer Genome (60), ChioPortal(61), GDC (62), OncoKB (63) e Cancer Hotspots (64).
Na Tabela 5 apresenta-se para cada exao a frequéncia absoluta e frequéncia relativa de cada
classificacao, para o total de alteracdes encontradas nesse exao, sendo de particular interesse as
alteragdes classificadas como patogénicas/ provavelmente patogénicas, uma vez que sao estas que

conferem alteracdes na proteina LKB1.

Tabela 5- Frequénciarelativa (em percentagem arredondada a unidade) de cada classificagao, para

cada exao, para o total de alteragdes encontradas em cada exao.

Exao Nao descrita Benignas/Provavelmente Patogénica/
% (n1/N) Benigna Provavelmente Patogénica
% (n2/N) % (n3/N)
1 50%(2/4) 0%(0/4) 50%(2/4)
2 0% (0/0) 0%(0/0) 0% (0/0)
3 0% (0/0) 0%(0/0) 0% (0/0)
4 0%(0/2) 0%(0/2) 100% (2/2)
5 0%(0/4) 0%(0/4) 100% (4/4)
6 0%(0/3) 0%(0/3) 100% (3/3)
7 0%(0/0) 0%(0/0) 0% (0/0)
8 0%(0/2) 0%(0/2) 100% (2/2)
9 0%(0/1) 0%(0/1) 100% (1/1)
Todos os exdes 12,5% (2/16) 0%(0/0) 87,5% (14/16)

N-nudmero total dealteragdes em cada exao; m-nimero de alteragdes nao descritas encontradas em cada exao;
nz- nimero de alteragdes benignas/provavelmente benignas encontradas em cada exao; ns- niimero de
alteracdes patogénicas/provavelmente patogénicas encontradas em cada exao;
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Foram detetadas 14 variantes classificadas como patogénicas ou provavelmente patogénicas (Tabela
6) e duas variantes de significado desconhecido ndo descritas nas bases de dados consultadas
(c127G>A p.(Ala43Thr); c.243G>T p.(Lys81Asn)).

Tabela 6- Variantes patogénicas e provavelmente
patogénicas detetadas no gene STK11.

Alteracaogenética  Alteracao na proteina Exao

c.613G>A p.(Ala205Thr) 5
€.503A>G p.(His168Arg) 4
€.180_185del p.(Tyr60%) 1

C717G>A p.(Trp239*) 5
€.862+1G>T p.(?) 6
€.842_843insC p.(Val282Arg fs*6) 6
¢.580G>T p.(Asp194Tyr) 4
c.647CT p.(Ser216Phe) 5
€.921-12G>A p(?) 8
c.1233delC p.(Asn412Thr fs*98) 9
€.842_843delinsT p.(Tyr281Leu fs*19) 6
¢.149_150insAGGT p. (Met51Gly fs*113) 1

c.662C>T p.(Pro221Leu) 5
c1062C-T p.(Phe354Leu) 8

A Figura 11 representa o gene STK11, nomeadamente os exdes e intrdes e ainda as zonas codificantes
e nao codificantes. Neste esquema estd representada a distribuicao das alteracoes genéticas

patogénicas/provavelmente patogénicas de acordo com o exao e o tipo de variante.

4ddqa A 4 4 4

UTR - Regido codificante [

Mutagao frameshift ou nonsense

4
/ Mutagdo missense [ Mutagdo de splicing

Figure 11- Representacao esquematica do gene STK77, nomeadamente das zonas codificantes e ndo codificantes
(UTR), e dos exdes e intrdes. Estd representada na figura a distribuicao das variantes genéticas por exao e o seu

tipo.
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Os pacientes foram organizados em dois grupos: casos com variantes patogénicas/provavelmente

patogénicas no gene STK11 e casos sem alteracdes no referido gene. No que respeita a resposta a

terapia, em ambos os grupos existiam pacientes com “progressao da doenca ou morte” e “boa resposta

durante um longo periodo” (Tabela 7). Até a data, nao foi possivel ter acesso aos dados relativos ao

tempo deresposta de cada doente que nos permita fazer uma correlacao entre apresenca de variantes

patogénicas/provavelmente patogénicas no gene STK17e a resposta a terapia.

Tabela 7- Caracterizacao dos pacientes de acordo com a resposta terapéutica: “progressao da

doenca ou morte” ou “hoa resposta durante um longo periodo”.

Caracterizagao dos

. Nimero - L. Nimero
pacientes de acordo de Alteragdes patogénicas/ de Exiio
comaresposta . provavelmente patogénicas N
terapéutica pacientes alteragoes
c.613G>A; p.(A|a205Thr)
C.503A>G; p.(His168Arg) 4
€.180_185del; p.(Tyr60%) 1
“Progressao da 19 C.717G>A; p.(Trp239%) 8 5
doenga ou morte” €.862+1G>T;p.(?) 6
€.842_843insC; p.(Val282Arg fs*6) 6
€.580G>T; p.(Asp194Tyr) 4
€.1062C>T; p.(Phe354Leu) 8
€.647CT;p.(Ser216Phe) 5
€.921-12G>A; p(?) 8
“Boaresposta €.1233delC, p.(Asn412Thr fs*98) 9
durante um longo 19 €.842_843delinsT; p.(Tyr281Leu fs*19) 6 6
periodo” €.149_150insAGGT; p. (Met51Gly fs*113) 1
€.662C>T; p.(Pro221Leu) 5

Das 38 amostras de tumor estudadas, 35 eram de carcinoma de pulmao de ndo pequenas células (30

dos quais adenocarcinomas e 5 carcinomas de células escamosas/epidermdide) e trés de tipo

histoldgico desconhecido (embora o subtipo de carcinoma de células escamosas tenha sido excluido)

(Tabela 8).
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Tabela 8- Caracterizacao da populacao estudada. Frequéncias absolutas e
frequéncias relativas (em percentagem arredondada a unidade) de cada

tipo e subtipo histoldgico.

Tipo Histoldgico % (n/N:) Subtipo Histoldgico % (n2/N2)
(N+=38) (N==35)
86%
Carcinomade Adenocarcinoma
pulmao de ndo 92% (30/35)
pequenas células (35/38)
14%
Carcinoma epidermadide
(5/35)
8%
Desconhecido
(3/38)

Ni- nimerototal de casos, (N=38); m- niimero de casos de cadatipo histoldgico; N>-
ndmero total de casos em que se identificou o subtipo histoldgico, (N=35); na-
numero de casos de cada subtipo histoldgico.

A Tabela 9 representa as frequéncias absolutas e frequéncias relativas de alteracoes genéticas
patogénicas/ provavelmente patogénicas de acordo com o tipo/ subtipo histoldgico, para o total de
casos de cada tipo/subtipo histoldgico.

Tabela 9- Frequéncias absolutas e frequéncias relativas (em

percentagem arredondada a unidade) de alteracdes genéticas

patogénicas/ provavelmente patogénicas de acordo com o tipo/

subtipo histoldgico.

Tipo/Subtipo Alteragdes patogénicas/ provavelmente
Histoldgico patogénicas em cada tipo histolégico, % (n/N)
Adenocarcinoma 40% (12/30)

Carcinoma epidermdide 0%(0/5)

Desconhecido 67%(2/3)

N- nimero total de casos de cada tipo/subtipo histoldgico; n- nimero de

alteracdes patogénicas/provavelmente patogénicas encontradas em cada

tipo/subtipo histoldgico.
E de referir que a andlise da totalidade do gene STK177n&o foi possivel em algumas amostras devido a
fraca quantidade/qualidade de DNA obtido. Na Tabela 10 é apresentada a frequéncia absoluta e

relativa de exdes que puderam ser estudados.
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Tabela 10- Frequéncia absoluta e relativa (em percentagem arredondada a décima) de exdes do STKT1
estudados.

Exoes
1 2 3 4 5 6 7 8 9
Amostras
e“gﬁfas 86,8% 974%  100%  921%  921%  816% 974% 974%  947%

SUCesso (33/38) (37/38) (38/38) (35/38) (35/38) (31/38) (37/38)

(37/38) (36/38)
% (n/N)

N- nimero total de amostras, (N=38); n- nimero de amostras em que foram realizadas com sucesso as técnicas de
amplificacdo/sequenciacao.
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5. Discussao
Neste estudo, sao relatadas alteracdes genéticas no gene STK71, em particular alteracdes
patogénicas/provavelmente patogénicas e o seu provavel impacto negativo na resposta a

imunoterapia.

No presente estudo foram detetadas 14 variantes patogénicas/provavelmente patogénicas no gene
STK11em 38 doentes com carcinoma do pulmao. Estas variantes foram encontradas em varios exdes
(excetonos exdes 2,3 e 7) o que sugere a ndo existéncia de exdes hotspot, isto €, regides mais propicias
a sofrerem alteracOes. Destas alteracdes, 8 estao presentes em posicoes nucleotidicas, que de acordo
com a literatura (20)(21), apresentam elevada frequéncia mutacional (hotspots mutacionais). No
entanto, os resultados mostram que nao hd um codao em particular que esteja repetidamente alterado.
A presenca de todas estas alteracdes com inexisténcia de hotspots no gene STK11 sugere que este
gene deve ser estudado na sua totalidade aquando da decisao terapéutica podendo mesmo ser incluido
em painéis de NGS. Contudo, sera necessario aumentar a amostragem para averiguar este indicio de
auséncia de hotspots no gene STKT1. A literatura, até a data, também nao descreve no cancro do

pulmao um codao ou exao do STK71em particular com tendéncia a alteracdes genéticas.

No presente estudo nao foi possivel obter os dados de tempo de resposta a imunoterapia de forma a
poder correlacionar a presenca ou auséncia de mutacées no STK71 com a resposta a terapia. Na
literatura estd descrito que alteracdes em STK11podem induzir uma ma resposta a imunoterapia (65—
72). Até a data, no entanto, ndo foi descrita, na literatura, nenhuma alteracao em concreto no gene
STK11que induza resisténcia a imunoterapia. Alguns estudos mostram que pacientes com alteracoes
no gene STK11,apresentam pior sobrevida global (tempo desde o inicio do tratamento até morte) e pior
sobrevida livre de progressao de doenca (tempo desde o inicio do tratamento até recidiva) do que os
paciente cujos tumores nao apresentam alteracdes no gene em estudo, tanto para os casos tratados
com anticorpos anti-PD-L1/ anti-PD-1(65-72), bem como em casos tratados com anticorpos anti-
CTLA-4 (69,70). Todos estes resultados foram observados em cancro de pulmao de nao pequenas
células, nomeadamente em adenocarcinoma e carcinoma epidermdide e, em alguns casos as coortes
apresentavam maior prevaléncia de adenocarcinoma em relacdo a carcinoma epidermdide
(65,67,68,70-72) e com a especificacao de que os pacientes apresentavam doenca em fase avancada
(65-68,70-72). As alteracdes genéticas apresentadas foram estudadas por Sequenciacao de Nova
Geracao (NGS), utilizando diferentes painéis de genes, nomeadamente MSK-IMPACT(67,69),
GUARDANT OMNI (71), FOUDATION ONE CDX ou FOUNDATION ONE ARRAY (72).

Como ja referido (16), atualmente, o uso do status mutacional de STK77 como marcador preditivo é
controverso. Consequentemente, a imunoterapia nao deve ser automaticamente excluida em

pacientes com mutagdes STK11. Apoiam, no entanto, a ideia de que no caso de progressao rapida do
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tumor sob tratamento ou no caso de nao estar a haver resposta, a consideracao de umamutacao STK71
pode permitir rdpida adaptacao da terapia para esses pacientes (73). A terapia a fornecer a estes
pacientes vai variar dependendo das especificidades de cada um, nomeadamente o estado de satide
geral, idade, os tratamentos ja efetuados/linhas em que foram aplicados, a resposta a cada terapia

prévia e outras alteracdes genéticas presentes.

De acordo com a literatura o gene STK11 esta alterado em 8-21% dos pacientes com adenocarcinoma
de pulmao e em 1,5-5% dos pacientes com carcinoma de células escamosas/carcinoma epidermdide
(12). No presente estudo verificou-se que 40% dos casos de adenocarcinoma apresentam alteracoes
patogénicas/provavelmente patogénicas no gene STK171, nao tendo sido detetadas mutacdes nos
casos de carcinoma epidermdide. A nossa amostra tem o dobro de alteracdes (40%) em
adenocarcinoma do que o descrito na literatura (20%), no entanto este aumento pode dever-se ao
facto de que a populacao usada neste projeto ser pequena. Estes dados estao, no entanto, em
concordancia com a literatura, no sentido em que ha maior prevaléncia de alteracoes em
adenocarcinoma relativamente ao carcinoma epidermdide (11). No entanto, o carcinoma epidermdide,
a0 contrario do descrito na literatura nao apresentou alteracoes patogénicas. Isto pode dever-se ao
facto de a populacao que se utilizou neste projeto ter pouca representatividade de carcinoma
epidermdide (apenas 14% de casos com carcinoma epidermdide, mas 86% de casos com

adenocarcinoma).

O presente trabalho apresentou do ponto de vista técnico algumas falhas e limitagcdes na sua execucao.
Das amostras utilizadas, 10 (26,3% de casos) nao puderam ser analisadas com éxito na sua totalidade,
pois nao se conseguiu efetuar a amplificacdo/sequenciacao de todos os exdes. Esta limitacao deve-
se ao facto de as amostras utilizadas serem de arquivo e assim algumas apresentavam pouca
quantidade de material e outras amostras apesar de ainda terem material j teriam md qualidade. Em
nenhum dos casos se verificou uma auséncia de amplificacao de todos os exoes, que poderia ser
sugestivo de falhas graves na extracao de material genético que foi efetuada pelo método automatico.
0 que se verificou foi a auséncia de amplificacao de apenas alguns exdes em cada um destes 10 casos,
sendo as falhas verificadas em diferentes exdes. Isto pode ser sugestivo de falhas naamplificacao quer
devido a quantidade de DNA insuficiente para ser amplificado e sequenciado, quer devido a ma
qualidade daamostra. Como jareferido na seccao de Materiais e métodos, a concentracao ideal de DNA
para amplificacdo é entre 50 e 100 ng/pL e os racios 260nm/280nm e 260nm/230nm devem
apresentar valores compreendidos entre 1,8-2 e ~2,0-2,2 respetivamente, para as amostras serem

consideradas como tendo pureza aceitavel (50).

No sentido de completar este projeto, € necessario estudar os pacientes paramutacoes concomitantes

do gene STK11tais como KEAPT, TP53, SMARCA4 e NFE2L2, as quais podem criar uma sinergia com
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STK11 e influenciar a imunoterapia, justificando assim que certos pacientes tenham boa resposta a
terapia, mas apresentem alteracoes no STK17 e vice-versa. Além das mutacdes concomitantes mais
frequentemente estudadas, podem, no entanto, existir outras alteracdes a criar sinergia com
alteracdes em STK11.

Seria de interesse futuramente completar o estudo com uma amostra maior, para poder haver uma
maior representatividade das alteracdes genéticas e assim possivelmente chegar a uma conclusao
definitiva sobre que alterac6es genéticas em STK17sao mais relevantes, se estas existirem. E ainda,
incluir os exdes em falta, que ficaram por estudar, quer por qualidade, quer por quantidade de DNA
insuficiente.

Seriainteressante no futuro considerar o tipo especifico de inibidor de checkpoint imunoldgico usado,
uma vez que diferentes farmacos tém alvos diferentes e assim pode estar aintroduzir-se variabilidade.
Por exemplo, um dos efeitos das alteracdes em STK17é a diminuicao de expressao de PD-L1, que é um
fator de impacto para terapias que se baseiam em anticorpos anti PD-L1 mas nao impacta o
funcionamento dos anticorpos anti CTLA-4.

Seria vantajoso detetar grandes delecées do gene STK11, recorrendo ao método de amplificacao de
sonda dependente de ligacao multiplex (MLPA) em zonas do STK7Tonde estas estejam descritas como
sendo frequentes uma vez que Sanger nao deteta esse tipo de alteracoes. Pela mesma razao seria

importante o estudo de alteracoes epigenéticas.
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6. Conclusao

No presente estudo foram detetadas alteracdes no gene STK71, tendo sido classificadas como
patogénicas ou provavelmente patogénicas 87,5%. Estas mutacdes foram detetadas em varios exoes
0 que pressupde a nao existéncia de locais hotspots no gene. Contudo sera necessario aumentar a
casuistica paraaveriguar este dado. Tendo em consideracao o que estd descrito naliteratura, pacientes
com alteracoes em STK11 apresentam pior sobrevida global e pior sobrevida livre de progressao de
doenca, e de acordo com os resultados do presente estudo, é sugerido que o status mutacional do gene
STK11deve ser estudado na sua totalidade aquando da decisao terapéutica e que este estudo deve ser

incluido em painéis de NGS.
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