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Resumo

As neoplasias pancredticas neuroenddcrinas (PanNENs) sao entidades raras
enriquecidas em mutacdes nos genes envolvidos no mecanismo alternativo de
alongamento de telémeros (ALT). Em 30-40% destas neoplasias esta identificada a
presenca de mutagoes nos genes ATRX e DAXX que se relaciona com ALT.

O presente trabalho teve como objetivo avaliar a componente genética em casos ALT-
posivitos de PanNENSs e correlaciona-la com os dados clinicopatoldgicos dos pacientes.

Para a caracterizacao anatomopatoldgica e molecular, realizou-se técnicas de
imunohistoquimica, hibridizacao in situ especifica para telémeros, real time Polymerase
Chain Reaction (qPCR) e sequenciacdo por exoma. Os resultados foram estratificados de
acordo com o perfil imunohistoquimico e as caracteristicas clinicopatoldgicas.

Neste estudo, a perda de ATRX/DAXX associou-se positivamente ao sexo, ao tamanho
do tumor e a metastizacao a distancia; enquanto que, valores aumentados de rQT se
associaram a perda de expressao destas proteinas, grau histoldgico e metastizacao.
Quanto ao perfil genético, alteragcdes com significado clinico foram reportadas e associadas
as caracteristicas clinicas e bioldgicas.

0 gPCR apresenta-se como uma nova ferramenta biomarcadora no progndstico. A
caracterizacao do perfil genético apresenta desde ja utilidade a desvendar novos alvos, mas
ainda se encontra condicionado pelo nimero amostras da série de estudo que conseguimos

caracterizar até a data.

Palavras-chave: Neoplasias pancredticas neuroenddcrinas; Alongamento alternativo dos

telomeros; real time Polymerase Chain Reaction; Sequenciacao de exoma.



Abstract

Pancreatic neuroendocrine neoplasms (PanNENs) are are rare entities enriched in genetic
mutations regarding genes involved in the alternative lengthening of telomeres (ALT).
Mutations in the ATRX and DAXX genes have been identified in 30-40% and are a
surrogate marker of ALT.

The present study aimed to evaluate the genetic component in ALT-positive cases of
PanNENs and correlate it with the clinicalpatohological data of the patients.

Immunohistochemistry, telomere-specific in situ hybridization, real-time Polymerase
Chain Reaction (qPCR) and exome sequencing techniques were performed for the
anatomopathological and molecular characterisation. The results were stratified according
to the immunohistochemical profile and clinicalpatohological characteristics.

In this study, ATRX/DAXX loss was positively associated with gender, tumor size, and the
distant metastases; Increased rQT values were associated with loss expression of these
proteins, histological grade, and metastasis. Regarding the genetic profile, changes with
clinical significance have been reported and associated with the clinical and biological
characteristics.

The gPCR presents itself as a new biomarker tool for the prognosis. As for the genetic
profile, it proved to be useful, but it should be implemented in more samples from the study

series.

Keywords: Neuroendocrine pancreatic neoplasms; Alternative telomeres lengthening;

real-time Polymerase Chain Reaction; Exome sequencing.
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1. Introducao

As neoplasias pancredticas neuroenddcrinas (PanNENs) sao um grupo heterogéneo de
neoplasias do pancreas, que correspondem de 1a 3% de todas as neoplasias deste érgao.
Vdrios estudos reportam uma tendéncia para o aumento da sua incidéncia, afetando
atualmente 1em cada 100 000 individuos por ano; contudo, estudos post mortem sugerem
gue aincidéncia de PanNENSs é variavel e pode atingir até 10% da populacao (1-5).

A patogénese destes tumores nao é totalmente conhecida, mas a maioria dos PanNENs
tém origem em células alfa e beta das ilhotas de Langerhans, podendo ainda ter origem em
outras populacdes celulares da componente enddcrina do pancreas (6). Tendo como base a
origem celular destas neoplasias, estas podem ser classificadas como funcionantes, em
que refletem uma capacidade de produgao de hormonas (tais como insulina, glucagon,
gastrina, entre outros), causando uma sintomatologia clinica secundaria relacionada com
uma hiperproducao hormonal (3-7). No entanto, a maioria dos PanNENs (cerca de 60 a
80%) corresponde a formas assintomaticas, onde nao existe producao hormonal, sendo,
por isso, designados de nao funcionantes (7, 8). A auséncia de um efeito clinicamente
percetivel resulta numa descoberta tardia e maioritariamente associada a um estadio de
doenca avancada, frequentemente com presenca de metdstases (8).

A maioria dos PanNENSs ocorre de forma esporadica na populacao, mas cercade 10 a20%
destas neoplasias podem estar associadas a sindromes de presdisposicao hereditdria, das
quais se destacam a neoplasia enddcrina mdiltipla do tipo 1 (MEN?1), doenca de von Hippel-
Lindau (VHL), a neurofibromatose do tipo 1 (NF1) a esclerose tuberosa (TSC) e a doenca de
Cowden (8, 9).

De acordo com o sistema de classificacao universal para neoplasias enddcrinas, proposto
pela Organizacao Mundial da Satide (OMS), a classificacao destas neoplasias tem por base
marcadores de proliferacao, usando a avaliacao da imunoexpressao do marcador Ki-67 ou
a contagem de células em divisao celular (indice mitético) — por outras palavras, a
determinacao do grau e do indice proliferativo. Deste modo, as neoplasias bem
diferenciadas sao classificadas como tumores neuroenddcrinos (NETs) de baixo (G1),
intermédio (G2) e de alto grau (G3) de acordo com o seu indice proliferativo ou mitético. As
neoplasias pouco diferenciadas sao designadas de carcinomas neuroenddcrinos (NECs).

Assim, os PanNENs podem ser agrupados em PanNETs e PanNECs (10, 11).



A sobrevida aos 5 anos de indivuos com PanNENSs, apds ressecao tumoral, € de 95%. No
entanto, atualmente, a sobrevida em 5 anos para individuos com doenca metastatica é de
cerca de 20% (12-16). O comportamento bioldgico deste tipo de neoplasias é um fator
importante no diagndstico e progndstico desta doenca. Os PanNENs apresentam um
comportamento bastante heterogéneo, variando de individuo para individuo, sendo que o
grau e o tamanho sdo fatores associados ao risco de metastizacdao (8). Esta
heterogeneidade da neoplasia esta ainda associada a caracteristicas genéticas e

epigenéticas do tumor, como serd discutido posteriormente (8, 17).

1.1. Patogénese molecular de PanNENs

A patogénese molecular desta neoplasia € complexa e pode envolver uma diversa
variedade de variantes genéticas e alteracoes epigenéticas, que poderao ser considerados
como fatores de risco para a progressao e agressividade da doenca (8). Atualmente, sabe-
se que a componente genética de PanNENs estd fortemente correlacionada ao grau de
diferenciacao, estado funcional e agressividade da neoplasia (8, 18).

Com o avanco das novas tecnologias de sequenciacao do genoma, as alteracoes
genéticas em PanNENs foram gradualmente descobertas e reportadas. As potenciais
mutacoes driver destes tumores afetam principalmente genes supressores tumorais, e
mais raramente proto-oncogenes. De acordo com o estudo seminal de Jiao e colegas, 0s
eventos genéticos mais frequentes estao presentes em vias de remodelagao da cromatina,
em genes como MEN1(do inglés, Menin 1),no ATRX (doinglés, ATRX Chromatin remodeler)
e DAXX (doinglés, Death domain associated protein), e ainda em genes que compde a via
de sinalizacao do mTOR (do inglés, Mammalian target of rapamycin) (19, 20). O estudo de
Scarpa e colegas veioreforcar os genes identificados anteriormente, mas apresentou ainda
o importante papel do mecanismo de inativacdo do gene MUTYH (do inglés, MutY DNA
glycosylase) e outros potenciais novos mecanismos de ativacao da via mTOR, incluindo
variantes genéticas no gene DEPDC5 (do inglés, DEP Domain-containing protein 5),
alteracées de fusdo no gene EWSRT (do inglés, EWS RNA binding protein 1) (21). Uma
revisao do estado da arte mais recente identifica que a maior taxa de mutacoes driver em
PanNENSs encontra-se em genes envolvidos na remodelacdo da cromatina (MEN1, SETD2
(do inglés, SET Domain Containing 2)e KMT2C (do inglés, Lysine methyl transferase 2C)),
em genes que controlam o comprimento dos teldmeros (ATRX e DAXX), em genes

relacionados com a sinalizacao pela via do mTOR (TSC7eTSC2 (do inglés, TSC Complex



subunit 1 and 2, respetivamente), PTEN (do inglés, Phosphatase and tensin homolog) e
DEPDC5) e genes envolvidos na reparacao de danos no DNA (MUTYH, CHEKZ2 (do inglés,
Checkpointkinase 2) e BRCAs (do inglés, BRCA DNA repair associated)) (22); de referir que
cerca de 90% dos PanNENs esporddicos sao encontradas mutacoes nos genes MENT,
ATRXe DAXX.

A Figura 1, resume os principais processos alterados nestas neoplasias. 0 MENT é o
principal evento genético e com mutacdes em aproximadamente 40% dos casos.
Identificam-se ainda quatro grupos constituidos por genes relacionados com o mecanismo
de manutencdo alternativo de telémeros, ALT (do inglés, Alternative lengthening of
telomeres ), reparacao de DNA, modificacdo de cromatina e ativagao da via de sinalizagao

mTOR.
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Figura 1 — Principais processos alterados na tumorigénese em PanNENs. As
alteractes de ativacao (vermelho) dizem respeito a uma alteragdo no nimero de
cGpias de 6 ou mais bases; e as alteracées de inativacao (azul) incluem alteragdes
no nimero de cépias de uma ou duas bases. Os asteriscos mostram genes que
também contém variantes classificadas como patogénicas na linhagem

germinativa (21).

0 gene MENT localiza-se no cromossoma 11 (regido 11q13) e codifica uma proteina nuclear,

amenina, que desempenha inimeras funcées em diversos mecanismos. A menina atua ao



nivel da remodelacao da cromatina, reparacao de DNA e regulacao do ciclo celular —
influencia a diferenciacao e crescimento das células neuroenddcrinas através da regulacao
da metilacdo de histonas em regides promotoras de determinados genes (21, 22). As
variantes somaticas neste gene sao detetadas em 30 a 40% dos PanNENSs esporddicos,
resultando numa perda de funcao da proteina supressora tumoral e, consequentemente,
numa proliferacdo descontrolada do tumor (11, 21).

0 gene ATRX localiza-se no cromossoma X (regido Xq21.1) (25). Este gene é classificado
como um gene supressor tumoral e esta associado a eventos de protecao contra o stress
replicativo no DNA, desempenhando um papel importante na manutencao da estrutura e
estabilidade dos cromossomas (26). Este gene codifica uma proteina de remodelacao da
cromatina, com um tamanho previsto de 280 kDa, da familia SWI/SNF (do inglés,
SWitch/sucrose non-fermentable). As proteinas desta familia desempenham fungdes em
indmeros mecanismos nucleares, nomeadamente, na requlacao da transcricao, reparacao
do DNA e recombinacao mitética. A proteina ATRX, em especifico, € uma helicase, o que
significa que atua no desenrolar da molécula de cadeia dupla de DNA durante os processos
de replicacao e transcricao. Além disso, ATRX estd envolvido na regulacao da expressao
genética e na manutengao da heterocromatina (27). Esta proteina localiza-se em regides
repetitivas heterocromaticas, incluindo regides teloméricas, regides pericentroméricas,
repeticoes de rDNA e no silenciamento de elementos retrovirais endégenos (27-30). As
mutacoes no gene ATRX estao associadas a vdrias condicdes genéticas, sendo que,
quando germinativas, estao comumente associadas a sindrome de deficiéncia intelectual
da alfa-talassemia associada ao cromossoma X e a nivel somatico encontram-se numa
diversidade de neoplasias, maioritariamente de linhagem mesenquimal, e caracterizadas
pela ativacao de ALT (27-31). Em geral, as mutagdes neste gene supressor tumoral podem
levar a uma perda ou disfuncao da proteina, resultando em alteracdes na estrutura da
cromatina — mais especificamente, na heterocromatina — e, consequentemente, na
regulacao de outros genes fundamentais para o desenvolvimento normal das células (32).

A proteina ATRX interage com diversas proteinas como, por exemplo, a proteina DAXX no
processo de remodelacao da cromatina. Ambas as proteinas estao localizadas,
principalmente, no nicleo celular (27-32). Apesar de o mecanismo molecular nao estar

totalmente elucidado, sabe-se ainda que a proteina ATRX esta implicita na resolucao de



estruturas secundarias de DNA, as estruturas G4-DNA, e na sua acumulagao durante o
processo de replicagao aquando da perda de funcao desta proteina (33, 34).

0 gene DAXX localiza-se no cromossoma 6 (regiao 6p21.32) e codifica uma proteina com
diversas funcodes bioldgicas complexas e com importantes propriedades oncogénicas, que
podem promover a iniciacao, progressao e resisténcia a terapéutica. Esta proteina é
expressa em varios tecidos humanos, sendo essencial no desenvolvimento embriondrio. A
proteina DAXX é encontrada predominantemente no nuicleo e localiza-se, especificamente,
em corpos intracelulares sem membrana, como os corpos nucleares da leucemia
promielocitica (PML). Os corpos nucleares PML correspondem a esferas de diametro
reduzido e estao presentes na maioria da linhagem celular linfdide e em muitos tecidos (35).
Estes corpos nucleares pertencem a matriz nuclear das células humanas e desempenham
diversas funcoes nucleares, incluindo reparacao de DNA, transcricdo de DNA e
silenciamento epigenético (11, 35, 36). Assim, DAXX é uma proteina altamente conservada
associada a eventos nucleares, incluindo a transcricao e regulacao do ciclo celular (incluindo
ainda o processo de apoptose celular). Alguns estudos evidenciaram que DAXX faz parte de
um complexo com a histona H3.3, realcando um papel ativo no processo de remodelacao
da cromatina (34, 37-40). Na tumorigénese, a presenca de mutacdes neste gene resultana
perda de funcao da proteina e, consequentemente, ha alteragées na deposicao da histona
H3.3 e namanutencao da heterocromatima, contribuindo para a instabilidade gendmicaea
progressao tumoral (34, 37-40).

A presenca de mutagdes associadas aos genes ATRX e DAXX sao eventos mutualmente
exclusivos e ocorrem em aproximadamente 30 a 40% dos casos, estando associadas a
instabilidade cromossdmica (CIN) e com impacto na sobrevida de doentes diagnosticados

com PanNETs (20, 21, 23).
1.1.1. Consequéncias epigenéticas em PanNENs

Afrequenteinativacao dos genes ATRX, DAXX e MEN1 sugere um papel significativo dos
eventos epigenéticos no desenvolvimento e progressao de PanNENs, nomeadamente nos
processos de metilacao do DNA e modificacdo de histonas (22).

A alteracao do padrao de metilacao do DNA pode levar ao silenciamento ou transcricao de
genes e a instabilidade gendmica, dependendo do local onde ocorrem estas alteracoes. No
processo de tumorigénese, a hipermetilacao da regiao promotora de genes supressores

tumorais resulta na regulacao negativa da expressao génica, isto é, 0s genes supressores



tumorais sao silenciados, promovendo-se assim o crescimento tumoral. Em contrapartida,
a hipometilacao de todo o genoma estd fortemente associada a instabilidade no DNA e a
um maior risco de alteracoes estruturais (8, 22). Deste modo, a metilagdo do DNA é um
processo epigenético dinamico regulado pelas DNA metiltransferases (DNMT), que
adicionam um grupo metil a citosinas de regides promotoras ou em ilhas CpG (do inglés,
Cytosine phosphate-guanine), e as desaminases que eliminam o grupo metilo, onde estao
incluidas as dioxegenases — TETs (do inglés, Ten-eleven translocation) (11).

As proteinas DAXX e ATRX influenciam o processo de metilagdo do DNA (24). O estudo
de Zhang e colegas demonstrou a capacidade da proteina DAXX se ligar especificamente a
uma DNMT direcionando-a para a regido promotora do gene RASSF1A (do inglés, Ras
association domain family member 1A ), resultando no silenciamento da expressao deste
gene — este é um dos mecanismos pela qual a expressao de genes supressores tumorais
pode ser silenciada em células tumorais (25). Os PanNETs com mutacdo germinativa do
MENT1 apresentam elevadas taxas de hipermetilacao do seu promotor e de todo o genoma,
mas sao uma caracteristica exclusiva de tumores associados a esta sindrome hereditdria
(25, 26).

Em relacao a modificacao e remodelacao de nucleossomas, cada histona é dotada de um
N-terminal flexivel comlocais de modificagao onde podem ocorrer adic6es de grupos acetil,
metil, fosforil ou ubiquitina, e consequentemente alterando a funcao da cromatina. Cada
modificacao pds-transducional das histonas pode ter diferentes fun¢oes, resultando na
ativacao ou inativacao da expressao de inumeros genes. Ja foi demonstrado para o
complexo ATRX/DAXX que este intervém na deposicao da variante da histona H3.3 em
regioes especificas do genoma — tais como regides teloméricas e pericéntroméricas — que
é fundamental na regulacao epigenética de regioes repetitivas do genoma e na supressao
de elementos transponiveis, contribuindo para a estabilidade gendmica (27, 28). A menina
interage com complexos de metiltransferases de histonas (como, por exemplo, a KMT2A
(do inglés, Histone-lysine N-methy Itransferase 2A) que metila a lisina 4 da histona H3,
H3K4me3). Esta interacdo € importante na regulacao da expressao de genes do ciclo
celular e diferenciacao celular (29). Desta forma, entede-se que a componente genética e
epigenética estao fortemente correlacionadas através de diferentes vias, podendo ser util

a compreensao destas vias para estudos futuros de progndstico e terapéutica. A Figura 2



esquematiza a correlacao de diferentes vias celulares, assim como os principais genes

intervenientes e algumas alteracoes epigenéticas em PanNENSs.
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Figura 2 — Esquema geral dos principais genes alterados em diferentes vias celulares e a sua interacao
com eventos epigenéticos, em PanNENSs (6, 21,30).

1.2. Mecanismo de manutencao de telomeros em PanNENs

Os teldomeros humanos sao estruturas de DNA que protegem as extremidades dos
cromossomas e compreendem uma sequéncia de repeticao de nucledtidos TTAGGG (31,
32). Biologicamente, os teldmeros estdao indiretamente correlacionados com os
mecanismos de apoptose e senescéncia celular, devido a incapacidade da enzima DNA
polimerase replicar completamente estas sequéncias nas extremidades cromossdmicas
no sentido 3' - 5', durante sucessivos ciclos de replicacao. Estas estruturas evitam a perda
de DNA codificante, mas devido a esta incapacidade na replicacao, hd um encurtamento
fisico dos teldmeros a cada divisao celular, funcionando como um reldgio bioldgico. Assim,
os telémeros estao associados ao processo hioldgico de envelhecimento celular (32, 33).

Um dos processos tumorigénico bem estabelecidos é a necessidade de se ultrapassar
uma proliferacao limitada, adquirida através de mecanismos que impecam o encurtamento
bioldgico dos telomeros a cada divisao celular. Aregulagao positiva ou reativacao da enzima
telomerase é um dos mecanismos mais comumente utilizados pelas células neoplasicas.
Fisiologicamente, a enzima telomerase, codificada pelo gene TERT (do inglés, Telomerase
reverse transcriptase) é responsdvel pelo alongamento dos telémeros, através da adicao
de sequéncias repetitivas a estas estruturas, e permanece inativa, normalmente, nas
células somaticas adultas de modo a evitar a proliferacao celular descontrolada. No

entanto, esta enzima pode ser encontrada na sua forma ativa durante o desenvolvimento



embriondrio e em células proliferativas como, por exemplo, células germinativas e células
estaminais em tecidos (33).

A (re)ativacao da telomerase é o mecanismo mais frequente para a imortalizacao e
progressao do tumor, e pode ter como base uma série de alteracoes, tais como mutacoes e
metilacao do promotor da TERT, amplificacdes e rearranjos (34). Nos casos dos PanNENS,
apenas mutacoes do promotor da TERT foram descritas, e em casos associados a
sindromes familiares (35). Cerca de 10 a 15% das neoplasias utilizam um outro mecanismo
molecular — um mecanismo independente da telomerase, designado por ALT (33, 36, 37).
Este mecanismo ALT é comumente encontrado em tumores de origem mesenquimal, e em
particular nos PanNENSs, estando associado a CIN e a presenca de mutacées em genes
especificos. Este mecanismo baseia-se no processo de recombinacao homdloga para
manter o comprimento dos telémeros, podendo coexistir com a (re)ativacao da telomerase
em células tumorais humanas apesar de a co-ocorréncia ser rara (31). As caracteristicas
observadas em células humanas com ALT incluem a grande heterogeneidade no
comprimento dos telémeros (que varia de indetetavel a anormalmente longo nos mesmos
nicleos) e a elevada taxa de trocas de material cromossdmico entre cromatides irmas nos
telémeros, o que demonstra a atividade recombhinacional que ocorre neste mecanismo.
Adicionalmente, diversos estudos descrevem a existéncia de DNA telomérico extra-
cromossomal, proteinas de ligacao especifica a complexos teloméricos e proteinas
envolvidas narecombinacao e replicacao de DNA nos corpos nucleares de PML associados
a ALT (38, 39). A ativacao do mecanismo ALT compreende a existéncia de mutagdes
inativantes, resultando na perda de uma ou mais moléculas repressoras, que estao
presentes em células somaticas normais e células telomerase-positivas (31,39, 40). Além
disto, sabe-se que a regulacao depende de interacdes complexas de indmeras proteinas,
fatores de transcricao, vias de sinalizacao e eventos epigenéticos, como foi discutido no
capitulo anterior (31, 41).

Uma das questdes levantadas acerca deste tema assenta nos papéis destes dois
mecanismos na neoplasia. Estudos recentes evidenciaram que existem tumores que
podem apresentar heterogeneidade intratumoral quanto ao comprimento dos telémeros,
sugerindo que ambos os mecanismos de manutencao dos telémeros (MMT) estdo ativos
em diferentes células neoplasicas. Em contrapartida, outros estudos postulam que o

mecanismo ALT e a (re)ativacao da telomerase podem coexistir na mesma célula. Embora



os resultados sejam diferentes, nao se pode considerar que os estudos sao contraditorios,
uma vez que permitem estipular a hipdtese de ambos os acontecimentos, anteriormente

discutidos, estarem presentes num tumor (41).

1.3. Papel de ATRX e DAXX no mecanismo ALT

Atualmente, sabe-se que as mutagdes somaticas nos genes ATRX e DAXX, assim como
outras mutacoes associadas aos genes codificantes da histona H3.3, estao fortemente
associados a neoplasias ALT positivas. Estas descobertas demonstram que estas
proteinas tém um importante papel bioldgico na remodelacao da cromatina e que a perda
de expressao nuclear para ATRX e/ou DAXX funciona como um indicador da presenca de
mutacoes e da presenca de ALT. Deste modo, ambas as proteinas podem ser consideradas
como moléculas supressoras de ALT (42, 43).

Como mencionado anteriormente, os genes ATRX e DAXX codificam proteinas que
formam um complexo para a deposicao da histona H3.3 nas regides teloméricas e
pericentroméricas. Esta deposicao é essencial para a manutencao da estrutura da
heterocromatina e para o silenciamento da expressao de determinados genes. Assim a
proteina DAXX atua como parceira de uma histona altamente especifica que é capaz de
discriminar a histona H3.3 de outras variantes de histonas, ao passo que a proteina ATRX
estd envolvida no recrutamento de DAXX pararegioes repetitivas do DNA. A Figura 3ilustra
0 mecanismo tedrico proposto para a remodelacao da cromatina pelo complexo
ATRX/DAXX; a localizacdo de ATRX na heterocromatina resulta da interagdao com

diferentes proteinas.
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Figura 3 — Mecanismo tedrico proposto para aremodelacao da cromatina pelo complexo
ATRX/DAXX: ATRX liga-se a histona H3.3, na heterocromatina, através da interacao do
dominio ATRX-DNMT3-DNMT3L com a regiao N-terminal da histona H3, trimetilada em
lisina 9 (H3K9me3). A proteina ATRX, em combinacao com DAXX, facilita a deposicdo da
variante de histona H3.3. A deposicao da variante de histona H3.3 leva a altera¢des na
cromatina, o que impede a formacao de estruturas G4-DNA (31).

Na Figura 3 é possivel observar que a deposicao da histona H3.3 leva ao impedimento da
formacao de estruturas G4-DNA e, consequentemente, permite a manutencao da
conformacao do DNA. As estruturas G4-DNA sao estruturas secundarias de DNA
resultantes da presenca de zonas repetitivas com uma composicao de residuos de guanina
e citosina, nas regioes teloméricas. Estas estruturas estao associadas a formacao de
obstdculos em diversos eventos nucleares, nomeadamente na replicacao do DNA. Estudos
recentes sugerem que ATRX nao tem um papel direto na eliminacao destas estruturas, no
entanto esta proteinaintervém diretamente no processo de deposicao da variante H3.3.Em
contrapartida, a perda de funcao de ATRX estd associada a um aumento da quantidade de
estruturas G4-DNA e, consequentemente, a stress replicativo na célula humana e que dao
inicio aos processos de reparacao recombinogénicos do DNA levando a iniciacao do ALT.
Deste modo, pode-se inferir que a presenca destas estruturas nas regios teloméricas
favorecem ainiciacao do mecanismo ALT e, consequentemente, a CIN nas células humanas

tumorais (42, 43).

1.4. Implicacoes clinicas em PanNENs

No presente, nao existe conhecimento suficiente para orientar a escolha e selecao de
terapias dirigidas no tratamento de PanNENs com base nas alteracdes gendmicas

definidas. Apesar de ja existirem alvos putativos como a ativacao da via do mTOR e
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inibidores aprovados para esta via, tais como o Everolimus (44). A heterogeneidade
inerente a este tipo de neoplasia é um desafio significativo no momento da selecao e
delineamento de uma terapia (18), no entanto, jd estdo descritas associacdes ao
progndstico em fungao do perfil de mutagdes das neoplasias.

Nos estudos de Jiao e colegas, as mutagoes nos genes ATRX e DAXX foram identificadas
nos doentes com PanNETs que tinham sobrevidas prolongadas; de se referir, que o
subgrupo de doentes selecionados neste estudo incluia exclusivamente casos de doenca
avancada (20). Em contrapartida, no estudo de Marioni e colegas, foi demonstrado que a
mutacao de ATRX ou DAXX estava correlacionada com um pior progndstico e com menor
tempo de sobrevida (45). Os achados, contraditdrios, destes estudos podem ser
justificados pelo estddio clinico do tumor da populacao usada no ultimo estudo. Isto
significa que o valor de progndstico da perda das proteinas ATRX ou DAXX depende do
estadio da doenca, pelo que em neoplasias com doenca localizada (ndo metastaticos) esta
associada a uma menor sobrevida, enquanto que a perda em tumores metastdticos
associa-se sobrevidas maiores (20, 45). Estes acontecimentos sugerem que a perda de
expressao destas proteinas é um evento tardio na tumorigénese, mas a perda de expressao
proteica ocorre antes do desenvolvimento da metastizagao (11).

Na ultima década, muitos estudos foram publicados abordando a prevaléncia do fendtipo
ALT em diversos subtipos de neoplasias humanas. De facto, estudos recentes alertam para
a importancia do conhecimento da patogénese e classificacao de diferentes subtipos de
PanNENSs (22). Este alerta vai de encontro ao grande objetivo da medicina personalizada,
ao facto de identificar uma alteracao alvo num dado paciente que permita combinar um
tratamento com uma alta taxa de eficdcia e sequranca para cada paciente. O ALT é um alvo
extremamente apetecivel como marcador dado que nao se encontra em células normais
(42, 43). Neste momento ainda nao existe uma terapéutica visando o ALT como alvo, mas
comegamos a possuir varias ferramentas para identificar este.

Para determinar a ativacao do mecanismo ALT em células humanas, muitas técnicas
laboratoriais sao utilizadas, de forma isolada ou combinadas. A implementacdao da
avaliacao da presenca do fendtipo ALT e da expressao das proteinas ATRX e DAXX como
ferramentas de rotina de progndstico e decisao terapéutica tornou-se uma realidade
através da técnica imunohistoquimica (IHQ) e pela hibridizacao in situ por fluorescéncia

(FISH) especifica para teldmeros (39, 46, 47). A presenca de mutagdes nos genes ATRX e
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DAXX pode ser verificada através da técnica de IHQ, na qual auséncia de marcacao nuclear
é umindicador indireto da presenca destas. De acordo com a extensao da marcacgao nuclear
em células tumorais, apenas os casos com expressao de marcacao nuclear para DAXX e
ATRX sao consideradas amostras positivas (31). A presenca do fendtipo ALT é
classicamente detetada pela técnica de FISH especifica para telémeros, a qual usa uma
sonda complementar (oligémero PNA — do inglés, Peptide nucleic acid ) a sequéncia
telomérica, acoplada a um fluoréforo, o que permite visualizar a heterogeneidade das
dimensades dos teldmeros nos nucleos das células tumorais com recurso a microscopia de
fluorescéncia: a presenca de pontos ultra-brilhantes correspondentes aos telémeros com
tamanhos diferentes e desequilibrados é uma imagem caracteristica (48).

Apesar de nao ser utilizado como biomarcador de progndstico em pacientes
diagnosticados com PanNENSs, a técnica qPCR (do inglés, real time Polymerase Chain)
apresenta algumas vantagens, nomeadamente ao nivel econémico e de duracao. De facto,
no estudo preliminar para esta dissertacao, inferiu-se a possibilidade de implementacao
desta técnica de qPCR tendo tido resultados preliminares satisfatdrios. Com o avanco de
novas tecnologias de sequenciacao, sera possivel ir mais longe no estudo de PanNENs
através da analise de todo o genoma e de alteracdes epigenéticas, que ja demonstraram ser
eventos importantes na patogénese de PanNENS, e que esperamos no futuro serem a base

para o desenvolvimento de novas ferramentas para um ataque personalizado a estes alvos.
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2. Objetivos

O presente trabalho teve como objetivo a caracterizacdo e avaliagao da componente
genética em casos ALT posivitos de PanNENs, e a sua correlacdao com os dados
anatomopatoldgicos e as caracteristicas clinicas dos pacientes. Deste modo, pretendeu-se
realizar a caracterizagao do perfil de expressao das proteinas ATRX e DAXX, presenca de
ALT e a sequenciacao do exoma para os referidos casos. Ainda teve como objetivo
identificar e classificar variantes genéticas em diversos genes, que intervém no processo
de patogenicidade deste tipo de tumores e a identificacao de mutacdes acionaveis para

uma terapéutica especifica.
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3. Métodos

3.1. Amostra de estudo

Este estudo retrospetivo engloba uma série de 156 amostras de PanNENs diagnosticadas
entre 1985 e 2019. As respetivas amostras foram disponibilizadas pelo Hospital Acitbadem
Internacional, Istambul, Turquia; e trés centros hospitalares nacionais: Centro Hospitalar
Universitario de Coimbra, Centro Hospitalar Universitario do Porto e Centro Hospitalar
Universitario Sao Joao. Os dados clinicopatoldgicos dos utentes foram obtidos através dos
relatdrios de anatomia patoldgica, sendo considerada o mdximo de informacao disponivel
como sexo doindividuo, idade no momento de diagndstico, localizacao e tamanho do tumor,
estadiamento clinico, grau histoldgico, caracteristicas genéticas e moleculares, follow-up,
funcionalidade tumoral, estadiamento TMN e outros quando relevantes.

Os casos classificados como G3 antes de 2019 foram revistos por um patologista
experiente no diagndstico de PanNENs com o intuito de conferir o diagndstico e a
classificacdo de acordo com a classificacdo da OMS de 2019. Os PanNETs (G1a G3) foram
incluidos no estudo. No entanto, tumores mistos com adenocarcinoma ductal pancredtico,
componente pavimentoso ou acinar — neoplasia mista enddcrina-nao neuroenddcrina
(MIiNEN) sob a classificagao mais recente da OMS - foram excluidos. Em pacientes com
multiplos tumores, o tumor de maior tamanho foi selecionado e avaliado.

Todas as amostras de tumor haviam sido previamente fixadas em formol e incluidas em
parafina (FFPE — do inglés, Formalin-fixed paraffin embedded). Os blocos de tecido
pancreatico foram utilizados para a realizacao de cortes histoldgicos para coloracao
hematoxilina-eosina (HE), extracao de DNA, IHQ e FISH. A lamina de HE foi observada e
utilizada para a realizacao da macrodissecao da amostra, excluindo algumas dreas, como,

por exemplo, dreas necréticas e hemorragicas.

3.2. Imunohistoquimica

Os ensaios imunohistoquimicos foram realizados com os anticorpos especificos para
ATRX e DAXX e em amostras de FFPE com 4 pm de espessura. As amostras foram
desparafinadas e reidratadas, de acordo com o protocolo padrao. Posteriormente, foi
realizada a recuperacao antigénica por calor, sequida de um arrefecimento a temperatura
ambiente, usando o tampao citrato 1x (pH 6,0) (Citrate Buffer 10x, AP-9003-500, Thermo

Fisher Scientific, Estados Unidos). Através da utilizacao do Ultravision Hydrogen Peroxide
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Block (TA-125-H202Q, Thermo Fisher Scientific) e do Ultravision Protein Block (TA-125-
PBQ, Thermo Fisher Scientific) procedeu-se ao bloqueio da peroxidase enddgena e de
outras proteinas inespecificas. Os anticorpos primarios anti-ATRX (1:350, HPA001906
rabbit polyclonal, Sigma-Aldrich, Alemanha) e anti-DAXX (1:150, HPAO08736 rabbit
polyclonal, Sigma-Aldrich, Alemanha) foram previamente diluidos antes de utilizados. O
processo de marcacao dos anticorpos foi feito recorrendo ao kit de polimero Primary
Antibody Quanto (TL-125-QPB, Thermo Fisher Scientific) durante 10 minutos, seguido pelo
polimero HRP Quanto (TL-125-QPH, Thermo Fisher Scientific) e a marcacao final com o
DAB Quanto (TA-125-QHDX, Thermo Fisher Scientific). As laminas foram no final
contrastadas com hematoxilina de Gill. Apés desidratacao, foram montadas em meio de
montagem.

No final, os resultados foram interpretados por um patologista experiente. De acordo com
a extensao da marcacao nuclear em células tumorais, os casos foram considerados para
ambas as proteinas como: negativos (<10%) na auséncia de marcagao nuclear para as
respetivas proteinas; positivos (>80%) ou positivos exibindo um padrao de mosaico nuclear
(10-80%), na presenca de marcacao nuclear nas células tumorais. As dreas necrdticas

tumorais foram excluidas da avaliagao imunohistoquimica.

3.3. Hibridizacao in situ por Fluorescéncia

0 ensaio hibridizagao in situ por fluorescéncia para teldmeros (Tel-FISH) foi realizado nas
amostras negativas para ATRX e/ou DAXX, em cortes histoldgicos com 10 pm de
espessura. Para esta metodologia, foram utilizados quatro cortes de amostras FFPE, que
foram desparafinados e reidratados de acordo com o protocolo padrao.

Os ensaios Tel-FISH consistiram numa lavagem prévia para a permeabilizacao nuclear -
com 1% Tween — e narecuperacgao antigénica com um tampao citrato a1x (pH 6,0) (Tampao
Citrato 10x, AP-9003-500, Thermo Fisher Scientific). As ldminas foram desidratadas e
preparadas para a adicao de uma sonda especifica, onde foram incubadas numa camara
escura humidificada. Nesta situacdo, utilizou-se uma sonda complementar a uma
sequéncia telomérica, acoplada a um fluordéforo, permitindo visualizar a heterogeneidade
das dimensdes dos teldmeros nos nticleos de células tumorais. Apds uma série de lavagens
com PBST (0,1% Tween 20) (pH 7,2-7,4), as laminas foram incubadas com DAPI (1:1000,
em PBS) e, por fim, sofreram uma desidratacdo gradual e a montagem com o meio

VECTASHIELD Hardset Antifade Mounting Medium (sem DAPI) (Vector Laboratories,
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Estados Unidos). Posteriormente, foi realizada a captura de imagens ao microscépio de
fluorescéncia e a respetiva avaliagao das imagens obtidas.

A visualizacao das laminas Tel-FISH foi realizada num microscépio Zeiss Axio Imager Z1
(Carl Zeiss, Alemanha), equipado com Axiocam MR ver3.0 (Carl Zeiss), uma objetiva Plan-
Apochromat 63x,/1.40 Oil DIC, uma lampada X-cite 120Q com a iris posicionado na quarta
posicao e ainda o software Axiovision 4.9 (Carl Zeiss). As imagens obtidas das laminas
foram também fotografadas e guardadas.

As amostras de PaNENs foram classificadas como ALT positivas quando os critérios,
previamente estabelecidos, eram cumpridos: (1) presenca de sinais FISH de teldmeros em
focos intranucleares (foi estabelecido que a intensidade total do sinal por foco deve ser 10
vezes superior que a intensidade média do sinal para células nao neoplasicas individuais na
mesma amostra); e (2) O1% de células neopldsicas exibem focos de DNA telomérico
associados a ALT. Deste modo, todas as amostras que nao apresentassem focos
teloméricos associados a ALT foram consideradas negativas, sendo que pelo menos 500

células foram avaliadas.
3.4. Quantificacao Relativa do Comprimento dos Telomeros
3.4.1. Extracao de DNA

Previamente, foi realizada a extracao de DNA de todos os casos de PanNENs, em cortes
histolégicos com 10 pm de espessura, com tecido tumoral e tecido normal adjacente
disponivel, com o kit GRS Genomic DNA BoradRange (GRiSP, Portugal), e de acordo com o
fabricante. Todas as amostras haviam sido previamente delimitadas nos cortes
histoldgicos de HE, por um patologista experiente. O tecido normal consistiu em tecido
normal pancreatico, evitando alteracdes major do componente exdcrino do pancreas.
Foram excluidas dreas de necrose e/ou hemorragia, tecidos linféides, tecidos
gastrointestinais e dreas delimitadas com tinta-da-china. Quando nao houvesse presenca
de tecido normal, o tecido tumoral era extraido isoladamente. O DNA foi quantificado no

espetrofotémetro NanoDrop™ 1000 Spectrophotometer (ThermoFisher Scientific).
3.4.2. Real Time PCR

A técnica gqPCR foi realizada no sistema QuantStudio 5 Dx Real-Time PCR System

(ThermoFisher Scientific). Para a técnica qPCR, foram utilizadas duas amostras distintas de
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cada caso (Normal e Tumor). Da série de estudo, apenas foram avaliadas 142 amostras
parafinadas de 156 PanNENs.

A medicdo direta do comprimento absoluto dos telémeros (CT) foi realizada com o kit
Absolute Human Telomere Length Quantification gPCR Assay (ScienCell Research
Laboratories, Estados Unidos), sequindo as recomendagdes do fabricante. Este kit
contempla dois conjuntos de primers: um conjunto de primers de teldmeros que reconhece
e amplifica sequéncias teloméricas e um conjunto de primers de cdpia Unica de referéncia
(SCR) que reconhece e amplificauma regido nao telomérica, com um tamanho de 100 bp, no
cromossoma 17 humano, e que serve de referéncia para a normalizacao dos dados; é ainda
incluida, uma amostra de DNA gendmico de referéncia com um comprimento de telémero
conhecido (708 + 52 kb por célula diploide), que serve como referéncia para o célculo do
comprimento dos teldmeros das amostras em estudo.

A Tabela 1 sintetiza os reagentes utilizados e o volume utilizado na preparacao das duas
master mixes, uma para cada um dos conjuntos de primers do kit. Por microplaca, foram
incluidos o controlo negativo (branco) e a amostra de DNA genémico de referéncia e as
amostras em estudo, que foram realizadas em duplicado para cada conjunto de primers. As

condicdes utilizadas na técnica laboratorial estao representadas na Tabela 1e na Figura 4.

Tabela1- Reagentes utilizados na master mix da técnica de qPCR e os volumes correspondentes para cada poco da
microplaca, de acordo com o kit Absolute Human Telomere Length Quantification gPCR Assay.

Componentes da master mix Volume (pL)
DNA gendmico de referéncia ou DNA genémico da amostra em estudo s
Primer de telémeros ou SCR 2L
gPCR master mix (FastStart Essential DNA Green Master (Roche, Cat #06402712001)) 10 L
Agua 7pL
Volume total 20 pL
Des?a.tt.lragi’io PCR
inicial
95°C 95°C
10 min 20s
72°C

52 °C 45s

20s

Figura 4 — Condicoes utilizadas na técnica laboratorial gPCR: temperatura,
tempos de incubacao e nimero de ciclos utilizados.
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O sistema QuantStudio 5 mede os sinais de fluorescéncia no final de cada ciclo de
amplificacdo e interpreta automaticamente os respetivos dados, em comparagdao com a
amostra de referéncia, de modo a fornecer o comprimento médio dos telémeros de cada
amostra em estudo. Os calculos efetuados para a apresentacao e analise da quantificacao
relativa dos teldmeros (rQT) sao fornecidos pelos fabricantes do respetivo kit de qPCR e
estao disponiveis para consulta no Anexo I. A rQT diz respeito ao comprimento relativo de
telomeros na amostra alvo e a quantificacao absoluta de telémeros corresponde ao

comprimento total de teldmeros da amostra alvo por célula diploide.

3.5. Sequenciacao de DNA

Para a sequenciacao de DNA foram selecionadas amostras caracterizadas pela presenca
do fendtipo ALT - validado pelas técnicas de IHQ e Tel-FISH - e, posteriormente, foram
preparadas diluicdes com uma concentracao final de 800 ng. As diluicoes foram realizadas
tendo em conta as quantificacoes realizadas apds a extracao de DNA.

A sequenciacao por exoma foi realizada por um laboratdrio externo de sequenciacao
(Novogene Genomics, Reino Unido). De uma forma geral, o DNA gendmico foi fragmentado
aleatoriamente em fragmentos curtos com um tamanho de 180 a 280bp; e as
extremidades destes fragmentos foram alteradas para a adicao de uma cauda poli-A e,
posteriormente, a ligacao de adaptadores lllumina. O conjunto dos fragmentos com os
adaptores foram amplificados por PCR e posteriormente purificados. A hibridizacao das
bibliotecas ocorreu num tampdao com sondas marcadas com biotina. Posteriormente, foram
utilizadas esferas magnéticas com estreptavidina, que permitiram a captura dos exdes dos
genes, e subsequentemente os fragmentos nao hibridados foram lavados e as sondas nao
utilizadas digeridas, para evitar ligacoes inespecificas nas bibliotecas. Por fim, as
bibliotecas capturadas foram enriquecidas através da amplificacao por PCR.

Para garantir a confiabilidade dos dados, um controlo de qualidade foi realizado em cada
etapa do procedimento. Como Ultima etapa do procedimento, as bibliotecas foram
quantificadas por dois métodos distintos — Qubit e qPCR. As bibliotecas quantificadas
foram finalmente sequenciadas na plataforma /llumina, de acordo com a concentracao

efetiva da biblioteca e a quantidade de dados necessaria.
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3.c. I

Tabela2 -

Mann Whitney
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