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RESUMO

INTRODUGCAO: A neoplasia solida pseudopapilar do pancreas (NSPP) é rara e
de baixa malignidade. Constitui cerca de 1-2% de todas as neoplasias pancreéticas
exocrinas e ocorre principalmente em mulheres jovens. A heterogeneidade intratumoral

tem sido descrita em varios tipos de tumor, incluindo a NSPP.

METODOS: Neste trabalho, investigamos a heterogeneidade molecular de trés
diferentes &reas (periférica, intermediaria e central) de uma NSPP em um paciente
pediatrico submetido a cirurgia de Whipple no HUCFF/UFRJ. O polimorfismo dos genes
de desintoxicacdo GSTP1, CYPA1m1 e CYPA1m2 foi investigado pela técnica de PCR-
polimorfismo de fragmento de restricdo (PCR-RFLP) e o perfil de metilacdo do promotor
dos genes pl4ARF, GSTP1l, hTERT e MGMT foi acessado por PCR (do inglés,

Polymerase Chain Reaction) especifico de metilacdo (MSP).

RESULTADOS E DISCUSSAO: Nas 3 regides estudadas, os resultados
revelaram CYPA1m1 e CYPA1m2 com genotipo de tipo selvagem e GSPT1 com gendtipo
heterozigoto. Em relagédo ao estado de metilacdo dos genes investigados, 0 MGMT néo
apresentou metilacdo detectdvel em nenhuma das trés regides analisadas; em contraste,
tanto p14ARF quanto hTERT mostraram metilacdo detectavel em todas as trés regides.

GSTP1 mostrou metilacdo nas areas 1 e 2, porém foi negativa na 3.

CONCLUSAOQ: Com base em nosso estudo, concluimos que héa heterogeneidade
da biologia tumoral da NSPP, representada pela inativacao epigenética de genes criticos
e pela atividade de desintoxicacgéo reduzida, o que pode contribuir para identificar novos

marcadores tumorais e para a melhor compreenséo da biologia dessa neoplasia.



ABSTRACT

INTRODUCTION: The solid pseudopapillary neoplasia of the pancreas (NSPP)
is rare and of low malignancy. It constitutes about 1-2% of all exocrine pancreatic
neoplasms and occurs mainly in young women. Intratumoral heterogeneity has been

described in several tumor types, including an NSPP.

METHODS: In this work, we investigated the molecular heterogeneity of three different
areas (peripheral, intermediate and central) of an NSPP in a pediatric patient who
underwent Whipple surgery at HUCFF/UFRJ. The polymorphism of the detoxification
genes GSTP1, CYPALm1 and CYPAIm2 was investigated by the technique of PCR-
restriction fragment polymorphism (PCR-RFLP) and the promoter methylation profile of
the genes p1l4ARF, GSTP1, hTERT and MGMT was accessed by PCR (Polymerase Chain
Reaction) specific methylation (MSP).

RESULTS AND DISCUSSION: In the 3 studied regions, the results revealed CYPA1Im1
and CYPA1m2 with wild-type genotype and GSPT1 with heterozygous genotype.
Regarding the methylation state of the investigated genes, MGMT did not show detectable
methylation in any of the three analyzed regions; in contrast, both p14ARF and hTERT
found detectable methylation in all three regions. GSTP1 showed methylation in areas 1

and 2, but was negative in 3.

CONCLUSION: Based on our study, we conclude that there is heterogeneity in the tumor
biology of NSPP, represented by the epigenetic inactivation of critical genes and reduced
detoxification activity, which may contribute to the identification of new tumor markers

and to a better understanding of the biology of this neoplasm.
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Introducéo

A neoplasia solida pseudopapilar do pancreas (NSPP) é rara e de baixa
malignidade. Constitui cerca de 1-2% de todas as neoplasias pancreaticas exocrinas e
ocorre principalmente em mulheres jovens, com um curso clinico prolongado e indolente
(IGBINOSA, 2011; NGUYENetal., 2011; NOTOHARA et al., 2000). Devido a escassez
do nimero de casos observados, a historia natural da doenga ndo é totalmente
compreendida. Os sinais e sintomas, quando presentes, ndo sdo especificos como: dor
abdominal, ndusea e vomito, causados pela compressédo de estruturas no abdome, sendo
raros 0s casos de ictericia (VOLLMER; DIXON; GRANT, 2003). No entanto,
atualmente, o conhecimento da existéncia da doenca, a utilizacdo da imuno-histoquimica,
e a reavaliacdo retrospectiva de tumores ndo identificados, o diagndstico de NSPP tem
sido mais frequente (SANTINI; POLI; LEGA, 2006). Esta neoplasia recebeu diferentes
denominacdes ao longo dos anos, incluindo "tumor de Frantz", "tumor sélido cistico”,
"tumor cistico papilar”, "neoplasia epitelial papilar”, entre outros (IGBINOSA, 2011).
Também foi considerada como um carcinoma incomum ou carcinoma nao funcional das
ilhotas pancreaticas. Através da descricao de Frantz, em 1959, foi reconhecida como uma
entidade especifica (NOTOHARA et al., 2000) e em 1996 foi definida pela OMS como
"tumor sélido pseudopapilar” (IGBINOSA, 2011).

A NSPP ¢ caracterizada por um crescimento sélido-cistico, com estruturas
pseudopapilares, podendo ser descoberta por acaso durante exames de imagem ou pela
presenca de massa abdominal palpéavel. Dependendo da posicao do tumor (cabeca, corpo
ou cauda do pancreas), o diagnéstico diferencial inclui massa adrenal, tumor endocrino
pancreatico, cisto ou tumor hepético ou pancreatico (PATIL et al., 2006). Os tumores
primarios em sua maioria (85-90%) se encontram no pancreas quando diagnosticados
(VOLLMER; DIXON; GRANT, 2003). A resseccao cirargica é o tratamento de escolha,
mesmo que implique em resseccdes de 6rgdos adjacentes, e, geralmente, leva a um bom
prognostico, ainda que haja metastases ou recidivas, (GUO et al., 2011; NGUYEN et al.,
2011; NOTOHARA et al., 2000; PATIL et al., 2006; VOLLMER; DIXON; GRANT,
2003).

O diagnostico desses tumores as vezes é dificil, pois sua histomorfologia e o seu
imunofenotipo podem sugerir outros tumores pancreaticos exocrinos e endocrinos (GUO

et al., 2011). Uma taxa de recorréncia local de 6,2% é relatada em casos tratados por



excisdo cirurgica, e metastases hepaticas ou do tipo Krukenberg se desenvolvem em 5,6%
dos casos. Poucos autores relataram efetividade no tratamento com o uso de
quimioterapias e radioterapias (VOLLMER; DIXON; GRANT, 2003; ZURIARRAIN et
al., 2011). Os estudo feitos até o presente momento, ndo apontam nenhum tipo de
associagdo com sindromes clinicas ou genéticas nem nenhum tipo de relagdo com
etnicidade, no entanto, alguns casos foram relatados em pacientes com polipose e
adenoma familiar do célon (CHAGAS; ROSMAN; CARVALHO, 2020; KLOPPEL et
al., 2010). Embora apresente baixo potencial de malignidade, o tumor pode invadir
localmente. Por causa de sua biologia e a raridade da ocorréncia de metastases, ndo existe
um tratamento definido para esses casos (VOLLMER; DIXON; GRANT, 2003;
ZURIARRAIN et al., 2011).

No presente estudo, nos propusemos a estudar a heterogeneidade molecular da neoplasia
solida pseudopapilar do pancreas através da analise do polimorfismo de enzimas fase 1,
CYPA1M1 e CYPALM2 e da enzima de fase 2, GSTP1 e da analise de metilacdo na regido
promotora dos genes P14, GSTP1, hTERT e MGMT de trés regides distintas de uma
amostra de NSPP.

2. Fundamentagdo tedrica

2.1 Aspectos clinicos e diagnosticos

Apesar dos diversos estudos com microscopia eletrénica e imuno-histoquimica, a
origem celular deste tumor permanece incerta, favorecendo para muitos pesquisadores a
hipdtese de sua origem em uma célula primitiva multipotencial, especialmente pela
auséncia de uma linhagem predominante de diferenciacdo encontrada (BALERCIA etal.,
1995; CHAGAS; ROSMAN; CARVALHO, 2020). Em um estudo recente com 14
pacientes pediatricos, que possuia o objetivo de entender a patogénese da NSPP, ndo
foram encontradas evidéncias de expressédo dos fatores de transcricdo PDX1, SOX9,
PTF1A e NKX2.2 que estdo associados ao desenvolvimento pancreatico (CALVANI et
al., 2019). A origem extrapancreatica tem sido sugerida por alguns autores levando em
consideracdo a ocorréncia de casos de tumores priméarios em 0rgaos e estruturas diferentes
do pancreas, como por exemplo nos ovarios, o que leva a suposicéo da origem de células
primitivas no sistema genital (CHAGAS; ROSMAN; CARVALHO, 2020; GAHLOT et



al., 2016; KOSMAHL et al., 2000). Devido a sua raridade, os dados clinicos desses
tumores sdo principalmente limitados a relatos de casos ou séries pequenas,
principalmente realizadas em populagdes asidticas (NGUYEN et al., 2011; NOTOHARA
et al., 2000).

O estudo anatomopatoldgico evidencia, na macroscopia (Figura 1), que o tumor €
geralmente bem circunscrito com regides sélidas, outras hemorragicas, ou ainda com
degeneragdo cistica, podendo apresentar calcificacbes. Uma capsula fibrosa espessa esta
frequentemente presente, porém a microscopia, (Figura 1) células neoplasicas podem ser
vistas infiltrando o parénquima pancreatico, permeando &cinos e ilhotas pancreaticas
(CHAGAS; ROSMAN; CARVALHO, 2020). Microscopicamente, componentes solidos
e pseudopapilares sdo reconhecidos, caracterizando a natureza sélida e pseudopapilar da
neoplasia (CHAGAS; ROSMAN; CARVALHO, 2020; DINARVAND; LAI, 2017). Nas
areas solidas, as células sdo pouco coesas, poligonais, com citoplasma eosinofilico, ou
ainda claro e, por vezes, espumoso e permeadas por pequenos vasos sanguineos. Os
nacleos sdo, geralmente redondos ou ovais, e demonstram pleomorfismo minimo, sendo
este relatado em tumores mais agressivos (VOLLMER; DIXON; GRANT, 2003) (Figura
2: A, B) As pseudopapilas sdo formadas pela degeneracdo das células menos coesas,

restando as que estdo mais proximas do eixo conjuntivo-vascular (Figura 2 C).



Figura 1 — Neoplasia Sélida Pseudopapilar do Pancreas: Corte transversal da neoplasia solida
pseudopapilar do pancreas ap0s resseccdo e fixagdo em formol, com limites regulares, encapsulada, de
aspecto heterogéneo, com areas sélidas branco-amareladas e outras granulosas e acastanhadas. Fonte:
Adaptado de CHAGAS et al 2018a.

Figura 2 - Cortes Histolégicos da Neoplasia solida pseudopapilar de pancreas, corados pelo método
da Hematoxilina e Eosina. A: Padrdo sélido com células pouco coesas apresentando poucos nucleos
pleomdrficos e citoplasma eosinofilico. B. Padrdo sélido mostrando células com citoplasma claro. C.
Padrdo pseudopapilar, com células distribuidas em torno do eixo conectivo vascular, sendo os nucleos
dispostos na porg¢do apical. Fonte :Adaptada de CHAGAS et al. 2018a.

Na analise molecular, a NSPP se mostra diferente dos outros adenocarcinomas

pancreéticos. Alteraces em alguns genes com KRAS, TP53 e CDKN2A/p16 presentes



nos carcinomas ductais, ndo sdo encontradas em NSPP, entretanto eles apresentam
mutagdes somaticas pontuais no exon 3 do gene codificante de beta-catenina (CTNNB1).
As mutacdes nesse gene estdo relacionadas com a via de sinalizagdo Wnt/B-catenina, que
quando alterada, leva ao acimulo de beta-catenina no nucleo das células neoplésicas.
Noventa por cento (90%) dos NSPP apresentam padrdo anormal de marcacao nuclear de
beta-catenina, enquanto que em pancreas saudaveis a marcacao € membranar. O acumulo
nuclear de beta-catenina tem relagéo direta com a proliferacdo e perda de adesao celulares
(ABRAHAM et al., 2002).

2.2 Heterogeneidade

A heterogeneidade tumoral consiste em heterogeneidade intertumoral (tumor por
tumor) e intratumoral (dentro de um tumor). Heterogeneidade intertumoral acontece
devido a diferenca genética entre pacientes e fatores ambientais. Ja a heterogeneidade
intratumoral refere-se as variagdes gendmicas e bioldgicas dentro de uma lesdo tumoral
pela evolucdo de células tumorais sob diversos microambientes e diferentes etiologias
(LIU; DANG; WANG, 2018).

Um tumor é uma populacdo heterogénea de células, contendo células cancerosas
transformadas, células de suporte e células infiltrantes de tumor. Essa heterogeneidade
intratumoral é ainda aumentada pela variagdo clonal e influéncias microambientais nas
celulas cancerigenas, que também representam um conjunto heterogéneo de células
(PRASETYANTI; MEDEMA, 2017).

De acordo com a selecéo da evolugdo darwiniana, também conhecida como teoria
célula tronco tumoral, uma lesdo tumoral evolui de uma Unica célula maligna para uma
massa tumoral funcionalmente heterogénea, com uma comunidade de células tumorais
organizada hierarquicamente, promovendo sua sobrevivéncia e adequacdo em resposta
aos varios microambientes (Figura 3A), (LIU; DANG; WANG, 2018; MARUSYK;
POLYAK, 2010; MERLO et al., 2006).

A teoria da evolucéo clonal afirma que cada pequena populagéo existente dentro
do tumor que acumulou mutacGes ao longo do tempo possui capacidade tumorigénica.
Sendo assim cada regido tumoral, com caracteristicas genéticas diferentes é capaz de

gerar novos tumores diferentes dos originais. A partir dessa teoria, foi idealizado que essa



evolucgéo pudesse ocorrer de duas formas: linear ou ramificada (Figura 3B). A evolugéo
linear acumula sequencialmente mutacdes levando as variagdes encontradas por pressoes
microambientais. Na evolugéo ramificada subpopulagdes sdo formadas separadamente,
tendo essas a capacidade de formar novas populagfes. A teoria ramificada € mais
condizente com a heterogeneidade tumoral do que a teoria célula tronco tumoral, pelo
fato de mais rapidamente levar a formacédo de populacbes geneticamente diferentes em
um mesmo tumor (GERLINGER et al., 2012; LI1U; DANG; WANG, 2018; SWANTON,
2012).

Os canceres em humanos exibem frequentemente heterogeneidade intratumoral
substancial representada por todas as caracteristicas fenotipicas distintas, como
morfologia celular, expressao génica (incluindo a expressdo de marcadores de superficie
celular e fator de crescimento e receptores hormonais), metabolismo, motilidade e
angiogénese, potencial proliferativo, resisténcia imunologica, e potencial metastatico
(MARUSYK; POLYAK, 2010). E importante ressaltar que a natureza da heterogeneidade
ndo é limitada a populacdo de células cancerosas malignas, um tumor é um ecossistema
complexo que contém células tumorais e outros tipos de células, como células endoteliais,
células imunes infiltrantes, células estromais e matriz extracelular, que definem
diferencas no microambiente tumoral (PRASETYANTI; MEDEMA, 2017).

A heterogeneidade dentro do tumor foi descrita para varios tipos de cancer.
Anormalidades  cromossomicas, translocagdo  cromossomica  desequilibrada,
caracteristicas geralmente relacionadas com a heterogeneidade, foram relatados por
varios autores para NSPP (GRANT et al., 1996; KEMPSKI et al., 2006; MAITRA et al.,
2000; MATSUBARA et al., 1997; STRINGER et al., 2003).
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Figura 3 - Teorias de heterogeneidade tumoral: A figura 3A mostra as duas teorias: célula tronco tumoral
e evolucgdo clonal. A teoria da célula troco tumoral diz que dentro do universo de células tumorais apenas
um grupo restrito tem capacidade de tumorigénese. A teoria da evolucdo clonal diz que cada pequena
populacdo dentro do tumor que acumulou mutagdes ao longo do tempo, é capaz de gerar novos tumores. A
evolucdo tumoral nesse caso pode acontecer de duas formas representadas em 3B. A evolucdo linear
acumula sequencialmente mutag@es e na evolucéo ramificada subpopulacfes sdo formadas separadamente.
Essa teoria € mais condizente com a heterogeneidade tumoral do que a teoria da célula tronco tumoral.

(Figura de autoria propria)

A heterogeneidade intertumoral tem como causa a heterogeneidade intratumoral
do tumor primério (GRZYWA; PASKAL; WLODARSKI, 2017). Os tumores
metastaticos podem ter origem de pequenas populacfes celulares de um tumor, o que
torna possivel a existéncia de tumores diferentes em um mesmo individuo com um mesmo
tumor de origem (GRZYWA; PASKAL; WLODARSKI, 2017; (LIU; DANG; WANG,
2018; MARUSYK; POLYAK, 2010).

A heterogeneidade tumoral est& fortemente relacionada com a resposta do tumor
aos quimioterapicos. Segundo Dagogo-Jack | (DAGOGO-JACK; SHAW, 2018), a
heterogeneidade é um importante fator para a resisténcia tumoral. 1sso ocorre devido as
subpopulacdes de células tumorais que ndo respondem ao tratamento, sendo essas
subpopulagdes selecionadas durante o tratamento restaurando a atividade dos genes
supressores de tumor e a capacidade de reparo do DNA dessas células cancerosas
(PRIBLUDA; DE LA CRUZ; JACKSON, 2015; TURNER; REIS-FILHO, 2012). No
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adenocarcinoma ductal pancreatico, foi demonstrado que a resisténcia rapida aos
medicamentos estd relacionada a sua heterogeneidade (SWAYDEN; IOVANNA,;
SOUBEYRAN, 2018).

2.3 CYP

As células possuem varios mecanismos de protecdo contra substancias toxicas ao
seu funcionamento que podem ser adquiridas através da alimentacdo ou respiracéo.
Enzimas sdo as principais responsaveis por esse papel, como por exemplo, as enzimas de
desintoxicacdo. O processo de desintoxicacao foi divido em trés fases, sendo as duas
primeiras fases de conversdo de uma substéncia lipofilica em hidrofilica para que possa
ser eliminada do organismo pela urina (HAYES; FLANAGAN; JOWSEY, 2005;
SHEEHAN et al., 2001). A fase | ¢ catalisada principalmente pelo sistema do citocromo
P450. Esta familia de proteinas microssomais é responsavel principalmente pela oxidacao
dos xenobioticos. As enzimas de Fase Il catalisam a conjugacdo de xenobidticos ativados
com um substrato enddgeno, solivel em agua, como glutationa reduzida (GSH), acido
UDP-glucurdnico ou glicina (HAYES; FLANAGAN; JOWSEY, 2005; SHEEHAN et al.,
2001). Quantitativamente, a conjugacdo com GSH, que é catalisada pelas Glutationa S-
Transferases (GSTs), € a principal reacdo de fase 1l em muitas espécies. As GSTs podem
catalisar substituicdes aromaticas nucleofilicas, adicdes de Michael (reacdo facil entre
nucleofilos e olefinas e alcinos ativados nos quais o nucleéfilo se soma através de uma
ligagdo multipla carbono-carbono (Figura 4), (MATHER et al., 2006)) a cetonas a, -
insaturadas e reagdes de abertura de anel epdxido, todas originando a formacdo de
conjugados de GSH e na reducéo de hidroperoxidos, resultando na formacao de glutationa
oxidada (SHEEHAN et al., 2001).

0 o\ o\
0O O ] 0O O 8 /oy | ) 'OD :0
l [l HO | I RCH=CH—CR I | N
RCCH,CR RCCHCR 7—' RCI‘H—CH=CR —> RCH—CH,—CR + HO

S RCCHER HQ{) RCCHER
0O 0 H O O

Figura 4 — Exemplo de uma Adicao de Michael: Mostrando a adi¢do de um nucle6filo ao produto final

através de ligagdes de carbono.
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Fonte: Adaptada de https://edisciplinas.usp.br/pluginfile.php/4115125/mod_resource/content/0/QFL-
0343_2017%20Aula%2003%20Ad_Conjug.pdf

As CYPs sdo enzimas de destoxificagdo de fase I, e sdo responsaveis
principalmente pela oxidacdo dos xenobidticos, (Figura 5) como relatado no tépico
anterior (HAYES; FLANAGAN; JOWSEY, 2005; ROHR et al., 2004). A atividade de
CYP ¢ localizada em, praticamente, todos os tecidos do corpo. Mutacdo nessa familia ja
foi relacionada ao aumento do risco de varios tipos de cancer diferentes como leucemias,
cancer de pulméo induzido pelo cigarro e, principalmente, quando combinado com
mutacgéos nos genes de GSTs (NEBERT et al., 2004; ROHR et al., 2004).

Muitos nucleotideos de polimorfismo Unico (SNPs) importantes ja foram
identificados em genes CYP, e tais polimorfismos dentro desses genes podem
desempenhar um papel importante na determinacéo da suscetibilidade individual a muitos

canceres sendo o Citocromo P450 1A1 o mais estudado (WU et al., 2013).

A CYP1Al tem expressdao principalmente extra-hepética, especialmente em
tecidos epiteliais, e € critica para o metabolismo de muitos substratos enddgenos e
carcindgenos exdgenos. Devido a capacidade do CYP450 1A1 de catalisar a primeira
etapa do metabolismo dos hidrocarbonetos policiclicos aromaéticos (PAHs, também
presentes na fumaca do tabaco) (SILVA et al., 2013; WU et al., 2013), o CYP1A1 pode
contribuir para a formacéo de intermediarios altamente reativos que podem formar adutos
de DNA, que, se ndo reparados, podem iniciar ou acelerar a carcinogénese (ZHAN et al.,
2011).0 acumulo de evidéncias sugere que o0s polimorfismos genéticos estdo
relacionados a variacao individual na suscetibilidade ao cancer. Variagdes nos genes que
codificam enzimas envolvidas na carcinogénese poderiam alterar sua expressao e funcéo,
potencialmente influenciando o equilibrio entre a ativacdo metabolica e a desintoxicacao
de agentes agressores, levando as suscetibilidades individuais ao cancer (WU et al., 2013;
ZHUOQO et al., 2012)
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Figura 5 — Desintoxicacdo Celular: Esquema geral e simplificado ilustrando a fase | do processo de
destoxificacdo celular. Fonte: Adaptada de GONGCALVES et al., 2014

2.4 Glutationa S-Transferases

As Glutationa S-Transferases (GSTs) séo enzimas de desintoxicacdo da fase Il
que protegem as macromoléculas celulares do ataque de eletrofilos reativos (HAYES;
FLANAGAN; JOWSEY, 2005; ROHR et al., 2004; TOWNSEND; TEW, 2003). As
GSTs sdo enzimas diméricas, principalmente citosélicas, que possuem propriedades
extensivas de ligacdo ao ligante, além de seu papel catalitico na desintoxicagédo
(SHEEHAN et al., 2001). A conjugacéo da glutationa € o primeiro passo na via do acido
mercapturico que leva a eliminacdo de compostos toxicos (Figura 6), (TOWNSEND;
TEW, 2003). Elas também estdo relacionadas com uma série de mecanismos de
resisténcia envolvendo agentes quimioterdpicos de cancer, inseticidas, herbicidas e
antibidticos microbianos (SHEEHAN et al., 2001). As GSTs sdo divididas em duas
familias, microssomais e citossolicas, sendo as citossolicas divididas em seis classes,
suscetiveis aos polimorfismos genéticos (TOWNSEND; TEW, 2003). Apesar de terem
surgido de um unico ancestral comum, sua especificidade e diversidade de substrato
foram remodeladas por duplicacdo de genes, recombinacdo genética e acimulo de
mutacdes. Essas alteracdes conferem propriedades as GSTs que garantem a atuacao das
enzimas em grupos funcionais, ao invés de em compostos especificos. Em geral,
substratos de GST sdo hidrofdébicos e possuem carbono no centro eletrofilico; no entanto,
alguns contém nitrogénio, oxigénio ou enxofre (TOWNSEND; TEW, 2003). Pessoas de
diferentes origens possuem diferentes padrdes de silenciamento desses genes, variando
de regido para regido (ROHR et al., 2004).



14

A variacao na expressdo e atividade de GSTP1 foi associada a uma variedade de
canceres humanos (CUI et al., 2020; ESTELLER et al., 1998; LEE, 2007; MCILWAIN;
TOWNSEND; TEW, 2006) . O GSTP1 pode metabolizar e inativar uma série de drogas
antineoplasicas, mas também pode ativar pro-drogas antineoplasicas, como TLK286 /
TER286 (MORGAN et al., 1998). GSTP1 também pode funcionar como um regulador de

proteinas quinases ativadas por um gene mitético (MOYER et al., 2008).

Em alguns trabalhos ja foi relatada a hipermetilacdo do promotor de GSTP1 no
cancer da prostata, da mama, do rim, do pulméo e de col6n, assim como em alguns
linfomas (BAN et al., 1996; ESTELLER et al., 1998; LEE, 2007; LEE et al., 1994,
ZHONG et al., 2002). A hipermetilacdo resulta na expressao reduzida de GSTP1 (CUI et
al., 2020). Quando a expressdo de GSTP1 diminui, especula-se que as células se tornam
mais suscetiveis a mutacGes e danos como resultado da exposicdo a eletrofilos e do
estresse oxidativo (MOYER et al., 2008).
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Figura 6 — Desintoxicagdo fase Il: Mecanismo de destoxificagdo por Glutationa S- Transferases, onde a
Glutationa se associa com o xenobiético mediado pela transferase (GST) formando um conjugado que é

excretado pelo organismo.

Fonte: Adaptada de Townsend 2003

2.5 Polimorfismo

No genoma humano ha pelo menos 3,1 milhGes de polimorfismos de nucleotideo
unico (SNPs). Para entender a base mecanicista pela qual um polimorfismo esté associado
a um fendtipo particular ou a um resultado comportamental, é necessario saber se esse
polimorfismo é funcional, ou seja, se altera a funcdo de um gene ou conjunto de genes.
Na maioria dos casos, a fun¢do de um polimorfismo associado ndo é definida e deve ser
suposta ou extrapolada como um efeito no gene que contém este polimorfismo. Em casos
raros, um polimorfismo pode ser uma variacéo na regido codificadora ndo sinénima que
altera a estrutura da proteina do produto génico (ALBERT, 2011). Os polimorfismos mais
comuns sdo potenciais polimorfismos reguladores localizados em regifes néo
codificantes, incluindo regides promotoras que podem afetar a transcricdo e em regides
intrénicas e ndo traduzidas transcritas como RNA que podem afetar a transcricao, edicao
(splicing) de RNA, estabilidade ou translagéo (ALBERT, 2011).
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A principal causa da variabilidade genéticasdo as mutacGes. Mutacbes sdo
alteracdes que ocorrem em alguns individuos com baixa frequéncia ( menos que 1%).
Estas, ao se perpetuarem com frequéncia acima de 1% na populacdo (sdo comuns nas
populacbes), passam a ser reconhecidas como polimorfismos genéticos. Alguns
polimorfismos podem ser utilizados como marcadores e 0s STR (short tandem repeat),
ou microssatélites, sdo os mais comumente aplicados em testes de paternidade por DNA
(FRIDOLFSSON; GYLLENSTEN; JAKOBSSON, 2004; PEREIRA et al., 2009).

Algumas das variagdes encontradas nas diferentes espécies sdo causadas por
polimorfismos genéticos como o dimorfismo sexual, a evolugdo para a reproducao
sexuada que leva ao aumento da diversidade populacional. Ou os tipos sanguineos, o
sistema humano ABO sdo polimorfismos genéticos onde as variagBes alélicas de um
unico l6cus geram quatro fendtipos possiveis (A, B, AB e O). Pesquisas mostraram que
essa variacdo se manteve devido a resisténcia de fendtipos distintos a diferentes doencas
(CROW, 1993).

O polimorfismo dos genes GSTP1 (rs1695) é uma transi¢cdo G313A, troca da base
nitrogenada guanina (G) pela adenina (A) na posi¢cdo 313, causando uma troca de
isoleucina para valina e essa mutacéo cria sitios de enzimas resultando em 2 fragmentos
(MOYER etal., 2008). O CYP1A1m1 (rs4646903), uma transicdo T6235C em uma regiao
ndo codificante, 250 bp a jusante do local de poliadenilacdo, e m2 (rs1048943), uma
transicdo A4889G no exon 7 levando a troca de isoleucina por valina (WU et al., 2013).
O rs € o ndamero correspondente a um polimorfismo de nucleotideo Unico (SNP)
especifico (NCBI, 2023).

2.6 Epigenética

Epigenética estuda as alteracOes hereditérias na atividade e expressdo génica que
ocorrem sem alteracdo na sequéncia de DNA (BIRD, 2007). Os eventos epigenéticos sao
uma caracteristica do cancer humano. Eventos epigenéticos, como a metilagdo do DNA
levam a alteracdo da expressdo génica, resultando em controle alterado da proliferacao
celular (NARAYAN et al., 2003). A metilacdo do DNA é uma rotulagem epigenética
hereditaria que envolve a transferéncia de um grupo metil para o carbono 5 da citosina no
DNA (JIN; LI; ROBERTSON, 2011). A hipermetilacdo aberrante de DNA em canceres
geralmente ocorre em ilhas CpG, que sdo regides do DNA ricas em dinucleotideos CpG.
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As regides promotoras sao geralmente enriquecidas com dinucleotideos CpG (TAN et al.,
2009). As ilhas CpG de genes supressores de tumor que normalmente ndo sao metilados
sdo alvos potenciais de hipermetilagdo aberrante durante a tumorigénese (TAN et al.,
2009; THOMPSON et al., 2015; UEKI et al., 2000). A metilacdo é uma das modificacdes
epigenéticas mais estudadas em mamiferos. Geralmente é removida durante a formagéo
do zigoto e depois restabelecida em torno do estdgio de implantacdo (JIN; LI;
ROBERTSON, 2011; KULIS; ESTELLER, 2010; THOMPSON et al., 2015). Essas
mudangas s8o reversiveis, no entanto, sdo muito estaveis e tém um grande impacto na
regulacéo da expresséo génica (LUCZAK; JAGODZINSKI, 2006). Uma vez que esses
padrdes de metilacdo do DNA sédo adquiridos no estagio inicial do embrido, sdo herdados
e mantidos em geracGes sucessivas de células (TAN et al., 2009). A hipermetilacdo do
DNA pode inibir a transcrigdo de genes supressores de tumor e de reparo (por exemplo,
P16, RB, VHL e hMLH1), fornecendo um mecanismo epigenético de selecdo durante a
tumorigénese (THOMPSON et al., 2015; UEKI et al., 2000).

A DNA-Metiltransferase é responsavel pelo padrdo de metilacdo. Sabe-se que a
inativacdo de alguns genes supressores de tumor ocorre por hipermetilacdo das regides
promotoras. Estas hipermetilagdes tém o mesmo efeito que uma mutagdo na regido
promotora dos genes, e alguns estudos os chamam de mimetismo (KULIS; ESTELLER,
2010; LUCZAK; JAGODZINSKI, 2006).

Recente trabalho vem analisando a possibilidade de modificacdo de alteracfes
epigenéticas com alimentacéo e uso de alguns farmacos (DAI; RAMESH; LOCASALE,
2020). Muitos estudos sobre epigenética, principalmente sobre metilacdo, sdo feitos
visando o tratamento personalizado dos casos de cancer, uma vez que diferentes
alteracdes respondem de forma diferenciada a diferentes tipos de tratamento e diferentes
quimioterapicos (JUNG et al., 2020; VILLANUEVA; ALVAREZ-ERRICO;
ESTELLER, 2020). Estudos nessa area também sao importantes, pois diferentes padrdes
de metilacdo podem levar a um resposta oposta do esperado com a medicagédo de escolha,
inclusive apresentando toxicidade (VILLANUEVA; ALVAREZ-ERRICO; ESTELLER,
2020). Ja foi comprovado que a metilacdo de determinado gene em um tipo tumoral pode
predizer o progndstico do paciente em relacdo ao tratamento (CHEN; WANG; SHEN,
2013; RAO; QUDDUSI; SHAMIM, 2018).
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2.7 P14ARF

O pl4ARF é um produto protéico de quadro de leitura alternativo do gene
CDKN2A (SHERR, 2006b). A p14ARF € induzida em resposta a estimulacdo mitogénica
elevada, como a sinalizacdo de crescimento aberrante de MYC e Ras (proteina).
Acumula-se principalmente no nucléolo onde forma complexos estaveis com outras
proteinas. Essas interacfes permitem que a pl4ARF atue como um supressor de tumor
inibindo a biogénese do ribossomo ou iniciando a parada do ciclo celular dependente de
p53 e apoptose, respectivamente (ABIDA; GU, 2008; SHERR, 2006a). A p14ARF é uma
proteina atipica, em termos de sua transcricdo, composicdo de aminoacidos e sua
degradacéo: é transcrita em um quadro de leitura alternativo de uma proteina diferente, e
é altamente bésica (SHERR, 2006b).

O transcrito p14ARF foi identificado, pela primeira vez, em humanos em 1995
(MAO et al., 1995; STONE et al., 1995). Seu locus génico estd no braco curto do
cromossomo 9 (SHERR, 2006b).

Embora as proteinas INK4a (p16) e ARF (p14) sejam estrutural e funcionalmente
diferentes, ambas estéo envolvidas na progresséo do ciclo celular. Juntos, seu amplo papel
inibitorio pode ajudar a combater os sinais oncogénicos. O INK4a inibe a proliferacao
indiretamente permitindo que o gene de retinoblastoma (Rb) permaneca associado a
fatores de transcricdo de E2F. Estas proteinas INK4 inibem diretamente as quinases
CDK4 e CDK®6 dependentes de ciclina D (MAO et al., 1995). O ARF esta envolvido na
ativacdo do p53, inibindo HDM2 (SHERR, 2001). HDM2 liga-se a p53, inibindo sua
atividade transcricional. HDM2 também possui atividade de ligase de ubiquitina E3 em
relacdo ao p53 e promove a exportacdo do ndcleo da célula para o citoplasma para
degradacéo. Ao antagonizar HDM2, o ARF permite a atividade transcricional da p53 que
levaria a parada do ciclo celular ou a apoptose (Figura 7). Uma perda de ARF ou p53,
portanto, daria as células uma vantagem de sobrevivéncia (SHERR, 2006b). A ARF, no
entanto, também inibe a proliferacdo em células sem p53 ou p53 e HDM2
(BERTWISTLE; SUGIMOTO; SHERR, 2004).
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Figura 7 — Esquema de rede de sinalizacdo de supressdo tumoral: A sinalizacdo mitogénica por meio
de complexos dependentes de ciclina D ajuda a cancelar a supressdo de Rb, liberando E2fs e estimulando
aentrada na fase S do clico celular. Como a ciclina E € um gene responsivo a E2f, o programa transcricional
de E2f também reforca a inativacdo de Rb. Quando expressa em niveis anormalmente altos, E2fs induz
pl4Arf, inibindo Mdm2 e iniciando uma resposta transcricional de p53 que desencadeia apoptose ou parada
do ciclo celular. Fonte: Adaptada de SHERR, 2001

No céancer gastrico foi mostrado que o silenciamento e a degradacdo de p14ARF
por meio de Jabl favorece a proliferacéo celular e diminui o nivel de apoptose das células
tumorais (WANG et al., 2020), em tumores colorretais a perda de p1l4ARF foi associada
com tumores mais avancados e a perda conjunta de pl4ARF e USP10 estdo associados
com uma sobrevida menor desses casos (KIM et al., 2020).

2.8 hTERT

A capacidade replicativa é uma das caracteristicas mais criticas nas células
cancerosas. Os telébmeros protegem as extremidades dos cromossomos da degradacao e
das fusbes ponta-a-ponta, contribuindo para a estabilidade gendmica. A telomerase, uma
DNA polimerase especializada, é responsavel pela manutengdo dos telémeros, mas sua
atividade estd ausente na maioria dos tecidos soméaticos normais. Esse papel diferencial
torna a telomerase e seus mecanismos reguladores bons biomarcadores de cancer (LEAO
etal., 2018).

Os telémeros sdo os complexos nucleoprotéicos localizados nas extremidades dos
cromossomos eucarioticos. Os telémeros consistem em 5 a 20kb da sequéncia repetitiva
do DNA hexanucleotideo TTAGGG (DNA telomérico), (BLACKBURN, 1991;
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MOYZIS et al., 1988). As repeticbes do DNA telomérico sdo seguidas por um terminal
3' ricos em Guanina de fita simples formando um loop telomérico (T-loop), que fornece
protecdo a ponta 3’ (DE LANGE, 2005). O DNA telomérico ¢ mascarado com capas
protetoras e esses complexos permitem que o mecanismo de reparo de danos no DNA
(DDR) distinga o DNA telomérico dos danos no DNA gendmico. Ao longo da vida
celular, o DNA telomérico é encurtado apos cada ciclo replicativo devido ao “problema
de replicagdo final”, dano oxidativo, idade e estilo de vida (incluindo dieta, tabagismo,
ambiente profissional e estresse), (HARLEY, 1991; LEAO et al., 2018; SHAMMAS,
2011). O encurtamento dos teldmeros leva a um estagio de parada do crescimento celular
(GORBUNOVA; SELUANOV; PEREIRA-SMITH, 2002). Quando nesse estagio, a
célula é sinalizada para iniciar o processo de senescéncia celular que levard a morte
celular, no entanto em alguns casos a célula pode driblar esse processo e as fases de
checagem do ciclo celular e ativar a telomerase levando a imortalidade celular com a
replicacdo continua dos teldmeros, como acontece na maioria dos canceres
(GORBUNOVA; SELUANOV; PEREIRA-SMITH, 2002; LEAO et al., 2018).

A telomerase € uma enzima que consiste em um grande complexo
ribonucleoprotéico responsavel pela sintese progressiva de repeticdes de DNA
telomérico. A telomerase € uma DNA polimerase, que consiste de duas subunidades
diferentes: uma subunidade de proteina catalitica funcional chamada transcriptase reversa
da telomerase humana (hTERT) codificada pelo gene TERT, posicionada no cromossomo
5p15.33; e um componente de RNA conhecido como componente de RNA da telomerase
humana (hTERC ou hTR), codificado pelo gene TERC na regido cromossdmica 3q26.
Mutacdes no gene TERC foram encontradas em tumores em estagios iniciais e tardios, o
que é consistente com a possibilidade de que desempenhem um papel no inicio da
tumorigénese (CHIBA et al., 2017; LEAO et al., 2018)

Apesar da extensa pesquisa sobre essas proteinas, a estrutura tridimensional da
telomerase humana ainda ndo foi completamente compreendida. Entretanto, sabemos que
apenas hTERC e hTERT sdo necessarios para o restabelecimento da atividade da
telomerase (LEAO et al., 2018).

A expressdo de mRNA da hTERT é estritamente controlada e intimamente

associada a atividade da telomerase, 0 que sugere que a hTERT € o principal determinante
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para a atividade da enzima (AKINCILAR; UNAL; TERGAONKAR, 2016; LEAO etal.,
2018). A hTERC atua como um modelo para a sintese do DNA telomérico e,
diferentemente da hTERT, é expressa de maneira onipresente em todos os tecidos.
Portanto, tem sido considerado por alguns autores como um fator ndo limitante da
atividade da telomerase. No entanto, outro estudo realizado em células HT1080,
derivadas do fibrossarcoma, revelou que a hTERC € mais abundante nos tumores do que
nas células normais com o seu locus amplificado e é essencial para a atividade da
telomerase e pode ser um fator limitante (CRISTOFARI; LINGNER, 2006).

A regulacdo da hTERT é um processo multifacetado que ainda ndo foi totalmente
entendido quando os mecanismos transcricionais e pds-transcricionais estao envolvidos.
Estes incluem pré-mRNA splicing alternativo do gene hTERT, que foi encontrado para
estar envolvido na regulagdo da atividade telomerase e tem sido associado com
diagndstico, prognéstico e pardmetros clinicos de cancer (LEAO et al., 2018).

Em menigiomas a atividade da telomerase e a frequéncia de mutacao se mostram
alteradas, assim como tem alta relagdo com progndstico.(STOGBAUER et al., 2020).
Estudos recentes também mostram que a metilacdo da regido promotora da hTERT induz
a formacéo do carcinoma de pequenas células de pulméo, assim como esta relacionada
com a resisténcia a quimioterapia (ZHAI et al., 2020). Recentemente, também foi
encontrada relagéo da infeccéo por HPV e expressdo de hTERT em mulheres com cancer
cervical (MORENO-ACOSTA et al., 2020).

2.9 MGMT

O gene MGMT, também conhecido como AGT e AGAT, é um dos componentes
do sistema de reparo do DNA, codifica a O6-metilguanina-DNA metiltransferase
(MGMT). Esta é uma das mais importantes proteinas de reparo do DNA, especifica para
correcdo da incorporacdo de radicais CH3 (metil) na base guanina que leva a formacéo
da base metilada O6 —metilguanina. A DNA metiltransferase de O6-metilguanina €
crucial para a estabilidade do genoma. Ele repara a lesdo natural do DNA mutagénico
O6-metilguanina de volta a guanina e evita erros de emparelhamento e erros durante a
replicacéo e transcricdo do DNA. (CORDEIRO et al., 2012; SHIRAISHI; SAKUMI;
SEKIGUCHI, 2000; TANO et al., 1990).
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A menor transcri¢ao da proteina MGMT reduz a capacidade de correcdo dos erros
de pareamento de bases decorrentes da hipermetilacdo. A menor capacidade de reparo
aumenta a possibilidade de surgirem mutacdes capazes de formarem clones de células
com autonomia proliferativa e resisténcia a apoptose, as principais caracteristicas das
celulas neoplésicas (CORDEIRO et al., 2012).

A utilizacdo de substancias com poder alquilante (capazes de transferir radicais
CH3 para bases do DNA) para induzir a apoptose das células neoplasicas, é uma das
estratégias mais antigas empregadas para o tratamento quimioterapico do Cancer
Colorretal . Essas drogas incorporam radicais CH3 na base guanina, formando grandes
quantidades de O6 -metilguanina que por exceder a capacidade dos sistemas de reparo do
DNA, induz a apoptose celular (ISSA, 2004, SABHARWAL et al., 2010). Essa
possibilidade ficou mais evidente quando se demonstrou que o aumento do contetido
tecidual da proteina MGMT, pela maior remogdo da guanina oxidada, encontrava-se
relacionado a menor resposta terapéutica ao tratamento quimioterapico (CORDEIRO et
al., 2012; SABHARWAL et al., 2010).

A associacdo de substancias que inibem a proteina MGMT aumentaram
significativamente a resposta a essas drogas. E possivel que a importancia da expressdo
tecidual do gene MGMT na resposta aos quimioterapicos possa estar relacionada ao papel

desempenhado pelos genes de reparo no ciclo celular (CORDEIRO et al., 2012).

Em glioblastomas o status de metilacdo de MGMT é um marcador preditivo para
resposta a quimimioterapicos, sua metilacdo estd associada a uma melhor respota ao
tratamento com temozolomida (CHEN et al., 2013; RAO; QUDDUSI; SHAMIM, 2018).
Um recente estudo mostrou que no cancer gastrico, MGMT esta relacionado com o
processo de autofagia que aumenta a resisténcia a quimiterapicos (LEI et al., 2020).

3. Justificativa

Este projeto faz parte de uma das linhas de estudo do nosso grupo que visa
compreender as bases moleculares da heterogeneidade tumoral. Escolhemos como
modelo de estudo o tumor sélido pseudopapilar do pancreas por se tratar de uma neoplasia
rara e com potencial de malignizacdo. Participei de dois trabalhos iniciais, onde no

primeiro analisamos alteracfes epigenéticas e polimorfismos dos genes GSTT1/GSTM1
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em trés regides distintas do tumor e observamos heterogeneidade molecular entre as
regibes estudadas, tanto em relacdo ao padrdo epigenético para o gene associado a
malignizacdo, quanto ao polimorfismo das enzimas de fase 2 (CHAGAS et al., 2018a).
No segundo trabalho, essas mesmas amostras foram confrontadas com os marcadores de
rotina de diagnostico por imunohistoquimica versos uma técnica de protebmica, para o
conjunto de proteinas em cada regido. Os achados de heterogeneidade intratumoral foram
confirmados (CHAGAS et al., 2018b).

4. Obijetivos

4.1 Objetivo Primario

Estudar a heterogeneidade molecular da neoplasia sélida pseudopapilar do

pancreas.

4.2 Objetivos Secundérios

1. Estudar a biologia molecular de trés regides macroscopicamente distintas da

NSPP em uma amostra ndo fixada em formol:

A - Analisar o polimorfismo de enzimas fase 1, CYPA1M1 e CYPALM2 e da
enzima de fase 2, GSTP1

B - Estudar a metilacdo na regido promotora dos genes P14, GSTP1, hTERT e
MGMT.

5. Material e Métodos

5.1 Tipo de estudo

O trabalho em questdo trata-se de um estudo de caso.

5.2 Periodo do Estudo

O estudo foi realizado no periodo entre 2018 e 2023.
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5.3 Local do estudo

Esse trabalho foi realizado em colaboragdo com os Professores Vera Chagas e
Fernando Rosman e com o Dr. Marcelo Mota, do Departamento de Patologia da
Faculdade de Medicina (UFRJ), no Servigo de Anatomia Patologica do HUCFF/UFRJ,
além das professoras Mariana Chantre e Gilda Alves no Centro Biomédico da Faculdade
de Ciéncias Médicas da Universidade do Estado do Rio de Janeiro (UERJ).

54 Amostras

O estudo da biologia molecular foi realizado na amostra correspondente ao tumor
de uma paciente do sexo feminino com 12 anos de idade, com queixa de dor em
hipocondrio direito e nauseas que comecaram um més antes da admissdo no hospital. O
exame fisico revelou uma massa palpavel no hipocondrio direito, com contorno bem
definido, dolorosa a palpacdo. A tomografia computadorizada do abdome havia massa
expansiva, heterogénea e arredondada na cabegca do pancreas. A lesdo era
predominantemente solida, ndo homogénea, sugestiva de NSPP e media
aproximadamente 6,7 cm (T) x 6,3 cm (AP) x 6,4 cm (L) (Figura 8).

Paciente foi submetida a cirurgia de Whipple no Servigo de Cirurgia do Hospital
Universitario Clementino Fraga Filho, Rio de Janeiro, Brasil. A peca cirlrgica foi
encaminhada ao Servico de Anatomia Patoldgica do referido hospital. A macroscopia,
media cerca de 6 cm de didametro e era encapsulada (Figura 9). Aos cortes, apresentava
coloragdo branco-amarelada, com &reas de aspecto granuloso ou ainda hemorrégicas. Do
material a fresco (néo fixado em formalina) foram retiradas amostras de trés regides
diferentes: da regido central, de aspecto hemorragico, da regido intermediaria, com

aspecto granuloso, e da regido periférica, de aparéncia s6lida (CHAGAS et al., 2018a).



25

Figura 8 — Tomografia computadorizada do abdome de paciente: Com contraste arterial, mostrando
corte transversal da cabega do pancreas com massa arredondada e heterogénea, predominantemente sélida,
medindo 6,7 cm (Transversal) x 6,3 cm (Anteroposterior) x 6,4 cm (Longitudinal), com contraste discreto
e heterogéneo. As areas 1, 2 e 3 sdo as areas topograficas onde amostras de tecido fresco foram coletadas
para a analise epigenética. Fonte: Adaptado de CHAGAS et al., 2018b
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Figura 9 — Macroscopia da NSPP, ndo fixada em formalina. Massa arredondada localizada na cabega
do pancreas, apds resseccdo, seccionada. Apresenta limites regulares e superficie esbranquigada,
predominantemente sélida (1), com areas granulosas (2) e outras avermelhadas, hemorragicas (3). Das

diferentes regides assinaladas, foram retiradas as amostras para a analise molecular.

Este estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do HUCFF da UFRJ
(# 64915717.0.0000.5257).

5.5 Extracdo de DNA

Os fragmentos do tumor obtidos a fresco das trés areas macroscopicamente
distintas foram colocados em 200uL de tampé&o de lise celular (Tris-HCI 10 mM, pH 7,5;
EDTA 10mM; NaCl 10mM; SDS 2%) e 15uL de proteinase K a 10 mg/mL. O material
foi transferido para tubo tipo eppendorf de 1.5 mL e incubados por duas horas a 56°C.
Ap6s a incubagio foram acrescentados 200puL de Fenol:Cloroformio:Alcool Isoamilico
(25:24:1) a cada tubo, e os tubos agitados por cerca de um minuto. Depois da agitacdo os
tubos foram centrifugados a 7168 RCF durante 5 minutos. Em seguida foi retirada a fase
aquosa (fase superior) de cada tubo e transferida para outro tubo onde foram
acrescentados 15 pL de NaCl 5M e 400 uL de etanol a 95%, misturando-se 0 contetdo

do tubo por inversdo. O material foi, entdo, incubado a -20°C por 12 horas e,
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posteriormente, centrifugado durante 20 minutos, a 7168 RCF Apds esta centrifugacéo,
0 sobrenadante, de cada tubo, foi aspirado e, os tubos, foram mantidos abertos, para
secagem, a temperatura ambiente. Por fim, o sedimento de DNA foi ressuspenso em 12uL.
de &gua pura e estocado a -20°C, para uso posterior. A concentracdo de DNA foi feita em
aparelho Nanodrop da Thermo (Figura 10).

5.6 Técnicas aplicadas

56.1 Teste de funcionalidade do DNA por Reacdo em Cadeia pela
Polimerase (PCR)

Foi amplificado o exon 5 do gene codificante da proteina p53. Foram utilizados
0,05 upg de DNA, 02 uM de  primers (direto (D): 5
GCAACCAGCCCTGTCGTGTCTCCA 3 e reverso (R): 5
GGAATTCTGTTCACTTGTGCCCTGACTTTCAAC 3'); 0,2 mM de cada dNTP 1,5
mM MgCl;, 1,0 unidade de Taq polimerase e 5 uL de tampao da enzima (10X buffer)
para um volume de reacdo de 50 puL. As condigdes de amplificacdo foram: desnaturacéo
a 94° C por 5 minutos, seguidos de 30 ciclos de 95°C, 1 minuto, 64°C, 1 minuto, 72°C, 1
minuto. A extensdo final foi feita a 72°C durante 5 minutos. O tamanho do produto
amplificado é de 274 bp (pares de base), (SILVA et al., 2013).

5.6.2 Polimorfismo

O polimorfismo nos genes, GSTP1 (rs1695), CYPALIML1 (rs4646903) e CYPAIM2
(rs1048943) foi detectado através de Reacdo em Cadeia pela Polimerase do inglés,
Polymerase Chain Reaction (PCR), utilizando a técnica de RFLP, seguida de eletroforese
em gel de poliacrilamida. Para a amplificagéo foi utilizada a metodologia descrita por
Joseph e colaboradores (JOSEPH et al., 2006), com algumas adaptactes (SILVA et al.,
2013), nos genes CYP, e de Sa e colaboradores, para 0 gene GSTP1 (SA et al., 2014),
(Tabela 1).
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Tabela 1. Sequéncia de Primers, temperatura de anelamento, tamanho dos fragmentos e

enzimas de restricdo das analises de polimorfismo

Gene Primer Anelamento (°C) | Tamanho Enzima
do
Fragmento
CYP1Alm | D: CAGTGAAGAGGTGTAGCCGCT | 64°C 200 e 140 bp | Mspl
1 homozigotos
R: TAGGAGTCTTGTCTCATGCCT
340,140 e
200 bp
heterozigoto
S
CYP1Alm | D: GAAAGGCTGGGTCCACCCTCT | 64°C 232 bp | Ncol
2 selvagem
R:CCAGGAAGAGAAAGACCTCCC
AGCGGGCCA e 263 bp
variante
GSTP1 D: TCCTTCCACGCACATCCTCT 68°C  (primeiros | 294pb, BsmAl
20 ciclos) 51°C | 234pbe
R: AGCCCCTTTCTTTGTTCAGC (10 ciclos finais)
60pb
5.6.3 Visualizagdo dos produtos amplificados por eletroforese em gel de

poliacrilamida

Os produtos da PCR foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida
contendo: 4,44 mL de H20; 2,0 mL de TBE 5x; 3,32 mL de (30:0,8) Acrilamida-
Bisacrilamida; 240 uL de 10% AMP e 3 pL. de TEMED). A cada 10 pL de produto

amplificado de DNA foram adicionados 3 pL de tampao de amostra (Ficoll a 5%, 25%

azul de bromofenol) e essas misturas foram aplicadas no gel de poliacrilamida. A

eletroforese foi feita a 80 V.

Ap0s a corrida, o gel foi impregnado com nitrato de prata. Inicialmente o gel €

imerso na solucdo fixadora (5 mL de etanol, 0,4 mL de &cido acético, 45 mL de &gua

destilada) por 10 minutos. Em seguida a solugéo fixadora é retirada e o gel é imerso na

solucdo de prata (0,1 g de AgNO3z, 50 mL de agua destilada) por 10 minutos (impregnacéao

pela prata) e por fim, apds lavagem, com 50 mL de &gua destilada, o gel é revelado em

solucdo de revelacdo (1,59 de NaOH, 0,4 mL de formaldeido 37%, 50 mL de agua

destilada). A revelacao é interrompida pela solucéo fixadora.
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O tamanho aproximado dos fragmentos amplificados foi estimado utilizando-se
0 marcador de peso molecular 100 Base Pair Ladder (Pharmacia Biotech, EUA).

Extracdode
DNA

Polimorfismo - \§ /
\ ==

Metilaco . \:' ——

PCR

Quantificagdo do DNA

=

Analise por eletroforese em gel de Poliacrilamida 10%

Figura 10 — Fluxo de processamento e andlise das amostras de NSPP: Esquema com resumo do
processo de andlise molecular utilizados nas amostras. Primeiro temos uma imagem do tumor de onde
foram extraidos os fragmentos das trés regides seguindo para extracdo de DNA e logo ap6s a quantificacdo
desse material. O material preparado seguiu para os testes de polimorfismo e de metilacdo através do PCR,

que foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%. (Figura de autoria prépria)

5.6.4 Metilacéo

Para analisar o estado de metilacdo dos sitios CpGs da regido promotora dos genes
que codificam p14ARF h-TERT, MGMT e GSTP1, 1ug do DNA gendmico das células das
amostras foi tratada com o reagente quimico bissulfito de sédio e depois analisado pelo
método MSP (do inglés, Methylation-Specific Polymerase Chain Reaction). Esta técnica
é baseada no principio de que as sequéncias de DNA de regides gendbmicas metiladas e
desmetiladas, apds o tratamento com o bissulfito de so6dio e podem, assim, ser
distinguidas por PCR sequéncia-especifica (Figura 11). Foi utlizado o EZ DNA

Methylation Kit (The Epigenetics Company) conforme as instrucdes do fabricante. Neste
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procedimento, o0 DNA tratado foi utilizado como modelo para a amplifica¢éo por PCR,
utilizando iniciadores especificos para os genes hTERT, MGMT, P14ARF ¢ GSTP1, DNA
metilado e desmetilado. Para a amplificacdo, 4 uL de DNA tratado foi adicionado a 50
pL de volume final de mistura de reacdo, contendo 1 X Tampao de PCR, dNTPs (1,25
mM cada), primers (300 ng cada por reacdo), 1,5 mM MgCl,, e 1,25 unidades de Taq
polimerase. Ambas as amplificacdes foram realizadas no termociclador (Eppendorf). O
protocolo para a analise de MGMT: 5 minutos de desnaturacdo inicial a 96°C, 35 ciclos a
95°C, a 55°C e a 72°C por 1 minuto, cada temperatura, seguidos de uma etapa final de
alongamento a 72°C, por 7 minutos. As sequéncias dos iniciadores para avaliagdo dos

genes por MSP estdo apresentadas na Tabela 2.
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Tabela 2. Sequéncia de Primers, temperatura de anelamento e tamanho dos fragmentos

das analises de metilacdo

Gene Primers Anelamento Tamanho do
(°C) Fragmento (bp)
GSTP1 D: TTCGGGGTGTAGCGGTCGTC 55°C 91
M R: GCCCCAATACTAAATCACGACG
GSTP1U | D: GATGTTTGGGGTGTAGTGGTTGTT 55°C 97
R: CCACCCCAATACTAAATCACAACA
hTERT D:GAGGTATTTCGGGAGGTTTCGC 62°C 121
M R:ACTCCGAACACCACGAATACCG
hTERT U | D: GGGAGGTATTTTGGGAGGTTTTGT 62°C 126
R:CAAACTCCAAACACCACAAATACCA
P14°RFM | D:TTTTTGGTGTTAAAGGGTGGTGTAGT 60 °C 122
R: CACAAAAACCCTCACTCACAACAA
P14ARFU | D: GTGTTAAAGGGCGGCGTAGC 60 °C 132
R: AAAACCCTCACTCGCGACGA
MGMT D: TTCGACGTTCGTAGGTTTTCGC 59°C 80
M R: GCACTCTTCCGAAAACGAAACG
MGMTU | D: TTTGTGTTTTGATGTTTGTAGGTTTTTGT | 59°C 94

R:AACTCCACACTCTTCCAAAAACAAAACA

A anélise de PCR especifica de metilacdo (MSP) foi utilizada para determinar o

estado de metilacdo, como descrito anteriormente, por modificacéo pelo bissulfito (Figura
11) dos genes P14ARF (ESTELLER et al., 2000), GSTP1 (ZOCHBAUER-MULLER et
al., 2001), hTERT (HARAGUCHI et al., 2017) e MGMT com pequena alteragdo na
ciclagem (anelamento a 55 °C, mostra melhores resultados), (ROSAS et al., 2001).
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Para todas as analises, os produtos amplificados foram detectados por 10% de gel de
poliacrilamida de eletroforese, utilizando marcador de peso molecular de 100 pares de
bases (Pharmacia Biotech, EUA).

M Sulphonation MM,
<=
0"y OH g 30,
H H
Cytosine Cytosine
sulphonate
H
+ Hydrolytic
NH., Deaminatior
A lkali
9 Desulp honation Q
H Hzo.  HN
0* OH i) 50,
i i
Uracil U racil
sulp hanate

Figura 11 - Conversao pelo bissulfito de citosinas ndo metiladas. As citosinas ndo metiladas passam por
uma sulfonagdo em seguida o produto dessa reagdo sofre uma desaminacdo e logo em seguida uma
desulfonagdo gerando como produto final uma Uracila

Fonte: Adaptado de Google Imagens
(http://www.methods.info/Methods/DNA_methylation/Bisulphite_sequencing.html)

6. Resultados

A analise de PCR-RFLP revelou CYP1A1m1 e CYP1A1m2 com geno6tipo de tipo
selvagem (Figura 12), enquanto GSTP1 mostrou gendtipo heterozigoto (Figura 13). As
trés regides do tumor mostraram o mesmo resultado representado pela area 2 na Figura
13.
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— S —
340 bp — ' CYP1A1m1
200 bp

140 bp

CYP1Alm2

263 bp ‘ — —
232 bp

Figura 12 - Analises de PCR-RFLP para CYP1A1 m1 e m2. Analises do polimorfismo de CYP1A1l ml
e m2 nas trés areas tumorais e uma amostra previamente conhecida usada como controle positivo. As trés
areas mostram um fragmento Unico que representa a ndo digestao para as enzimas Mspl e Ncol para as
variagbes m1 e m2, respectivamente. Na area 1, as bandas eram mais fracas, mas ainda é possivel ver o

resultado. Nenhuma das amostras apresentou polimorfismo para CYP.

Nota: Bp = pares de base

Marcador PCR RFLP

294 bp

234 bp

60 bp

Figura 13 — Analise de PCR-RFLP de GSTP1: Analise do polimorfismo GSTP1 representativo da area
tumoral 2 mostrando genotipo heterozigoto (294/234/60 pb), as outras duas areas tumorais mostraram o
mesmo resultado da area 2. Bp- pares de bases

Em relacdo a analise de metilacdo, foi observada a presenca de metilacdo nas trés
areas tumorais para os genes hTERT e P14ARF (Figura 14). Para GSTP1, apenas as

regides 1 e 2 mostraram metilacéo (Figura 14), enquanto que para MGMT a metilacéo foi
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indetectavel nas trés regibes. Em 2 e 3, a banda ndo metilada foi representada. Embora o
experimento tenha sido repetido varias vezes, nenhuma banda foi evidenciada no

fragmento 1 (Figura 15).

1 2 3 C+
Marcador WM U M U M U M U

132 bp

122 bp P14°%F
97 bp GSTP1
91 bp

126 bp hTERT
121 bp

Figura 14 - Resultados das analises de metilacdo dos genes hTERT, P14ARF e GSTP1: Na amostra 2
para o gene P14°RF as bandas eram mais fracas, mas foi possivel observar uma banda metilada. Controle
positivo (Universal Methylated Human DNA Standards - Zymo Research, Cat. Number: D5011).
Marcador: 50 sc.

Nota: M = metilado; U = ndo metilado; bp = pares de bases

C-

1 2 3
M U M U M U M

Marcador |J

Figura 15 - Resultados das analises de metilagcdo do gene MGMT: Na amostra 1 ndo foi possivel ver
nenhuma banda e na amostra 3 a banda era mais fraca, mas ainda visivel. As amostras 2 e 3 mostram apenas

bandas ndo metiladas como resultado.

Nota:M = metilado; U = ndo metilado.
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7. Discussao

O objetivo primario desse estudo foi analisar a heterogeneidade molecular do NSPP
que esta amplamente relacionada com a terapia medicamentosa (FISHER; PUSZTAI;
SWANTON, 2013). Até onde sabemos, é a primeira vez que as analises do estado de
metilacdo e do polimorfismo sdo feitas para os genes abordados no presente estudo em
NSPP.

A heterogeneidade tumoral refere-se a existéncia de subpopulagdes de células, com
gendtipos e fendtipos distintos que podem levar a diferentes comportamentos celulares
(FISHER; PUSZTAI; SWANTON, 2013). Os tumores se desenvolvem por meio de um
processo evolutivo, durante a expansdo da populacdo celular, a heterogeneidade
intratumoral surge como consequéncia de erros de replicagdo do DNA provocados por
mudancas aberrantes no microambiente tumoral. Essas alteracGes tumorais também pode
ser causadas por resultado de intervencao terapéutica que aumenta a pressao seletiva a
favor de subpopulagdes resistentes (EL-SAYES; VITO; MOSSMAN, 2021; REITER et
al., 2019). Essas alteracbes no DNA levam ao aumento da proliferacdo celular, evaséo e
supressdo do sinal de morte celular. Ao final desse processo, temos a conversdo de uma
célula ndo maligna em maligna (DAGOGO-JACK; SHAW, 2018).

O reconhecimento da possibilidade de céanceres originarios do mesmo 6rgédo
abrigarem um espectro de alteragdes oncogénicas e supressoras de tumor entre 0s
individuos, direcionou pesquisas a tentativa de compreenséo da diversidade e a frequéncia
das caracteristicas moleculares patogénicas presentes em doencas malignas humanas
comuns (BRADY et al., 2021).

A questdo da heterogeneidade do tumor, incluindo as relagfes entre a
subpopulacéo dentro e entre as lesdes tumorais, pode ter implicagdes profundas para a
terapia medicamentosa no céncer. A terapia direcionada, que tenta se concentrar no
caminho critico para o tratamento da doenca, melhorou significativamente os resultados
dos pacientes em uma variedade de tipos de tumor sélido, mas em casos de doenca
avancada, parece ndo ajudar todos os pacientes selecionados e, quando tem beneficios
clinicos, sdo por um tempo limitado. Isso pode ser explicado pela heterogeneidade do
tumor (FISHER; PUSZTAI; SWANTON, 2013). Em uma tentativa de combate aos

mecanismos de resisténcia, as terapias frequentemente combinam uma abordagem
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multifacetada para atingir varias vias simultaneamente (EL-SAYES; VITO; MOSSMAN,
2021). A NSPP é uma neoplasia rara e, portanto, os eventos moleculares precisam ser
melhor explorados. No presente estudo, avaliamos os polimorfismos genéticos e o estado
de metilacdo, de vias crucias na formacéo de proliferacdo celular de tumores, em um caso
pediatrico de NSPP para avaliar a heterogeneidade do tumor em trés areas tumorais

distintas.

As enzimas CYP sdo responsaveis pelo metabolismo de muitos agentes
quimioterapicos, e sua atividade demonstrou ser modificada por citocinas inflamatorias
in vitro e in vivo. As alteragdes no metabolismo do CYP podem causar alteragcdes na
resposta ao tratamento quimioterapico (CRAKE et al., 2021). Ja foi demonstrado que a
atividade e a expressdo do CYP1A1 estdo relacionadas a proliferagdo e sobrevivéncia das
células tumorais (RODRIGUEZ; POTTER, 2013) e o polimorfismo desse gene de
desintoxicagdo pode estar relacionado com a suscetibilidade a alguns tipos tumorais
(HONMA et al., 2009; SINGH et al.,, 2007; WU et al.,, 2013). Fumantes com
polimorfismo CYP apresentam taxas mais altas de mutacdes em P53, e a prevaléncia dos
alelos polimérficos em cancer de pulméo sdo maiores na populacdo asiatica do que na
populacéo europeia e afro-americana (HONMA et al., 2009). O polimorfismo m2 mostrou
estar associado ao cancer de mama em mulheres na india (SINGH et al., 2007). Um
possivel envolvimento do polimorfismo de CYP1A1m4 no cancer cervical também ja foi
demostrado (WONGPRATATE et al., 2020). Um estudo recente mostrou eficiéncia no
uso de CYP1Al como mediador de um quimioterapico no tratamento de celulas
cancerosas (ORTUZAR et al., 2021).

Alterac6es nos genes de CYP possuem grande impacto no desenvolvimento de
canceres diversos e na resisténcia a quimioterapicos como mostrado anteriormente. Sendo
a NSPP uma neoplasia com baixa resposta a tratamentos medicamentosos; uma alteragéo
nos genes CYP poderia estar relacionada com essa resisténcia. No entanto, no presente
trabalho, na analise do polimorfismo nas amostras do material a fresco, as trés regides

apresentaram o gene selvagem.

O polimorfismo em CYP1A1, m1 e m2, e no gene GSTP1 pode estar relacionado
a suscetibilidade a alguns tipos de tumor e sua progressao (DENG et al., 2015; SAXENA
et al., 2012). O polimorfismo em GSTP1 foi anteriormente demonstrado resultar em

menor atividade da enzima, capacidade de desintoxicagdo reduzida e afetar o progndstico
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e o tratamento de pacientes com cancer (DENG et al., 2015; SAXENA et al., 2012). O
gendtipo polimorfico GG também se mostrou menos estavel do que o gene selvagem
(DENG et al., 2015). No presente trabalho, os resultados mostraram que 0 gene é
heterozigoto, possui um tamanho de banda correspondente ao tipo selvagem e as bandas
correspondentes ao gene polimorfico, o que pode contribuir para aumentar a instabilidade

molecular e facilitar o desenvolvimento neoplasico neste caso de NSPP.

A metilacdo também mostrou relagdes com a tumorigénese e a progressdo do
tumor (LASABOVA et al., 2010; SAXENA et al., 2012). A hipermetilacdo do promotor
GSTP1, assim como o polimorfismo, afeta a atividade da enzima (SAXENA et al., 2012).
Sua hipermetilagdo esta relacionada ao cancer de mama invasivo e também é um evento
precoce no cancer de mama (LASABOVA et al., 2010; SAXENA et al., 2012). Estudos
recentes mostraram que polimorfismos e a metilacdo mediada por super expressdo de
outros genes em GSTP podem aumentar o risco de cancer de prostata (SANTRIC et al.,
2020; ZHANG et al., 2020). No presente estudo, GSTP1 apresentou metilacdo nas
regides 1 e 2, o que corrobora a heterogeneidade tumoral ja apresentada em nossos
trabalhos anteriores com essas amostras (CHAGAS et al., 2018a, 2018b). Portanto, a
inativacdo epigenética de GSTP1 pela metilagdo do DNA também pode ter contribuido

para aumentar a instabilidade genémica e desencadear eventos neoplasicos em NSPP.

Em trabalhos anteriores no nosso grupo com o mesmo material utilizado para
desenvolvimento deste estudo atual, o gene GSTT1, do mesmo grupo de genes de
desintoxicacdo de GSTP1, apresentou delecdo em umas das trés regibes estudadas
(CHAGAS et al., 2018a, 2018b). Essa recorréncia de alteracdes nos genes GSTs poderia
estar relacionada com a baixa eficacia de terapia medicamentosa nos casos de NSPP
considerando a literatura ja ter demonstrado que alteracbes nos genes GSTs afetam
negativamente a capacidade de desintoxicagcdo conforme dito anteriormente (DENG et
al., 2015; SAXENA et al., 2012).

O gene hTERT esta intimamente relacionado a tumorigénese. Varios estudos ao
longo do tempo j& demonstraram que sua ativacdo estd relacionada ao processo de
formacdo e progressao tumoral (CHIBA etal., 2017; DUCREST etal., 2002; STEWART
et al., 2002). A ativacdo do promotor do gene hTERT é regulada por metilagdo em um
dominio especifico (AVIN; UMBRICHT; ZEIGER, 2016). No presente estudo, hTERT
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mostrou hipermetilacdo detectavel para todas as trés areas de NSPP, o que pode indicar

que a expressao de hTERT esta sendo regulada positivamente em NSPP.

Entretanto, ja foi demonstrado que apesar da metilacdo de sua regido promotora,
0 hTERT continua a ser expresso em alguns tipos de tumor (VALLS-BAUTISTA et al.,
2011; ZINN et al., 2007). Estudos recentes mostraram que hTERT esta relacionado com
a capacidade de migracéo e invasao de células do cancer de mama e é um possivel alvo
terapéutico para cancer de tireoide (LIAO et al., 2020; SANYAL et al., 2020). Outros
estudos ja mostraram uma associacao da metilacdo do hTERT com o potencial metastatico
(BOUGEL et al., 2013), sendo sua hipermetilacdo responsavel pela ativacdo da atividade
da telomerase (GUILLERET et al., 2002; NOMOTO et al., 2002), porém, em outros
casos, tambem foi visto que isso ndo é suficiente para sua ativacdo (VALLS-BAUTISTA
et al., 2011). Uma pesquisa recente mostrou que a regulacdo negativa de hTERT
aumentou a sensibilidade de células de cancer de mama a duxorrubicina (ROMANIUK-
DRAPALA et al., 2021), mostrando a relacdo de hTERT com a resisténcia tumoral.
Estudo recente demonstrou a possibilidade de hTERT, combinado com mais dois
marcadores, atuar como um marcador de cancer de bexiga (YAHYAZADEH et al., 2021).
Com os resultados apresentados e informagdes presentes na literatura quanto a fungéo de
hTERT no desenvolvimento e resisténcia tumoral, maiores investigacdes sdo necessarias
para estabelecer melhor a associacdo entre a metilacdo de hTERT e a sua expressdo em
NSPP.

P14ARF codifica uma proteina de supressdo tumoral como P16INK4 e, como na
analise anterior realizada com o gene de P16 nas mesmas amostras (CHAGAS et al.,
2018a), P14ARF mostrou metilacdo em amostras neoplasicas para as 3 areas analisadas.
E importante ressaltar que a metilacio de P14ARF mostrou um sinal fraco na area
intermediaria do tumor (area 2) em comparacdo com as regides periférica (area 1) e
central (area 3). A metilacdo do P14ARF pode estar relacionada a localizacdo do tumor,
chances de desenvolver displasias e tumorigénese (MORIYAMA et al., 2007; ZHOU et
al., 2016). Em céncer gastrico, o silenciamento de P14ARF mediado por Jabl leva ao
aumento da proliferacdo celular (WANG et al., 2020). Embora no mesmo locus, a
metilacdo de p14ARF e pl6INK4A pode ocorrer independentemente (ESTELLER et al.,
2000). Essa diferenciacdo nos padrdes de metilagbes de dois genes do mesmo locus entre
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as trés areas analisadas, reforcam heterogeneidade tumoral ja encontrada nas amostras
nos polimorfismos e em trabalhos anteriores (CHAGAS et al., 2018a, 2018b).

De forma macroscopica era possivel de ser observado na amostra caracteristicas Unicas
de cada regido estudada. A heterogeneidade apresentada nas analises, como a diferenca
de metilagdo de pl4ARF e pl6INK4A, de uma Unica pega tumoral poderia estar
relacionada com os diferentes aspectos das trés regides, com uma regido mais
hemorragica e degradada e outra mais sélida. Poderia essa diferenciagdo de expressdo de
proteinas de supressdo de tumor, ou até mesmo a metilacdo do gene hTERT, estar
relacionada com os poucos casos malignidade de NSPP como ja demonstrado em outros
tipos tumorais (BOUGEL et al., 2013; WANG et al., 2020)?

Nas amostras analisadas, 0 MGMT ndo apresentou metilagdo em nenhuma das
trés regides, possivelmente contribuindo para a baixa malignidade da neoplasia. MGMT
€ uma proteina relacionada ao reparo do DNA, e sua via € usada como um alvo para
quimioterapia para induzir apoptose (SHARMA et al., 2009) e sua expressao ajuda a
proteger contra a tumorigénese. Seu silenciamento ja foi relatado para vérios tipos
tumorais (CORDEIRO et al., 2012; GERSON, 2004; OLIVER etal., 2014). Em pacientes
com glioblastoma, a metilacdo do MGMT esta associada a uma melhor sobrevida global,
mesmo nos casos em que o0s tumores ndo sao adequados para ressec¢do (CHEN et al.,
2013; RAO; QUDDUSI; SHAMIM, 2018). A metilacdo do promotor MGMT tem valor
preditivo no glioblastoma mutante IDH com valor preditivo maior do que nos selvagens
(CHAI et al., 2021).

8. Limitac6es do Estudo

Né&o tivemos limitacdes com o presente estudo.

9. Consideracdes finais e sugestoes

Mais estudos em NSPP sdo necessarios para entender melhor sua biologia e formagao.
Os eventos moleculares envolvidos na heterogeneidade do NSPP precisam ser melhor
explorados. O presente trabalho contribui com informacGes moleculares até entdo inéditas

na literatura. Com essas descobertas varias perguntas surgem, como até que ponto 0s
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polimorfismos e padrdes de metilagcdes apresentados afetam a estrutura tumoral e seu
prognostico. Poderiam esses achados serem utilizados como marcadores genéticos para
diagndstico diferencial e forma mais precoce dos casos de NSPP? Seriam as alteracdes
relacionadas com a origem tumoral ainda desconhecida? Para que essas e outras perguntas

possam ser respondidas mais estudos em NSPP se fazem necessarios.

Em estudos anteriores, mostramos diferentes padrdes entre as regides tumorais com
delecdes de genes, diferentes padrbes de metilacdo e diferentes padrdes de expressdo de
proteinas (CHAGAS et al., 2018a, 2018b). No presente trabalho, analisamos 3 regides do
tumor macroscopicas distintas a exemplo de um trabalho anterior (CHAGAS et al.,
2018a), e investigamos 0s genes que podem estar relacionados ao processo de formacao
do tumor e sua capacidade proliferativa. Este estudo descreveu os multiplos mecanismos
moleculares, como a metilagéo e polimorfismo, que podem estar associados a0 NSPP
para melhor caracterizar a heterogeneidade molecular envolvida nesta malignidade,
mostrando alvos moleculares relevantes para o tratamento da neoplasia, como por

exemplo as alteragdes no gene de detoxificacdo GSTPL.

10. Conclusoes

No presente trabalho, a heterogeneidade molecular intratumoral da neoplasia foi
evidenciada por:

1 — Polimorfismo do gene GSTPL1 nas 3 areas tumorais estudadas.
2 — Inativacgdo, por metilagdo, do gene GSTP1 nas areas periférica e central da neoplasia.
3 - Metilacao do gene hTERT nas trés areas tumorais.

4 — Metilacdo do gene P14ARF nas trés regifes tumorais, menos intensa na area

intermediaria em comparacao com a central e a periférica.

5— A metilacdo dos genes GSTP1, hTERT e P14ARF, que pode contribuir para o potencial
maligno da neoplasia.

6 — A ndo metilacdo do gene MGMT, assim como a presenca dos genes CYP1AL mie m2,
na forma selvagem, que possivelmente contribuem para o desenvolvimento mais lento da

neoplasia
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Apéndice Il

Mencdo honrosa em apresentagdo de trabalho anterior sobre o projeto.

II Jornada Cientifica PPGAP
Rio de Janeiro 22 Novembro 2017 i

|
|

Certifico que Bruna dos Santos Paiva Ribeiro participou da Il Jornada Cientifica do
Programa de Pdés-graduagcdao em Anatomia Patolégica da Faculdade de Medicina,
ocorrida no dia 22 de novembro de 2017, tendo sido agraciada com a Mengdo
honrosa na categoria Iniciagdo Cientifica com o trabalho intitulado “Epigenetic and
Gene Polymorphism of Solid Pseudopapillary Tumor of Pancreas .”
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