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RESUMO

A ampola de Vater € uma area de convergéncia do ducto biliar comum, do
ducto pancreatico e do duodeno. A regido periampular dista em torno de 2cm da ampola
de Vater e neoplasias que se originam nesta regido sédo denominadas carcinomas
periampulares (CPs). Os CPs incluem quatro grupos tumorais originados da cabega do
pancreas, da ampola de Vater, ducto biliar distal ou do duodeno e correspondem a 0,5%
de todas as neoplasias digestivas. Tumores originados no péancreas sao mais
frequentes entre os CPs e estes tém as maiores taxas de mortalidade sendo
representados majoritariamente pelo adenocarcinoma ductal pancreatico (ADP),
subtipo histologico mais frequente e agressivo. Tumores mais raros como os outros CPs
também apresentam altas taxas de mortalidade, mas sdo menos estudados quanto as
suas alteragdes genéticas e epigenéticas, biologia tumoral e influéncia de fatores
genéticos no prognostico. Neste contexto, o objetivo deste trabalho foi realizar uma
caracterizagdo molecular do adenocarcinoma ductal pancreatico e de tumores
periampulares com o objetivo de contribuir para melhor compreensao do processo de
carcinogénese e identificar marcadores prognosticos relacionados a esses tumores.

Inicialmente, avaliamos o perfil de metilacdo do DNA no ADP em busca de
potenciais alvos terapéuticos nas vias moleculares associadas a carcinogénese.
Verificamos que o ADP apresenta genes diferencialmente metilados em relagdo ao
tecido normal adjacente e identificamos diversos genes da via de sinalizacédo do caélcio
diferencialmente metilados, e muitos destes sdo compartilhados com outras vias-chave
da carcinogénese pancreatica, como as vias Ras e Hippo. Os genes ADCYS,
CACNA1A, CACNA1B, CACNA1H, e RYR3, que controlam o influxo de Ca*? da
membrana plasmatica no reticulo endoplasmatico rugoso, estavam mais
frequentemente hipermetilados e, mediante analise in silico de dados do TCGA,
observamos que a redugdo da expressdo desses genes se mostrou associada a
reducdo da sobrevida global nos pacientes. Este achado é relevante, pois pode indicar
potenciais marcadores prognosticos e alvos terapéuticos para casos selecionados de

ADP. Adicionalmente, os resultados obtidos nesta tese indicam que a via de sinalizacéo

12



do calcio parece ter um papel importante desde as etapas muito iniciais da
carcinogénese pancreatica.

Quanto aos outros CPs, pouco se sabe a respeito da modulagéo epigenética
regulada pelas desacetilases de histonas (HDACs). Assim, caracterizamos o perfil de
expressao das HDAC1, HDAC2, HDAC3 e HDACT7 nestas neoplasias, bem como
investigamos o possivel papel das mesmas no desenvolvimento dos carcinomas de
ampola de Vater (CAVs). Utilizamos bancos de dados de expresséao para avaliar o perfil
das HDACs e segundo nosso conhecimento, este foi o primeiro estudo a avaliar a sua
expressao no adenocarcinoma duodenal. Os CAVs e os adenocarcinomas duodenais
apresentaram um perfil de expressdo semelhante paras HDAC1 e HDAC2. Esse
trabalho ainda avaliou, pela primeira vez, a expressao proteica das HDACs em amostras
de adenocarcinoma de ampola de Vater (o subtipo histolégico mais frequente) e tecidos
normais adjacentes (pancreatico, ampular e duodenal). Encontramos um perfil de
expressao semelhante entre todos os tecidos, sugerindo que estas HDACs néao estéao
diretamente envolvidas na carcinogénese do CAVs, embora possam ter um papel
auxiliando o fendtipo tumoral, modulando genes envolvidos proliferagdo celular,
regulacéo do ciclo celular e apoptose.

Por fim, descrevemos um caso clinico atipico e mais grave de
Neurofibromatose 1 com multiplos tumores periampulares onde a presenca de duas
variantes germinativas patogénicas em genes distintos (NF7 e CFTR) relacionados a
doengas pancreaticas podem ter agido sinergicamente. Em especial, a variante
germinativa patogénica do gene CFTR associada ao pancreas divisum pode ter
contribuido para a ocorréncia de multiplos tumores na paciente portadora de
Neurofibromatose tipo 1. Este relato de caso reforca a importancia de uma analise
molecular mais abrangente, incluindo avaliagdo de multiplos genes relacionados ao
fendtipo em casos atipicos ou com fenédtipo mais grave que o habitual. A informagao
obtida no estudo de caso sera também muito relevante para os familiares do caso
indice.

Os resultados desta tese contribuem para o melhor entendimento do perfil genético

e epigenético dos adenocarcinomas ductais pancreaticos e de carcinomas
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periampulares. Os resultados também indicam importantes linhas de investigagao para
explorar novas vias de sinalizagao que possam trazer informacdes relevantes para o

desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas.
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ABSTRACT

Ampulla of Vater is a convergence area of the common bile duct, pancreatic duct,
and duodenum. The periampullary region is located within about 2 cm from the ampulla
of Vater and neoplasms originated in this region are called periampullary carcinomas
(PCs). PCs include four tumoral groups that arise from the pancreatic head, Ampulla of
Vater, distal biliary duct or duodenum and correspond to 0.5% of all digestive neoplasms.
Tumors originated in the pancreas are the most frequent among PCs and they have the
highest mortality rates, being represented mainly by the pancreatic ductal
adenocarcinoma (PDAC), the most frequent and aggressive histological subtype. Other
PCs are rarer and also have high mortality rates, however, their genetic and epigenetic
alterations, tumor biology, and genetic influence in prognostic factors are less studied.
In this context, the objective of this study was to perform a molecular characterization of
pancreatic ductal adenocarcinoma and periampullary tumors in order to contribute to a
better understanding of the carcinogenesis process and to identify prognostic markers

related to these tumors.

First, we evaluated the DNA methylation profile in PDAC samples, searching for
potential therapeutic targets in the molecular pathways associated with PDAC
carcinogenesis. PDAC showed differentially methylated genes compared to adjacent
normal tissue and we identified several differentially methylated genes in the Calcium
Signaling Pathway. Many of these are shared with other key pancreatic carcinogenesis
pathways, such as the Ras and Hippo pathways. The ADCY8, CACNA1A, CACNA1B,
CACNA1H, and RYR3 genes, which control Ca?* influx into the rough plasma membrane
or endoplasmic reticulum, were most often hypermethylated. Using in silico analysis of
TCGA data, we observed that reduced expression of these genes was associated with
reduced overall survival in PDAC patients. This finding is relevant as may indicate
potential prognostic markers and therapeutic targets for selected PDAC cases.
Additionally, the results obtained in this thesis indicate that the calcium signaling pathway

seems to play an important role since the very early stages of pancreatic carcinogenesis.
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In relation to other PCs, there is little knowledge about epigenetic modulation
regulated by histone deacetylases (HDACs). Thus, we characterized the expression
profile of HDAC1, HDAC2, HDAC3 and HDACY in these neoplasms, as well as
investigated their possible role in the development of ampulla of Vater carcinomas
(AVCs). We used expression databases to evaluate the profile of HDACs, and to our
knowledge, this was the first study to evaluate their expression in duodenal
adenocarcinoma. AVCs and duodenal adenocarcinomas showed a similar expression
profile for HDAC1 and HDAC?2. This work also evaluated, for the first time, the protein
expression of HDACs in AVCs samples (the most common histological subtype) and
adjacent normal tissues (pancreatic, ampullary and duodenal). We found a similar
expression profile among all tissues, suggesting that these HDACs are not directly
involved in the AVCs carcinogenesis. Nonetheless, they may play a role supporting the
tumor phenotype by modulating genes involved in cell proliferation, cell cycle regulation

and apoptosis.

Finally, we described an atypical and more severe case of Neurofiboromatosis 1
with multiple periampullary tumors, where the presence of two pathogenic germline
variants in different genes (NF71 and CFTR) related to pancreatic diseases may have
acted synergistically. In particular, the CFTR pathogenic germline variant associated
with pancreas divisum may have contributed to the occurrence of multiple tumors in the
Neurofibromatosis type 1 patient. This case report reinforces the importance of a broader
molecular analysis, including evaluation of multiple genes related to phenotype, in
atypical cases or with more severe phenotype than usual. The information obtained from

the case report will also be very relevant to the case index relatives.

The thesis results contribute to a better understanding of the genetic and epigenetic
profile of pancreatic ductal adenocarcinomas and periampullary carcinomas. The results
also indicate important research topics to be explored, including new signaling pathways

that may provide relevant information for the development of new therapeutic strategies.
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CAPITULO I: INTRODUGAO

17



1. Cancer e epidemiologia do cancer de pancreas

O cancer é a segunda principal causa de morte no mundo, sendo responsavel por
cerca de 9,6 milhdes de mortes no ano de 2018 (larc, 2018). Segundo a Organizagao
Mundial da Saude (OMS) estima-se 14 milhdes de 6bitos relacionados a esta doenca
devam ocorrer no mundo em 2035 (Rahib et al., 2014), reforgando o impacto do cancer
como um problema de saude publica. A crescente incidéncia e mortalidade vinculada
ao cancer podem ter multiplas explicagcdes, contudo o reflexo do envelhecimento
populacional combinado a maior exposicdo a fatores de risco sdo aspectos

frequentemente reportados (Bray et al., 2018).

Embora o conhecimento cientifico tenha melhorado a sobrevivéncia de muitos
pacientes oncologicos, os dados relacionados as neoplasias de pancreas permanecem
alarmantes. O cancer de pancreas € uma das neoplasias mais agressivas, cuja
incidéncia é quase igual a mortalidade, ocupando o 14° lugar no mundo em frequéncia,
mas a sétima posicao entre as causas de morte relacionadas ao cancer. A sobrevida
global em 5 anos é inferior a 8% e o tempo médio de sobrevida é de 13 a 20 meses
apos a cirurgia de ressecc¢ao do tumor (Neuzillet et al., 2011; Collisson and Maitra,
2017). No Brasil, 10.754 mortes foram relacionadas ao cancer de pancreas em 2017,
correspondendo a 4% do total de 6bitos relacionados ao cancer. Nos Estados Unidos,
estima-se que o cancer de pancreas se torne a segunda causa de morte por cancer em
2030 (Inca, 2014; Rahib et al., 2014; Inca, 2018).

1.1. Fatores de risco para cancer de pancreas

Alguns fatores de risco para ocorréncia de tumores pancreaticos estao
claramente estabelecidos e incluem idade avancada, sexo masculino, etnia afro-
americana, diabetes, obesidade, historia pessoal de pancreatite cronica, histéria familiar
de céncer de pancreas, tabagismo e alcoolismo (Neuzillet et al., 2011; Mcguigan et al.,
2018; Tsai and Chang, 2019). Mais recentemente, a pancreatite aguda (Kirkegard et al.,
2018) e o tipo de microbiota intestinal (Tsai and Chang, 2019; Wang et al., 2019) foram

propostas como fatores de risco importantes para a doenca.
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Neoplasias pancreaticas sdo comumente associadas a idade mais avancada,
sendo que cerca de 90% dos casos sao diagnosticados em pacientes com idade
superior a 55 anos (Midha et al., 2016) e a doencga atinge seu apice entre os 60 e os 80
anos de idade (Rawla et al., 2019). Neoplasias pancreaticas sdo mais incidentes em
homens (5,5 por 100.000 para homens, em comparagao a 4,0 para 100.000 mulheres)
(Bray et al., 2018) possivelmente devido a exposigcao a fatores ambientais, bem como

estilo de vida (maior uso de tabaco e alcool por homens) (Mcguigan et al., 2018).

A associagao positiva entre diabetes tipo | e Il e o risco de cancer de pancreas
tem sido relatada ao longo dos anos (Mcauliffe and Christein, 2013; Pezzilliand Pagano,
2013; Batabyal et al., 2014; Maisonneuve and Lowenfels, 2015) . Um estudo
epidemiologico da populagédo italiana revelou que cerca de 9,7% dos tumores
pancreaticos sao devidos a diabetes (Rosato et al., 2015). Alguns estudos mostram que
ter diabetes pode aumentar o risco de desenvolver cancer de pancreas em 1,8 vezes,
particularmente em homens asiaticos e hispanicos, em comparagdo com brancos e
negros (Li et al., 2011; Liao et al., 2012).

A pancreatite € uma inflamagao do pancreas que induz dano pancreatico pela
ativacao precoce de enzimas digestivas, ainda no parénquima pancreatico onde sao
produzidas e antes de sua liberagédo no intestino delgado(Rawla et al., 2019). Alguns
estudos indicam que a pancreatite crénica pode elevar o risco relativo de desenvolver
cancer de pancreas em 5-16 vezes (Raimondi et al., 2010; Kirkegard et al., 2017). A
principal causa de pancreatite crénica € o consumo de alcool (70-80%), mas outros
fatores de risco foram identificados como tabagismo, doengas auto-imunes, disturbios
metabdlicos, obstrucdo ductal, anomalias anatdmicas como o péancreas divisum e
fatores hereditarios (Elsherif et al., 2019). Variantes patogénicas germinativas nos
genes PRSS1, SPINK1 ou CFTR associadas ao pancreas divisum conferem maior
predisposicao a pancreatite e em muitos individuos os episddios de pancreatite sao
precoces e recorrentes, consequentemente aumentando o risco de cancer de pancreas
(Zhan et al., 2018; Lee and Papachristou, 2019) . O papel da pancreatite aguda como

fator predisponente ao cancer de pancreas foi muito discutido e permaneceu
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controverso por anos, mas estudos recentes sugerem que a doenga pode conferir maior
risco para o desenvolvimento de neoplasias pancreaticas (Chung et al., 2012; Munigala
et al., 2014; Kirkegard et al., 2018) . O que deve ser ressaltado € que o risco parece
estar limitado a pacientes com pancreatite aguda que evoluem para pancreatite cronica
(Rijkers et al., 2017; Lee and Papachristou, 2019).

Obesidade é outro fator de risco potencial que vem chamado atencao de muitos
pesquisadores. Li et al., associou o indice de massa corporal (IMC) relacionado ao
sobrepeso e obesidade (25,0 - 29,9 kg / m2e = 30 kg / m 2) com um maior risco de
desenvolver cancer de pancreas, durante o inicio da idade adulta. Além disso, a
obesidade em uma idade mais avangada (30 - 79 anos) foi associada a menor sobrevida
global (Li et al., 2009). Um estudo que avaliou 14 coortes com mais de 2.000 casos de
cancer de pancreas constatou que os obesos apresentavam risco 54% maior de

desenvolver cancer de pancreas (Genkinger et al., 2011).

Em relagdo aos fatores ambientais, o tabagismo é o fator de risco mais
importante e consistente. Aproximadamente 20 a 25% dos tumores pancreaticos podem
ser atribuidos ao tabagismo (Raimondi et al., 2009) e o risco € quase duas vezes maior
em fumantes do que em nao fumantes e aumenta com a duragao e o numero de cigarros
consumidos diariamente (Kuzmickiene et al., 2013; Mizuno et al., 2014). O risco pode
persistir por 10-15 anos apds a cessagao do tabagismo (lodice et al., 2008; Lynch et al.,
2009). Outro fator que tem sido associado ao cancer de péncreas, porem de forma
menos consistente, € o alcoolismo. Os estudos s&do controversos a respeito do seu
impacto no desenvolvimento desta neoplasia, contudo um risco aumentado de 15% foi
relacionado ao alto consumo de alcool, ndo havendo associagcao de consumo baixo ou
moderado com a doenga (Wang et al., 2016). Por fim, um grande estudo caso-controle
em 2010 ndo encontrou associagao geral significativa entre a ingestao total de alcool e
o risco de cancer de pancreas, embora para consumo = 45g de alcool por dia, o risco
tende a aumentar em homens (Pelucchi et al.; Michaud et al., 2010) . Ainda que a

relagdo causal entre alcool e cancer de péncreas seja controversa, sabe-se que o

20



consumo excessivo de alcool também € a principal causa de pancreatite crbnica, que &

um fator de risco estabelecido para cancer de pancreas (Samokhvalov et al., 2015).

Estima-se que cerca de 5 a 10% dos pacientes com cancer de pancreas tenham
histéria familiar da doencga (Greer et al., 2007; Shi et al., 2009). O cancer de pancreas
familiar € definido pela presenca de dois ou mais familiares de primeiro ou segundo grau
acometidos por esse tumor. Familiares de primeiro grau de pacientes com cancer
pancreatico tém um risco nove vezes maior de desenvolver esse diagndstico quando
comparados a populagcdo em geral (Klein et al., 2004), e quando ha dois familiares de
primeiro grau diagnosticados este risco duplica, podendo chegar a um 32 vezes maior
para pessoas com mais de trés familiares de primeiro grau afetados (Greer et al., 2007,
Vincent, Herman, et al., 2011). Estes dados epidemiolégicos atestam a importancia de
fatores hereditarios/genéticos na etiologia da doenga. Ademais, o cancer de pancreas
€ parte do espectro tumoral de algumas sindromes de predisposi¢ao hereditaria ao
cancer incluindo a Sindrome de Peutz-Jeghers, Sindrome do Melanoma Familiar,
Sindrome de cancer de mama e ovario hereditarios, cancer colorretal hereditario ndo-
polipomatoso, polipose adenomatosa familiar e Sindrome de Li-Fraumeni, entre outras
(Zhan et al., 2018). Especificamente para neoplasias neuroenddcrinas, a Neoplasia
enddcrina multipla tipo 1, Sindrome de von Hippel-Lindau, Neurofibromatose tipo 1,
Esclerose tuberosa sdo sindromes bem estabelecidas e associadas a esses tumores.
Em geral, tumores neuroenddcrinos associados as sindromes hereditarias possuem

uma apresentagao multifocal multifocal (Guilmette and Nosé, 2019) (Tabela1).

21



Quadro 1. Mecanismo de doenca, fungao, genes e Sindromes hereditarias associadas ao cancer de

pancreas (adaptado de Zhan et al., 2018; Guilmette and Nosé, 2019).

Mecanismos de Funcao Genes Sindrome associada
doencga

Dano celular Protease, a ativagdo prematura induz a pancreatite. PRSS1 Pancreatite hereditaria
(suscetibilidade a

pancreatite) Inibidor de tripsina. SPINK1 Pancreatite hereditaria

Metabolismo da glutationa, defesa antioxidante. GGT1 Risco para cancer de pancreas

Degradacgéao prematura da tripsina ativada. CTRC Pancreatite hereditaria

Canal ibnico necessario para secregao / absorgao CFTR Fibrose cistica, pancreatite

de células epiteliais. hereditaria

Regulacéo e parada do ciclo celular apés dano ao TP53 Sindrome de Li-Fraumeni

DNA, apoptose.

Supressor de tumor, inibicdo de crescimento. SMAD4 Telangiectasia hemorragica
hereditaria, sindrome da polipose
juvenil, sindrome de Myhre

Crescimento celular Resposta a danos no DNA a quebras de fita dupla. ATM Ataxia Telangiectasia
/ controle do ciclo Regulador do ponto de verificagao do ciclo celulare CHEK2 Sindrome de Li-Fraumeni
resposta a danos no DNA a quebras de fita dupla.

Parada celular nos postos de controle G1 e G2, CDKN2A Sindrome do Melanoma Muiltiplo

apoptose. Familiar Atipico

Regula o crescimento celular, proliferagdo e STK11 Sindrome de Peutz-Jeghers

resposta a danos no DNA.

Regula o ciclo celular, a sobrevivéncia e o PTEN Sindrome do tumor PTEN-

metabolismo.

hamartom
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Quadro 1. Continuagao.

Mecanismos de

doencga

Funcgao

Genes

Sindrome associada

Reparo do DNA

Reparo de quebra dupla no DNA.

Reparo de quebra dupla no DNA.

Reparo de bases mal pareadas.

Reparo de danos ao DNA.

BRCAT1,
BRCA2
BARD1
PALB?2,
FANCA,
FANCC,
FANCG
FANCM
MLH1, MSH2,
MSH6, PMS2
e EPCAM *
NBN

Sindrome hereditaria do cancer de
mama e ovario

Anemia de Fanconi

Sindrome de Lynch

Sindrome de quebras de Nijmegen

Adesao celular

Regula a migracao e adesao celular, antagonista da

via Wnt.

APC

Polipose adenomatosa familiar

Apoptose

Regulador transcricional, sendo componente

essencial do complexo MLL/SET1 .

Regulada ubiquitinagcédo e subsequente degradacéao

proteassomal de proteinas.

Regula atividade GTPase da oncoproteina Ras.

Reguladores da via mTOR.

MEN1

VHL

NF1
TSC1TSC2

Neoplasia enddcrina multipla tipo 1
Sindrome de von Hippel-Lindau

Neurofibromatose tipo 1
Esclerose tuberosa

*Delegdes nos ultimos éxons do EPCAM inativam MSHZ2 e podem causar indiretamente defeitos no reparo de bases

mal pareadas.
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1.2. Classificagao histopatolégica dos tumores do pancreas

As neoplasias do pancreas compreendem um amplo conjunto de tumores e sao
geralmente classificadas de acordo com sua diferenciagao histolégica e comportamento
biolégico. As neoplasias do péncreas endocrino sdo representadas pelos tumores
originarios e nao-originarios das ilhotas pancreaticas e embora sejam relativamente
raras (incidéncia de 0,43 por 100.000 pessoas ao ano nos Estados Unidos) estédo
associadas a melhor progndstico em relagdo aos tumores exocrinos do pancreas
(Fernandez Pérez et al., 2018) (Tabela 2). Os tumores do pancreas exocrino, que
constituem 90% dos tumores de pancreas, s&o na grande maioria adenocarcinomas
ductais pancreaticos (ADP) ou variantes destes (Neuzillet et al., 2011).

Tabela 1. Taxas de sobrevida de acordo com o estagio clinico do cancer de

pancreas, comparando tumores do pancreas exocrino com tumores do pancreas
enddcrino (adaptado de Rawla et al., 2019).

Estagio clinico Sobrevida em cinco anos (%)
Cancer de pancreas Cancer de pancreas
exoécrino enddcrino (PanNET) tratado
com cirurgia
I A 14 61
IB 12 61
I 7 52
11 3 41
\Y 1 16

1.2.1. Adenocarcinoma ductal pancreatico

O ADP é uma neoplasia sélida de carater infiltrante e intensa reagao nao-
neoplasica no tecido adjacente, composta por fibroblastos, linfécitos e matriz
extracelular (reagdo desmoplasica). Microscopicamente, observam-se glandulas
malignas atipicas, irregulares, pequenas e geralmente revestidas por células epiteliais
cubdides a colunares anaplasicas e formagao de estruturas tubulares ou agregados
celulares (Haeberle and Esposito, 2019). (Maitra and Hruban, 2008) As lesbes
precursoras do ADP podem ser divididas em precursores microscopicos e
macroscopicos. Os precursores microscopicos incluem a neoplasia intra-intrapitelial

pancreatica (NIPan), que sdo mais frequentes e melhor caracterizadas; e as lesbes
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planas atipicas. NIPans 1A, 1B e 2 sao classificadas como lesbes de baixo grau de
malignidade, enquanto NIPan 3 é classificada como lesdo de alto grau. As lesbes
precursoras macroscopicas sao caracterizadas pela visibilidade em exames de imagem,
sendo representadas pelas neoplasias mucinosas papilares intraductais (NMPI),
neoplasias cisticas mucinosas (NCM) e neoplasias tubulopapilares intraductais. As duas
primeiras sdo caracterizadas pela produgdo de mucina (Maitra and Hruban, 2008;
Bosman et al., 2010), ao contrario das neoplasias tubulopapilares intraductais que
raramente produzem essas glicoproteinas, portanto, geralmente ndo se apresentam

como lesdes cisticas (Yamaguchi et al., 2013).

1.2.1.1. Diagnéstico, agressividade e tratamento do adenocarcinoma ductal
pancreatico

O ADP em estagios iniciais & geralmente clinicamente silencioso, e a maioria dos
pacientes que apresentam sintomas atribuiveis a neoplasia possuem tumores
localmente avancados e/ou metastases (80-90% dos casos), que contraindicam ou
dificultam a ressecc¢ao cirurgica (Neuzillet et al., 2011; Vincent, Herman, et al., 2011,
Rawla et al., 2019). Diversos fatores contribuem para esse panorama, como sinais e
sintomas inespecificos da doenga, limitagdes metodoldgicas relacionadas aos exames

de diagndstico, e biologia tumoral agressiva.

A sintomatologia do ADP geralmente é inespecifica e depende em grande parte
da localizagao do tumor e estagio da doenga: em cerca de 65% dos casos o tumor esta
localizado na cabecga do pancreas, em 15% no corpo/cauda e em 20% dos casos o
tumor envolve o 6rgdo de uma forma difusa. A obstrugéao da via biliar frequentemente é
relacionada a tumores localizados na cabeca do pancreas, causando colestase, que se
expressa por ictericia, coluria e acolia. Aléem disso, dor abdominal, glicemia alterada,
astenia, anorexia e perda de peso sdo manifestagcdes recorrentes que podem ser
relacionadas a um grande numero de doengas como colangite, colecistite, colelitiase,
coledocolitiase, cistos de colédoco, pancreatite, entre outras (Hidalgo, 2010; Simianu et
al., 2010; Rawla et al., 2019).
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Atualmente, as ferramentas de diagndstico / estadiamento pré-operatorias séo a
ultrassonografia abdominal, tomografia computadorizada com protocolo pancreatico
trifasico (padrao ouro para o diagndstico e estadiamento) (Wong and Lu, 2008; Klauss
et al., 2009), ressonancia magnética e aspiragdo por agulha fina guiada por
ultrassonografia endoscopica. Embora os trés primeiros exames sejam fundamentais
para a conduta terapéutica e determinacdo do estadiamento, a deteccdo de lesdes
pequenas (<2 cm), com auséncia de dilatagdo biliar, e envolvimento vascular s&o
dificeis de serem visualizadas. Nessas situagdes, a aspiragdo por agulha fina guiada
por ultrassonografia endoscopica tem sensibilidade relatada em cerca de 80% dos
casos (Harewood and Wiersema, 2002; Guarneri et al., 2019), contudo € um exame de
alto custo e ndo disponivel em todos os servigos de saude, mesmo para individuos de
alto risco. Além disso, em pacientes sintomaticos, a avaliagdo do antigeno de superficie
CA19-9 pode ajudar a confirmar o diagndstico e prever prognostico e recorréncia apos
a ressecgao (Tempero et al., 2017). No entanto, o CA19-9 possui limitacbes
importantes, como a nao-especificidade para cancer de pancreas ou sua auséncia em
pacientes que s&o negativos para o antigeno de Lewis a ou b (5 a 10% da populagéo
caucasiana). Pacientes com o antigeno de Lewis a ou b podem possuir resultados falsos
negativos para os niveis séricos de CA 19-9 mesmo na presenga de cancer pancreatico

avancado (Scara et al., 2015).

Uma caracteristica peculiar do ADP € a existéncia de um extenso estroma
desmoplasico associado a células mieldides infiltrantes (Dougan, 2017). A hipoxia é
outra caracteristica importante do microambiente tumoral que, ligada a desmoplasia,
atua como barreira a infiltragdo de células T (Ene-Obong et al., 2013; Ozdemir et al.,
2014; Daniel et al., 2019). Além disso, dentre as células mieldides, os macrofagos
associados ao tumor sdo uma das células mais abundantes e promovem, no tumor,
eventos mitoticos e angiogénicos, e inibicdo da apoptose (Zhu et al., 2017). Outra
particularidade do ADP é sua progressao precoce para doenca metastatica (Kleeff et
al., 2016). Os pacientes comumente apresentam metastases hepaticas, na cavidade

peritoneal, pulmdes e outros orgaos gastrointestinais (Poruk et al., 2013) em estagios
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avangados, mas estas ja podem aparecer em estagios iniciais. De fato, foi observado
por Rhim e colaboradores que o desenvolvimento de metastases pode acontecer
concomitantemente ao aparecimento da lesao intraepitelial pancreatica em um modelo
animal. Tais dados podem explicar por que pacientes que realizam cirurgia de
ressecgao total do tumor com boas margens e sem nenhum sinal de metastase no
momento da cirurgia apresentam recidivas relacionadas ao sitio primario poucos meses

apos o procedimento (Rhim et al., 2012).

O dunico tratamento do ADP com potencial curativo € a ressecgéo cirurgica,
contudo, devido as caracteristicas mencionadas acima, apenas 20% dos pacientes
diagnosticados s&o elegiveis a cirurgia. Em relagéo ao tratamento nao-cirurgico, uma
caracteristica marcante do ADP é o seu alto grau de resisténcia a praticamente qualquer
tipo de terapias disponiveis (Amrutkar and Gladhaug, 2017; Grasso et al., 2017;
Morrison et al., 2018). Os agentes quimioterapicos usados atualmente sdo os do
esquema FOLFIRINOX (5-fluouracil, oxaliplatina e irinotecano) ou gemcitabina

combinada com nab-paclitaxel (Orth et al., 2019).
1.2.1.2. Biologia molecular do adenocarcinoma ductal pancreatico

Entre os grandes desafios das pesquisas em céancer esta a elucidagdo das
alteracbes genéticas responsaveis pela iniciagao e progressao tumoral de cada tipo de
cancer e o desenvolvimento de terapias especificas para cada uma dessas etapas.
Nesse contexto, a gendmica tem contribuido para a identificagdo de biomarcadores que
possam auxiliar na compreensdo dos mecanismos envolvidos na carcinogénese e de

alvos moleculares potenciais.

Hruban e colaboradores definiram um modelo de progressao genética para o
desenvolvimento do ADP, no qual s&o descritas alteragbes genéticas e epigenéticas
nas lesbdes pré-malignas do ADP (Hruban et al., 2000; Omura and Goggins, 2009)
(Figura 1). Nas fases iniciais da lesdo, observamos a ativagdo de genes, em especial
do gene KRAS, com mutagdes presentes em cerca de 30% das lesdes iniciais e em

95% das lesbes avangadas de ADP. Alteragdes na familia RAS de oncogenes induzem
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a proliferacédo, sobrevivéncia e invasao celular. A superexpressao do gene ERBB2
também esta presente nas NIPans 1A-1B. A telomerase ¢ ativada no final da progressao
do ADP, sendo um ponto fundamental para o processo de imortalizagcdo das células
tumorais (Bardeesy and Depinho, 2002).

O desenvolvimento do processo neoplasico se consolida com a ocorréncia de
mutacgdes de perda de fungcdo em genes supressores de tumor. A perda de fungao do
gene CDKN2A é encontrada em 80-95% das NIPans 2-3 e ADPs em estagios
avancados. O gene CDKNZ2A esta estritamente relacionado a transcricdo dos genes
supressores de tumor INK4 e ARF e, desta forma, quando ha alteracdo em sua funcao
ocorre um disturbio nas vias de sinalizagdo do retinoblastoma (Rb) e de p53 (Liggett
and Sidransky, 1998; Bardeesy and Depinho, 2002). Muta¢gdes no gene TP53 sao
encontradas em 50-75% dos casos de ADP (Redston et al., 1994), sendo mais
pronunciadas nas NIPans 2-3. Como consequéncia da perda de fungao da proteina p53,
se observa instabilidade gendmica. Mutagdes no gene BRCAZ2 sédo eventos mais tardios
da progressdo do ADP e individuos portadores de mutagdes herdadas nesse gene
apresentam um risco significativo de desenvolvimento de cancer de mama, ovario e,
menos frequentemente, pancreas (Bardeesy and Depinho, 2002). Dele¢des ou
mutacdes no gene SMAD4/DPC4 podem estar presentes em até 55% dos ADPs (Liu,
2001) e sua fungao esta intimamente ligada a via de sinalizagdo TGF-B, que tem um
papel fundamental no bloqueio do crescimento das células epiteliais normais. Desta
forma, alteragbes na expressédo desse gene impedem o bloqueio do ciclo celular ou

apoptose (Bardeesy and Depinho, 2002).
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Figura 1. Modelo de progressao do cancer pancreatico (adaptado de Hruban et
al., 2000; Bardeesy and Depinho, 2002; Alemar et al., 2015). NIPan= neoplasia intra-
intrapitelial pancreatica.

Outra alteragao genética importante na carcinogénese do ADP é a ocorréncia de
variagdes no numero de copias (do inglés, copy number variation, CNV) definidas por
variagbes estruturais de segmentos iguais ou maiores que 1 kilobase (delegbes ou
duplicagbes). As CNVs podem representar uma importante fonte de variabilidade
genética e fenotipica, mas também s&o responsaveis por muitas doengas complexas
como o cancer (Fanciulli et al., 2010). CNVs correspondem a uma fragao importante da
variabilidade genética importante, e podem modular a expressao génica (lafrate et al.,
2004; Sebat et al., 2004; Levy et al., 2007). Nas lesdes precursoras do ADP em

pacientes com historia familiar, CNVs ocorrem com relativa frequéncia, sendo que em
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um estudo, CNVs foram identificadas em 7/37 amostras, inclusive com ocorréncia de
CNVs em mais de um locus em algumas lesdes. Nos cromossomos com perfil alterado,
contudo, nado foi identificada nenhuma delegdo em genes supressores de tumor ou
amplificagdo de oncogenes (Hong et al., 2012). Em uma tentativa recente de
correlacionar CNVs a predisposi¢ao genética ao desenvolvimento do ADP, Willis et al.,
utilizaram amostras de DNA gendmico (sangue ou saliva) de 263 pacientes, mas nao
observaram uma contribuigdo substancial destas altera¢des para a etiologia da doenga
(Willis et al., 2014).

2. Regiao periampular e carcinomas periampulares

A ampola de Vater € uma area de convergéncia do ducto biliar comum, do
ducto pancreatico e do duodeno (Kunath and Hommerding, 1981; Kim et al., 2002). A
estrutura é anatomicamente complexa e heterogénea, sendo formada por fibras
musculares e elementos neuronais especiais que regulam, através da papila duodenal
(ou esfincter de Oddi), o fluxo da bile e suco pancreatico para o trato digestivo (Kunath
and Hommerding, 1981; Ishibashi et al., 2000) (Figura 2). Do ponto de vista histologico,
e corroborado por analises morfolégicas e imuno-histoquimicas, a Ampola de Vater
apresenta dois revestimentos epiteliais distintos, o pancreatobiliar e o intestinal. A regiao
periampular dista em torno de 2cm da ampola de Vater e compreende as seguintes
estruturas: pancreas (ao nivel da cabega do 6rgao), Ampola de Vater, ducto biliar distal
e duodeno (Haddad, 2009; Gaspar et al., 2013; He et al., 2014).
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Figura 2. Localizagao anatomica da regidao ampular e carcinomas periampulares (figura elaborada pela autora).

Neoplasias que se originam dentro dessa regido sédo denominadas carcinomas periampulares (CP). A
precisa classificagao diagnéstica do local primario desses tumores é dificil mesmo com a existéncia de uma avaliagao

histopatoldgica padronizada. Em geral, os CPs envolvem mais de um potencial local de origem destroem
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a anatomia periampular normal e apresentam displasia epitelial em mais de uma por¢ao
da regiao, dificultando o diagndstico (Monson et al., 1991; Littges et al., 1999; Fisher
and Bakey, 2007).

Os CPs compreendem 0,5% de todas as neoplasias digestivas (Albores-
Saavedra et al., 2009) e suas taxas de incidéncia sao inferiores a 1/100.000 casos por
ano na populacdo mundial. Dados da regido sudeste do Brasil indicam uma taxa de
0,7/100.000 casos na populagdo oriunda de S&o Paulo-Brasil (Randi et al., 2009;
Gaspar et al., 2013). Entre todos os CPs, tumores pancreaticos s&o os mais frequentes,
seguidos dos tumores da ampola de Vater, ducto biliar distal e duodeno(Kamarajah,
2018) (Tabela 3).

Tabela 2. Caracteristicas dos pacientes submetidos a cirurgia de ressec¢ao dos
carcinomas periampulares (n= 9877) (adaptado de Kamarajah, 2018).

Local de origem

Pancreas Ampola de Vater Ducto biliar distal Duodeno
Histologia Adenocarcinoma Adenocarcinoma Colangiocarcinoma Adenocarcinoma
predominante pancreatico (ADP) de ampola de distal Duodenal
Valer (CAV) (CCd) (AD)
Frequéncia 79% 11% 6% 4%
Sobrevida em 19% 47% 32% 42%

5 anos

A taxa de sobrevida em 5 anos de pacientes submetidos a rececgao cirurgica
com CAV, CCd e DA varia de 32 a 47% e sao significativamente melhores do que as
observadas em pacientes com ADP (Kamarajah, 2018). Esses dados sugerem que as
diferengas na biologia do tumor também podem ser uma explicagdo para a sobrevida

relativamente mais favoravel dos pacientes com estas doencas.

2.1. Carcinoma periampular originado do pancreas
Segundo a classificagdo dos carcinomas periampulares, os tumores
pancreaticos podem ser considerados periampulares quando estiverem localizados na

cabeca do péancreas distando de 2cm da ampola de Vater. O ADP, subtipo histoldgico
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mais prevalente das neoplasias pancreaticas, foi extensamente discutido e

caracterizado nas sessdes anteriores e nao sera abordado neste topico.

2.2. Carcinoma periampular originado da ampola de Vater

Em virtude da Ampola de Vater possuir os revestimentos epiteliais pancreatobiliar
e intestinal, os tumores originados dessas estruturas apresentam a histologia de
adenocarcinoma pancreatobiliar ou intestinal (carcinomas de ampola de Vater, CAV).
Em situagdes nas quais ha a coexisténcia de aspectos de ambos os subtipos, o tumor
€ denominado adenocarcinoma misto (Kimura et al., 1994; Chang et al., 2013; Yachida
et al., 2016; Who et al., 2019). O subtipo misto € o subgrupo predominante de CAVs,
representando até 40% dos casos (Gingras et al., 2016; Xue et al., 2017; Mafficini et al.,
2018).

O subtipo intestinal é frequentemente associado a um componente nao invasivo
(adenoma duodenal). A anadlise histopatolégica deste subtipo aponta carcinomas
compostos de glandulas tubulares bem formadas, com areas cribriformes complexas
em forma de ninhos solidos, que s&o indistinguiveis do adenocarcinoma colorretal. As
células tumorais sao colunares, altas e pseudoestratificadas, frequentemente contendo
mucina, com nucleos ovais ou em forma de “charuto” localizados basalmente (Kimura
et al., 1994; Kimura et al., 2004; Kumari et al., 2013). Ainda, o tumor esta relacionado
com uma melhor sobrevida quando comparado ao subtipo pancreatobiliar (Carter et al.,
2008; Westgaard et al., 2008; Kohler et al., 2011), pois os fatores patoldgicos
relacionados a agressividade, como invasao linfovascular e perineural, ndo sao tao
frequentes (Howe et al., 1998; Zhou et al., 2004; Westgaard et al., 2008; Lee et al., 2010)
. O subtipo pancreatobiliar € morfologicamente semelhante ao ADP. Entre suas
caracteristicas morfolégicas destacam-se presenga de glandulas simples ou
ramificadas e pequenos ninhos de células circundados por um denso estroma
desmoplasico. As células tumorais sao cubodides ou colunares baixas, dispostas em uma
unica camada, sem pseudoestratificacdo. Os nucleos sao arredondados apresentando

marcado pleomorfismo (Kimura et al., 1994; Kimura et al., 2004; Kumari et al., 2013) .
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2.2.1. Etiologia dos carcinomas de ampola de Vater
A maioria dos CAVs nao apresentam etiologia evidente (Ohike et al., 2010; Adsay
et al., 2012), embora algumas doencgas inflamatérias (Doenga de Crohn e Doenca
celiaca) e procedimentos cirurgicos prévios tenham sido reportados como causas
(WHO, 2019). Condi¢des hereditarias como a Polipose adenomatosa familiar, Sindrome
de Lynch e Sindrome de Peutz-Jeghers foram associadas a maior risco de
adenocarcinomas na regido enquanto a Neurofibromatose tipo 1 esta associada a

presenca de tumores neuroenddcrinos da ampola (Relles et al., 2010).

2.2.2. Alteragcées moleculares dos carcinomas de ampola de
Vater
A heterogeneidade morfologica marcante dos CAVs e a falta de confiabilidade
prognostica da classificagdo histologica (mesmo com o auxilio de painéis
imunohistoquimicos) levaram a investigagcao de alteragées moleculares a fim de melhor

definir o progndstico e o tratamento dessas neoplasias.

Atualmente, alguns grupos de pesquisa tém investigado caracteristicas
moleculares em CAV, contudo mais estudos sao necessarios para o entendimento
completo da carcinogénese nesta neoplasia rara. Alteragdes no gene KRAS sdo mais
frequentemente relatadas em pacientes com CAV (Schonleben et al., 2009; Guo et al.,
2014; Sandhu et al., 2015; Valsangkar et al., 2015) , contudo n&o foi encontrada
prevaléncia significativa de mutagdes ativadoras nos oncogenes BRAF e PIK3CA
(Overman et al.,, 2013). Em um estudo, a expressao proteica de p53, p21 e Bcl2
(proteinas ligadas a supressao tumoral) em 92 casos de CAV foram avaliados, e os
achados imunohistoquimicos indicaram superexpressao de p53 e p21 e subexpressao
de Bcl2 no tumor em comparagdao com tecido n&do tumoral (Guo et al., 2014).
Adicionalmente, assinaturas moleculares de mRNA de CAV foram avaliadas em dois
estudos. No primeiro Sandhu et al., observaram a superexpressao de WNT3A, TGFB1,
HDAC, BDNF e ERBB4 no subtipo pancreatobiliar, enquanto CDKN2A, RB1 e PPARA
tinham o mesmo perfil de expressao no subtipo intestinal (Sandhu et al., 2015). No

segundo estudo, Overman et al., ndo conseguiram identificar diferencgas significativas
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entre os dois subtipos histolégicos, provavelmente em fungédo do pequeno tamanho
amostral (n=14). Entretanto conseguiram identificar claramente que o CAV apresenta
um perfil de expressao génica diferente do perfil de ADP (Overman et al., 2013). Por
fim, Gingras et al., realizaram sequenciamento exdmico e analisaram a variagdo do
numero de copias em 160 amostras de tumores da regidao ampular, sendo este o estudo
mais robusto de CAV até o presente momento. Como resultado, 98 amostras foram
classificadas como CAV e apresentaram alta frequéncia de mutagdes de inativacédo do
gene ELF3, instabilidade de microssatélite e delegdes e amplificagées focais comuns;
sugerindo que essas alteragdes sdo “marcas” frequentes na patogénese molecular

destes tumores (Gingras et al., 2016).

2.3. Carcinoma periampular originado do ducto biliar distal
O colangiocarcinoma € uma neoplasia epitelial, que pode se originar em diversos
locais dentro da arvore biliar. A classificacao dos tumores é baseada na sua localizagao
anatbmica e inclui os colangiocarcinomas intra-hepatico e extra-hepatico (peri-hilar e
distal) (Razumilava and Gores, 2014). O colangiocarcinoma distal (CCd) esta localizado
entre a origem do ducto cistico e a ampola de Vater, e apenas essa classificagdo é
considerada um tipo de carcinoma periampular, correspondendo a cerca de 40% dos

colangiocarcinomas (Deoliveira et al., 2007) (Figura 3).
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I— Intra-hepético

I— Peri-hilar

— Extra-hepatico

Figura 3. Classificagao do colangiocarcinoma baseado na localizagao da arvore
biliar (adaptado de Fundation, 2020).

2.4. Carcinoma periampular originado do duodeno
O adenocarcinoma duodenal representa menos de 1% de todos os tumores
gastrointestinais (Overman et al., 2010; Overman et al., 2012) e 4% dos carcinomas
periampulares (Kamarajah, 2018). De acordo com estudos epidemioldgicos,
adenocarcinomas e tumores neuroenddcrinos sdo as neoplasias mais frequentes do
duodeno seguidas por tumores estromais gastrointestinais (do inglés gastrointestinal
stromal tumor, GIST) e maligno (Terada, 2012).

A maior parte dos GISTs é assintomatica (Beltran and Cruces, 2007) e geralmente
sdo achados incidentais em tomografias de abdémen, durante endoscopia ou em
procedimentos cirurgicos para outras manifestacbes abdominais (Parab et al., 2019).
Cerca de 75-80% dos GISTs apresentam mutacédo no gene KIT e 10% no gene
PDGFRA. Embora a maior parte dos tumores seja esporadico, os GISTs foram descritos
em algumas sindromes de predisposi¢cao hereditaria ao cancer destacando-se entre
estas a neurofiboromatose tipo1 (NF1). Entre os tumores observados em pessoas com
NF1, cerca de 34% séo GISTs (Gutmann et al., 1997; Relles et al., 2010).
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3. Epigenética

Segundo Feinberg, a epigenética é definida como o conjunto de modificagbes
do genoma, transmitidas durante a divisao celular, que ndo envolvem uma alteragao na
sequéncia de DNA (Feinberg, 2001). Alteracbes epigenéticas podem resultar na
ativacdo ou inibicdo inapropriada de varias vias de sinalizagdo, levando ao
desenvolvimento de diversas doengas, inclusive cancer (Jones and Baylin, 2002; Egger
et al., 2004) . Uma peculiaridade da regulagao epigenética é a caracteristica de ser um
processo reversivel e que pode agir sobre uma area extensa, incluindo mais do que um

unico gene (Omura and Goggins, 2009).

Os principais mecanismos de regulagao epigenética sdo as modificagées na
conformacgao das histonas, metilagdo do DNA (Sawan et al., 2008; Lomberk and Urrutia,
2015), que alteram a acessibilidade da cromatina, regulando a transcri¢do local ou
global (Lund and Van Lohuizen, 2004). Além disso, os miRNAs podem atuar como
moduladores epigenéticos, controlando os niveis das principais enzimas responsaveis
por reagdes epigenéticas, como as metiltransferases de DNA (do inglés DNA
methyltransferases, DNMTs), desacetilases de histonas (do inglés histone

deacetylases, HDACs) entre varios outros reguladores epigenéticos (Yao et al., 2019).

3.1. Metilagcao do DNA

Entre as modificagbes epigenéticas, a metilagdo do DNA tem um papel
relevante em diversos processos bioldgicos, incluindo a embriogénese, envelhecimento
e carcinogénese. A metilagao consiste em uma modificagdo covalente do DNA, na qual
um grupamento metil (CHs) é transferido da S-adenosilmetionina (SAM) para o carbono
5 de uma citosina, que geralmente precede uma guanina, pela acdo das DNA-
metiltransferases (do inglés DNA methyltransferases, DNMTs)(Figura 4A) (Razin,
1998).
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Figura 4. Metilacdao do DNA e diagrama esquematico da distribuicao gendmica da metilagao do DNA. A,
Representagao da ligagdo do grupo CHs no carbono 5 da citosina gerando a 5-metilcitosina, o processo mediado
pelas enzimas DNA metiltransferases. B, Distribuigdo dos dinucleotideos CpG em relagdo ao gene e em relagéo as
ilhas (figura elaborada pela autora).
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A metilagdo do DNA ocorre principalmente em regides ricas em conteudo
CG, chamadas ilhas CpG, frequentemente encontradas em regiées promotoras ou
proximas a estas. As ilhas sdo definidas como regides genémicas com mais de 500
pares de bases de comprimento, com um grande numero de dinucleotideos G e C
(255%) e uma razao na qual os dinucleotideos CpG observado / esperado é de pelo
menos 60%. No genoma margeando as ilhas CpGs existem as shores e as shelves.
As duas regides possuem uma baixa densidade de CpG, sendo que a primeira é
localizada a 2 kb de uma ilha de CpG e a segunda 4kb. Outras terminologias
relacionadas a metilagdo sdo open sea (regides com poucos ou nenhum dinucleotideo
CpG) e corpo do gene (local do inicio ao fim da transcri¢cao) (Figura 4B) (Asmar et al.,
2015) . Os dinucleotideos CpG correspondem a uma pequena porgéo do genoma (2-
5%) e ndo sao distribuidos de forma aleatéria (Lopez et al., 2009). CpGs sé&o
encontrados principalmente em sequéncias repetitivas, como nos SINEs e LINEs (do
inglés short interspersed nuclear elements e long interspersed nuclear elements), nas
regides promotoras e no primeiro éxon dos genes (Cohen et al.; Lopez et al., 2009). A
adicdo do radical metil a citosina impede a ligacdo de fatores de transcrigao,
silenciando a transcrigdo génica, que € um mecanismo natural de regulacdo da

transcricao.

Em células normais, SINE e LINE sao hipermetiladas enquanto a regiéo
promotora de genes fundamentais para o funcionamento celular sdo hipometilados.
Durante a carcinogénese, ocorrem mudancgas caracteristicas no perfil de metilagao do
DNA como hipometilagdo gendémica global e a hipermetilagdo de promotores (Herman
and Baylin, 2003; Jiang et al., 2013). Células malignas possuem de 20 a 60% menos
5-metilcitosina do que células normais, essa condicdo promove instabilidade
gendmica, causando desregulagdo dos cromossomos durante a divisao celular e a
ativagao indesejada de elementos transponiveis no genoma, levando a mais danos
genéticos (Locke et al., 2019). A hipermetilagdo dos promotores de genes supressores
de tumor é um evento precoce na formagao do tumor, aumentando progressivamente
ao longo do processo carcinogénico e contribuindo para a aquisicdo do fendtipo

maligno (Baylin and Herman, 2000). A metilagdo de um unico supressor de tumor pode
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ser ocasionalmente encontrada em lesdes benignas, contudo a metilagao de multiplos
genes supressores de tumor € um marcador confiavel de malignidade (Pfeifer, 2018).
Ainda que certos padroes de metilagdo sejam compartilhados por alguns tumores, a
hipermetilagdo das ilhas CpG varia de acordo com cada tipo e estadio tumoral, de
forma que cada subtipo apresenta uma assinatura, que pode ser exclusiva da

neoplasia, como acontece com marcadores genéticos e citogenéticos (Pfeifer, 2018).

Adicionalmente, a hipermetilagdo no corpo do gene pode possuir um efeito
modulador importante na regulagao transcricional. A metilagdo no corpo do gene
promove o silenciamento de promotores alternativos, conferindo mudancas na
expresséo de isoformas do mesmo e confere niveis mais altos de expressédo génica
(Pfeifer, 2018).

3.1.1. Metilagao do DNA em carcinomas periampulares

A excecao do ADP, as informacdes acerca do status de metilagdo dos
carcinomas periampulares sdo muito limitadas, tendo como o foco um ou poucos

genes relacionados a carcinogénese.

Kim et al., (2003) realizou uma analise comparativa do perfil de metilagéo
em uma pequena série de casos de CPs comparado ao tecido duodenal e biliar
adjacente (carcinoma de ampola de Vater= 9, colangiocarcinoma distal= 18 e
adenocarcinoma duodenal=12) em 13 genes associados ao cancer. No estudo; os
genes p16, p14, MLH1, MGMT, MINT1, MINT25, MINT27 e ER foram metilados com
maior frequéncia em adenocarcinomas duodenais em comparagdo com a mucosa
duodenal ndo neoplasica. O perfil de metilagdo dos colangiocarcinoma distal e
carcinoma de ampola de Vater foram comparados com o tecido biliar adjacente. Niveis
aumentados de metilagdo foram encontrados para o gene p76 nas duas neoplasias,
enquanto que RARB e ER foram hipermetilados exclusivamente nos
colangiocarcinomas distais e carcinomas de ampola de Vater, respectivamente (Kim
et al., 2003). A hipermetilagdo de genes envolvidos na carcinogénese gastrointestinal
(hMLH1, HPP1, p14, p16 e APC) s&o frequentes no adenocarcinoma duodenal

(Brucher et al., 2006), bem como a metilagdo do gene MGMT, um dos componentes
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do sistema de reparo do DNA. A metilacdo de MGMT foi associada a um mal
prognostico em pacientes com adenocarcinoma duodenal em estagio avancado da
doenga (Fu et al., 2016)

Especificamente para os carcinomas de ampola de Vater, ha uma grande
dificuldade de comparar os niveis de metilagao do tumor, visto que quando o mesmo
se estabelece na pequena regido da ampola de Vater, o epitélio normal raramente é
preservado. Usando amostras de tecido ampular normal obtidos de autdpsia Tozawa
et al. (2004) identificou hipermetilagdo nos genes CHFR, DAPK1, CDH1, p16,
RASSF1A e RUNX3 nos tumores (Tozawa et al., 2004) .

Em tumores pancreaticos, a alteracdo do perfil de metilacdo do DNA é
notoriamente marcante em comparagao com células pancreaticas normais (Delpu et
al., 2011). A hipometilacéo global do DNA e a hipermetilagdo de ilhas CpG de varios
promotores génicos que ocorre nesse tumor, também é caracteristico a varios tumores
como mama, es6fago e gastrico (Ehrlich, 2009). Muitas dessas alteragbes ocorrem
desde o inicio da carcinogénese pancreatica, nas NIPans, como a inativagdao por
metilagdo do gene supressor de tumor CDKNZ2A (p16) e do gene ppENK, relacionado
ao crescimento celular na carcinogénese pancreatica (Fukushima et al., 2002; Tang et
al., 2015). Os niveis de metilagdo de ppENK aumentam progressivamente conforme a
progressao das lesdes precursoras (Fukushima et al., 2002). Alguns outros genes,
como SPARC, TSLC1, TFPI-2, BRCA1, APC,CDKN2A e TIMP3 ja foram
identificados hipermetilados em carcinomas pancreaticos, sendo alguns deles
metilados em até 90% dos casos analisados (Peng et al., 2006; Brune et al., 2008) . O
avancgo tecnologico de analises genémicas ampliou 0 conhecimento a respeito da
correlagao entre os niveis de metilagdo e expressao génica. Um dos primeiros estudos
com esse enfoque identificou que alguns oncogenes (MYB, JUNB e FOS) e
modificadores cromatina (SET8, KDM6A e EP400) eram modulados por metilagdo no
ADP (Vincent, Omura, et al., 2011). Genes relacionados a agressividade tumoral como
MYB (responsavel pelo crescimento celular, invasdo, metastase, e modificagédo e
splicing do RNA) (Vincent, Omura, et al., 2011), relacionados a adesado celular
(PCDH1, PCDH10, CDH2 e CDH4), sinalizagdo WNT (SOX1, APC2 e WNT5A) e
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pluripoténcia (BMP3, FOXD3 e BMI1) foram reportados ao longo dos anos como
diferentemente metilados nas neoplasias pancreaticas (Vincent, Omura, et al., 2011).
Um estudo com 167 amostras de ADP identificou que a metilacdo afeta vias-chave da
carcinogénese pancreatica, tais como TGF-, Wnt, e sinalizagdo de orientagdo do

axoénio (Nones et al., 2014).

3.2. Modificagdes nas Histonas

O estado de agregagao do nucleossoma, estrutura composta por DNA e
proteinas basicas denominadas histonas, € o que regula a organizagao nuclear nas
células eucariotas. O nucleossoma também pode ser denominado unidade basica da
cromatina e é formado pelas histonas H2A, H2B, H3 e H4, as quais formam um
complexo que, por sua vez, se dimeriza a um complexo igual, formando um octamero
proteico em torno do DNA (Figura 5) (Luger et al., 1997; Schneider, G. et al., 2011).

Figura 5. Estrutura do nucleossoma. Dupla hélice de DNA de 146 pb envolve
esta estrutura (figura elaborada pela autora).

O dominio N-terminal das histonas pertencentes ao octamero se estende
para fora do nucleossoma, o que permite a acessibilidade de complexos reguladores
epigenéticos que podem adicionar ou retirar moléculas covalentes a essas proteinas.
A alteragao da conformagao do nucleossoma é mediada por essas alteragdes e tem
como resultado final a modificacdo da acessibilidade das maquinarias de reparo,
replicacéo e transcrigcéo (Lee et al., 1993; Peterson and Laniel, 2004; Groth et al., 2007;
Mazzio and Soliman, 2012). As modificagdes pds-traducionais das histonas incluem: a
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acetilagcédo de lisinas, a metilagdo de lisinas e argininas, a fosforilagao de serinas e
treoninas, a adenosina difosfato-ribosilagédo de acido glutdmico e a ubiquitinacao e
sumoilacédo de residuos de lisina, entre outros (Lomberk and Urrutia, 2015).
Atualmente, a modificacdo ativa no processo transcricional mais estudada é a
acetilagao dos residuos de lisina das histonas 3 e 4 (H3 e H4), que levam a formagéao

da eucromatina (Li et al., 2007).

O processo de modificacdo das histonas por acetilacido € dependente de
dois grupos de enzimas: as acetilases de histonas (do inglés histone
acetyltransferases, HATs) e as HDACs. HATs promovem a acetilagdo em residuos de
lisina nas histonas H3 e H4 e conferem a ativacdo da molécula de cromatina
(eucromatina), permitindo que a cromatina fique acessivel para a acédo dos fatores de
transcrigéo (FT). Por outro lado, a agédo das HDACs consiste na remogéao dos radicais
acetil do aminoacido lisina nas histonas H3 e H4, o que impede o acesso dos FTs a
cromatina, inativando-a (heterocromatina), como mostrado na Figura 6 (Brown et al.,
2000; Schneider, G. et al., 2011).
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Figura 6. Transicdo entre eucromatina e heterocromatina mediada pelas
acetilases de histonas (HATs) e desacetilases de histonas (HDACs). HATs
acetilam os residuos H3 e H4 das histonas modificando a afinidade destas com o DNA
e permitindo maior acessibilidade de proteinas ao DNA (eucromatina). A remog¢ao dos
grupos acetil mediada pelas HDACs restaura a afinidade basal das estruturas
(heterocromatina)(figura elaborada pela autora).

A familia das HDACs apresenta quatro classes que diferem em relagdo a sua
homologia no sitio catalitico, sendo classificadas de | a IV (Figura 7). As classes |, Il e
IV usam o ion zinco para a hidrélise do grupo acetil, enquanto a classe Il (ou sirtuinas,
SIRT), é dependente da presenga do cofator metabdlico NAD* para promover a
desacetilagao e liberagdo do grupo acetil (Gregoretti et al., 2004; Ekwall, 2005). A
classe | € composta pelas HDACs 1, 2, 3 e 8 e a classe Il € subdividida em classe lla
composta pelas HDACs 4, 5, 7, 9 e 10 (que possuem apenas um dominio catalitico);
e classe IIb composta pelas HDACs 6 e 10 (que possui dois dominios cataliticos). A

classe lll é representada pelas SIRTs1, 2, 3,4, 5, 6 e 7; e a classe |V possui apenas
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um representante, a HDAC11 (Grozinger and Schreiber, 2002; Yang and Seto, 2008;
Schneider, G. et al., 2011).

Tlasse Isoforma Subunidade Catalitica Cofator Localizagdo Celular Expressio Dominio Catalitico

| HDAC1 RPD3 Zn""  Nuclear Ubiqua N----C
HDAC2 Nuclear
HDAC3 Nuclear e Citoplasmatica
HDACS8 Nuclear

lla  HDAC4 HDA1 Zn"*  Nuclear e Citoplasmédtica  Especifica N“I:-:I“C
HDACS Nuclear e Citoplasmatica
HDAC? Nuclear e Citoplasmatica
HDAC9 Nuclear e Citoplasmatica

b HDAC6 HDA2 Zn”  Nuclear e Citoplasmatica  Especifica o E-m c
HDAC10 Nuclear e Citoplasmatica

I SIRT1 Sir2 NAD"  Nuclear Variavel N- i | g | |“°
SIRT2 Citoplasmatica —
SIRT3 Mitocondrial
SIRT4 Mitocondrial
SIRTS Mitocondrial
SIRT6 Nuclear
SIRT7 Nuclear

IV HDACI1 RPD3/HDA1 Zn”"  Nuclear Ubiqua

Figura 7. Classes de desacetilases de histonas (adaptado de Schneider, A. et al.,
2011; Shirakawa et al., 2013).

As HDACs ainda atuam removendo grupos acetil de proteinas n&o-histonas

como fatores de transcricdo (E2F, p53, c-Myc, NF-kB), chaperonas (HSP90),

mediadores da sinalizagao (Stat3, Smad7), proteinas de reparo (Ku70), a-tubulina, -

caderina, retinoblastoma (pRb), fator indutor de hipoxia 1-alfa (HIF-1a), receptor de

estrogénio,

receptor andrégeno, MyoD, chaperonas (HSP90),

mediadores da

sinalizagao (Stat3, Smad7), proteinas de reparo (Ku70), exercendo efeitos diretos em

varios processos bioldgicos (Figura 8) (West and Johnstone, 2014) .
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Figura 8. Consequéncias biolégicas da desacetilagao de proteinas (West and
Johnstone, 2014).

3.2.1. Desacetilases de histonas em carcinomas periampulares

O papel das HDACs no desenvolvimento e controle de neoplasias tem chamado
a atencdo de muitos estudos, uma vez que a superexpressdo das mesmas pode
resultar no impedimento da transcricao de genes ligados a vias fundamentais para a
carcinogénese (Bi and Jiang, 2006; Haberland et al., 2009; Schneider et al., 2010;
West and Johnstone, 2014). A expressao aumentada das HDACs é frequentemente
observada em varias neoplasias soélidas e hematoloégicas, como cancer de mama,

ovario, colorretal e pancreas (Sanaei and Kavoosi, 2019).

A proliferacédo e manutencédo do ADP envolvem HDACs de classes | e Il. A
classe | desempenha um papel predominante na carcinogénese (Singh et al., 2016).
Varias HDACs, como HDAC1, HDAC2, HDAC3 e HDACY7, foram superexpressas nas
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linhagens celulares e amostras teciduais do ADP (Fritsche et al., 2009; Lehmann et
al., 2009; Wang et al., 2012; Ouaissi et al., 2014) . Entre os mecanismos caracterizados
envolvendo as HDACs no ADP destacam-se: 1) Controle da proliferagdo celular,
HDACSs controlam a expressao de p21, p27 e ciclina B1 modulando a fase G1/ S ou
G2/ M ou o ciclo celular; 2) Inibigdo a apoptose, HDACs contribuem para a expressao
desequilibrada dos genes anti-apoptético (BCL-W, MCL1, BCL-XL e c-FLIP) e pro-
apoptético (BIM, BAX e NOXA); e 3) Metastase, HDAC1 e 2 reprimem a expresséo de
E-caderina, favorecendo a transigdo epitélio- mesenquimal (Sanaei and Kavoosi,
2019). A tabela 4 apresenta um resumo das principais caracteristicas dessas proteinas

nos tumores pancreaticos.

Quadro 2. Expressao e consequéncia biolégica das HDACs no ADP.

HDAC Expressao Consequéncia Referéncia
HDAC1 Superexpressdo Alta atividade proliferativa, pior ~ Miyake et al., 2008; Wang et
sobrevida al., 2009; Bosman et al.,
2010; Sanaei and Kavoosi,
2019
HDAC2 Superexpressdo Correlagao com pior grau de Fritsche et al., 2009;

diferenciacado do tumor, modula Lehmann et al., 2009
a resisténcia a apoptose

HDAC3 Superexpressdo Envolvida no controle da Lehmann et al., 2009; Jiao et
transicao epitélio mesenquimal, al., 2014; Sanaei and
metastase, proliferagao celular Kavoosi, 2019

HDACG6 Superexpressdo Protege as células tumorais da  Klieser et al., 2015; Sanaei
apoptose, ajudando a reduzira  and Kavoosi, 2019
quantidade intercelular de
proteinas mal dobradas

HDAC7 Superexpressdao Media negativamente atividades Ouaissi et al., 2008; Ouaissi
antiproliferativas e condugcédo da et al., 2014, Cai et al., 2018
apoptose

Atualmente nao ha relatos da expressao das HDACs no adenocarcinoma
duodenal e para os outros carcinomas periampulares as informagdes acerca de sua
expressao sao muito limitadas. As HDACs foram melhores caracterizadas nos
colangiocarcinomas, contudo a maior parte dos estudos aborda os
colangiocarcinomas intra-hepaticos ou nao especifica a classificagdo tumoral do

colangiocarcinoma estudada estudada (Yamaguchi et al., 2010; Morine et al., 2012;
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Sriraksa and Limpaiboon, 2013; He et al., 2016; Jung et al., 2017). He et al., avaliou a
expressao génica da classe | e Il das HDACs por gRT-PCR em 26 colangiocarcinomas
(de origem nao especificada) comparados com tecidos ndo tumorais adjacentes. No
estudo, os autores encontraram superexpressao das HDAC1, HDACZ2, HDACS,
HDACS8 e HDAC9 nos tumores e investigagao proteica confirmou a superexpressao
das HDAC2, HDAC3 e HDACS. Adicionalmente, a alta expressao das HDAC2 e
HDAC3 foi correlacionada com comprometimento de linfonodos, pior estadiamento e
grau de diferenciacdo (He et al., 2016). O carcinoma neuroendocrino de células
grandes € um carcinoma neuroenddécrino de alto grau, originalmente descrito no
pulmdo. O tumor raramente ocorre em locais extrapulmonares como o trato
gastrointestinal, e apenas alguns exemplos foram descritos na ampola de Vater. A
expressdo das HDAC1, HDAC2 e HDAC3 foi investigada nesse subtipo histolégico
raro de carcinoma da ampola de Vater em combinagdo com uma série de marcadores
imunohistoquimicos para a caracterizagao do tumor e avaliagéo da agressividade. Os
niveis de expressao foram cerca de 60% para todas as HDAC analisadas (Stojsic et
al., 2010).
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CAPITULO II: JUSTIFICATIVA
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Carcinomas periampulares sdo neoplasias raras que podem ter quatro origens
teciduais distintas, com perfil de agressividade variado. Tumores pancreaticos sdo os
mais frequentes entre os carcinomas periampulares e estes tém as piores taxas de
mortalidade. Especificamente para o ADP, até o momento, pouquissimas estratégias
terapéuticas tem demonstrado um efeito significativo na sobrevida em virtude de
fatores intrinsecos da neoplasia, da sintomatologia inespecifica da doenga, e de
limitagdes metodoldgicas relacionadas aos exames de diagnostico. Desta forma, a
descoberta de novos biomarcadores para diagnostico precoce, desenvolvimento de
novas terapias direcionadas a alvo e definicdo de progndstico sdo necessidades

urgentes.

Em relagdo aos outros tumores periampulares, as informag¢des genéticas e
epigenéticas ainda sao limitadas, tanto a respeito da sua biologia tumoral como seu
prognoéstico. Ao que nos consta, o perfil de desacetilases de histonas nunca foi
investigado em adenocarcinomas duodenais e nos carcinomas de ampola de Vater
informagdes sdo muito escassas. Considerando que varios estudos tém abordado o
papel de alteragbes epigenéticas no processo de carcinogénese e na resposta a
tratamentos anti-neoplasicos de outros tumores, a caracterizacdo de mecanismos
epigenéticos dos carcinomas periampulares pode fornecer embasamento para essas
abordagens terapéuticas. Considerando que alguns aspectos moleculares importantes
desses tumores ainda precisam ser esclarecidos, essa tese propds, entre outros
objetivos, sanar duvidas relevantes sobre caracteristicas epigendmicas e gendmicas
dos tumores periampulares, contribuindo para um melhor entendimento da
carcinogénese destes tumores e contribuindo com informagdes para identificagdo de

novos marcadores prognosticos.
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CAPITULO Ill: OBJETIVOS
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Objetivo geral

Realizar a caracterizacdo molecular do adenocarcinoma ductal pancreatico
e de tumores periampulares com o objetivo de contribuir para melhor compreenséo do
processo de carcinogénese e identificar marcadores prognosticos relacionados a

esses tumores.

Objetivos especificos

1. Caracterizar o perfil de metilacdo do DNA do adenocarcinoma
ductal pancreatico em busca de potenciais alvos terapéuticos nas vias
moleculares associadas a carcinogénese destes tumores.

2. Avaliar a correlacao entre o perfil de metilagcdo do DNA e o perfil
de expressdo génica do adenocarcinoma ductal pancreatico e investigar
possiveis biomarcadores prognosticos.

3. Caracterizar o perfil de expressédo das desacetilases de histonas
HDAC1, HDAC2, HDAC3 e HDAC7 em tumores periampulares em especial no
adenocarcinoma de ampola de Vater.

4, Descrever uma apresentacdo incomum de multiplos tumores
periampulares em um paciente com neurofibromatose tipo 1 e as potenciais

correlagdes gendtipo-fendtipo existentes.
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CAPITULO IV: Manuscrito 1

“Pancreatic Ductal Adenocarcinoma methylome analysis identifies differentially
methylated genes in the Calcium signaling pathway and early methylation alterations”

Manuscrito a ser submetido a revista Cancers (Fator de impacto: 6,1).
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CAPITULO V: Manuscrito 2

“Histone deacetylase expression profile in periampullary carcinomas: a preliminary
study based on public datasets and clinical samples”

Manuscrito submetido a revista Molecular Biology Reports (Fator de impacto: 2,1).
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CAPITULO VI: Manuscrito 3

Pancreas divisum, multiple gastrointestinal tumors and the co-occurrence of two
germline pathogenic variants: unusual presentation in a neurofibromatosis type 1
patient”.

Manuscrito submetido a revista Frontiers in Genetics (Fator de impacto: 3,5).
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CAPITULO VII: DISCUSSAO
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Os tumores pancreaticos sao extremamente agressivos e notadamente
apresentam mal progndstico, mesmo o adenocarcinoma ductal pancreatico (ADP, tipo
tumoral mais estudado) apresenta oportunidades limitadas de tratamento. Tumores
mais raros, como 0s outros carcinomas periampulares, também possuem altas taxas
de mortalidade e para estes, ha menos estudos que possam embasar terapias
inovadoras e modificar significativamente a sobrevida. Desta forma, a busca por novos
biomarcadores e alteragdes moleculares em vias de sinalizacdo pode favorecer o
entendimento da biologia tumoral e podera permitir o desenvolvimento de novas

abordagens diagnosticas e terapéuticas.

No manuscrito do capitulo IV, a caracterizacdo do perfil de metilagdo do DNA
em ADP foi realizada em busca de potenciais alvos terapéuticos em vias moleculares
associadas a carcinogénese. A plataforma de metilagdo utilizada neste trabalho
(Infinium HumanMethylation450 BeadChip Kit, lllumina) é capaz de interrogar 99% dos
genes humanos e discriminar padrées de metilagdo em dinucleotideos CpG e sua
relagcdo com genes e ilhas CpG (Bibikova et al., 2011). Nesta analise, observou-se que
os tumores eram predominantemente hipermetilados em comparagao as amostras de
tecido pancreatico normal adjacentes ao tumor (PanN) e que a maioria das sondas
hipermetiladas estava localizada nas llhas CpG e em promotores génicos. Esse perfil
€ comumente observado em varias neoplasias e ja foi descrito em trabalhos prévios
analisando ADPs com a mesma metodologia (Nones et al., 2014; Mishra & Guda,
2017).

Usando as informagdes de metilacdo obtidas na plataforma, investigamos
novas vias diferencialmente metiladas e potencialmente associadas a carcinogénese.
Observamos que a via de sinalizagdo de Calcio (Ca*?) apresentava varios genes
diferencialmente metilados que tinham interagbes com vias importantes da
carcinogénese pancreatica (como por exemplo, as vias de sinalizagao Ras e Hippo).
A via de sinalizagdo de Ca*? atua em diferentes processos bioldgicos, incluindo
regulagcdo do ciclo celular, sobrevivéncia, apoptose, migragdo e regulagcdo da

expressao génica (Berridge et al., 2000). Alteracbes desta via ja foram descritas em
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outras neoplasias soélidas e regulagcéo positiva ou negativa dos seus genes pode
promover a proliferacéo, migracéo e metastase (Monteith et al., 2007; Monteith et al.,
2012). Um estudo recente e importante foi o de Wang et al., que avaliou o status de
metilagdo do DNA e sua associagdo com expressédo génica em doze tumores solidos.
A via de sinalizagdo do Ca*? foi descrita como uma das principais vias desreguladas
por metilagdo em nove tumores (mama, bexiga, colon, cabega e pescogo, rim,
carcinoma hepatocelular, adenocarcinoma de pulmao, carcinoma escamoso de
pulm&o e utero). Alguns genes silenciados epigeneticamente codificavam proteinas
chave da via de sinalizacdo do calcio como os trocadores Na*/Ca*? e receptores

acoplados a proteina G (Wang et al., 2017).

Para aprofundar a analise desta via, a disponibilidade de informacdes de
expressdo génica, metilacdo e sobrevida do consorcio The Cancer Genome Atlas
(TCGA) nos permitiu investigar o impacto da metilacédo sobre a expressao dos genes
da via do Ca*?, bem como fazer inferéncias sobre o seu valor prognéstico. Observamos
que 112 sondas apresentavam correlagéo significativa entre os perfis de metilagao e
expressao génica; e entre estas, todas aquelas localizadas nas regides promotoras
apresentavam claramente correlacdo inversa com a expressdo, ao contrario das
sondas nos corpos dos genes, em que a correlagdo entre metilacédo e expressao

génica foi variavel.

Posteriormente, avaliamos o valor progndstico da expressdo de 32 genes
(correspondentes as 112 sondas) da via de sinalizagdo do calcio. Verificamos que os
niveis de expressao de dez genes estavam associados com sobrevida dos pacientes
com ADP. Pacientes com expressdo diminuida dos genes ADCY8, CACNATA,
CACNA1B, CACNA1D, CACNA1H, ORAI2, PDE1C, PLCB1 e RYR3 apresentavam
reducao da sobrevida global, enquanto que a expressao diminuida do gene HRH1 foi
associada a maior sobrevida. Dos 10 genes avaliados, apenas os genes PDE1C,
PLCB1 e ADCY8 codificam proteinas citoplasmaticas, os demais genes codificam
proteinas que controlam o influxo de Ca*? da membrana plasmatica no reticulo

endoplasmatico rugoso. Outros estudos demonstraram que os canais ou bombas de
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Ca*? s3o alvos terapéuticos em potencial em diferentes subtipos de cancer e estdo
correlacionados com o prognéstico (Monteith et al., 2012; Chen et al., 2013; Raynal
et al., 2016; Wang et al., 2017). No ADP, poucos estudos investigaram o papel das
proteinas da via de sinalizagdo do Ca*?, principalmente em relagdo ao controle
epigenético mediado pela metilagcido do DNA de seus genes. O perfil de metilagéo do
gene S7100A4, que codifica uma proteina de ligagdo ao Ca*? relacionada ao
comportamento metastatico (Boye and Maelandsmo, 2010), foi avaliado em amostras
de ADP e linhagens celulares (Rosty et al, 2002). Os autores detectaram
hipometilagdo do gene nos tumores, e também associaram os niveis de metilacdo a
um pior grau de diferenciacdo tumoral. Usando dados do TCGA, Mishra et. al.
analisaram o perfil de metilagdo do DNA em amostras de ADP, embora os genes da
via de sinalizagdo de Ca*2 ocupassem a quarta posi¢do no enriquecimento funcional
das sondas diferencialmente metiladas, esse achado nao foi explorado (Mishra &
Guda, 2017).

Embora o estudo nado tenha sido elaborado com essa finalidade, identificamos
padrdes desregulados de metilagdo do DNA em PanN. Ao realizar a clusterizagao nao
supervisionada das amostras, verificamos que trés PanN apresentavam um perfil de
metilacdo muito semelhante ao ADP em uma pequena parcela das sondas. As
amostras foram verificadas em relagéo ao seu percentual de células normais (> 80%)
e apresentaram apenas pequenas regides de fibrose, sem nenhuma evidéncia de
contaminagao celular neoplasica, sugerindo que essas alteracbes podem ocorrer
precocemente na transformacdo das células pancreaticas, antes mesmo de se
observar alteragcdo morfologica identificavel por analise histopatolégica. Tais
alteragdes podem ser atribuidas ao fendbmeno do campo de cancerizagéo, conjunto de
alteracdes genéticas e epigenéticas que indicam que uma area especifica do tecido
normal esta passando por um processo de transformagdo neoplasica ou tem
predisposicdo para iniciar esse processo, o que pode ocorrer sem alteragdes
morfolégicas evidentes (Curtius et al., 2018). A analise especifica dessas sondas

revelou 23 genes diferencialmente metilados envolvidos na via de sinalizagao do calcio
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sugerindo que esta via de sinalizagao pode estar alterada desde etapas muito iniciais

da carcinogénese do ADP.

Sendo assim, os resultados deste estudo indicam um papel importante da via
de sinalizag&o do calcio desde cedo no processo de carcinogénese do ADP e abrem
uma oportunidade promissora para estudos de pesquisa adicionais. Sera importante
ampliar e replicar o estudo atual, preferencialmente com um maior niumero de
amostras para confirmar os achados em diferentes estagios do desenvolvimento do
ADP.

Quanto aos carcinomas periampulares, as informagdes genéticas e epigenéticas
ainda sao limitadas, tanto em relagao da sua biologia tumoral como historia natural da
doenga considerando as diferentes origens teciduais. As analises realizadas nessa
tese tiveram como objetivo inicial contribuir para o melhor entendimento dos
mecanismos de carcinogénese implicados nestes tumores. Neste contexto, a
acessibilidade ao DNA mediada pelas desacetilases de histonas poderia ter um papel
importante na regulacédo epigenética dos mesmos. As HDACs atuam modulando a
expressdo dos genes e removendo grupos acetil de proteinas ndo-histonas como por
exemplo fatores de transcricdo, exercendo efeitos diretos em varios processos
bioldgicos (West & Johnstone, 2014). Em neoplasias, as HDACs atuam na indugao da
transcricdo de genes-chave que regulam fung¢des celulares importantes, como
proliferagéo celular, regulagao do ciclo celular e apoptose (Ropero & Esteller, 2007).
Adicionalmente, inibidores de desacetilases de histonas (HDACi) sdo uma nova classe
de farmacos anti-cancer que tem sido utilizada como terapia complementar a
convencional para melhorar o prognéstico de doengas neoplasicas como o ADP
(Lakshmaiah et al., 2014). Entre as avaliagbes iniciais para investigar o potencial
terapéutico de um novo agente quimioterapico estd a verificagdo se o seu alvo
molecular é expresso. Assim, obter mais informagdes sobre a expressao das HDACs
em CP € um primeiro passo para avaliar se estas proteinas sao relevantes no processo
de carcinogénese. No manuscrito do capitulo V, caracterizamos o perfil de expressao
das desacetilases de histonas HDAC1, HDAC2, HDAC3 e HDAC7 em carcinomas
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periampulares, bem como investigamos o possivel papel das mesmas no
desenvolvimento dos carcinomas de ampola de Vater. Utilizamos bancos de dados de
expressao para avaliar o perfil das HDACs e segundo nosso conhecimento, este foi o
primeiro estudo a avaliar a sua expressdo no adenocarcinoma duodenal. Os
carcinomas de ampola de Vater e os adenocarcinomas duodenais apresentaram um
perfil de expressao semelhante paras as HDAC1 e HDAC2. Provavelmente porque
ambos os tecidos apresentam a mesma origem embrionaria e o epitélio da ampola de
Vater é formado por células com o perfil intestinal (Kimura et al., 1994; Chang et al.,
2013; Yachida et al.,, 2016). Esse trabalho ainda avaliou, pela primeira vez, a
caracterizagao proteica das HDACs em amostras de adenocarcinoma de ampola de
Vater (o subtipo histolégico mais frequente), e tecidos normais adjacentes
(pancreatico, ampular e duodenal). O unico relato prévio de expressao de
desacetilases de histonas no carcinoma de ampola de Vater era de um subtipo tumoral
raro (carcinoma neuroendécrino de alto grau) (Stojsic et al., 2010). Encontramos um
perfil de expressao muito semelhante para todos os tecidos analisados, sugerindo que
HDAC1, HDAC2, HDAC3 e HDAC7 nao estdo diretamente envolvidas no

desenvolvimento dos carcinomas de ampola de Vater.

Ainda em relacdo aos carcinomas periampulares, estes tumores nédo sao
incomuns em pacientes com neurofiboromatose tipo 1 (NF1), um dos disturbios
autossOmicos dominantes mais prevalentes (Cimino & Gutmann, 2018). Anomalias do
desenvolvimento, como pancreas divisum, foram descritas em pacientes com NF1 e
com tumores periampulares e, na maioria deles o diagndstico foi incidental, sem
relacdo causal aparente da alteragdo molecular observada na doenga (perda de
funcdo do gene NF1) com o desenvolvimento de neoplasias pancreaticas (Waisberg
et al., 2006; Bhandari et al., 2015). No manuscrito do capitulo VI, descrevemos uma
apresentacado incomum de um paciente com NF1, pancreas divisum, multiplos tumores
gastrointestinais e a co-ocorréncia de duas variantes patogénicas na linhagem
germinativa (NF1 e CFTR). Este caso é particularmente interessante porque a
paciente apresentava dois sistemas ampulares devido ao pancreas divisum e trés

neoplasias primarias, duas delas tumores ampulares (adenocarcinoma e tumor
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neuroenddcrino) e um tumor estromal gastrointestinal (GIST). Por conta desta
apresentacao, foi realizada uma investigagcdo com painel de multiplos genes
relacionados a neoplasias enddécrinas e exoécrinas do pancreas. Pacientes com NF1
tem uma predisposicdo para neoplasias neuroenddcrinas pancreaticas e ampulares
em especial GIST, entretanto a ocorréncia de adenocarcinomas ndo € comum
(Gutmann et al., 1997; Relles et al., 2010; Guilmette & Nosé, 2019). O outro fator de
risco para cancer de pancreas identificado nesta paciente € a presenca de uma
variante patogénica em heterozigose no gene CFTR. O mecanismo de associagao de
risco de CFTR com cancer de pancreas nao € direto, mas sim, indireto, pois em
pacientes com variantes patogénicas, pancreatites recorrentes sdo comuns. A
pancreatite, por sua vez, € um dos fatores de risco para neoplasias pancreaticas mais
estabelecidos (Raimondi et al., 2010; Kirkegard et al., 2017) e nos casos com etiologia
hereditaria geralmente cursa com a presenga de variantes patogénicas nos genes
PRSS1, SPINK1 ou CFTR (Zhan et al., 2018; Lee & Papachristou, 2019).
Surpreendentemente, a paciente ndo apresentava historia prévia de pancreatite, o que
€ curioso, pois além de apresentar uma variante patogénica em CFTR, a paciente
possuia outra caracteristica que favorece o desenvolvimento de pancreatite, o
pancreas divisum. Essa malformagao pancreatica atua como um modulador de risco
em portadores das variantes patogénicas (Bertin et al., 2012; Hegyi et al., 2016).
Embora ndo exista relato de sintomas ou claro diagndstico de pancreatite prévia, a
ocorréncia de pancreatite subclinica ndo pode se descartada. Fica também a duvida
em relagdo a um efeito combinado das duas variantes patogénicas sobre a
predisposicdo aumentada para desenvolvimento de carcinomas periampulares, que
poderia ser melhor estudada em modelos experimentais ou nos proprios tecidos
tumorais da paciente. Sendo assim, é possivel que a identificagdo de duas variantes
germinativas patogénicas possa explicar o fenétipo incomum e mais grave observado
na paciente. Este caso ressalta a importancia de analises moleculares abrangentes
em pacientes com fendtipos complexos, como a presengca de multiplos tumores

primarios em combinagdo com anomalias do desenvolvimento.
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CAPITULO VIil: CONCLUSOES
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Considerando os resultados encontrados no presente estudo, podemos

concluir que:

a. O adenocarcinoma ductal pancreatico apresenta genes
diferencialmente metilados em relagéao ao tecido normal adjacente. Entre outros
achados, os dados obtidos no presente estudo indicaram que a via de sinalizacao
do calcio esta alterada por esse processo epigenético, e muitos de seus genes
sdo compartilhados com vias chave da carcinogénese pancreatica, como as vias
Ras e Hippo. Os genes CACNA1A, CACNA1B, CACNA1H, e RYR3; que
controlam o influxo de Ca*2da membrana plasmatica no reticulo endoplasmatico
rugoso estavam mais frequentemente hipermetilados, a redugéo da expresséo
desses genes se mostrou associada a redugdo da sobrevida global nos
pacientes. Este achado é relevante, pois pode indicar potenciais alvos
terapéuticos para casos selecionados de ADP. Adicionalmente, os dados indicam
que a via de sinalizagdo do calcio parece ter um papel importante desde as

etapas muito iniciais da carcinogénese pancreatica.

b. A analise de expressao de desacetilases de histonas, embora
deva ser considerada uma analise preliminar, indica que que os carcinomas de
ampola de Vater e os adenocarcinomas duodenais apresentam perfil de
expressao semelhante para HDAC1 e HDAC2. Ainda, os adenocarcinomas de
ampola de Vater e tecidos ndo tumorais adjacentes apresentam também um perfil
de expressao semelhante para as HDAC1, HDAC2, HDAC3 e HDACTY. Estes
resultados sugerem que as desacetilases de histonas ndo estdo diretamente
envolvidas na carcinogénese de tumores da ampola de Vater, embora possam
ter um papel auxiliando o fendtipo tumoral, modulando genes envolvidos

proliferagéo celular, regulagéo do ciclo celular e apoptose.

C. Mediante descricdo de um caso clinico apresentamos um
exemplo de um caso complexo, com fendtipo atipico e mais grave de

neurofibromatose 1 onde a presenga de duas variantes germinativas patogénicas
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em genes distintos (NF1 e CFTR) relacionados a doengas envolvendo o
pancreas podem ter agido sinergicamente. Em especial, a variante germinativa
patogénica do gene CFTR associada ao pancreas divisum podem ter contribuido
para a ocorréncia de multiplos tumores na paciente portadora de
Neurofibromatose tipo 1. Este relato de caso reforca a importancia de uma
analise molecular mais abrangente, incluindo avaliagdo de multiplos genes
relacionados ao fenotipo em casos atipicos ou com fendtipo mais grave que o
habitual. A informacdo obtida no estudo de caso sera também muito relevante

para os familiares do caso indice.

Em suma, os resultados desta tese contribuem para o melhor entendimento do
perfil genético e epigenético dos adenocarcinomas ductais pancreaticos e de
carcinomas periampulares. Os resultados também indicam importantes linhas de
investigacao para explorar melhor novas vias de sinalizagdo que possam trazer
informacgdes relevantes para o desenvolvimento de biomarcadores progndésticos e

novas estratégias terapéuticas.
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CAPITULO IX: PERSPECTIVAS
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Como perspectivas a continuidade desse trabalho, estdo as seguintes agdes:

1)

2)

3)

4)

Investigar o perfil de metilagdo de genes da via de sinalizagédo do calcio em
um maior numero de amostras de adenocarcinoma ductal pancreatico para
confirmar os achados em diferentes estagios do desenvolvimento do tumor;
Analisar o perfil global de metilagédo do carcinoma de ampola de Vater e do
adenocarcinoma duodenal,

Analisar a expressao proteica das HDACs em amostras teciduais de
adenocarcinoma duodenal e colangiocarcinoma distal por
imunohistoquimica;

Ampliar a investigagdo do impacto da combinagdo das variantes
patogénicas de NF1 e CFTR sobre a predisposicdo aumentada para
desenvolvimento de carcinomas periampulares em modelos experimentais

€ a partir da analise dos tumores identificados em um caso clinico.
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ABSTRACT

Periampullary carcinomas (PACs) are rare neoplasms arising from pancreatic head,
ampulla of Vater, distal billiary duct and proximal duodenum. PACs exhibit high
mortality due to the lack of efficient therapy and the molecular mechanism underlying
the development of these cancers is poorly understood as well as aberrant DNA
methylation. We hypothesized that aberrant DNA methylation may be an important
event in the tumorigenesis of PACs. To test this hypothesis, we aimed to conduct
genome-wide methylation analysis of PACs comparing the methylome profiles of PAC
tumors with the adjacent normal tissue (NT). Methylation profiles were investigated
using lllumina's Infinium Human Methylation 450 BeadChip array in 17 PAC and 14 NT
samples. Differential methylation among the samples was analyzed by robust
regression. PAC exhibit distinct global methylation profiles in comparison to their NT.
We identified a total of 5622 differentially methylated positions (DMPs) and 1056
differentially methylated regions (DMR) corresponding to 789 genes (FDR =< 0.05,
AB>0.2). Among PAC-specific DMRs, we found 14.2% (112 genes) were
hypomethylated and 85.8% (671 genes) were hypermethylated. Some of the identified
DMR-associated genes (ZSCAN18, CDH13, RUNX3, DCLK1, CCND2, SLIT2 and
TWISTT) were reported in previous studies on PAC, supporting the notion that specific
genes may be consistently targeted by differential methylation. To further determine
the potential biological relevance of the identified DMRs, pathway analyses were
performed using Enrichr that revealed dysregulation in calcium signaling and signaling
pathways regulating pluripotency. The present study identified specific differentially
methylated genes underscoring the potential role of distinct pathways involved in the
development and progression of PAC. These deregulated genes and pathways might
be potentially exploited in the development of epigenetics-based strategies for

biomarker discovery and therapeutic intervention.
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ABSTRACT

Telomere maintenance is a critical requirement for enabling tumor replicative
immortality. Here, telomerase expression, telomere length (TL) and potential regulatory
factors that can underlie telomerase machinery alterations in periampullary carcinomas
(PA, n= 20) were analyzed. The hTERT immunostaining was detected in 13/14
samples; additionally, we found short relative TL in tumors compared with normal
duodenal adjacent tissues (ND, P =0.01) assessed by qPCR. hTERT promoter hotspot
mutations were not present, however, the c.-245bp TSS (rs2853669) was detected in
9/20 tumor samples. rs2853669 is located in an ETS (E-twenty six) family transcription
factor consensus sequence which can increase hTERT expression. The telomere
shortening is a common event in 70% of tumors and the rs2853669 may play a role by
blocking the progressive telomere shortening by increasing telomerase expression in

these tumors.
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Abstract

Background
GGemmine paffogenic varieands in BRCA T and BRCA? | RRIZA) e e rman cosme of Hened-
Eary Brass=t and Owanan Cances symdrame {HBOC,

Methods

Iy B sluchy we evalizaied the musational profile snd prevalerrs of BRCA mtfhogesc ey
pafhogenic varani amond protsencs fulfiling e BOCH HBOC testirg crilera Wie chame-
berzed the cirscal profie of ese ndeiduals and expiored e performanees of merneonal

Results

A paffogeneslikety petfogeric vt was detecied in 79.7% of 78 protands. roiodng
serven nowe framestaf vacants. Varssets of unoerain sigrficance were found in 5. T of

indrachiais. We svariuated 50 testing crienia snd rutafion probabilly siborithrns. Thene was
a sgnificand odck-rabe (0F] for mutson prediction (p < 0.05) for 25 oriens; 14 of hese
had p < 0007 Using a cutolf point of four criteria, e sensity s B38%. and e specificity
15 53 5% for being a carmer. Thet prevalence of paihogencTiely pathogerse vamards jor
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