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RESUMO

Moraes, L.B.C.A. Desenvolvimento de xenotransplantes de tumores
pancreaticos humanos para varredura genética de alvos moleculares com
potencial terapéutico. 2018. 174 p. Tese (Doutorado) — Programa de POs-
Graduacao em Ciéncias Bioldgicas (Bioguimica). Instituto de Quimica, Universidade

de Sao Paulo, Sdo Paulo.

O adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC, pancreatic ductal adenocarcinoma), o
tipo mais prevalente de cancer do pancreas, € uma neoplasia extremamente
agressiva e com elevado indice de letalidade. HA uma necessidade premente de
identificacdo de vulnerabilidades no PDAC que possam ser exploradas como alvos
terapéuticos, e a utilizacdo de modelos pré-clinicos que recapitulem a complexidade
biolégica e heterogeneidade clinica da doenca é um aspecto central para a
realizacdo dessa tarefa. Os xenotransplantes de tecido tumoral derivado de
pacientes (PDX, patient-derived tumor tissue xenografts), realizados em
camundongos imunodeficientes, replicam com grande similaridade as principais
caracteristicas do tumor original e, assim, constituem uma ferramenta valiosa para o
teste de drogas e estudos funcionais. Neste trabalho, 17 amostras cirirgicas de
PDAC humano foram implantadas subcutaneamente em camundongos nude
atimicos. Sete tumores (41%) foram enxertados com sucesso e tém sido mantidos
em sucessivas geracdes de animais receptores. O exame histologico de seis desses
xenoenxertos identificou caracteristicas morfolégicas compativeis com os padroes
reconhecidos no PDAC humano, assim como uma consistente similaridade de seu

status de diferenciacdo histologica em relacdo aos perfis verificados nos tumores



originais. O cultivo in vitro de células derivadas de um dos xenotumores resultou em
uma nova linhagem de céancer de pancreas, com morfologia e cinética de
crescimento comparaveis as de outras linhagens celulares de cancer pancreatico. O
potencial tumorigénico dessa nova linhagem foi validado in vivo, com uma
consistente formacao de tumores apdés inoculacdo em camundongos nude. A fim de
aproveitar esse recurso para a investigacdo de potenciais alvos terapéuticos no
PDAC, um rastreamento de vulnerabilidades moleculares foi realizado por meio de
silenciamento génico em larga-escala com RNA de interferéncia (RNAI). Uma
biblioteca lentiviral de 4492 shRNAs (short hairpin RNAS), alvejando cerca de 350
genes envolvidos na regulacao epigenética, foi empregada para a triagem de genes
de suscetibilidade nas células derivadas de PDX, e em outras cinco linhagens
tumorais pancreaticas (AsPC-1, BxPC-3, Capan-1, MIA PaCa-2 e PANC-1).
Inicialmente, foi realizada uma série de experimentos preliminares, visando a
amplificac@o e controle de qualidade da biblioteca de silenciamento, a producéo de
vetores lentivirais e a padronizacdo das condicfes experimentais para a transducéo
e selecdo das células-alvo. Apenas trés das linhagens avaliadas (AsPC-1, MIA
PaCa-2 e PANC-1) mostraram-se permissiveis a transducao pelos vetores lentivirais,
e foram assim utilizadas no screening de alvos epigenéticos. A andlise dos dados
obtidos nesse ensaio esta em curso e os resultados serao utilizados para a definicdo
de potenciais alvos candidatos. Em conclusédo, recursos valiosos para apoiar a
pesquisa sobre o cancer de pancreas foram desenvolvidos. A colecdo de PDXs
estabelecida, bem como a linhagem celular recém-derivada, constituem uma fonte
permanente e estavel de células de PDAC para analises moleculares e estudos
funcionais que busquem elucidar aspectos da doenca ainda pouco compreendidos.

Adicionalmente, os reagentes gerados e a expertise adquirida com 0s ensaios



realizados com a biblioteca de shRNAs contra alvos epigenéticos serdo de grande
utilidade em futuras investigacfes para identificar genes com funcdes importantes na
manutencdo do fendtipo tumoral, e consequentemente com potencial para serem

explorados terapeuticamente.

Palavras-chave: Cancer de pancreas. Xenoenxerto. Linhagem celular tumoral.

Epigenética. RNA de interferéncia. ShRNA



ABSTRACT

Moraes L.B.C.A. Establishment of xenografts from human pancreatic tumors for
genetic screening of molecular targets with therapeutic potential. 2018. 174 p.
PhD Thesis — Graduate Program in Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade

de Sao Paulo, Sdo Paulo.

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC), the most prevalent type of pancreatic
cancer, is a highly aggressive and lethal neoplasm. There is a pressing need to
identify vulnerabilities in PDAC suited to be exploited as therapeutic targets, and the
use of preclinical models recapitulating the biological complexity and clinical
heterogeneity of the disease is central to this task. Patient-derived tumor tissue
xenografts (PDX), established in immunodeficient mice, replicate with great similarity
the main characteristics of the original tumor and thus constitute a valuable tool for
drug testing and functional studies. In this work, 17 surgical samples of human PDAC
were implanted subcutaneously in athymic nude mice. Seven tumors (41%) were
successfully grafted and have been maintained through successive generations of
recipient animals. Histological examination of six of these xenografts identified
morphological characteristics compatible with the recognized patterns of human
PDAC, as well as a consistent similarity of their histological differentiation status in
relation to the profiles verified in the original tumors. In vitro culture of cells derived
from one of these xenografts resulted in a new pancreatic cancer cell line, with
morphology and growth kinetics comparable to those of other pancreatic tumor cells.
The tumorigenic potential of this freshly derived cell line was validated in vivo, with a

consistent tumor formation following inoculation into nude mice. To take advantage of



this resource to investigate potential therapeutic targets in PDAC, a screening of
molecular vulnerabilities was performed through large-scale gene silencing with RNA
interference (RNAI). A lentiviral library containing 4492 short hairpin RNAs (shRNAS),
targeting about 350 genes involved in epigenetic regulation, was employed for the
search of susceptibility genes in the PDX-derived cells and in other five pancreatic
tumor cell lines (AsPC-1, BxPC -3, Capan-1, MIA PaCa-2 and PANC-1). Initially, a
series of preliminary experiments were carried out aiming at the amplification and
quality control of the silencing library, production of lentiviral vectors and adjustment
of the experimental conditions for transduction and selection of the target cells. Only
three of the cell lines evaluated (AsPC-1, MIA PaCa-2 and PANC-1) were
permissible for transduction by the lentiviral vectors, and were accordingly used in
the screening of epigenetic targets. The analysis of data obtained in this trial is
ongoing and the results will be used for definition of potential candidate targets. In
conclusion, valuable resources to support research on pancreatic cancer have been
developed. The established collection of PDXs as well as the newly derived cell line
constitutes a permanent and stable source of PDAC cells for molecular analyzes and
functional studies seeking to elucidate aspects of this disease that are still poorly
understood. Additionally, both the reagents generated and the expertise gained from
the RNAI assay against epigenetic targets will have inordinate usefulness in future
investigations to identify genes with major functions in maintaining the malignant

phenotype, and consequently with the potential to be exploited therapeutically.

Keywords: Pancreatic cancer. Xenograft. Cancer cell line. Epigenetics. RNA

interference. shRNA.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer pancreéatico: aspectos clinicos e epidemioldgicos

O pancreas € um 6rgao glandular presente, em diferentes formas e arranjos,
em todos os vertebrados. Na espécie humana, com aproximadamente 15 cm de
comprimento e 100 g de peso, situa-se na porcao superior esquerda da cavidade
abdominal, em posicéo posterior ao estbmago, e divide-se em trés principais regides
anatbmicas: cabeca, corpo e cauda (Drake et al.,, 2014) (Figura 1A). Em sua
fisiologia, caracteriza-se como uma estrutura secretdria mista, com funcdes
independentes. Atua como glandula enddcrina, participando ativamente do controle
metabdlico por meio da liberacdo de diferentes horménios, produzidos no interior
das chamadas ilhotas pancreaticas (Tan, 2008; Hall, 2015; Jennings et al., 2015)
(Figura 1B). Essas estruturas abrigam multiplos tipos celulares, cujas secrecdes tém
como principal funcéo regular os niveis de agucar no sangue: células-a, secretam o
glucagon, para o aumento da glicemia; células-p, produzem a insulina, e assim
reduzem os niveis glicémicos; células-6, liberam somatostatina, com acéo inibitoria
sobre as células-a e -B; células-¢, produzem grelina, com efeito ativador sobre as
células-6 e também um estimulante do apetite; e as células-y, ou PP, secretam o
polipeptideo pancreatico, cujo papel € regular a liberacdo de enzimas digestivas
(Tan, 2008; Hall, 2015; Jennings et al., 2015; DiGruccio et al., 2016; Muraro et al.,
2016). O pancreas é também um oOrgao digestivo, responsavel pela secrecdo do
suco pancreatico, um fluido constituido de agua, sais, bicarbonato e enzimas
digestivas, que auxilia a degradacédo e absorcdo de nutrientes no intestino delgado

(Tan, 2008; Hall, 2015). Essa atividade exodcrina € desempenhada pela maior parte



28

das células pancreaticas, arranjadas em acinos, cujas secrecfes sdo drenadas por
uma rede de ductos e lancadas no duodeno (Figura 1B), onde atuam na digestédo de
carboidratos  (amilase), proteinas  (tripsinogénio,  quimotripsinogénio e
procarboxipolipeptidase), lipideos (lipase, fosfolipase e colesterol esterase) e acidos
nucleicos (ribonuclease e desoxirribonuclease) presentes no quimo (Tan, 2008; Hall,
2015).

Assim como outros tecidos do corpo humano, o pancreas pode ser acometido
por diferentes disfuncdes e condicdes patologicas, entre as quais o cancer. O cancer
pancreatico constitui-se como um conjunto heterogéneo de neoplasias, que podem
afetar tanto a porcédo enddcrina como as estruturas exécrinas do érgdo (Wolfgang et
al., 2013; Ryan et al., 2014; Kleeff et al., 2016). Os diferentes tipos de tumores
endocrinos, denominados em conjunto PanNETs (pancreatic neuroendocrine
tumors), apresentam-se em variadas figuras clinicas, com destaque para a producéo
aberrante de hormonios no caso dos chamados tumores funcionais (gastrinoma,
glucagonoma, insulinoma e somatostatinoma) (Bond-Smith et al., 2012; Burns e Edil,
2012; Wolfgang et al., 2013; Reid et al., 2014). Entretanto, essas neoplasias sao
raras, correspondendo a 1 a 2% de todos os tumores pancreéticos, e a maior parte
dos casos atinge o tecido exdcrino do érgao (Wolfgang et al., 2013; IARC, 2014). Ha
também diversidade entre os tumores exoécrinos, sendo o adenocarcinoma ductal
pancreatico (PDAC, pancreatic ductal adenocarcinoma) a forma mais comum, com
85% de todos os casos de crescimento neoplasico no pancreas (Ryan et al., 2014).
Por ser tdo predominante, este tipo € frequentemente designado na literatura como
sinbnimo de cancer pancreatico. Exemplos menos frequentes de tumores exocrinos

incluem o carcinoma de células acinares, pancreatoblastoma, cistadenoma seroso e
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neoplasma solido pseudopapilar, entre outros (Bond-Smith et al., 2012; Wolfgang et

al., 2013).

Figura 1 — Anatomia do pancreas

Gallbladder

For the National Cancer Institute © {2009) Terese Winslow LLC, U.S. Govt. has certain rights

Common bile duct

(A) Localizacdo do pancreas na cavidade abdominal. A area em destaque mostra as subdivisGes
anatdmicas do 6rgdo. (B) Estrutura tissular do pancreas, composta por unidades funcionais que
atuam no processo de digestdo e no metabolismo energético. A porcao exécrina é formada por
acinos produtores de enzimas digestivas e pela rede de ductos que conduzem essas substancias ao
duodeno. A atividade enddcrina é promovida pelas ilhotas pancreaticas embutidas no tecido exécrino,
organizadas a partir de quatro tipos celulares principais (células-a, -B, PP e -0), que secretam
hormonios na corrente circulatéria para regular o uso da glicose. Fonte: (A) Terese Winslow LLC; (B)
Bardeesy e DePinho (2002).
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Embora ndo se inclua entre as neoplasias mais prevalentes, o cancer
pancreatico representa uma das principais causas de morte por cancer, com taxas
de incidéncia e mortalidade relativamente equivalentes (Hariharan et al., 2008; Bray
et al., 2018). No mundo, € o 12° em incidéncia, porém representa a sétima causa
mais frequente de morte associada ao cancer, produzindo, em valores estimados,
cerca de 430.000 oObitos em 2018 (Bray et al., 2018) (Figura 2). A maior parte dos
casos € registrada nos paises desenvolvidos (68% em 2012), onde ja € a quarta
causa mais comum de morte por cancer (IARC, 2014; Ferlay et al., 2015; Torre et
al., 2015) e com projecdes de que se torne a segunda nos préximos anos (Rahib et

al., 2014; Ferlay et al., 2016).

Figura 2 — Estatistica global do cancer pancreatico
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Distribuicdo de incidéncia e mortalidade para os 10 tipos de cancer mais comuns, agregando os
dados de ambos os sexos. O tumor de pele do tipo ndo-melanoma esta incluido na categoria “outros”.
Fonte: adaptado de Bray et al., 2018.
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A idade avancada é o mais importante fator de risco para o PDAC, sendo a
maior parte dos casos diagnosticada em pessoas acima de 65 anos, e raramente em
individuos com menos de 40 (IARC, 2014; Ryan et al., 2014). Na comparacao entre
0S géneros, a doenca se apresenta ligeiramente mais frequente em homens
(Maisonneuve e Lowenfels, 2010; IARC, 2014). O tabagismo é o fator de risco
evitavel mais claramente associado ao PDAC, estando relacionado a cerca de 25%
dos casos (Maisonneuve e Lowenfels, 2010; Bosetti et al., 2012). Outras condi¢cdes
gue aumentam o risco relativo incluem obesidade, diabetes, pancreatite crénica e o
consumo abusivo de alcool (Maisonneuve e Lowenfels, 2010; Ben et al., 2011; Aune
et al.,, 2012; Duell et al.,, 2012). A predisposicdo genética também figura como
possivel fator desencadeador, com 5 a 10% dos casos sendo relacionados a genes
herdados em individuos com historico familiar de cancer pancreético (Ryan et al.,
2014). Um aumento do risco também é observado em individuos com pancreatite
hereditaria e em portadores de algumas sindromes genéticas raras, que envolvem
mutagbes em genes supressores de tumor como TP53, P16/CDKN2A, BRCA2 e
STK11 (Wolfgang et al., 2013; Reznik et al., 2014; Ryan et al., 2014; Peters et al.,
2016).

A apresentacgédo clinica do PDAC varia de acordo com a localizagdo do tumor
no orgao, sendo sintomas comuns a perda de peso, ictericia, dor persistente no
abdome ou nas costas, fezes claras, urina escura, falta de apetite, nausea e
indigestdo (Hidalgo et al., 2010; Vincent et al., 2011a; Bond-Smith et al., 2012;
Wolfgang et al.,, 2013; Ryan et al.,, 2014; Kamisawa et al., 2016). Pancreatite e
diabetes, se por um lado fatores de risco, podem também ser causados pelo proprio
PDAC, sendo seu surgimento recente um possivel sinal da doenca (Pannala et al.,

2009; Wolfgang et al., 2013; Ryan et al.,, 2014). O diagnéstico precoce € raro,
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especialmente devido a auséncia de marcadores sorolégicos confiaveis. Os
marcadores tumorais CEA (carcinoembryonic antigen) e CA 19-9 (carbohydrate
antigen 19-9), embora se apresentem frequentemente aumentados na doenca, nao
atingem niveis seguros de sensibilidade e especificidade para o diagndstico preciso,
sendo por isso mais utilizados para o acompanhamento de pacientes jA em
tratamento (Ryan et al., 2014). O diagndéstico conclusivo € obtido pela combinacéo
de historico clinico, testes sanguineos e, principalmente, técnicas de imagem como
ultrassonografia e tomografia computadorizada, além do exame anatomopatologico
de biopsias (Wolfgang et al., 2013; Ryan et al., 2014; Kleeff et al., 2016). Além da
confirmacdo do diagnéstico, as técnicas de imagem sao importantes para o
estadiamento e definicdo da possibilidade de cirurgia para a resseccdo do tumor
(Bond-Smith et al., 2012; Wolfgang et al., 2013; Ryan et al., 2014; Kamisawa et al.,
2016; Kleeff et al., 2016).

A remocao cirdrgica ainda em estagios iniciais € o Unico tratamento curativo
para o PDAC. A realizacdo do procedimento depende da localizagdo e do grau de
disseminacgao do tumor, que deve ser extirpado sem risco de trauma vascular e dano
a estruturas adjacentes. E tecnicamente viavel apenas para tumores pequenos (<3
cm) e restritos a glandula, sem o envolvimento de vasos importantes que cursam
junto ao pancreas, como o eixo celiaco e a artéria e veia mesentéricas superiores, e
sem metastases em outros tecidos (Bond-Smith et al., 2012; Wolfgang et al., 2013;
Ryan et al., 2014; Kleeff et al., 2016). Menos de 20% dos pacientes sao elegiveis,
uma vez que a doenca evolui assintomaticamente e quando diagnosticada ja se
encontra em estagio avancado, em que a cirurgia ndo € mais benéfica (Bond-Smith
et al., 2012; Wolfgang et al., 2013; Ryan et al., 2014, Kleeff et al., 2016). Para casos

considerados limitrofes, a terapia neoadjuvante tem sido oferecida a fim de reduzir o
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tumor a dimensdes em que a remocao possa ser efetuada (Heinemann et al., 2013).
Nos casos sem potencial de cura, o tratamento cirdrgico pode eventualmente ser
aplicado para atenuar sintomas e complicacbes, com o intuito de melhorar a
qualidade de vida do paciente (Bond-Smith et al., 2012; Wolfgang et al., 2013; Ryan
et al., 2014, Kleeff et al., 2016).

A quimioterapia, associada ou ndo a radioterapia, é oferecida como tratamento
adjuvante ap0s a cirurgia curativa, e também a pacientes com tumores irressecaveis,
para estender e melhorar sua qualidade de vida (Bond-Smith et al., 2012; Wolfgang
et al.,, 2013; Ryan et al.,, 2014; Kleeff et al., 2016). O anélogo de nucleosideo
gemcitabina (2’,2’-difluoro-2’-desoxicitidina), frequentemente combinado a outros
agentes citotoxicos, tem sido nas ultimas décadas a droga padréo na terapéutica do
PDAC (Burris et al., 1997; Ducreux et al., 2015; Kleeff et al., 2016; Chiaravalli et al.,
2017). Mais recentemente, o regime denominado FOLFIRINOX, uma combinacéo de
acido folinico, 5-fluorouracil, irinotecan e oxaliplatina, tem mostrado resultados
superiores a gemcitabina no aumento da sobrevida dos pacientes, embora seja
oferecido apenas aqueles em condicfes clinicas favoraveis, capazes de tolerar a
severidade de seus efeitos adversos (Conroy et al., 2011; Ducreux et al., 2015;
Kleeff et al.,, 2016; Chiaravalli et al., 2017). Entretanto, em qualquer de suas
variacdes, a acdo dos regimes quimioterapicos atuais € limitada pela emergéncia de
subpopulacdes celulares que adquirem resisténcia (Shah et al., 2007; Arumugam et
al., 2009; Wang et al., 2011; Binenbaum et al., 2015), e o efeito no prolongamento
da sobrevivéncia de pacientes diagnosticados com tumores avancados ou
metastaticos € apenas marginal, oferecendo ndo mais que alguns meses (Wolfgang

et al., 2013; Ryan et al., 2014, Kleeff et al., 2016; Chiaravalli et al., 2017).
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Apesar de décadas de esforcos de pesquisa e desenvolvimento terapéutico, o
PDAC inequivocamente permanece sendo uma das neoplasias com pior
prognaéstico. Mesmo para os pacientes submetidos a completa resseccéo cirurgica, a
taxa de sobrevida em cinco anos é bastante reduzida, em torno de 20% (Wolfgang
et al., 2013). Para os casos inoperaveis, menos de 5% sobrevivem cinco anos apés
o diagnostico (Wolfgang et al., 2013). Esses numeros ilustram a gravidade do
cenario atual do cancer de pancreas e expdem o tamanho do desafio para a
pesquisa cientifica no caminho para o desenvolvimento de estratégias médicas que

possam contribuir com melhores resultados para os pacientes afetados pela doenca.

1.2. PDAC: histopatologia e biologia molecular

O PDAC se origina no tecido epitelial dos ductos pancreaticos, o sistema de
estruturas que transporta as secrecdes que vao atuar no processo de digestdo dos
alimentos no intestino. Entre 60 e 70% dos adenocarcinomas afetam a regido da
cabeca do pancreas, enquanto 20 a 25% se localizam no corpo e na cauda, sendo a
localizacdo um fator relacionado as manifestacdes clinicas da doenca (Ryan et al.,
2014). A baixa celularidade neoplasica, geralmente entre 5 e 20%, e a acentuada
reacao desmoplastica, com a formacéo de um denso tecido estrutural composto por
miofibroblastos, células imunes (linfocitos e macréfagos) e material depositado
(colageno e acido hialurénico), sdo -carateristicas tipicas do PDAC e estdo
relacionadas a sua natureza altamente agressiva e quimiorresistente (lacobuzio-
Donahue et al., 2002; Olive et al., 2009; Provenzano et al., 2012; Wood e Hruban,

2012; Ryan et al., 2014; Schober et al., 2014; Binenbaum et al., 2015; Adiseshaiah
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et al., 2016; Gharibi et al., 2016; Ireland et al., 2016; Dauer et al., 2017; Melstrom et
al., 2017).

Diferentes tipos de lesdes precursoras podem dar origem ao PDAC. O
neoplasma mucinoso papilar intraductal (IPMN, intraductal papillary mucinous
neoplasm) e o neoplasma cistico mucinoso (MCN, mucinous cystic neoplasm) sao
exemplos bem reconhecidos de lesBes ductais macroscopicas que podem
eventualmente progredir para o carcinoma invasivo (Wolfgang et al., 2013; Ryan et
al., 2014; Gharibi et al., 2016). Entretanto, o modelo classico da carcinogénese
pancreatica descreve a transi¢ao gradual das células do epitélio ductal por uma série
de anormalidades microscépicas, em conjunto denominadas neoplasia intraepitelial
pancreatica (PanIN, pancreatic intraepithelial neoplasia), até a formacdo do tumor
maligno (Hruban et al., 2000). Essas lesdes recebem uma classificacdo crescente
(PanIN-1A, PanIN-1B, PanIN-2, PanIN-3), de acordo com o grau de displasia do
epitélio ductal em relagdo a organizacdo do nucleo, polaridade epitelial e aspecto
das figuras mitéticas (Hruban et al., 2000) (Figura 3A). As principais alteracdes
genéticas que gradualmente se acumulam ao longo desse processo de
transformacao estdo bem caracterizadas (Figura 3B). Quatro genes especificos tém
forte associacdo com a doenca, apresentando-se alterados na maioria dos casos:
KRAS (>90%), P16/CDKN2A (>90%), TP53 (~75%) e SMAD4/DPC4 (~55%) (Wood

e Hruban, 2012).
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Figura 3 — Alteracdes histoldgicas e moleculares no PDAC
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(A) Representacdo esquematica do modelo da carcinogénese pancredtica, com as alteracdes do
epitélio ductal caracteristicas das lesdes pré-neoplasicas (PanIN, pancreatic intraepithelial neoplasia)
gue precedem a formacao do PDAC. As alteracdes citoldégicas progressivamente observadas incluem
hiperplasia, atipia, aumento nuclear, perda da polaridade, invaginacdo do epitélio e displasia
acentuada. (B) Sec8es histologicas exemplificando um ducto pancreatico normal e os diferentes
estagios de PanIN, até o surgimento do tumor invasivo, pouco diferenciado e com abundante
desmoplasia. S&o indicadas também as alteracBes genéticas gradualmente acumuladas ao longo do
processo carcinogénico, incluindo o encurtamento telomérico e as mutagées no oncogene KRAS2 e
nos supressores tumorais CDKN2A, TP53 e SMADA4. Fonte: (A) Guerra e Barbacid (2013); (B)
lacobuzio-Donahue (2012).

A aplicagdo de técnicas avancadas de analise molecular, entretanto, tem
revelado um cenario bem mais complexo para a biologia do PDAC (Aguirre et al.,
2004; lacobuzio-Donahue, 2012; lacobuzio-Donahue et al., 2012; Samuel e Hudson,
2012; Cowley et al., 2013; Reznik et al., 2014; Knudsen et al., 2016; Makohon-Moore
e lacobuzio-Donahue, 2016; Notta et al., 2016; Ying et al., 2016; Notta et al., 2017).
Em um trabalho pioneiro, Jones et al. (2008) analisaram o exoma de um conjunto de

24 tumores e identificaram 1562 mutac¢des somaticas distintas, estimando uma
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média de 63 anormalidades genéticas por tumor. As alteracdes identificadas
apontaram um conjunto principal de 12 vias regulatérias ou processos bioldgicos que
estavam alterados na maioria dos tumores analisados, incluindo o controle do ciclo
celular, apoptose, reparo do DNA, adesdo celular, migracdo e diferentes vias de
sinalizacdo. Estudos mais recentes, além de confirmarem a alta prevaléncia das
mutacdes nos genes previamente associados ao PDAC (KRAS, P16/CDKN2A, TP53
e SMAD4/DPC4), também tém identificado um numeroso conjunto de alteracfes
menos frequentes em potenciais driver genes, revelando a grande heterogeneidade
intertumoral associada a carcinogénese pancreatica (Biankin et al., 2012; Mann et
al., 2012; Di Marco et al., 2015; Waddell et al., 2015; Witkiewicz et al., 2015b; Bailey
et al., 2016; Murphy et al., 2016; Roberts et al., 2016; Hardie et al., 2017; Humphris
et al., 2017; TCGA Research Network, 2017; Gong et al., 2018; Hopkins et al.,
2018). Em outra frente de pesquisa, um numero crescente de trabalhos tem
investigado o papel de RNAs nédo codificadores na patofisiologia do PDAC,
identificando um ndmero relevante de RNA longos e, principalmente, microRNAs
envolvidos na regulacdo de vias importantes para o crescimento, invasdo e
metastase (Frampton et al., 2014, 2015; Halkova et al., 2015; Mdller et al., 2015; Sun
et al., 2015; TCGA Research Network, 2017; Yonemori et al., 2017).

Diante da diversidade de mecanismos moleculares que subjazem o
comportamento maligno do PDAC, compreende-se o fracasso das abordagens
terapéuticas atuais, pouco seletivas, em aumentar as taxas de reabilitacdo e
expectativa de vida dos pacientes. A integracdo de dados obtidos em diferentes
plataformas de analise aponta a existéncia de subtipos moleculares distintos no
PDAC (Collisson et al., 2011; Daemen et al., 2015; Moffitt et al., 2015; Waddell et al.,

2015; Bailey et al., 2016; Connor et al., 2016; Humphrey et al., 2016; Knudsen et al.,
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2017; Nicolle et al., 2017), e deixa evidente a necessidade de utilizacdo dessas
assinaturas moleculares no direcionamento das decisdes clinicas, definindo alvos
para a intervencao terapéutica, bem como na estratificacdo dos pacientes envolvidos

em testes clinicos de novos medicamentos (Aguirre et al., 2018; Aung et al., 2018).

1.3. Modelos pré-clinicos no estudo do cancer: a importancia dos

xenotransplantes

No ambito da pesquisa oncoldgica, a utilizacdo de modelos pré-clinicos é um
aspecto fundamental tanto para a investigacdo das caracteristicas biolodgicas basicas
dos tumores como para o desenvolvimento e teste de novas abordagens
terapéuticas. Ao longo das ultimas décadas, tanto a pesquisa basica como os
estudos pré-clinicos tém se apoiado principalmente no uso de linhagens celulares
tumorais, tanto em analises in vitro como em modelos in vivo, em que sao fonte de
material para xenoenxertos (Shoemaker et al., 1988; Sausville e Burger, 2006;
Shoemaker, 2006; McDermoitt et al., 2007; Greshock et al., 2010; Liu e Hicklin, 2011,
Barretina et al., 2012; Garnett et al., 2012; Kong e Yamori, 2012; Basu et al., 2013;
Kim et al., 2014; Niu e Wang, 2015; Reinhold et al., 2015; Seashore-Ludlow et al.,
2015; lorio et al., 2016; Williams e McDermott, 2017; Ling et al., 2018). Apesar de
sua ampla utilizacdo, varias limitagcdes restringem a possibilidade de aplicacéo
translacional de abordagens desenvolvidas nestes modelos (Radiloff et al., 2008;
Cree et al.,, 2010; Choi et al.,, 2014). Primeiramente, a maioria das linhagens
celulares atualmente disponiveis tem sido submetida a um longo processo de
selecéao in vitro, e assim ineficientemente representam a heterogeneidade clonal

intratumoral e o amplo espectro mutacional existente na doenca (Radiloff et al.,
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2008; Cree et al., 2010; Choi et al., 2014), parametros com influéncia decisiva sobre
propriedades tumorais como capacidade de invasdo, migracdo, recidiva e
quimiorresisténcia (Junttila e de Sauvage, 2013; Lawrence et al., 2013; Quail e
Joyce, 2013; Hiley et al., 2014; Tabassum e Polyak, 2015). Outra desvantagem, uma
vez que essas ceélulas tém sido manipuladas em laboratério durante décadas, o
longo tempo de cultura tende a se refletir em maior instabilidade genética e
importantes alteracGes fenotipicas, convertendo-as em entidades distintas do tumor
original e destituidas de significancia clinica (Hiorns et al., 2004; Radiloff et al., 2008;
Cree et al., 2010; Kang et al., 2015). Além disso, como somente uma pequena parte
das tentativas de cultivo de tecido tumoral resulta na geracdo de linhagens
permanentes, a variabilidade da doenca na esfera populacional também se mostra
subrepresentada (Morton e Houghton, 2007). Portanto, o desenvolvimento de
modelos de pesquisa que melhor representem a substancial heterogeneidade e
complexidade biolégica dos tumores humanos se coloca como um passo essencial
para a realizacdo de objetivos na linha de frente do combate ao cancer, como a
identificacdo de biomarcadores e o desenvolvimento de estratégias terapéuticas
inovadoras.

Como alternativa para superar as limitagdes e complementar o tradicional uso
de linhagens celulares tumorais, o emprego de modelos pré-clinicos mais avangcados
tem sido objeto de atencéo crescente (de Jong et al., 2014; Ruggeri et al., 2014; Day
et al.,, 2015; Hwang et al., 2016; Morgan et al.,, 2016; Thomas et al., 2016;
Gengenbacher et al.,, 2017; Klinghammer et al., 2017). Sistemas emergentes
incluem camundongos geneticamente modificados (GEMM, genetically engineered
mouse models), modelos animais em que mutacdes somaticas dirigidas induzem a

formacdo espontanea de neoplasias que mimetizam as caracteristicas genéticas e
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patolégicas fundamentais da doenca humana (Hingorani et al., 2003, 2005; Olive e
Tuveson, 2006; Sharpless e DePinho, 2006; Singh e Johnson, 2006; Singh et al.,
2010; Hezel e Bardeesy, 2011; Herreros-Villanueva et al., 2012; Guerra e Barbacid,
2013; Kersten et al., 2017), e a cultura de organoides tridimensionais, estabelecidos
a partir de amostras de bidépsia com o objetivo de esbocar in vitro os perfis
moleculares de tumores humanos e auxiliar na elaboracdo de terapias
individualizadas (Boj et al., 2015; Huang et al., 2015; Baker et al., 2016; Pauli et al.,
2017; Aberle et al., 2018; Drost e Clevers, 2018; Hou et al., 2018; Tiriac et al.,
2018ab). Dentro desse campo, o estabelecimento de xenotransplantes a partir de
amostras tumorais humanas implantadas em camundongos imunodeficientes (PDX,
patient-derived tumor tissue xenografts), embora ndo seja uma novidade, tem
também despertado interesse crescente tanto na industria quanto na academia
como uma ferramenta para melhorar o desempenho de estudos funcionais e
aperfeicoar o processo de desenvolvimento de novos agentes contra o cancer
(Kelland, 2004; Peterson e Houghton, 2004; Rubio-Viqueira e Hidalgo, 2009; Jin et
al., 2010a; Kopetz et al., 2012; Tentler et al., 2012; Williams et al., 2013; Siolas e
Hannon, 2013; Choi et al., 2014; Hidalgo et al., 2014; Rosfjord et al., 2014; Lodhia et
al., 2015; Sia et al., 2015; Byrne et al., 2017; Lai et al., 2017; Lin et al., 2017b; Jung
et al., 2018; Williams, 2018). Como principal qualidade, os PDXs mimetizam a
biologia dos tumores parentais, preservando a heterogeneidade intratumoral e
caracteristicas histologicas e moleculares, que permanecem relativamente estaveis
mesmo apods sucessivas passagens (Rubio-Viqueira et al., 2006; Whiteford et al.,
2007; Kim et al., 2012; Monsma et al., 2012; Mattie et al., 2013; Walters et al.,
2013a; Martinez-Garcia et al., 2014; Tignanelli et al.,, 2014; Cassidy et al., 2015;

Delitto et al., 2015; Jung et al., 2016; Brait et al., 2017; lzumchenko et al., 2017; Li,
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2017; Wen et al.,, 2017; Knudsen et al., 2018). Também recapitulam com
consideravel concordancia o microambiente do tumor primario (Kim et al., 2009; Choi
et al., 2014, Li, 2017) e demonstram alto valor preditivo para os resultados clinicos
de agentes anticancer, com uma elevada correlacdo de resposta entre pacientes e
PDXs gerados a partir de seus tumores (Giovanella et al.,, 1983; Kerbel, 2003;
Voskoglou-Nomikos et al., 2003; Fiebig et al., 2004; Fiebig e Burger, 2011; Garrido-
Laguna et al., 2011; Hidalgo et al., 2011; Roife et al.,, 2016; Golan et al., 2017;
Izumchenko et al., 2017; Li, 2017; Pergolini et al., 2017). Outra vantagem, a geracao
desses modelos requer apenas pequena quantidade de material biolégico e pode
proporcionar fontes ilimitadas de células tumorais humanas para estudos funcionais
e testes de novos compostos, in vitro e in vivo (Sereti et al., 2018).

Os PDXs séao, portanto, excelentes modelos para a identificacdo de
vulnerabilidades na célula tumoral que possam ser exploradas farmacologicamente,
fato que tem dado ensejo a um amplo esforco por parte de diversas instituicoes
académicas e companhias farmacéuticas e biotecnolégicas para o estabelecimento
e manutencdo de grandes cole¢bes, contando com centenas ou milhares desses
modelos, com o intuito de constituir painéis representativos da heterogeneidade
tumoral, em diversos tipos de cancer (Fiebig e Burger, 2011; Morton e Houghton,
2011; Hidalgo et al., 2014; Malaney et al., 2014; Shultz et al., 2014a; Gao et al.,
2015; Stewart et al., 2016; Townsend et al., 2016; Byrne et al.,, 2017; Lin et al.,
2017a; Stewart et al., 2017). Redes colaborativas, formadas por meio de consorcios
multi-institucionais, vém sendo também estruturadas para o desenvolvimento e
compartilhamento desses recursos, com o objetivo de constituir uma plataforma para
estudos em escala populacional, bem como aumentar a reprodutibilidade dos

estudos pré-clinicos por meio da padronizacdo das praticas de trabalho e
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harmonizacdo da anotacdo dos modelos disponiveis (Morton e Houghton, 2011,
Hidalgo et al., 2014; Townsend et al., 2016; Byrne et al., 2017; Lin et al., 2017a).
Para dar maior visibilidade a essa plataforma de pesquisa e torna-la mais acessivel
e informativa, bases de dados estdo sendo implantadas para catalogar PDXs
provenientes de diferentes repositorios, armazenando, integrando e disseminando
de modo sistematizado as informacdes clinicas, perfil molecular e demais atributos
associados a esses modelos, de modo a facilitar o compartilhamento e o acesso as
colecOes ja constituidas (Townsend et al., 2016; Meehan et al., 2017; Conte et al.,
2019).

Embora a metodologia varie entre os diferentes grupos de pesquisa, 0
procedimento basico para a geracdo de xenotransplantes consiste no implante de
tecido tumoral, na forma de pequenos fragmentos ou suspensdes celulares, em
camundongos imunodeficientes, a fim de que haja a eficiente propagacdo e nao
ocorra rejeicdo do enxerto humano. Apdés o desenvolvimento, 0os xenotumores
podem ser mantidos e propagados por meio de passagens em sucessivas geracoes
de animais receptores (Morton e Houghton, 2007; Kim et al.,, 2009; Calles et al.,
2013; Risbridger e Lawrence, 2017) (Figura 4). O material transplantado pode ser
derivado de amostra cirtrgica ou biopsia, de lesdo primaria ou metastase. O local de
implantacdo pode ser o espacgo subcutaneo (transplante heteretopico) ou o mesmo
orgao do tumor original (transplante ortotopico) (Kim et al., 2009). Por ser mais
simples e rapido, o implante subcutaneo é o procedimento mais utilizado, sendo
capaz de recapitular as caracteristicas do tumor original com razoavel similaridade
(Kim et al., 2009). O modelo ortotépico, entretanto, embora tecnicamente mais
complexo, costuma apresentar taxas de sucesso superiores e € mais consistente na

manutencdo de aspectos fundamentais do tumor original, como o0 estroma e o
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potencial de disseminacdo metastatica (Kubota, 1994; Capella et al., 1999; Hoffman,
1999; Cui et al., 1998, 2001; Kim et al., 2009; Liu e Hicklin, 2011; Hoffman et al.,
2015; Hiroshima et al., 2016; Go et al., 2017; Hoover et al., 2017). Para a geracao
dos PDXs, diferentes linhagens de camundongos, com variados niveis de
imunosupressao, tém sido empregadas. Entre as linhagens comumente utilizadas
estdo os camundongos atimicos nude, os camundongos knockout Ragl/2
(recombination activating gene 1/2) e os animais severamente imunodeficientes
SCID (severe combined immunodeficiency), NOD (non-obese diabetic)/SCID e
NOD/SCID/1I2rgmt (NSG e NOG) (Morton e Houghton, 2007; Shultz et al., 2007;
Belizario, 2009; Kim et al., 2009; Shultz et al., 2012; Tentler et al., 2012; Hidalgo et
al., 2014; Shultz et al., 2014a; Lai et al., 2017; Byrne et al., 2017; Noto e Yeshi,
2017; Williams, 2018). A escolha da linhagem receptora € uma questéo central para
o estabelecimento de PDXs, uma vez que o background imunoldgico dos animais
pode afetar aspectos fundamentais dos xenotumores, como a taxa de proliferacao
celular, heterogeneidade clonal e sensibilidade a quimioterapicos (Yoshimura et al.,

1997; Kim et al., 2009).

Figura 4 — Estabelecimento e aplicagdes dos PDXs
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Fragmentos de tecido tumoral obtido de pacientes submetidos a tratamento cirdrgico sédo implantados
em camundongos imunodeficientes para o estabelecimento dos PDXs (F1). Os tumores enxertados
com éxito sdo subsequentemente expandidos em sucessivas geracdos de animais receptores (F2,
F3, etc.), tanto para a sua manutencdo como para a realizagdo de ensaios biologicos, incluindo o
teste de novas terapias e a pesquisa de biomarcadores. Fonte: Tentler et al. (2012).
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O uso dos PDXs tem sido largamente descrito em diferentes tipos de cancer,
aplicados principalmente na avaliacdo de terapias experimentais para indicar 0s
parametros basicos de toxicidade, eficacia e dosagem (Rubio-Viqueira e Hidalgo,
2009; Tentler et al., 2012; Williams, 2017). Todavia, o real valor desse modelo de
estudo é refletido por sua inerente versatilidade, sendo empregado também na
investigacdo de diversos aspectos da biologia do cancer, como o papel do
microambiente, angiogénese, metastase, marcadores tumorais, mecanismos de
resisténcia e suscetibilidade, e na identificacdo e enriquecimento de subpopulacdes
celulares especificas, como as células-tronco tumorais (Li et al., 2007; Kim et al.,
2009; Williams et al., 2013; Gore et al., 2015; Hoffman et al., 2015; Lohse et al.,
2015; Davies et al., 2017; Navone e Labanca, 2017; Stewart e Tsao, 2017; Struss e
Black, 2017). Para além da pesquisa basica e pré-clinica, existe também a
perspectiva de aplicacéo clinica dos PDXs na elaboracado de estratégias terapéuticas
personalizadas, nas quais atuariam como avatares dos pacientes para o teste e
selecdo do melhor regime de tratamento (Jin et al., 2010b; Hidalgo et al., 2011,
Villarroel et al., 2011; Kamiyama et al., 2013; Malaney et al., 2014; Witkiewicz et al.,
2016; Cheng et al., 2017; Dong et al., 2017; Perales-Patén et al., 2017; Williams,
2017). Por outro lado, embora representem um novo e valioso instrumento no
arsenal dos pesquisadores na guerra contra o cancer, os PDXs ndo sdo modelos
perfeitos e também apresentam as suas limitacdes (Kelland, 2004; Kopetz et al.,
2012; Choi et al., 2014; Hidalgo et al., 2014; Byrne et al., 2017; Cheng et al., 2017,
Dong et al., 2017; Lin et al., 2017a; Wen et al., 2017; Williams, 2018). Por exemplo,
o0 estabelecimento dos xenotransplantes nem sempre é bem sucedido, havendo
taxas de sucesso significativamente baixas para determinados tipos de céncer, o

que se configura como um obstaculo importante a sua eventual aplicacdo em
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medicina personalizada (Hidalgo et al., 2014; Dong et al., 2017). Da mesma
maneira, o tempo necessario para o desenvolvimento dos xenotumores nos animais
receptores, normalmente superior a quatro meses, pode ser demasiadamente longo
para muitos pacientes, constituindo assim mais um fator limitante para a elaboracao
de esquemas terapéuticos customizados (Hidalgo et al., 2014; Byrne et al., 2017;
Cheng et al., 2017; Dong et al., 2017). Além disso, determinadas caracteristicas do
modelo limitam o espectro de terapias que podem ser testadas. Como exemplo, a
gradual substituicdo do estroma humano pelo estroma murino ao longo das
passagens pode afetar o efeito de drogas dirigidas contra esse componente do
tumor, como é o0 caso dos agentes antiangiogénicos (Kelland, 2004; Kopetz et al.,
2012; Hidalgo et al., 2014; Cassidy et al., 2015; Byrne et al., 2017; Wen et al., 2017,
Williams, 2018). De modo semelhante, o comprometimento do sistema imunolégico
nos camundongos receptores torna os PDXs incapazes de recapitular com precisao
as complexas interacbes entre as células neoplasicas e as células imunes,
restringindo assim a avaliacdo de terapias com agentes imunomoduladores (Choi et
al., 2014; Hidalgo et al., 2014; Cassidy et al., 2015; Byrne et al., 2017; Cheng et al.,
2017; Wen et al., 2017; Williams, 2018). Outro inconveniente que pode causar
equivocos nas conclusfes acerca do efeito de medicamentos é o fato de que PDXs
gerados a partir de tumores resistentes a terapia podem eventualmente perder essa
caracteristica, e se tornar novamente suscetiveis (Sereti et al., 2018). Além disso, a
pequena quantidade de material bioldgico utilizada para gerar 0s xenotumores,
embora a priori uma vantagem técnica, pode ao final resultar em PDXs que nao
representam a heterogeneidade do tumor primario em sua totalidade de subclones,
um inconveniente que pode ter reflexos no modo de progressdo do tumor no animal

e, consequentemente, na sua resposta terapéutica (Sereti et al., 2018). Por fim, a
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grande variabilidade metodoldgica, sobretudo em relacdo as linhagens animais
utilizadas, com seus diferentes niveis de imunossupressdo, e as técnicas de
implante (subcutaneo ou ortotépico), afeta significativamente a consisténcia dos
dados obtidos para um mesmo tipo de tumor, e dificulta a comparacdo entre os
estudos (Hidalgo et al., 2014).

Apesar dessas limitagdes, o uso dos PDXs emerge como um instrumento com
grande potencial para avancar o conhecimento sobre a patogénese do cancer e
permitir o exame de abordagens inovadoras para o cuidado dos pacientes. Na
oncologia pancreéatica, em especifico, um numero crescente de publicacdes tem
mostrado a expansdo das aplicacdes desse modelo (Sereti et al., 2018), sobretudo
para a identificacdo de biomarcadores prognésticos (Jimeno et al., 2008, 2010;
Garrido-Laguna et al., 2011; Torphy et al., 2014; Duconseil et al., 2015; Thomas et
al., 2015; Bian et al., 2017), investigacdo de mecanismos de resisténcia (Kim et al.,
2012; Noll et al., 2016; Zhang et al., 2017; Golan et al., 2018) e na avaliacdo de
novos regimes terapéuticos, frequentemente baseados no reposicionamento de
drogas (Laheru et al., 2012; Walters et al., 2013b; Gayet et al., 2015; Hiroshima et
al., 2015; Witkiewicz et al., 2015a; Nicolle et al., 2017; Rajeshkumar et al., 2017,
Chou et al., 2018; Kawaguchi et al., 2018ab). Considerando essas oportunidades, o
presente trabalho teve como um de seus objetivos a geracdo de uma colecdo de
PDXs, derivados de amostras de adenocarcinoma ductal pancreatico. Também é
descrito aqui o estabelecimento bem-sucedido de uma nova linhagem celular,
derivada de um desses xenotransplantes. Apesar das inerentes limitacbes dos
modelos in vitro, essas células recém-isoladas detém relevancia experimental em
razao de sua associacdo a um tumor ainda existente, crescendo em camundongos,

o0 que favorece sua utilizagdo em ensaios comparativos com foco na auséncia da
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multivariada comunicacdo entre células neoplasicas e células estromais no
microambiente tumoral. Com essas iniciativas, busca-se contribuir com os atuais
esforcos para a geracdo de modelos de céancer pancreatico mais consistentes e
reprodutiveis, fomentando analises exploratorias para a identificacdo de

biomarcadores e o teste de agentes anticancer, tanto in vitro como in vivo.

1.4. Epigenética: conceitos basicos e implicacdes na oncogénese

A epigenética é classicamente definida como o conjunto das mudancas
reversiveis e herdaveis na funcdo génica que nao estdo associadas a alteracfes na
sequéncia de nucleotideos do DNA (Jones e Baylin, 2007). E um fenémeno
fundamental em organismos eucariéticos, controlando processos biolégicos
importantes como o0 padrdo de expressdo espacial-temporal dos genes durante o
desenvolvimento, a diferenciacdo celular, o imprinting gendmico e o silenciamento
de grandes segmentos cromossdmicos, como ocorre na inativagcdo do cromossomo
X em fémeas de mamiferos (Watson et al., 2013; Alberts et al., 2014). Por
permitirem alteracdes estaveis nos padrées de expressdo génica, 0S mecanismos
epigenéticos ampliam significativamente o potencial funcional do genoma, e assim
sdo diretamente responsaveis pela plasticidade fenotipica e o aumento da
variabilidade entre os individuos (Watson et al., 2013; Alberts et al., 2014).

Os mecanismos centrais da regulacéo epigenética sdo a metilacdo do DNA e a
modificacdo covalente de histonas. A metilagdo do DNA, o mais bem caracterizado
deles, consiste na substituicdo de um atomo de hidrogénio por um grupo metil no
carbono numero 5 do anel pirimidinico de uma base citosina, situada prévia e

contiguamente a uma guanina (sitio CpG, citosina-fosfato-guanina) na sequéncia do
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DNA, resultando na sua conversdo a 5-metilcitosina (Me-CpG). Essa modificacao é
catalisada enzimaticamente por DNA metiltransferases (DNMTs) (Watson et al.,
2013; Alberts et al., 2014) (Figura 5). O efeito da metilacio do DNA sobre a
expressao génica decorre de sua localizacdo no genoma. As regides promotoras
dos genes estdo comumente associadas a segmentos genémicos com um elevado
conteudo de dinucleotideos CpG, e ha uma relacdo inversa entre a metilacdo das
chamadas ilhas CpG e a atividade transcricional dos genes a elas relacionados
(Watson et al., 2013; Alberts et al., 2014). Por sua vez, a modificacdo covalente de
histonas pode ter efeito tanto repressivo como ativador, a depender do tipo de
histona, do tipo de modificacdo e de sua localizacdo na cadeia proteica (Strahl e
Allis, 2000; Jenuwein e Allis, 2001; Bernstein et al.,, 2007; Kouzarides, 2007).
Diversas classes de modificacbes ja foram catalogadas, incluindo metilacao,
acetilacao, fosforilacdo e ubiquinacdo, sendo as duas primeiras as mais relevantes
para a regulacédo da atividade génica (Strahl e Allis, 2000; Jenuwein e Allis, 2001,
Bernstein et al., 2007; Kouzarides, 2007). Essas modificacbes sdo inseridas nas
caudas N-terminais das histonas, que se projetam externamente a particula
nucleossomal, e tém o duplo papel de alterar a estrutura da cromatina, modulando a
acessibilidade do DNA a maquinaria de transcricdo, e de recrutar complexos
proteicos que atuam sobre o DNA para ativar ou reprimir a transcri¢cao (Strahl e Allis,
2000; Jenuwein e Allis, 2001; Bernstein et al., 2007; Kouzarides, 2007). A metilacao
ocorre tipicamente em residuos de arginina ou lisina, em reacdes promovidas por
metiltransferases de histonas (HMTs) e eventualmente revertidas por desmetilases
de histonas (HDMs) (Figura 5). A depender do tipo e da posicdo do residuo
modificado, a metilacdo pode reprimir ou ativar a expressao (Strahl e Allis, 2000;

Jenuwein e Allis, 2001; Bernstein et al., 2007; Kouzarides, 2007). A acetilacdo, por
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sua vez, ocorre em residuos de lisina e esta tipicamente associada ao reforco da
atividade transcricional, ao passo que 0 processo inverso, a desacetilacdo, alia-se a
padrées repressivos de expressdo. Essas modificacbes sao efetuadas por
acetiltransferases de histonas (HATs) e desacetilases de histonas (HDACS),
respectivamente (Strahl e Allis, 2000; Jenuwein e Allis, 2001; Bernstein et al., 2007;

Kouzarides, 2007) (Figura 5).

Figura 5 — Mecanismos de regulacéo epigenética

Open chromatin

£, Vi Y
\\Wnter ) \,.!Vmef/,' Eras}

&
=y {ex — ‘QQ
Ac Me C\
olo%e%ie0loo 1211
(K4) T5S Non-methylated DNA

Remodelers

40 =,

\ Writer | { Eraser ]/erter\

A 4 . '(\DNMT)' Reader
t " —4 \sDp)

(K9) (K4) TSS
Closed chromatin Nucleosome

Um grande e diverso conjunto de proteinas atua na regulagdo do epigenoma. Esses reguladores
podem exercer funcdo deposicdo (writers), leitura (readers) ou remocdo (erasers) de marcas
epigenéticas, modulando a compactacao do DNA e a atividade transcricional da célula. Os writers sao
representados pelas metilases do DNA (DNMTs), que estabelecem a metilacdo de CpGs,
particularmente em regides promotoras, e pelas acetilases (HATS) e metilases (HMTs) de histonas,
enzimas que adicionam radicais acetil (Ac) e metil (Me) a essas proteinas, frequentemente em
residuos de lisina (K), e definem determinados padrdes de expressao génica. Os readers, por sua
vez, consistem em proteinas com dominios especializados que permitem a sua ligagdo a marcas
especificas, como é o caso das proteinas de ligacdo a metil-citosina (MBDs), que reconhecem CpGs
metiladas. Finalmente, os erasers, que incluem as desacetilases (HDACSs) e as desmetilases (HDMSs)
de histonas, removem as marcas inseridas na cromatina e assim também induzem alteracdes na
atividade de expressdo dos genes. O estado transcricional ativo, mostrado na parte superior da
figura, caracteriza-se pela auséncia de metilacdo das ilhas CpG associadas ao promotor, niveis
elevados de histonas acetiladas e disposi¢cdo dos nucleossomos em uma conformacdo aberta na
regido do sitio de inicio da transcricdo (TSS). Por sua vez, a transi¢do para o estado inativo (parte
inferior) envolve a hipermetilacdo do DNA, remocdo das marcas de acetilacdo, alteracdo no padréo
de metilacdo das histonas, com a troca de marcas de ativacdo por marcas repressivas, € um menor
espagamento entre 0s nucleossomos. Fonte: Ahuja et al. (2016).
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A desregulacdo desses mecanismos de controle da funcdo génica pode
resultar no desenvolvimento de estados patolégicos. Por exemplo, padrdes
aberrantes de expressdo génica sao hoje amplamente reconhecidos como um
componente fundamental dos processos neoplasicos (Feinberg et al., 2006; Jones e
Baylin, 2007; Sandoval e Esteller, 2012). Nesse contexto, 0s estudos sobre
epigenética vém ampliando o panorama da pesquisa oncolégica, movendo o foco do
paradigma genético para uma perspectiva mais abrangente, que considera também
a contribuicdo de mediadores epigenéticos e da organizacdo da cromatina no
processo de transformacdo e progressao tumoral (Feinberg et al., 2006; Jones e
Baylin, 2007; Sandoval e Esteller, 2012). Por serem transmitidas mitoticamente,
anomalias epigenéticas podem colaborar com as muta¢des soméaticas e sofrer 0s
mesmos processos seletivos, em todos os estagios da evolucao do cancer (Jones e
Baylin, 2007; You e Jones, 2012; Shen e Laird, 2013). Em certos tumores, a
aquisicdo dessas alteracdes pode até mesmo preceder o surgimento de mutacdes
nas lesbes precursoras, estabelecendo assim as condi¢bes iniciais para a
transformacao maligna (Feinberg et al., 2006; Jones e Baylin, 2007).

O espectro de anormalidades epigenéticas no cancer compreende uma ampla
variedade de aberracdes, afetando virtualmente todos os processos epigenéticos. A
primeira e mais bem estabelecida associacdo entre epigenética e céancer foi a
constatacdo de que o genoma das células tumorais é hipometilado, quando
comparado ao genoma das células de tecidos normais (Feinberg e Vogelstein, 1983;
Gama-Sosa et al., 1983). Essa reducao da metilacdo genémica é um evento comum
e precoce no cancer, afetando principalmente regides repetitivas e levando a um
aumento da instabilidade gendémica, um traco caracteristico das células tumorais

(Sandoval e Esteller, 2012; Mair et al.,, 2014). Padrdes aberrantes de metilacdo
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afetando especificamente as regides de ilhas CpG sdo também recorrentes nos
processos carcinogénicos, alterando a atividade transcricional de oncogenes e
genes de supressao tumoral pela hipo ou hipermetilacdo de seus promotores (Jones
e Baylin, 2007; Sandoval e Esteller, 2012). Além da ruptura do padrdo normal de
metilacdo do DNA, a reprogramacdo extensiva de outros componentes da
maquinaria epigenética, incluindo as modificacdes de histonas, o reposicionamento
de nucleossomos e o0 remodelamento da cromatina, também tem sido
frequentemente reconhecida como fator causal para o silenciamento ou ativacao
patolégicos de genes regulatorios cruciais, envolvidos no controle do ciclo celular,
apoptose, reparo do DNA, transcricdo e sinalizacdo (Jones e Baylin, 2007; Esteller,
2008; Chi et al., 2010; Sharma et al., 2010; Rodriguez-Paredes e Esteller, 2011;
Sandoval e Esteller, 2012; You e Jones, 2012; Shen e Laird, 2013).

No cancer de pancreas, o papel das alteracbes no epigenoma também tem
recebido crescente atencéo (Sato e Goggins, 2006; Lomberk et al., 2008; Omura e
Goggins, 2009; Delpu et al., 2011; Grzenda et al., 2011; McCleary-Wheeler et al.,
2013; Fukushige e Horii, 2014; Nicolle et al., 2017; Trager e Dhayat, 2017; Lomberk
et al., 2018; Paradise et al., 2018). Diversos estudos identificaram perfis anormais de
metilacdo do DNA, particularmente associados a inativacdo de genes supressores
de tumor, e sugerem gue essas alteracdes seriam eventos precoces na oncogénese
pancreatica, se intensificando ao longo da progressao da doenca (Ueki et al., 2000,
2001; Fukushima et al., 2002; Sato et al., 2003ab; Hagihara et al., 2004;
Matsubayashi et al., 2006; Omura et al., 2008; Sato et al., 2008; Tan et al., 2009;
Shimizu et al.,, 2011; Vincent et al., 2011b; Nones et al., 2014). Mudancas nos
padrdes de acetilacdo de histonas (Miyake et al., 2008; Ouaissi et al., 2008; Fritsche

et al., 2009; Lehmann et al., 2009; von Burstin et al., 2009; Wang et al., 2009;
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Schneider et al., 2010; Schiler et al., 2010; Schneider et al., 2011; Aghdassi et al.,
2012; Gong et al., 2013; Stenzinger et al., 2013; Deng et al., 2014; Feng et al.,
2014), bem como a atividade anémala de proteinas do grupo Polycomb, que reprime
a atividade génica por meio da metilacdo de histonas (Ougolkov et al., 2008;
Martinez-Romero et al., 2009; Chen et al., 2010; Karamitopoulou et al., 2010; Song
et al., 2010; Toll et al., 2010; Grzenda et al., 2011; Yin et al., 2011; Avan et al., 2012;
Fujii et al., 2012; Lasfargues e Pyronnet, 2012; Mallen-St. Clair et al., 2012; Batchu
et al., 2013; Li et al., 2013; Proctor et al., 2013; van Vlerken et al., 2013; Li et al.,
2017; Li et al., 2018), sdo outros eventos de desregulacdo epigenética que parecem
ter importancia para a formacdo neoplasica no pancreas, promovendo tanto a
expansao inicial da populacdo tumoral como sua progressao para o fenotipo invasivo

e metastatico.

1.5. RNA de interferéncia: ferramenta na pesquisa do cancer

O RNA de interferéncia (RNAi) € um mecanismo natural de regulacdo da
expressao génica, presente na maioria dos organismos eucariotos (Watson et al.,
2013; Alberts et al., 2014). O fenébmeno foi descoberto na década de 1990, a partir
de observacdes em plantas e em estudos com o nematodo Caenorhabditis elegans
(Napoli et al., 1990; Fire et al., 1998; Montgomery et al., 1998), e postula-se que
tenha evoluido como um mecanismo de defesa da célula contra virus e transposons
que utilizam RNA de fita dupla como meio de propagacao (Cerutti e Casas-Mollano,
2006; Stram e Kuzntzova, 2006; Malone e Hannon, 2009). Os pequenos RNAs de
interferéncia (siRNAs, small interfering RNAs) sdo as moléculas efetoras da

maquinaria de RNAIi. Sao originados a partir de diferentes RNAs precursores, 0S
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quais sao clivados pela enzima Dicer, uma RNase do tipo Il que atua no citoplasma,
gerando pequenos duplexes de RNA com 20 a 30 pares de bases. Cada uma
dessas novas moléculas é entdo incorporada pelo complexo multiproteico RISC
(RNA-induced silencing complex), que selecionara uma das fitas para guiar sua
ligacdo a um RNA mensageiro (mRNA, messenger RNA) de sequéncia
complementar. A depender do grau de homologia entre as sequéncias, 0 complexo
RISC pode clivar o mRNA alvejado, resultando no silenciamento completo de sua
expressao, ou reprimir sua traducéo (Carthew e Sontheimer, 2009) (Figura 6).

Essa caracteristica de silenciamento especifico atraiu a atencdo dos
pesquisadores e fez com que o RNAI rapidamente se desenvolvesse como uma
poderosa ferramenta experimental para a investigacdo da funcdo génica (Dorsett e
Tuschl, 2004; lorns et al.,, 2007). Empresas de biotecnologia e instituicoes
académicas desenvolveram bibliotecas de RNAi cobrindo todo o genoma
codificador, tornando possivel a realizagdo de andlises em larga-escala para
interrogar, sisteméatica e simultaneamente, fen6tipos associados a perda de fungéo
em um grande numero de genes (Cleary et al., 2004; Dorsett e Tuschl, 2004;
Paddison et al., 2004; Silva et al., 2005; Bernards et al., 2006; Chang et al., 2006;
Moffat et al., 2006; Root et al., 2006; lorns et al., 2007; Hu e Luo, 2012; Pan et al.,
2012). Varios desses ensaios ja foram conduzidos, identificando genes envolvidos
em apoptose, reparo do DNA, estabilidade proteica e sinalizacdo celular

(Brummelkamp et al., 2003; Berns et al., 2004; Zheng et al., 2004).
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Figura 6 — Vias moleculares dos mecanismos de RNA de interferéncia
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A via de RNAI pode ser guiada tanto por siRNAs (small interfering RNAs) como por miRNAs
(microRNAS). A via dos siRNAs (esquerda) se inicia no citoplasma, com a clivagem de uma molécula
longa de RNA dupla-fita (dsRNA, double-stranded RNA) pela RNase Dicer. Cada siRNA gerado é a
seguir incorporado ao complexo RISC (RNAi-induced silencing complex), onde uma das fitas do
duplex (fita passageira ou senso) € descartada. A fita remanescente (fita guia ou antissenso) liga, por
homologia de sequéncia, o complexo RISC ativado ao mRNA alvo, que é entdo clivado pela
subunidade catalitica Argonauta 2 (AGO2). A via dos miRNAs (direita), por sua vez, € iniciada no
nacleo celular, com a geragdo de transcritos primarios (pri-miRNAs, primary microRNAs) pela RNA
polimerase Il (Pol Il). Essas moléculas sao processadas pela RNAse Drosha e convertidas em
miRNAs precursores (pre-miRNAs, precursor microRNAS), que a seguir sdo encaminhados ao
citoplasma pela Exportina 5. A enzima Dicer processa o0s pre-miRNAs, permitindo o seu
carregamento no complexo RISC. A fita passageira do duplex de RNA é entdo removida, deixando o
miRNA maduro ligado ao RISC ativado. Mesmo com complementaridade imperfeita, 0 miRNA
reconhece o sitio-alvo no mRNA, localizado tipicamente na regido 3'-UTR (3-untranslated region),
ocasionando a inibicdo da traducdo ou levando a sua degradacdo nos chamados corpos de
processamento (P-bodies, processing-bodies). Fonte: de Fougerolles et al. (2007).
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Na pesquisa do cancer, as analises empregando a tecnologia de RNAI tiveram
papel fundamental na caracterizacdo de novos oncogenes (Pan et al., 2005; Horvath
et al., 2006; Ngo et al., 2006; Zhang et al., 2006) e na identificacdo de genes criticos
para o controle de fendtipos associados a doenca, como quimiorresisténcia e
migracdo celular (MacKeigan al., 2005; Collins et al., 2006; Whittaker et al., 2013).
Além de permitir uma maior compreensdo dos mecanismos moleculares envolvidos
na oncogénese, o uso de screenings com RNAi também tem se destacado na
elaboracdo de novas estratégias para o tratamento da doenca (lorns et al., 2007). Ao
suprimir a expressao génica e, consequentemente, a funcdo proteica, essa
ferramenta simula o efeito da inibicdo farmacoldgica e, portanto, € um meio efetivo
para identificar e validar alvos terapéuticos (Ngo et al., 2006; lorns et al., 2007;
Fennell et al., 2014). Tal abordagem ja foi utilizada com sucesso para identificar
genes essenciais em diversas linhagens celulares tumorais provenientes de
diferentes tecidos, incluindo o pancreas (Luo et al.,, 2008; Schlabach et al., 2008;
Cheung et al., 2011; Marcotte et al., 2012; Cowley et al., 2014; Marcotte et al., 2016;
McDonald et al., 2017; Tsherniak et al., 2017).

No contexto da prospeccdo de alvos, o rastreamento direcionado a
subconjuntos génicos especificos, reconhecidamente importantes para o
desenvolvimento tumoral, tem sido uma estratégia comumente utilizada para
simplificar o trabalho experimental e diminuir os custos associados as investigacoes
englobando todo o genoma. Como exemplo, a triagem de um conjunto de genes
envolvidos no metabolismo revelou que determinados tumores de mama sao
dependentes de um aumento no fluxo da via de sintese da serina, causado pela
superexpressao da fosfoglicerato desidrogenase (PHGDH), e sugere a supresséo

desse alvo como uma potencial estratégia antitumoral (Possemato et al., 2011). Em
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um ensaio analogo com um modelo murino de leucemia mieléide aguda, utilizando
uma biblioteca de RNAI contra genes reguladores epigenéticos, foi identificada uma
proteina ligante de histonas acetiladas (Brd4) que exerce funcbes essenciais na
manutencdo da célula leucémica (Zuber et al., 2011). Em um teste de validacéo, a
inibicdo farmacoldgica desse alvo resultou na morte das células malignas e remissao
da doenca nos camundongos avaliados (Zuber et al., 2011). Em uma investigacao
também dirigida a alvos do epigenoma, interrogando um amplo e diverso painel de
linhagens celulares tumorais, Hoffman et al. (2014) constataram que o knockdown
do gene BRM, codificador de uma ATPase dependente de DNA que integra o
complexo de remodelamento da cromatina SWI/SNF, resulta em um efeito de
letalidade sintética em células mutadas com perda de funcdo de BRGIL, outra
ATPase atuante no mesmo complexo, mas de modo mutuamente exclusivo com
BRM.

Considerando, portanto, as possibilidades de investigacao oferecidas por essa
ferramenta biotecnoldgica, o presente trabalho teve como um de seus objetivos a
padronizacdo de um ensaio para O rastreamento em larga-escala de
vulnerabilidades moleculares em células de cancer pancreatico. Em funcdo da
importancia dos mecanismos de regulacdo epigenética para o estabelecimento e
progressdo de fenodtipos tumorais, essa varredura foi direcionada para a
identificacdo de componentes da maquinaria epigenética que exercam funcdes
criticas para a sobrevivéncia e manutencdo das ceélulas de PDAC. Para isto, foi
empregada uma biblioteca de RNAI constituida por shRNAs (short hairpin RNAS)
contra genes codificadores de proteinas de regulacdo epigenética, para interrogar

um painel de linhagens celulares tumorais pancreaticas, incluindo linhagens
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convencionais e também células derivadas da colecdo de xenotransplantes de

PDAC gerada neste trabalho.
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2. OBJETIVOS

Objetivo 1: Estabelecer modelos in vivo e in vitro de adenocarcinoma ductal

pancreatico para a pesquisa de biomarcadores e alvos terapéuticos.

Objetivos especificos:

e Gerar uma colegcdo de PDXs em camundongos imunodeficientes a partir de
tumores pancreaticos humanos.
e Estabelecer novas linhagens celulares tumorais a partir dos xenotumores

gerados com as amostras de PDAC humano.

Objetivo 2: Identificar componentes da maquinaria epigenética cujo silenciamento
afete a sobrevivéncia e a proliferacdo do PDAC, expondo potenciais alvos para o

tratamento da doencga.

Obijetivos especificos:

e Padronizar a metolodogia para o rastreamento de vulnerabilidades
moleculares no cancer de pancreas por meio de silenciamento génico com
RNA de interferéncia.

e Realizar uma triagem de alvos epigenéticos com RNAI, utilizando células

derivadas de PDX e linhagens pancreaticas convencionais.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Amostras de PDAC

Amostras de adenocarcinona ductal pancreatico foram obtidas de pacientes
submetidos a pancreatectomia, duodenopancreatectomia ou extirpacdo de
metastases pelos cirurgibes Dr. Marcel Cerqueira César Machado e Dr. José
Jukemura, professores da Faculdade de Medicina da Universidade de S&o Paulo
(FMUSP) e colaboradores do estudo. Os procedimentos cirurgicos foram realizados
no Hospital Sirio-Libanés, Hospital Aleméao Oswaldo Cruz e Hospital 9 de Julho (Séo
Paulo, SP). A coleta e utilizacdo deste material foi realizada com a aprovacao do
Comité de Etica em Pesquisa (CEPesq) do Hospital Sirio-Libanés (Parecer n°
834.279) (Apéndice A), e 0 processo esta devidamente registrado na Plataforma

Brasil do Ministério da Saude (www.saude.gov.br/plataformabrasil). Todas as

amostras foram obtidas com consentimento esclarecido dos pacientes, e a
quantidade de tecido coletada estava em excesso a necessaria para a avaliacao

anatomopatoldgica.

3.2. Animais

Foram utilizadas fémeas BALB/c nude, com idade entre 4 e 8 semanas e peso
entre 12 e 15 g no inicio dos experimentos. Durante todo o periodo experimental, os
animais foram mantidos sob condi¢cdes SPF (specific pathogen-free) e submetidos a
condicbes ambientais padrdo, com temperatura a 21°C £ 1°C, 12 horas de ciclo

claro/escuro (luminérias acesas as 07:00 e apagadas as 19:00 horas) e agua e


http://www.saude.gov.br/plataformabrasil
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racao ad libitum. Os experimentos foram realizados de acordo com as normas éticas
de pesquisa com animais adotadas pelo Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA), sob protocolos aprovados (Certificados n°
03/2014 e 71/2017) (Apéndice B) pela Comissdo de Etica em Uso de Animais

(CEUA) do Instituto de Quimica da Universidade de Sao Paulo (I1Q-USP).

3.3. Xenotransplantes

Imediatamente apos a resseccdo de cada amostra de cancer pancreatico, um
fragmento do tecido tumoral, estéril e ndo necrotico, foi transferido para um tubo
contendo 20 mL de meio RPMI-1640 (Gibco, Carlsbad, CA, USA), sem soro e com
antibioticos (penicilina/estreptomicina; Vitrocell, Campinas, SP, Brasil), mantido
resfriado em gelo (~4°C). Para cada amostra, um fragmento adicional foi coletado
em RNAlater (Ambion, Carlsbad, CA, USA) e posteriormente congelado para futuras
analises moleculares. Apés a coleta, cada peca cirargica foi imediatamente
transportada até o Biotério de Producdo e Experimentacdo do 1Q-USP, onde foi
processada e enxertada no espac¢o subcutaneo de camundongos nude, de acordo
com procedimentos descritos na literatura (Morton e Houghton, 2007; Kim et al.,
2009; Calles et al., 2013). As cirurgias foram realizadas em condi¢cfes assépticas,
em camara de fluxo laminar e com instrumentos cirargicos autoclavados. Para
aumentar as chances de sucesso, cada tumor foi implantado em multiplos
receptores (trés animais, na maioria dos casos). Para a implantacdo do tumor, cada
camundongo foi pesado e anestesiado com um coquetel de cetamina/xilazina (Ceva,
Paulinia, SP, Brasil) na dose de 100 mg/kg e 20 mg/kg, respectivamente. Ja sob o

efeito da anestesia, o animal foi colocado em decubito lateral e o lado direito do
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corpo, da base do pescoco até a cauda, foi limpo com uma gaze embebida em
etanol a 70%. Com uma tesoura pequena, foi feita na pele do flanco uma inciséo de
cerca de 1 cm. Utilizando as pontas da tesoura, introduzida no espaco subcutaneo, a
pele foi gentilmente divulsionada até a formagcdo de um pequeno “bolso”, sendo
entdo depositados nesse espaco, sobre o tecido muscular subjacente, 5 a 10
fragmentos de tumor (quantidade variavel em funcédo do tamanho da peca recebida),
com 1 a 3 mm?3 cada um. Por fim, a pele foi suturada (seda, 3-0; Techsuture, Bauru,
SP, Brasil) e desinfectada com uma solucéo antisséptica de iodopolividona a 10%, e
o animal colocado sob uma lampada de aquecimento (luz infra-vermelha, 150 W;
Philips, Pila, Polonia), para impedir a hipotermia durante o periodo de recuperacéo
da anestesia. Ao longo das semanas subsequentes aos implantes, os camundongos
foram monitorados para a verificacdo do crescimento dos tumores, assim como de
suas condi¢des gerais de saude. O crescimento dos tumores foi acompanhado por
meio de medicdes com paquimetro, utilizando a férmula elipsoidal modificada

(Euhus et al., 1986; Tomayko e Reynolds, 1989):

volume = % (comprimento x largura?)

3.4. Manutenc&o dos xenotransplantes

Para as amostras de PDAC em que o xenotransplante foi bem-sucedido, os
tumores expandidos foram removidos e reimplantados em sucessivas geracdes de
camundongos receptores (F1, F2, F3, etc.), de modo a permitir sua manutencéo e
expansdo. Para o reimplante, quando o nodulo subcutaneo atingiu um diametro

maximo de 2 cm, o animal portador foi eutanasiado em camara de CO: e transferido
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para uma cabine de fluxo laminar, onde o xenotumor foi dissecado, lavado em
RPMI-1640 sem soro e, com o auxilio de um bisturi, dividido em pequenos
fragmentos (1 a 3 mm3). Utilizando o mesmo procedimento cirlrgico descrito acima,
os fragmentos foram entdo reimplantados em novos camundongos nude (trés
animais, na maioria dos casos). O tecido tumoral excedente, ndo utilizado no
transplante, foi imediatamente congelado em nitrogénio liquido e posteriormente

armazenado em freezer a —80°C.

3.5. Andlise histolégica

Para o exame da histologia dos PDX, fragmentos dos xenotumores foram
lavados em tampao fosfato (PBS, phosphate buffered saline, 0,1 M, pH 7,2) e
fixados em formalina tamponada em PBS, durante 24 horas, a temperatura
ambiente. A seguir, as amostras foram colocadas em etanol a 70%, desidratadas e
incluidas em parafina. Sec6es do tecido, com 3 um de espessura, foram obtidas em
micrétomo, montadas em laminas de vidro, desparafinizadas, reidratadas, e entédo
coradas com hematoxilina e eosina (H&E) e cobertas com laminula. As laminas
foram encaminhadas a um patologista, para avaliacdo do status de diferenciacao,

conteudo desmoplasico e demais aspectos da arquitetura tumoral.

3.6. Cultura de células de PDX

Parte dos xenotumores expandidos nos camundongos nude foi utilizada para o

estabelecimento de culturas celulares. Para esse procedimento, cada xenotumor foi

dissecado, lavado em RPMI-1640 sem soro e transferido para uma placa de cultura
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de 60 mm. Coagulos sanguineos e tecido conectivo provenientes do animal
carreador foram removidos com um bisturi, e a amostra lavada novamente, em PBS.
Porcdes do tumor com cerca de 100 mg foram transferidas para novas placas de 60
mm, contendo meio completo [RPMI-1640 suplementado com soro fetal bovino
(SFB, 10%; Vitrocell), fator de crescimento epidérmico (EGF, 20 ng/mL; Invitrogen,
Carlsbad, CA, USA) e toxina colérica (100 ng/mL; Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO,
USA)], e dissociadas com bisturi até a formacdo de uma suspensao constituida por
células livres e pequenos fragmentos de tecido tumoral. As suspensdes celulares
foram entdo semeadas em placas de 60 mm ou frascos de 25 cm?, e mantidas em
incubadora com atmosfera umidificada, com 5% de COz2, a 37°C. O meio de cultivo

substituido a cada dois ou trés dias.

3.7. Teste de contaminacao cruzada

A presenca de células de camundongo na cultura de células de PDX foi
verificada por PCR (polymerase chain reaction), utilizando iniciadores (primers) para
0o homologo murino do gene Hmbs (hidroximetilbilano sintase, forward: 5'-
GCTCGCATACAGACCGACA-3, reverse: 5-GAATCTTGTCTCCCGTGGTG-3’;
Exxtend, Paulinia, SP, Brasil) e para a sequéncia humana do gene TUBA1C (o-
tubulina 1C, forward: 5-TCAACACCTTCTTCAGTGAAACG-3', reverse: 5-
AGTGCCAGTGCGAACTTCATC-3’; Exxtend). Para efetuar as reacdes, o DNA
gendmico (gDNA) foi extraido das células em cultura com um kit de purificagéo de
DNA em minicoluna (Wizard SV Genomic DNA Purification System; Promega,
Madison, WI, USA), de acordo com as recomendacdes do fabricante. As sequéncias

investigadas foram amplificadas em reacfes de 50 pL, com 31,75 pL de agua livre
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de nucleases (Ambion), 10 uL de 5x GoTaq Reaction Buffer (Promega), 1 pyL de
dNTP mix 10 mM (Promega), 1 pL do forward primer 10 uM, 1 pyL do reverse primer
10 uM, 1,25 U (0,25 pL) de GoTaqg DNA Polymerase (Promega) e 50 ng (5 pL) de
gDNA. As condi¢cdes de reacdo em termociclador (GeneAmp PCR System 9700;
Applied Biosystems, Foster City, CA, USA) foram: 95°C por 5 min; 40 ciclos de 95°C
por 30 s, 60°C por 30 s, 72°C por 40 s; 72°C por 7 min. Ao final, os fragmentos
amplificados foram analisados por eletroforese em gel de agarose (Sigma-Aldrich) a

1,5%.

3.8. Teste de contaminacao por micoplasma

A eventual contaminacdo por micoplasma das células derivadas de PDX foi
checada por PCR, utilizando o mesmo DNA extraido para o teste de contaminacéo
cruzada, e iniciadores para o gene do RNA ribossomal 16S de Mycoplasma sp. (16S
rRNA, forward: 5-GGCGAATGGGTGAGTAACAC-3,, reverse: 5-
CGGATAACGCTTGCGACCTA-3’; Exxtend). Para confirmar a presenca de DNA
humano nas amostras testadas, foram incluidas rea¢cdes com iniciadores para o
gene da tubulina (TUBA1C, forward: 5-TCAACACCTTCTTCAGTGAAACG-3,
reverse: 5-AGTGCCAGTGCGAACTTCATC-3’; Exxtend). Para cada reacdo de
amplificacdo, em volume de 50 pL, foram utilizados 34,7 yL de agua isenta de
nucleases (Ambion), 5 pL de 10x NH4 Reaction Buffer (Bioline, London, UK), 1,3 pL
de solucdo de MgCl2 50 mM (Bioline), 1 pL de dNTP mix 10 mM (Promega), 1 uL do
forward primer 10 pM, 1 pL do reverse primer 10 uM, 5 U (1 pL) de BIOLASE DNA
Polymerase (Bioline) e 30 ng (5 pL) de gDNA. As condi¢bes de termociclagem

foram: 95°C por 5 min; 35 ciclos de 95°C por 30 s, 60°C por 30 s, 72°C por 40 s;
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72°C por 7 min. Os produtos gerados foram analisados por eletroforese em gel de

agarose (Sigma-Aldrich) a 1,5%.

3.0. Cinética de crescimento

O padréo de crescimento in vitro das células derivadas de PDX foi examinado
para a determinacdo de parametros cinéticos como o tempo de dobramento
populacional (TD) e a densidade de saturacéo (DS). Para essa avaliacdo, as células
foram plagueadas em baixa densidade em trés placas de seis pocos (300.000
células/poco) contendo RPMI-1640 (Gibco) com 10% de SFB (Vitrocell), sem
antibioticos, e mantidas em condicfes de cultura padrao (37°C, atmosfera de 5% de
CO02/95% de ar), com substituicdo do meio a cada trés dias. A cada dois dias, ao
longo de um periodo total de 18 dias, as células foram coletadas por tripsinizacéo
(tripsina/EDTA 0,25%; Vitrocell) de pocos em duplicata e contadas em
hemocitdmetro. Os valores registrados em cada um dos nove pontos de contagem
foram utilizados para gerar uma curva de crescimento. Por meio da analise gréafica
dos dados, o TD foi estimado fazendo-se a selecdo de um valor ao longo da fase de
crescimento exponencial, tracando-se uma reta até o dobro desse valor, e
determinando o tempo aproximado (horas), entre os dois. O valor de DS
(células/cm?) foi obtido pela razdo entre o nimero maximo de células verificado na
curva e a area de superficie de um poco da placa de cultivo (nesse caso, ~9,5 cm?).
Para uma comparacao com os padrdes de proliferacédo de outras linhagens celulares
de cancer pancreatico, foram também produzidas curvas de crescimento para AsPC-
1 (ATCC CRL-1682, Manassas, VA, USA), MIA PaCa-2 (ATCC CRL-1420) e PANC-

1 (ATCC CRL-1469). AsPC-1 foi plagueada com 100.000 células/poco em trés
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placas de seis pocos, e cultivada durante 18 dias, com nove contagens. MIA PaCa-2
e PANC-1 foram ambas semeadas com 50.000 células/poco em quatro placas, e
mantidas em cultura por 12 dias, com contagens diarias. Os meios de cultura
utilizados para essas linhagens foram RPMI-1640 com 10% de SFB (AsPC-1),
DMEM (Vitrocell) com 10% de SFB e 2,5% de soro de cavalo (Gibco) (MIA PaCa-2),

e DMEM com 10% de SFB (PANC-1), renovados a cada dois ou trés dias.

3.10. Tumorigénese in vivo

O potencial tumorigénico das células cultivadas, derivadas de PDX, foi avaliado
por inoculacdo em camundongos nude. Para a preparacdo do inéculo, as células
foram tripsinizadas (tripsina/EDTA 0,25%; Vitrocell), contadas em hemocitdmetro,
centrifugadas (300 x g, 5 minutos), lavadas em RPMI-1640 (Gibco) sem soro e
centrifugadas novamente (300 x g, 5 minutos). A seguir, as células foram
ressuspensas em RPMI-1640 sem soro, com a concentragdo ajustada para 20 x 10°
células/mL, e aspiradas em uma seringa estéril de 1 mL. Para a inoculacdo, trés
camundongos nude foram anestesiados com cetamina (100 mg/kg) e xilazina (20
mg/kg) (Ceva), recebendo em seguida, cada um, a injecdo subcutanea (flanco
dorsal) de 2 x 10° células, suspensas em 100 uL do veiculo. O desenvolvimento dos
tumores foi monitorado ao longo das semanas subsequentes, do mesmo modo
praticado para os xenotransplantes de PDAC. Para avaliacdo da histologia,
fragmentos do tecido tumoral foram processados e encaminhados para exame

histopatoldgico, conforme procedimento descrito anteriormente (se¢éo 3.5).
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3.11. Bibliotecade shRNAs

O ensaio para a identificacdo de vulnerabilidades moleculares em células de
PDAC foi realizado com uma biblioteca de shRNAs, construida para o silenciamento
de genes reguladores epigenéticos, e gentilmente cedida pelo Dr. Christopher Vakoc
do Cold Spring Harbor Laboratory (CSHL, Cold Spring Harbor, NY, USA). A versao
da biblioteca utilizada neste trabalho (Human Epi-V4) é constituida por 4492
shRNAs, contra cerca de 350 alvos (média de ~13 shRNAs/alvo), que incluem genes
codificadores de proteinas componentes de complexos com funcdo de adicéo,
leitura e remocéo de marcas epigenéticas (DNMTs, HMTs, HATs, HDMs, HDACS),
proteinas ligantes de CpG metilada (MBDs), variantes de histona e fatores
remodeladores de cromatina dependentes de ATP. Os shRNAs foram clonados em
vetores pLMN (8065 pb), que expressam o shRNA de interesse fusionado a regides
do transcrito primario do microRNA-30 (miR-30), otimizado para o processamento
pela RNase do tipo Ill Drosha, e que confere alta eficiéncia de silenciamento (Figura
7). A sequéncia de cada shRNA é flanqueada por uma outra sequéncia especifica
(barcode), que permite sua rapida identificacdo e quantificacdo por sequenciamento
NGS (next generation sequencing). O plasmideo pLMN emprega como reporter o
gene da proteina fluorescente ZsGreen (Zoanthus sp. green fluorescent protein), e
como marcador de selecdo o gene de resisténcia a neomicina (NeoR) (Figura 7).
Como controles positivos, a biblioteca possui shRNAs contra os genes RPL7,
U2AF1, EIF5B, NHP2L1 e RPS3A, envolvidos em processos essenciais para
qualquer tipo celular. O controle negativo é proporcionado por shRNAs contra o
gene da luciferase do coral Renilla, portanto um alvo inexistente nas células

analisadas.
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Figura 7 — Cassete de expresséao do vetor pLMN

Sense Strand

shRNA

Antisense Strand

5" LTR: 5' long terminal repeat, shRNA: microRNA-adapted short hairpin RNA (baseado no miR-30),
PGK: phosphoglycerate kinase promoter, NeoR: neomycin resistance gene, IRES: internal ribosomal
entry site, ZsGreen: Zoanthus sp. green fluorescent protein, 3' LTR: 3' long terminal repeat.

7

Um screening em larga-escala com RNAi €& sempre precedido por uma
complexa fase preparatoria, visando a padronizacao e otimizacdo das condi¢des de
manutencao e transducao da biblioteca de silenciamento. Essa preparacdo consiste
na amplificagéo da biblioteca para uso e armazenamento, no controle de qualidade e
de representacdo da biblioteca amplificada, no empacotamento dos plasmideos da
biblioteca em vetores virais, na titulagdo dos virus para a determinacdo dos valores
de multiplicidade de infec¢cdo apropriados para cada linhagem alvo, e na titulagéo do
agente de selecdo para a exclusdo das células nao infectadas pelas particulas virais.
Cumpridas essas etapas, pode-se enfim iniciar o screening propriamente dito, para a
triagem de eventuais genes de vulnerabilidade. O fluxograma apresentado a seguir

(Figura 8) sumariza todo o esquema experimental.
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Figura 8 — Etapas experimentais para a pesquisa de alvos moleculares com RNAI
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Nas secdes a seguir sdo descritas em detalhe todas essas etapas de
padronizacdo da metodologia do ensaio, assim como 0s procedimentos para O

rastreamento de alvos moleculares em linhagens tumorais pancreaticas.

3.12. Amplificacédo da biblioteca de shRNAs

A amplificacdo da biblioteca de shRNAs, para experimentacdo e

armazenamento, foi realizada por meio da introducdo e multiplicacdo dos

plasmideos vetores em bactérias transformantes. Para a transformacao, 200 ng do
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DNA plasmidial da biblioteca, diluidos em 4 uL de tampao Tris-EDTA (TE; Tris HCI
10 mM, pH 7,5; EDTA 1 mM), foram adicionados a 96 uL de bactérias Escherichia
coli eletrocompetentes (ElectroMAX Stbl4 cells, Invitrogen), seguido por incubacao
em gelo. A mistura DNA/bactérias foi homogeneizada e dividida em 4 cubetas de
eletroporacdo (24 ulL/cubeta) com fenda de 0,1 cm entre os eletrodos (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). A eletroporacdo (Gene Pulser Il, Bio-Rad) foi efetuada nas
seguintes condicdes: voltagem de 1,2 kV, capacitancia de 25 pF e resisténcia de 200
Q. Imediatamente apos a aplicacédo do pulso elétrico, 1 mL de meio SOC (Invitrogen)
foi adicionado a cada cubeta, e as bactérias reunidas em um tubo de 15 mL e
colocadas em agitacdo por 1 hora, a 37°C e 225 rpm, para se recuperarem da
eletroporacédo. Na sequéncia, as bactérias foram inoculadas em 200 mL de meio LB
com ampicilina (100 pg/mL; Sigma-Aldrich), para o crescimento das células
transformantes (o vetor pLMN possui o gene AmpR, que confere resisténcia a
ampicilina). As bactérias, divididas em dois volumes de 100 mL, foram mantidas sob
agitacdo constante, a 37°C e 225 rpm, até a saturacdo (~24 horas). Apés o cultivo,
as bactérias transformadas foram transferidas para 4 tubos de 50 mL e recuperadas
por centrifugacdo a 6000 x g durante 15 minutos, a 4°C. O DNA plasmidial foi
isolado com kit de extragdo em coluna de silica (QIAGEN Plasmid Maxi Kit; Qiagen,
Hilden, Alemanha), de acordo com as instrucdes do fabricante, e quantificado em
espectrofotometro  (NanoDrop 2000 Spectrophotometer, Thermo Scientific,

Wilmington, DE, USA).
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3.13. Digestdo endonucleolitica da biblioteca de shRNAs

A integridade dos plasmideos da biblioteca de shRNAs, apds o procedimento
de transformacdo e amplificacdo em bactérias, foi examinada por digestao
endonucleolitica com enzimas selecionadas a partir do mapa de restricdo do
plasmideo pLMN. Foram utilizadas as enzimas Bglll e Ndel, com sitios de restricao
anicos nesse vetor. Trés reacfes de 20 pL foram preparadas: uma digestdo simples
para cada enzima e uma digestdo dupla, utilizando ambas. Para a primeira reacao
foram utilizados 14 pL de agua livre de nucleases (Ambion), 2 pL de 10x NEBuffer
3.1 (New England Biolabs, Ipswich, MA, USA), 10 U (1 pyL) da enzima Bglll (New
England Biolabs) e 150 ng (3 puL) de DNA plasmidial. A segunda reacao foi composta
por 14,5 puL de 4gua, 2 pL de 10x NEBuffer 3.1, 10 U (0,5 pL) da enzima Ndel (New
England Biolabs) e 150 ng (3 yuL) de DNA plasmidial. Para a dupla digestdo foram
utilizados 13,5 yL de agua, 2 pL de 10x NEBuffer 3.1, 10 U (1 pL) da enzima Bglll,
10 U (0,5 pL) da enzima Ndel e 150 ng (3 puL) de DNA plasmidial. Todas as reacdes
foram incubadas a 37°C por duas horas, e os fragmentos gerados pela digestéo
foram separados por eletroforese em gel de agarose (Sigma-Aldrich) a 1%. A
linearizacdo do plasmideo pLMN, por Bglll ou Ndel, gera um fragmento de 8 kb,

enquanto a digestao dupla (Bglll + Ndel) produz fragmentos de 6,1 e 1,9 kb.

3.14. Andlise de representacao da biblioteca de shRNAs

Apos o procedimento de amplificacdo, a representacdo de cada shRNA na

nova biblioteca plasmidial foi examinada para checar sua equivaléncia em relacéo a

biblioteca original. Essa analise foi realizada por meio do sequenciamento de
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amplicons das sequéncias dos shRNAs nas duas bibliotecas. Para a obtencdo
dessas sequéncias, foi inicialmente realizada uma PCR com iniciadores para as
regidbes que flanqueiam o0os shRNAs no vetor pLMN (Mir5-F: &5-
CAGAATCGTTGCCTGCACATCTTGGAAAC-3; PGKpro-R: 5'-
CTGCTAAAGCGCATGCTCCAGACTGC-3), resultando em um produto de 366 pb.
Para a reacao de amplificacdo, em um volume final 50 pL, foram utilizados 24,5 L
de agua livre de nucleases (Ambion), 10 uL de 5x SuperFi Buffer (Invitrogen), 1 uL
de dNTP mix 10 mM (Promega), 4 uL de DMSO (Sigma-Aldrich), 2,5 puL do primer
Mir5-F 10 uM (Exxtend), 2,5 uL do primer PGKpro-R 10 uM (Exxtend), 1 U (0,5 L)
de Platinum SuperFi DNA Polymerase (Invitrogen) e 100 ng (em 5 pyL) do DNA
plasmidial da biblioteca de shRNAs. As condi¢Bes de reacédo foram: 98°C por 5 min;
20 ciclos de 94°C por 35 s, 55°C por 35 s, 72°C por 35 s; 72°C por 5 min. Os
produtos da reacdo foram purificados em minicoluna de silica (Wizard SV Gel and
PCR Clean-Up System, Promega), de acordo com o protocolo do fabricante, eluidos
em 30 uL de agua e quantificados por fluorimetria (Qubit 2.0 Fluorometer, Invitrogen;
Qubit dsDNA HS Assay Kit, Invitrogen). Esses amplicons foram em seguida
utilizados em uma segunda PCR, com iniciadores que introduzem os adaptadores
(P5 e P7) e indices para sequenciamento na plataforma lllumina (Quadro 1), e que
geram fragmentos de 375 pb. Para essa reacdo, em volume de 50 pL, foram
utilizados 24,5 pL de agua (Ambion), 10 pyL de 5% SuperFi Buffer (Invitrogen), 1 pL
de dNTP mix 10 mM (Promega), 4 pL de DMSO (Sigma-Aldrich), 2,5 puL do primer
P5+mir30Loop-F 10 pM (Exxtend), 2,5 pL do primer P7+Index+PGKpro-R 10 uM
(Exxtend), 1 U (0,5 pL) de Platinum SuperFi DNA Polymerase (Invitrogen) e 100 ng
(em 5 pL) do produto purificado da primeira PCR. As condi¢des de termociclagem

foram: 98°C por 5 min; 20 ciclos de 94°C por 35 s, 52°C por 35 s, 72°C por 35 s;
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72°C por 5 min. Os produtos dessa reacdo foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose (Sigma-Aldrich) a 2%, com as bandas correspondentes ao tamanho
esperado para os fragmentos (375 pb) sendo excisadas. O DNA foi recuperado por
meio de um kit de extracdo de DNA em gel (Wizard SV Gel and PCR Clean-Up
System, Promega), de acordo com as instru¢des do fornecedor, eluido em 30 pL de
tampéo TE e quantificado em fluorimetro (Qubit 2.0 Fluorometer, Invitrogen; Qubit

dsDNA HS Assay Kit, Invitrogen).

Quadro 1 — Iniciadores para sequenciamento na plataforma lllumina

Iniciador Sequéncia (5-3’)

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACACACTCTTTC
P5_Ext3_N6_mir30Loop-F CCTACACGACGCTCTTCCGATC TAGTGAAGCC
ACAGATGTA

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTGATGTGACTGG
P7_Index1_Truseq_'”_PGKpro-R ~AGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTCTGCTAAAGCG
CATGCTCCAGACTGC

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACATCGGTGACTGG
P7_Index2_Truseq_/”_PGKpro-R  AGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTNNCTGCTAAAGCG
CATGCTCCAGACTGC

Os produtos resultantes desse processamento foram entdo encaminhados para
seguenciamento no equipamento MiSeq (lllumina, San Diego, CA, USA), instalado
na facility de NGS do CSHL. O envio das amostras a esse laboratério se deve a
caracteristicas particulares aos amplicons gerados a partir de bibliotecas de
ShRNAs, e cujo sequenciamento exige adaptacdes no protocolo padrdao de NGS da
lllumina. Como esses fragmentos ndo possuem diversidade de sequéncia nas
extremidades do inserto, tendo como Unica regido variavel o trecho correspondente
a fita-guia do shRNA, é necessaria a introdugdo de alguns “ciclos escuros”, sem

captacdo do sinal de fluorescéncia, no inicio da corrida — fase determinante para a
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definicdo e ajuste da linha de base da intensidade do sinal luminoso, que sera
utilizada para a leitura das bases subsequentes —, permitindo assim melhorar a
qualidade e o rendimento do sequenciamento. Uma vez que a facility de NGS do
CSHL tem acesso a uma adaptacédo no software controlador do sequenciador, que
permite a introducdo dessa modificacdo, e como a lllumina ndo autoriza a
distribuicAo do software adaptado, optou-se, assim, pelo sequenciamento no

exterior.

3.15. Producdao de vetores lentivirais

Para a integracéo e expressao estavel dos shRNAs no genoma das células de
interesse € necessaria a utilizacdo de vetores lentivirais para o transporte da
biblioteca plasmidial de shRNAs (Manjunath et al., 2009). Para a producdo dos
lentivirus foram utilizadas as células Platinum-E (Cell Biolabs, San Diego, CA, USA),
uma potente linhagem de empacotamento retroviral baseada nas células HEK 293T
(Morita et al., 2000). Essas células foram transfectadas com o pool de plasmideos
da biblioteca de shRNAs, o material a ser encapsulado nas particulas virais,
juntamente com dois plasmideos adicionais: psPAX2 (Addgene, Cambridge, MA,
USA), o plasmideo de empacotamento que carrega oS genes gag, pol e env,
responsaveis pelas proteinas da maquinaria de replicacio e componentes
estruturais do virion; e pMD2.G (Addgene), o vetor do envelope, responsavel pela
pseudotipagem do envelope viral com a glicoproteina VSV-G (vesicular stomatitis
virus G glycoprotein), que confere tropismo para uma ampla variedade de espécies e
tipos celulares (Cronin et al., 2005; Manjunath et al., 2009). A partir das sequéncias

introduzidas, as células de empacotamento geram as particulas virais, que sao
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entdo recolhidas com o meio de cultivo e utilizadas para transduzir as células de
interesse.

O procedimento para a transfeccdo das células de empacotamento e coleta
das particulas virais foi conduzido do seguinte modo: as células Platinum-E foram
semeadas em 10 placas de 100 mm (5 x 10° células/placa), com 10 mL de DMEM
(10% de SFB, sem antibidticos) por placa, e incubadas overnight a 37°C, em
atmosfera umidificada e com 5% de CO2. Aproximadamente 16 horas ap0s o
plagueamento, com as células em confluéncia de ~80%, foi realizada a transfeccao.
Em um tubo de 15 mL foram misturados 100 pg da biblioteca de shRNAs, 16,6 ug do
plasmideo psPAX2 e 13,3 ug do plasmideo pMD2.G. Em outro tubo de 15 mL, foram
adicionados 10 mL de meio Opti-MEM (Gibco) e 350 pL de polietilenimina linear
(PEI, 1 mg/mL; Polysciences, Warrington, PA, USA). A seguir, a solucédo de PEI foi
adicionada ao tubo contendo a mistura de DNA plasmidial. A nova solucéo foi entdo
homogeneizada e incubada por 20 minutos a temperatura ambiente. A solucédo de
transfeccdo (PEI/DNA) foi gotejada sobre o meio de cultura de cada uma das 10
placas com as células de empacotamento (~1 mL/placa). As placas foram
gentilmente agitadas para a homogeneiza¢do do meio e retornadas a incubadora.
Aproximadamente oito horas ap6s a transfeccdo, o meio de transfeccdo foi
substituido por 10 mL do meio regular (DMEM com 10% de SFB, sem antibioticos).
Transcorrido um periodo de ~12 horas, 0 meio de cultura foi novamente substituido,
agora por volume menor (6 mL). Apds mais um periodo de ~12 horas, foram entéo
iniciadas as coletas dos lentivirus. O sobrenadante, contendo as particulas
lentivirais, foi aspirado das placas com uma seringa de 10 mL e filtrado (em poro de
0,45 um) para a remocéo de células residuais. O filtrado das 10 placas (60 mL no

total) foi coletado em dois tubos de 50 mL e armazenado a 4°C. Apés a coleta, o
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meio de cultura nas placas foi reposto com o mesmo volume (6 mL) de meio fresco.
O procedimento de remocao e filtragem do sobrenadante foi repetido para uma
guantidade total de cinco coletas, realizadas em intervalos de ~12 horas. Apos a
ultima coleta todos os sobrenadantes armazenados foram reunidos em um Gnico
volume, que foi entdo aliquotado em tubos criogénicos de 2 mL (1,5 mL/tubo) e
armazenado a -80°C. As placas com as células de empacotamento dos lentivirus
foram descontaminadas com hipoclorito de sodio a 10% e descartadas de acordo

com as normas de biosseguranca.

3.16. Eficiéncia de transducao

Para o sucesso de um ensaio de rastreamento de vulnerabilidades por
silenciamento génico, é fundamental que cada célula seja infectada por uma Unica
particula viral, de modo que o efeito fenotipico observado seja decorrente da
expressdo de um unico shRNA. Para que isto ocorra é necessario que a transducao
seja realizada em uma condicdo de baixa multiplicidade de infeccdo (MOI,
multiplicity of infection), uma medida que representa a relagdo entre o niamero de
particulas virais e o nimero de células-alvo (n° de virus/n® de células). Tendo como
referéncia a distribuicdo de Poisson (Tabela 1), deve ser utilizada uma faixa de MOI
entre 0,1 e 0,3, ajustando os parametros de densidade celular e diluicdo viral de
modo a estabelecer uma eficiéncia de infeccdo entre 10 e 30%. Para a definicao
desses parametros, foram realizados experimentos com cada uma das linhagens
celulares a serem utilizadas no ensaio de silenciamento com a biblioteca de
shRNAs, testando diferentes diluicbes dos lentivirus para uma determinada

densidade de plagueamento. Foram avaliadas as células derivadas do PDX do
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Paciente 08, e as linhagens tumorais pancreaticas AsPC-1, BxPC-3, Capan-1, MIA

PaCa-2 e PANC-1 (Quadro 2).

Tabela 1 — Probabilidades para diferentes nUmeros de eventos de integracao
(distribuicdo de Poisson)

Nimero de Integraces
MOI
0 1 2 3 4

0,1 0,90 0,09 0,00 0,00 0,00
0,2 0,82 0,16 0,02 0,00 0,00
0,3 0,74 0,22 0,03 0,00 0,00
0,4 0,67 0,27 0,05 0,01 0,00
0,5 0,61 0,30 0,08 0,01 0,00
0,6 0,55 0,33 0,10 0,02 0,00
0,7 0,50 0,35 0,12 0,03 0,00
0,8 0,45 0,36 0,14 0,04 0,01
0,9 0,41 0,37 0,16 0,05 0,01
1,0 0,37 0,37 0,18 0,06 0,02

Os valores destacados em azul representam o intervalo apropriado para a multiplicidade de infec¢éo,
permitindo a integracdo de ndo mais do que uma sequéncia de shRNA no genoma de cada célula
alvejada. Fonte: Rodriguez-Barrueco et al. (2013).

Quadro 2 — Linhagens celulares de PDAC

Linhagem Origem Meio de Cultura Cédigo ATCC
AsPC-1 metéastase (fluido ascitico) RPMI-1640 (10% SFB) ATCC CRL-1682
BxPC-3 tumor primario RPMI-1640 (10% SFB) ATCC CRL-1687
Capan-1 metéastase (figado) DMEM (20% SFB) ATCC HTB-79

MIA PaCa-2 tumor primario DMEM (10% SFB; 2,5% SC) ATCC CRL-1420
PANC-1 tumor primario DMEM (10% SFB) ATCC CRL-1469

ATCC: American Type Culture Collection (Manassas, VA, USA); RPMI-1640: Roswell Park Memorial
Institute medium 1640; DMEM: Dulbecco’s modified Eagle’s medium; SFB: soro fetal bovino; SC: soro
de cavalo.
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Para a determinacdo das condicbes Otimas de infeccdo, cada linhagem foi
semeada em duas placas de seis pocos, com 700.000 células e 2 mL de meio de
cultura em cada poco (densidade de 50-60%, assumindo uma area de ~10 cm?/po¢o
e ~125.000 células/cm? quando em 100% de confluéncia). A seguir, as células foram
incubadas (37°C, 5% de CO2) e ap0s ~24 horas, tempo suficiente para aderirem as
placas, foram infectadas com os vetores lentivirais em seis diluicdes diferentes: 1:1,
1:2, 1:3, 1:4, 1:5 e 1:6. Para o preparo do meio de infeccdo, foram misturados, em
seis tubos de 15 mL, os volumes do estoque lentiviral e de meio de cultura indicados

na Tabela 2, para um volume final de 4 mL.

Tabela 2 — Diluicdo viral para o teste de eficiéncia de transducéo

Diluicéo Estoque lentiviral (mL)  Meio de cultura (mL)
1:1 2,00 2,00
1:2 1,33 2,67
1:3 1,00 3,00
1:4 0,80 3,20
1:5 0,67 3,33
1.6 0,57 3,43

Para auxiliar a interagdo da particula viral com a membrana celular, a cada
um dos tubos de diluigdo foram adicionados 40 uL do polimero catiénico Polybrene
(brometo de hexadimetrino, 1 mg/mL, Sigma-Aldrich), para a concentragéo final de
10 pg/mL. O meio de cultura nas placas com as células foi entdo removido e o
conteldo de cada tubo com o meio de infeccdo foi adicionado a dois pogos (2
mL/poc¢o), perfazendo duas réplicas para cada diluicdo testada. Na sequéncia, as
placas foram centrifugadas a 200 x g por 1 hora, a temperatura ambiente, e entéao

retornadas a incubadora. Cerca de 24 horas ap0s a infeccdo, o meio de infeccéo foi



79

substituido por meio fresco. Apés mais um periodo de ~24 horas, as células em
cada poco foram tripsinizadas, transferidas para tubos de 1,5 mL, centrifugadas (300
x g, 5 minutos), ressuspensas em 1 mL de PBS com 2% de SFB e centrifugadas
novamente. A seguir, as células foram ressuspensas em 500 yL de PBS com 2% de
SFB e encaminhadas para analise por citometria de fluxo (BD FACSCanto Il e BD
FACSAria Il, BD Biosciences, Franklin Lakes, NJ, USA). Para cada amostra foram
analisados 10.000 eventos, e a eficiéncia de transducdo proporcionada por cada
diluicdo viral foi determinada pela porcentagem de células com expressao positiva

da proteina ZsGreen.

3.17. Teste de sobrevivéncia a Geneticina

Para determinar a concentracdo de Geneticina (Gibco) apropriada para a
selecdo de células com expressao positiva dos shRNAs, e eliminacdo daquelas ndo
transduzidas pelos vetores lentivirais, foi avaliada a faixa de concentragdo de 200-
2200 pg/mL (0,4 a 4,4 mM), incluindo um controle n&o tratado. A concentracdo de
selecdo foi definida para cada linhagem celular a ser utlizada no ensaio de
silenciamento com a biblioteca de shRNAs, usando como diluente da droga o meio
de cultura proprio a cada uma delas. Para esse teste, as células foram semeadas
em uma placa de 12 pocos (100.000 células/po¢o), em meio de cultura sem
antibioticos, e mantidas em condi¢cdes padréo de crescimento (37°C, atmosfera com
5% de CO2) até atingirem a confluéncia de 60-80%. Neste ponto, 0 meio de cultura
foi substituido por meio fresco, contendo concentracdes (ug/mL) crescentes do

antibiético, conforme o esquema a seguir:
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As células foram assim cultivadas por seis dias, sendo o meio cultura renovado
a cada dois ou trés dias, adicionado do antibi6tico na concentracdo testada. Ao fim
do periodo de cultivo, por meio da analise visual da viabilidade celular, foi
determinada a concentragao de trabalho para cada linhagem celular, selecionando a

menor dose de Geneticina capaz de eliminar a totalidade das células.

3.18. Triagem de alvos epigenéticos em células de PDAC

O ensaio de silenciamento génico para a identificacdo de vulnerabilidades
moleculares no PDAC foi realizado com as linhagens tumorais pancreaticas AsPC-1,
MIA PaCa-2 e PANC-1 (Quadro 2), utilizando como referéncia protocolos de analise
em larga-escala com RNAi (Sims et al., 2011; Zuber et al., 2011; Rodriguez-
Barrueco et al.,, 2013; Shain et al., 2013; Yu et al.,, 2013). O diagrama a seguir

(Figura 9) sumariza a estratégia utilizada neste trabalho.
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Figura 9 — Estratégia experimental para a triagem de alvos epigenéticos com a
biblioteca lentiviral de shRNAs
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A biblioteca lentiviral de shRNAs é utilizada para infectar a linhagens alvo com uma baixa
multiplicidade de infec¢do (~0,3 integracdo/célula), de modo que cada célula contenha um Unico
shRNA, portanto inibindo a expressao de um Unico gene. Apds a infeccdo, um agente de selecao é
adicionado ao meio de cultura para eliminar as células ndo transduzidas pelas particulas virais. Ao
término da selecdo, uma fracdo das células sobreviventes é coletada, estabelecendo o ponto inicial
(dia 0) do screening. As células remanescentes sdo entdo cultivadas por um periodo cuja extensao
varia para cada linhagem testada, mas que deve ser suficiente para no minimo 10 duplicacdes
populacionais. Ao final desta etapa de crescimento competitivo (dia N), as células sdo coletadas,
estabelecindo o segundo ponto de comparagéo do screening. O DNA gendmico € isolado das células
coletadas nois dois pontos e usado como template para a amplificacdo por PCR dos shRNAs da
biblioteca. Para a deconvolucdo da representacdo dos shRNAs nos dois pools (dia N vs. dia 0), os
produtos dessa reacdo sdo sequenciados (NGS), e as sequéncias dos shRNAs sédo contadas para
identificar aqueles que sofreram deplecéo ou enriquecimento. Fonte: adaptado de Shain et al. (2013).

Para cada linhagem celular foram avaliadas duas réplicas, geradas e

processadas de modo independente em todas as etapas do experimento. Para a
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constituicdo de cada réplica foram semeadas quatro placas de seis pocos.
Assumindo uma eficiéncia de infeccdo em torno de 30% e um pool de cerca de 5000
shRNAs, foram plagueadas nos 24 pocos de cada réplica um total de 16,8 x 10°
células (700.000 células/poco), de modo a obter ao menos 5 x 10° células
transduzidas, numero suficiente para garantir uma representacdo consistente da
biblioteca, com pelo menos 1000 células expressando cada um dos shRNAs, bem
como para mitigar potenciais artefatos provenientes de sitios de integracao
especificos ou de integracdes mdltiplas. A seguir, as células foram colocadas em
incubacgéo (37°C, 5% de CO2) e, ~24 horas apés o plaqueamento, foram infectadas
com os lentivirus vetores da biblioteca. Como mencionado anteriormente, a infeccéo
de uma Unica particula viral por célula é critica para a deconvolu¢do do fendtipo
resultante. Assim, para evitar multiplos eventos de integracdo em cada célula-alvo,
as culturas foram infectadas com baixa eficiéncia (~30%), de modo que cada célula
fosse transduzida por apenas uma particula viral e expressasse, portanto, a
sequéncia de um unico shRNA. Para o preparo da solucédo de infeccdo aplicada a
cada réplica, em um tubo de 50 mL, o estoque lentiviral foi diluido com o meio de
cultura padrédo da linhagem-alvo, utilizando proporcdes previamente definidas nos

testes de eficiéncia de transdugéo, para um volume final de 48 mL (Tabela 3).

Tabela 3 — Diluicdo do meio de infeccdo para as linhagens tumorais pancreaticas

Linhagem Diluicéo Estoque lentiviral (mL)  Meio de cultura (mL)
AsPC-1 15 8 40
MIA Paca-2 1:2 16 32

PANC-1 1:2 16 32
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A mistura no tubo foram acrescentados 480 pL de Polybrene (brometo de
hexadimetrino, 1 mg/mL, Sigma-Aldrich), para uma concentracdo final de 10 pg/mL.
O meio de cultura das placas com as células aderentes foi entdo removido e 2 mL
do meio de infeccao foram adicionados a cada um dos 24 pocos. A seguir, as placas
foram centrifugadas a 200 x g por 1 hora, a temperatura ambiente, e entéo
retornadas a incubadora. Apds ~24 horas, as células nas quatro placas de cada
réplica foram tripsinizadas (tripsina/EDTA 0,25%; Vitrocell), reunidas em uma uUnica
suspensao e replaqueadas em mudltiplas placas de 100 mm (6 placas/réplica para
AsPC-1 e 12 placas/réplica para MIA PaCa-2 e PANC-1), com 10 mL de meio por
placa e em densidade de ~40%. Apds mais um periodo de ~24 horas, o meio de
cultura foi substituido por meio suplementado com Geneticina (Gibco), em
concentracfes previamente determinadas (1000 pg/mL para AsPC-1 e PANC-1, e
600 pg/mL para MIA PaCa-2) para a selecdo positiva das células eficientemente
transduzidas, isto €, das células que integraram o cassete de expressdo do vetor
pPLMN, contendo a sequéncia de resisténcia a neomicina (NeoR). As culturas foram
mantidas sob presséo seletiva durante seis dias (com renovacao do meio de selecao
no terceiro dia), até que todas as células nao infectadas fossem eliminadas. Para
cada linhagem, uma placa com células nédo infectadas foi tratada com o antibiético,
na concentracdo de selecéo, e utilizada como referéncia para avaliar a mortalidade
celular. Ap6s o periodo de selecédo, as células sobreviventes foram tripsinizadas,
reagrupadas e quantificadas em hemocitbmetro. Uma parcela da suspensao,
contendo ~50 x 10° células, foi centrifugada a 300 x g por 5 minutos, a temperatura
ambiente, e o sobrenadante descartado. As células foram ressuspensas em 10 mL
de PBS, aliquotadas em 10 tubos de microcentrifuga de 1,5 mL (1 mL com ~5 x 106

células por tubo, nimero minimo para manter a representacdo dos shRNAs da
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biblioteca) e novamente centrifugadas (300 x g, 5 minutos, temperatura ambiente). O
sobrenadante foi descartado e os pellets armazenados a —80°C para a posterior
extracdo do DNA gendmico. Essas células representam a populacéo inicial (PI) ou
tempo zero (TO) do screening, referéncia para a analise de representacéo
(enriquecimento/deplecdo) dos shRNAs ao final do ensaio. O restante das células
selecionadas por Geneticina (=20 x 10° células), em nUmero superior ao minimo
necessario para manter a representacdo da biblioteca (5 x 10° células, 1000
células/shRNA), foi centrifugado a 300 x g por 5 minutos, a temperatura ambiente. O
sobrenadante foi descartado e o pellet ressuspenso em meio de cultura. Essas
células foram entdo semeadas em cinco placas de 100 mm, com 10 mL de meio por
placa e em densidade de ~40%, e mantidas em cultura para um periodo de
crescimento competitivo, definido para o tempo de 12 duplicacdes populacionais.
Esse periodo foi de 24 dias para AsPC-1 e 12 dias para MIA PaCa-2 e PANC-1
(Figura 10). Para evitar o ressurgimento de células ndo transduzidas, as culturas
foram mantidas sob presséo seletiva com Geneticina, em dose equivalente a 50%
da concentracgéo utilizada para a selecéo inicial, e o meio de cultura renovado a cada
trés dias. Ao longo do periodo de cultivo, as células foram mantidas sempre
subconfluentes, sendo subcultivadas a cada trés (MIA PaCa-2 e PANC-1) ou seis
dias (AsPC-1), quando em confluéncia de 70-80%. Em cada passagem, parte das
células foi peletizada e congelada, e o restante replaqueado, seguindo os mesmos
procedimentos utilizados em TO e mantendo a representacdo minima da biblioteca
(1000 células/shRNA) tanto nos pellets quanto nas células mantidas em cultura. Ao
final do periodo de crescimento, todas as células em cada réplica foram coletadas e

congeladas, conforme o procedimento descrito acima.
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Figura 10 — Sequéncia temporal das etapas do ensaio de silenciamento

AsPC-1 TD = 48 horas
P | 1 | R| Selecdo G418 (6 dias) Crescimento Competitivo (24 dias, 12 DP)
Pl PF
MIA PaCa-2 TD = 24 horas
P |1 | R| Selecao G418 (6 dias) Crescimento Competitivo (12 dias, 12 DP)
PI PF
PANC-1 TD = 24 horas
P | 1 | R| Selecdo G418 (6 dias) Crescimento Competitivo (12 dias, 12 DP)
Pl PF

P: plagueamento (placa de seis pocos), I: infec¢éo, R: replaqueamento (placa de 100 mm), G418:
Geneticina, TD: tempo de dobramento, DP: duplicacdo populacional, PI: populacéo inicial (T0), PF:
populacéo final.

3.19. Sequenciamento dos shRNAs

A identificacdo de shRNAs com efeito negativo sobre as células de PDAC foi
realizada pela analise da variacdo da representacdo de cada shRNA na populagédo
celular ao final do periodo de cultura (PF), em relacdo ao ponto inicial (PI), a fim de
detectar desvios de proporcéao significativa (ShRNAs que silenciam genes essenciais
tém sua representacao diminuida ao longo do periodo de cultura, devido a perda de
viabilidade da célula alvejada). A representacdo relativa (deplecdo ou
enriguecimento) das sequéncias dos diferentes shRNAs integradas ao genoma das
células-alvo foi determinada por sequenciamento de alta capacidade. Para essa
analise, o DNA gendmico foi extraido dos pellets celulares congelados, utilizando um

kit de purificacdo de DNA em minicoluna (QlAamp DNA Mini Kit, Qiagen), de acordo
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com as instrucdes do fabricante, e quantificado por fluorimetria (Qubit 2.0
Fluorometer, Invitrogen; Qubit dsSDNA HS Assay Kit, Invitrogen). As sequéncias dos
shRNAs integradas ao DNA genbmico foram recuperadas por PCR, utilizando
iniciadores para as regides flanqueadoras dos shRNAs no cassete de expressao do
vetor pLMN (Mir5-F: 5’-CAGAATCGTTGCCTGCACATCTTGGAAAC-3’; PGKpro-R:
5-CTGCTAAAGCGCATGCTCCAGACTGC-3’; Exxtend). Esses iniciadores geram
produtos de 366 pb e sdo especificos para as sequéncias do miR-30 transduzidas,
nao atuando sobre o miR-30 enddgeno das células-alvo. Para manter a
representacao inicial de cada shRNA da biblioteca, foram realizadas 13 rea¢cdes em
paralelo para cada réplica do screening, utilizando um total de ~30 ug de DNA,
equivalente ao contelido genémico de 5 x 10° células (~6 pg de DNA/célula). Para
cada reacao de amplificacdo, em um volume final 50 pL, foram utilizados 10 pL de
5x SuperFi Buffer (Invitrogen), 1 L de dNTP mix 10 mM (Promega), 4 uL de DMSO
(Sigma-Aldrich), 2,5 puL do primer Mir5-F 10 pM, 2,5 pL do primer PGKpro-R 10 pM,
1 U (0,5 pL) de Platinum SuperFi DNA Polymerase (Invitrogen) e ~2 ug (em 29,5 pL
de agua) de gDNA. As condi¢cbes de reacao foram: 98°C por 5 min; 30 ciclos de
94°C por 35 s, 55°C por 35 s, 72°C por 35 s; 72°C por 5 min. O produto das reacoes
paralelas foi combinado e uma aliquota de 100 uL foi purificada em minicoluna
(Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega), de acordo com o protocolo
do fabricante, sendo ao final o0 DNA eluido em 30 pL de agua. Apos quantificacédo
fluorimétrica, esses amplicons foram utilizados em uma segunda PCR, com
iniciadores que introduzem as sequéncias dos adaptadores (P5 e P7) e indices (1 a
12) para sequenciamento na plataforma Illumina (Quadro 3), e que geram
fragmentos de 375 pb. Foram realizadas trés repeticbes para cada amostra, com um

total de 300 ng de DNA. Para cada reacdo, em volume de 50 pL, foram utilizados
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24,5 pL de agua livre de nucleases (Ambion), 10 pL de 5x SuperFi Buffer
(Invitrogen), 1 puL de dNTP mix 10 mM (Promega), 4 uL de DMSO (Sigma-Aldrich),
25 uL do primer P5+mir30Loop-F 10 pM (Exxtend), 2,5 upL do primer
P7+Index+PGKpro-R 10 uM (Exxtend), 1 U (0,5 pL) de Platinum SuperFi DNA
Polymerase (Invitrogen) e 100 ng (em 5 pL) do produto purificado da primeira PCR.
As condicfes de termociclagem foram: 98°C por 5 min; 20 ciclos de 94°C por 35 s,
52°C por 35 s, 72°C por 35 s; 72°C por 5 min. Os produtos dessas reacfes foram
submetidos a eletroforese em gel de agarose (Sigma-Aldrich) a 2%, com as bandas
correspondentes ao tamanho esperado para os fragmentos (375 pb) sendo
excisadas. O DNA em cada banda foi recuperado por meio de um kit de extracéo de
DNA em gel (Wizard SV Gel and PCR Clean-Up System, Promega), de acordo com
as instrucbes do fornecedor, e eluido em 30 pL de agua. Os volumes
correspondentes as trés repeticbes de cada amostra foram combinados e o DNA
quantificado em fluorimetro. Por fim, as 12 bibliotecas de amplicons das sequéncias
dos shRNAs (3 linhagens celulares x 2 réplicas x 2 pontos de tempo) foram
encaminhadas para sequenciamento no equipamento NextSeq (lllumina), instalado
na facility de NGS do CSHL. Conforme detalhado na se¢édo 3.14, o envio das
amostras ao CSHL deve-se a necessidade de adaptacdes no protocolo da corrida de

sequenciamento, as quais somente esse laboratorio esta habilitado a proceder.
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Quadro 3 — Iniciadores para sequenciamento na plataforma Illlumina

Iniciador

Sequéncia (5’-3’)

P5_Ext3_IN&t_mir30Loop-F

P7_Index1_Truseq_

P7_Index2_Truseq_

P7_Index3_Truseq_

P7_Index4_Truseq_

P7_Index5_Truseq_

P7_Index6_Truseq_

P7_Index7_Truseq_

P7_Index8_Truseq_

P7_Index9_Truseq_

P7_Index10_Truseq_

P7_Index11_Truseq_

P7_Index12_Truseq_

_PGKpro-R

_PGKpro-R

_PGKpro-R

_PGKpro-R

_PGKpro-R

_PGKpro-R

_PGKpro-R

_PGKpro-R

_PGKpro-R

_PGKpro-R

_PGKpro-R

_PGKpro-R

AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACACACTCTTTC
CCTACACGACGCTCTTCCGATC TAGTGAAGCC
ACAGATGTA

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCGTGATGTGACTGG
AGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTNNCTGCTAAAGCG
CATGCTCCAGACTGC

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATACATCGGTGACTGG
AGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTNNCTGCTAAAGCG
CATGCTCCAGACTGC

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCCTAAGTGACTGG
AGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTNNCTGCTAAAGCG
CATGCTCCAGACTGC

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTGGTCAGTGACTGG
AGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTNNCTGCTAAAGCG
CATGCTCCAGACTGC

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCACTGTGTGACTGG
AGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTNNCTGCTAAAGCG
CATGCTCCAGACTGC

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATATTGGCGTGACTGG
AGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTNNCTGCTAAAGCG
CATGCTCCAGACTGC

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGATCTGGTGACTGG
AGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTNNCTGCTAAAGCG
CATGCTCCAGACTGC

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCAAGTGTGACTGG
AGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTNNCTGCTAAAGCG
CATGCTCCAGACTGC

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTGATCGTGACTGG
AGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTNNCTGCTAAAGCG
CATGCTCCAGACTGC

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAAGCTAGTGACTGG
AGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTNNCTGCTAAAGCG
CATGCTCCAGACTGC

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTAGCCGTGACTGG
AGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTNNCTGCTAAAGCG
CATGCTCCAGACTGC

CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTACAAGGTGACTGG
AGTTCAGACGTGTGCTCTTCCGATCTNNCTGCTAAAGCG
CATGCTCCAGACTGC
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4. RESULTADOS

4.1. Estabelecimento de modelos de PDAC in vivo e in vitro

4.1.1. Geracédo de xenotransplantes

De fevereiro de 2015 a outubro de 2017, foram coletadas amostras de 18
pacientes com adenocarcinoma ductal pancreéatico, 16 provenientes de tumores
primarios e duas de metastases hepaticas. A maior parte das amostras (dois tercos)
foi obtida de pacientes do sexo feminino. A idade dos doadores variou de 44 a 83

anos, com a maioria (89%) acima de 60 (Figura 11 e Quadro 4).

Figura 11 — Perfil clinico e demografico das amostras de PDAC

Tipo de Tumor Sexo

Feminino
12
67%

Idade

Faixa etaria: 44-83 anos
Idade média: 67,5 anos

Idade mediana: 68,5 anos
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Quadro 4 — Amostras de PDAC coletadas para a geracdo de PDXs

Paciente Sexo Idade Tipo de Tumor
PO1 M 83 metastase hepatica
P02 F 62 tumor primario
P03 F 44 metastase hepatica
P04 F 67 tumor primario
P05 F 69 tumor primario
P0O6* F 71 tumor primario
PO7 M 73 tumor primario
P08 F 74 tumor primario
P09 M 61 tumor primario
P10 F 64 tumor primario
P11 F 74 tumor primario
P12 M 45 tumor primario
P13 F 69 tumor primario
P14 M 68 tumor primario
P15 F 78 tumor primario
P16 F 67 tumor primario
P17 M 67 tumor primario
P18 F 80 tumor primario

*Amostra ndo transplantada

Dezessete das 18 amostras coletadas foram implantadas subcutaneamente em
camundongos nude. Para aumentar as chances de sucesso dos enxertos, foram
transplantados multiplos receptores (trés animais, em geral) para cada amostra. Sete
dos tumores transplantados cresceram nos camundongos receptores, representando
uma taxa de sucesso de 41% (7/17). Todas as amostras expandidas foram
derivadas de tumores primarios. O tempo decorrido para a formagdo de nddulos

palpaveis variou de dois a quatro meses, aproximadamente, entre as amostras
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avaliadas. Os PDXs estabelecidos estdo sendo mantidos por passagens sucessivas
em novos camundongos receptores, ja alcancando a geracdo F11 para duas das
amostras expandidas. Houve um substancial aumento na eficiéncia dos enxertos
apo0s a geracdao F1, com taxas de sucesso de 100% sendo frequentemente
observadas (Tabela 4), ao passo que o tempo para a formacdo dos nddulos foi

reduzido.

Tabela 4 — Taxas de sucesso (%) para cada PDX nas sucessivas geracoes de
animais receptores

Paciente F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7 F8 F9 F10 F11
P02 50 67 67 83 40 100 80 100
P04 100 67 44 89 93 100 100 100
PO7 67 33 100 100 83 89 100 100 100 100 100
P08 33 67 100 63 100 100 100 100 100 100 100
P09 67 100 83 80 43 83 100
P12 67 100 100 88 100 100 100 75
P17 50 100

4.1.2. Caracteristicas histologicas dos PDXs

O grau de diferenciacdo histolégica e as caracteristicas estromais foram
examinados em seis dos sete PDXs estabelecidos. O status histopatolégico dos
xenotumores variou de pouco diferenciado a bem diferenciado, sendo a maioria
classificada como carcinoma moderadamente diferenciado (Figura 12). Em nameros,
um PDX foi classificado como pouco diferenciado (Paciente 12), quatro como
moderadamente diferenciados (Pacientes 02, 04, 07 e 08), e um como bem
diferenciado (Paciente 09). De modo geral, os xenotumores exibiram elevado

conteudo desmoplasico (Figura 12), uma caracteristica semelhante ao padrao
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observado em humanos. Nos casos em que a comparacdo foi possivel, houve
razoavel concordancia do perfil histolégico dos tumores originais com o de seus

PDXs correspondentes (Tabela 5).

Figura 12 — Caracterizacao histologica dos PDXs

O exame de cortes histolégicos (H&E) obtidos a partir de amostras dos xenotumores indicou que
estes retém o perfil histoldgico caracteristico de tumores humanos, com a formacao de ductos e a
presenca de abundante estroma peritumoral. O status de diferenciacdo dos PDXs foi classificado
como moderamente diferenciado para os Pacientes 02, 04, 07 e 08, bem diferenciado para o
Paciente 09 e pouco diferenciado para o Paciente 12. A identificacdo de cada paciente e o nUmero da
passagem dos PDXs analisados estao indicados. Aumento: 200x.

Tabela 5 — Comparacéo entre a histologia dos PDXs e a dos tumores originais

Paciente Tumor original PDX
P02 ND moderadamente diferenciado
P04 ND moderadamente diferenciado
PO7 moderadamente diferenciado moderadamente diferenciado
P08 moderadamente diferenciado moderadamente diferenciado
P09 moderadamente diferenciado bem diferenciado
P12 pouco diferenciado pouco diferenciado
P17 moderadamente diferenciado ND

ND: néo disponivel
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4.1.3. Culturas celulares derivadas dos PDXs

Foram efetuadas tentativas de cultivo celular em monocamada com tecido
oriundo de seis dos sete xenotransplantes estabelecidos nos camundongos nude.
N&o houve sucesso no cultivo de espécimes derivados dos Pacientes 02 e 04, uma
vez que as células foram incapazes de aderir com eficiéncia ao substrato plastico.
Por sua vez, as células dissociadas dos PDXs dos pacientes 07, 08, 09 e 12 se
adaptaram bem ao ambiente in vitro, nas condicbes de crescimento utilizadas, e
colonias aderentes formaram-se pouco tempo apés o plaqueamento (Figura 13). No
entanto, ao longo das semanas subsequentes, o crescimento de fibroblastos
contaminantes superou progressivamente o desenvolvimento das células tumorais,
ao final tomando toda a area das placas de cultura (Figura 13).

Apds numerosas tentativas, uma linhagem celular foi gerada com sucesso a
partir de um xenotumor do Paciente 08, na geracao F6. As células derivadas exibiam
a morfologia caracteristica de células epiteliais, com a formacdo de colbnias
compactas (Figura 14), e foram subcultivadas somente ap6s o desaparecimento
completo dos fibroblastos. Essa linhagem celular foi mantida inicialmente em meio
RPMI-1640 suplementado com 10% de soro e fatores de crescimento (EGF e toxina
colérica) e, ap0s cinco passagens, passou a receber meio de cultura padrao (RPMI-
1640 com 10% de soro). As ceélulas foram cultivadas por nove passagens sem

qualquer sinal de senescéncia.
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Figura 13 — Culturas celulares derivadas dos PDXs

Tentantivas de cultivo em monocamada foram realizadas com tecido dissecado dos xenotumores. As
células dos PDXs dos Pacientes 02 e 04 se mostraram refratarias a cultura in vitro, com baixa
capacidade de adesdo a superficie de crescimento. As células dos xenotumores dos Pacientes 07,
08, 09 e 12 aderiram eficientemente ao plastico, porém, contaminacées microbiologicas e,
principalmente, o crescimento acelerado de fibroblastos prejudicaram o desenvolvimento das células

tumorais. Os PDXs do Paciente 17 ainda nao foram testados em cultura. Aumento: 100x.

Figura 14 — Linhagem celular de cancer pancreatico estabelecida a partir de um PDX

236 dias (P4)

Uma linhagem celular pura e estavel foi gerada a partir de um xenotumor F6 derivado da amostra do
Paciente 08. As células aderentes exibiram a morfologia epitelidide tipica das células de carcinoma e
gradualmente suplantaram o crescimento dos fibroblastos contaminantes ao longo do periodo de
cultura. Essas células foram periodicamente subcultivadas, mantendo suas caracteristicas basicas
inalteradas. As fotomicrografias mostram as células antes do subcultivo (P0), ainda na presenca de
fibroblastos, e na quarta passagem (P4), j& livres da contaminagdo. Aumento: 100x.
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4.1.4. Validacéo in vitro da linhagem celular derivada de PDX

A linhagem celular derivada do PDX do Paciente 08 foi validada quanto a sua
origem humana e auséncia de contaminac¢do cruzada com células de camundongo.
O DNA isolado de células cultivadas nas passagens 2 e 5 foi testado por PCR com
iniciadores para o gene humano da tubulina (TUBA1C) e para o homologo murino da
enzima hidroximetilbilano sintase (Hmbs). Nas duas amostras analisadas, a
presenca de DNA humano foi confirmada, ndo sendo, por outro lado, detectado
nenhum vestigio de material genético de camundongo. Esse resultado demonstra a
obtencéo de uma linhagem pura de células de PDAC, desde as primeiras passagens

em cultura (Figura 15).

Figura 15 — Teste de contaminacédo cruzada
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As células derivadas do xenotumor do Paciente 08 foram testadas para contaminagdo cruzada com
células murinas. A analise por PCR para o gene da tubulina humana (241 pb) e para o gene da
hidroximetilbilano sintase de camundongo (461 pb), usando DNA isolado das células nas passagens
2 (P2) e 5 (P5), confirmou sua origem humana assim como a auséncia de células do animal receptor
na cultura testada, em ambas as passagens. O DNA para o controle positivo, murino e humano, foi
obtido das linhagens tumorais UN-KC-6141 e MIA PaCa-2, respectivamente. NTC (no template
control): reacdo controle sem DNA.
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O mesmo material genético isolado para o teste de contaminacdo cruzada foi
examinado para a presenca de contaminacao por micoplasma na linhagem celular
recém-gerada. A analise por PCR, utilizando como alvo o gene do rRNA 16S de
Mycoplasma sp., mostrou que a nova linhagem esta livre da infeccdo por esse

microrganismo (Figura 16).

Figura 16 — Teste de contaminacao por micoplasma
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As células derivadas do xenotumor do Paciente 08 foram testadas por PCR para infeccdo por
micoplasma, utilizando como marcador o gene do RNA ribossomal 16S (462 pb). Somente material
genético humano foi detectado nas células, tanto na passagem 2 como na passagem 5. Os controles
foram proporcionados pelo DNA de células livres de contaminagdo (PANC-1) ou contaminadas
(HeLa) com micoplasma. Reac¢bes tendo como alvo a tubulina foram realizadas para atestar a origem
humana do DNA examinado, tanto nas amostras testadas como nos controles positivo e negativo.
NTC (no template control): reacéo controle sem DNA.

A cinética de crescimento das células derivadas do PDX do Paciente 08 foi
avaliada por meio de uma curva de crescimento e comparada a de outras linhagens
celulares de cancer pancreético (AsPC-1, MIA PaCa-2 e PANC-1). O tempo para a
duplicacdo populacional (TD) das células do Paciente 08 na fase de crescimento

exponencial foi de aproximadamente 48 horas, um padrdo de proliferagao
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semelhante ao registrado para a linhagem AsPC-1, porém notadamente mais lento
quando comparado ao de outras duas linhagens, MIA PaCa-2 e PANC-1, ambas
com TD em torno de 24 horas (Figura 17). Por outro lado, quando avaliados os
nameros para a densidade de saturacdo (DS), os resultados aferidos para a
linhagem derivada do Paciente 08 (4 x 10° células/cm?) e para AsPC-1 (5,9 x 10°
células/cm?) apresentaram menor similaridade, com valores de DS mais préximos
sendo verificados na comparacdo com MIA PaCa-2 (3 x 10° células/cm?) e PANC-1

(4,8 x 10° células/cm?).

Figura 17 — Cinética de crescimento da linhagem celular derivada de PDX
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A proliferacdo das células derivadas do xenotumor do Paciente 08 foi avaliada durante 18 dias e uma
curva de crescimento foi gerada. Os pardmetros de crescimento estimados foram comparados
aqueles das linhagens tumorais pancreaticas AsPC-1, MIA PaCa-2 e PANC-1. O tempo de
dobramento (TD) populacional das células do Paciente 08 foi estimado no valor aproximado de 48
horas, analogo ao de AsPC-1 e maior que o das células MIA PaCa-2 e PANC-1 (para ambas em
torno de 24 horas), conforme determinado por suas respectivas curvas de crescimento. Os valores
aproximados para a densidade de saturacdo (DS) foram (em células/cm?): 4 x 10° para as células do
Paciente 08, 5,9 x 10° para AsPC-1, 3 x 10° para MIA PaCa-2, e 4,8 x 10° para PANC-1. Os valores
indicados nas curvas, em cada ponto de contagem, representam a média de duas réplicas.
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4.1.5. Validacéo in vivo da linhagem celular derivada de PDX

O potencial tumorigénico da linhagem celular recém-gerada foi avaliado por
meio de sua inoculacdo no espaco subcutaneo de trés camundongos nude. A
eficiéncia de tumorigénese verificada foi de 100%, com o indculo inicial (2 x 108
células) induzindo o desenvolvimento de nédulos palpaveis em todos os animais
receptores, em um intervalo de aproximadamente duas semanas. As medidas de
progressdo do crescimento tumoral, realizadas 30 e 60 dias apds a inoculacéo,
registaram volumes tumorais médios de 76,2 mm? e 388,5 mm?3, respectivamente,
indicando um aumento aproximado de cinco vezes no intervalo entre as avaliacdes

(Figura 18).

Figura 18 — Teste de tumorigénese
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O potencial tumorigénico das células derivadas do xenotumor do Paciente 08 foi confirmado apos
injecdo subcutanea (2 x 10° células) em camundongos nude (n = 3). As células induziram a formagéo
de tumores em todos os animais, com volume médio crescente, avaliado 30 (76,2 mm?3) e 60 dias
(388,5 mm3, aumento de 5x) apés a inoculagéo.
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A andlise histolégica de um desses tumores revelou um grau de diferenciacéo
moderado, evidenciando assim a manutencdo do perfil observado tanto no PDX

como no tumor original do Paciente 08 (Figura 19).

Figura 19 — Histologia de tumor gerado pelas células derivadas de PDX
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A inoculacdo das células derivadas do PDX do Paciente 08 em camundongos imunodeficientes
produziu tumores (CDXs, cell line-derived tumor xenografts) com perfil histolégico moderamente
diferenciado, 0 mesmo apresentado pelo PDX e pelo tumor original (ndo mostrado) do Paciente 08.
Coloragéo: H&E. Aumento: 200x.

4.2. Padronizacdo da metodologia e rastreamento de alvos epigenéticos

no PDAC

4.2.1. Amplificacéo e validacdo da biblioteca de shRNAs

Para a geracdo de material suficiente para os experimentos planejados e para
um estoque permanente da biblioteca de shRNAs contra reguladores epigenéticos,
foi realizada a amplificacdo dos plasmideos vetores. Nesse procedimento, 200 ng de
DNA plasmidial, retirados da aliquota original, foram introduzidos e multiplicados em
bactérias E. coli, gerando ao final um rendimento aproximado de 1,1 mg de DNA.

Esse material foi dividido em aliquotas e armazenado.
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Apoés o procedimento de amplificacao, foi realizada a checagem da integridade
dos plasmideos da biblioteca, de modo a identificar eventual perda de sequéncias ou
eventos de recombinacdo. Aliquotas das duas bibliotecas (original e amplificada)
foram submetidas a digestdo com endonucleases de restricdo (Bglll e Ndel) e os
fragmentos gerados foram analisados por eletroforese em gel de agarose. Na
comparacdo do padrdo de bandas gerado apdés a separacdo eletroforética, foi
constatado um perfil idéntico para as duas bibliotecas, e igualmente em
conformidade com o mapa de restricdo do vetor pLMN (Figura 20). Esse resultado
demonstra que o processo de amplificacdo ndo resultou em qualquer alteracdo na

estrutura dos plasmideos vetores na nova biblioteca.

Figura 20 — Digestao endonucleolitica dos plasmideos da biblioteca de shRNAs
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A integridade dos plasmideos vetores da biblioteca de shRNAs ap6s o procedimento de amplificagédo
foi checada por digestdo com as enzimas de restricdo Bglll e Ndel. (A) Posigdo dos sitios de restricao
das enzimas Bglll e Ndel no vetor pLMN. (B) Padrdo de bandas de aliquotas digeridas da biblioteca
original e da biblioteca amplificada. O tamanho dos fragmentos gerados ap6s a digestao foi idéntico
para as duas bibliotecas, indicando que o procedimento de amplificacdo ndo resultou em qualquer
alteracdo na estrutura dos plasmideos. Uncut: reacdo controle sem enzima (plasmideo
superenrolado).
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Para verificar se a representacdo de cada shRNA na nova biblioteca é
equivalente aquela encontrada na biblioteca original, e identificar eventuais desvios
surgidos apos o processo de amplificacdo, foi efetuada uma analise por
sequenciamento de alta capacidade de ambas as bibliotecas. Inicialmente, as
sequéncias dos shRNAs inseridas no vetor pLMN foram amplificadas por 20 ciclos
de PCR, utilizando uma polimerase de alta fidelidade e iniciadores complementares
as sequéncias que flanqgueiam os shRNAs (Figura 21). Os amplicons gerados foram
em seguida utilizados em uma segunda rodada de amplificacdo por 20 ciclos de
PCR, com iniciadores que introduzem os adaptadores (P5 e P7) e indices para

sequenciamento na plataforma lllumina (Figura 21).

Figura 21 — Geracéao de biblioteca de amplicons de shRNAs para analise por
sequenciamento
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As bibliotecas de amplicons para a analise de sequenciamento foram geradas por duas reacdes
consecutivas de PCR. Na parte superior da figura estao representados os sitios de anelamento dos
iniciadores para as duas amplificacdes. No gel a direita, os retAngulos amarelos indicam as bandas
purificadas para a recuperacéo dos fragmentos para o sequenciamento. NTC: no template control.
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Os produtos dessa reacdo foram entdo sequenciados em duas corridas no
equipamento MiSeq (lllumina), gerando 17,6 milhdes de reads para a biblioteca
amplificada e 11,7 milhdes para a biblioteca original, com excelente qualidade
técnica (qualidade média 2Q30 (i.e., acuracia 299,9%) apresentada por mais de 96 e
98% das bases sequenciadas em cada corrida, respectivamente). Por meio de
ferramentas de analise bioinformatica, os reads obtidos foram alinhados com a
sequéncia da fita-guia de cada um dos 4492 shRNAs listados na biblioteca, sendo
entdo determinado o numero de reads para cada shRNA, tanto na amostra original
como na amplificada. Em média, 67% dos reads gerados (8 milh6es da biblioteca
original e 11 milhdes da biblioteca amplificada) apresentaram alinhamento perfeito
(sem mismatches) com as sequéncias de referéncia.

Na analise da representacdo dos shRNAs na biblioteca original e na biblioteca
amplificada, foi observada uma alta correlacdo (R? = 0,9969) entre a abundancia
relativa dos shRNAs em ambas as bibliotecas (Figura 22). A maior parte dos
shRNAs esperados para compor a biblioteca foi detectada por ao menos um read,
tanto na amostra original (3928/4492, 87%) como na amplificada (4095/4492, 91%),
com uma propor¢ao semelhante de shRNAs identificados em diferentes faixas de
deteccado (Tabela 6). Em ambas as bibliotecas, aproximadamente 70% dos shRNAs
foram detectados por mais de 500 reads (Tabela 6). Além de uma distribuicdo
numeérica semelhante, foi observada também uma alta sobreposicdo entre o0s
shRNAs detectados em ambas as bibliotecas, em diferentes faixas de deteccéo

(Tabela 7).



103

Figura 22 — Abundéancia dos shRNAs nas bibliotecas original e amplificada
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As sequéncias (reads) obtidas em cada biblioteca foram alinhadas com a lista de referéncia dos
ShRNAs para a determinacdo de sua quantidade, e os valores obtidos foram utlizados para a
construcédo de um grafico de dispersdo mostrando a abundancia de cada um dos 4492 shRNAs nas
bibliotecas original e amplificada. Uma alta correlacdo (R? = 1) da representacéo relativa dos shRNAs
foi verificada entre as duas bibliotecas.

Tabela 6 — Distribuicdo dos shRNAs em fungcédo do nimero de reads detectados

NGmero de reads Original Amplificada
n° de shRNAs % do total n° de shRNAs % do total
0 564 13 397 9
1-10 509 11 649 14
11-50 80 2 88 2
51-100 21 0 32 1
101-500 389 9 168 4
501-1000 1212 27 678 15
>1000 1717 38 2480 55
Total 4492 100 4492 100
Detectados (1) 3928 87 4095 91

Tabela 7 — Sobreposicéo e exclusividade dos shRNAs em diferentes faixas de

deteccgéo
shRNAs shRNAs shRNAs
NUumero de reads detectados nas duas detectados apenas detectados apenas
bibliotecas na original na amplificada

0 255 309 142
210 1045 28 1
=100 3319 0 9
=500 2931 0 228

21000 1718 0 763
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A andlise da representacdo dos shRNAs com funcdo de controle positivo
(RPL7, U2AF1, EIF5B, NHP2L1 e RPS3A) ou negativo (Renilla luciferase) mostrou
uma distribuicdo bastante similar nas duas bibliotecas, com a maioria destes

shRNAs (14/20) sendo detectada, em ambas, por mais de 700 reads (Tabela 8).

Tabela 8 — Numero de reads para shRNAs controle

shRNA Controle Original Amplificada
RPL7.207 Positivo 1088 1076
RPL7.28 Positivo 1 1
RPL7.380 Positivo 725 735
RPL7.620 Positivo 1328 1470
RPL7.670 Positivo 1427 1721
RPL7.746 Positivo 1139 1358
U2AF1.118 Positivo 1 0
U2AF1.130 Positivo 1420 1685
U2AF1.252 Positivo 0 0
U2AF1.597 Positivo 1200 1157
U2AF1.860 Positivo 1057 1244
EIF5B.1551 Positivo 1457 1551
EIF5B.2167 Positivo 1 0
EIF5B.2432 Positivo 0 2
EIF5B.3090 Positivo 1 1
EIF5B.3643 Paositivo 936 1057
EIF5B.521 Positivo 1530 1548
NHP2L1.432 Positivo 2006 3101
RPS3A.827 Positivo 1476 1516

Rluc.713 Negativo 5019 7447
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Para verificar o numero de genes interrogado pelos 4492 shRNAs da biblioteca,
foi realizada uma reanotacdo com as sequéncias de 22 nucleotideos
correspondentes a esses shRNAs, por meio de seu alinhamento com uma das
anotacdes mais recentes do catalogo de genes humanos (GENCODE, versao 22).
Os resultados mostraram que transcritos provenientes de um total de 398 loci
génicos sao alvejados pela biblioteca, nUmero superior ao descrito na anotacao
original (~350 genes). Essa discrepancia reflete o fato de que alguns shRNAs séo
atribuidos, nesta nova anotacao, a genes paralogos, incluindo pseudogenes. Cabe
destacar que a quase totalidade (97,7%) dos 398 genes interrogados possuem

shRNAs detectados por 500 ou mais reads na biblioteca amplificada (Tabela 9).

Tabela 9 — Namero de shRNAs e genes correspondentes alvejados pela biblioteca

amplificada
NuUmero de reads NUumero de shRNAs Numero de genes % do total de 398 alvos
2100 3319 393 98,7
2500 3150 389 97,7
21000 2474 378 95,0

Na afericio do numero de shRNAs para cada gene-alvo na biblioteca
amplificada, bem como de sua distribuicdo em diferentes faixas de deteccéo, foi
observado que cerca de 85% dos genes de interesse sao alvejados por ao menos

trés shRNAs, detectados por 1000 ou mais reads (Figura 23).
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Figura 23 — Distribuicdo dos genes-alvo em funcéo do nimero de shRNAs/gene em
diferentes faixas de deteccao na biblioteca amplificada

60 100%

90%

>1 reads/shRNA
> 100 reads/shRNA 30%

> 500 reads/shRNA

B > 1000 reads/shRNA 70%
40

30
20
10 I
0
1 2 3 B 5 6 7

Numero de shRNAs/gene

60%

50%

40%

Numero de genes

30%

20%

Percentual acumulado de genes

8 9 10 11 12 13 14 15 16 17

O eixo y principal (& esquerda) e as barras indicam o nimero de genes alvejados por 1 até 17
shRNAs distintos. O eixo y secundario (a direita) e as curvas indicam a porcentagem cumulativa de
genes-alvo em funcdo do numero de shRNAs/gene.

Em resumo, os resultados obtidos a partir da andlise de sequenciamento
mostraram que a biblioteca amplificada (1) manteve a representacdo de shRNAs
semelhante a existente na biblioteca original, (2) é capaz de alvejar a quase
totalidade dos genes interrogados e (3) que a maior parte dos genes alvejados
possui ao menos trés shRNAs presentes em quantidade suficiente para permitir a
deteccao de alteracGes de representacdo com significancia estatistica em um ensaio
de silenciamento. Estes resultados permitem concluir que a biblioteca produzida
apresenta-se em condi¢cdes adequadas para a realizacdo de experimentos para a
triagem de genes da maquinaria epigenética que possam representar

vulnerabilidades na célula tumoral.
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4.2.2. Producdo de vetores lentivirais e determinacdo das condi¢cdes de

transducéo

Previamente a realizacdo da triagem com a biblioteca de shRNAs para a
identificacdo de vulnerabilidades moleculares em células de PDAC, foi efetuada uma
série de experimentos para a producéo de vetores virais e a definicdo de parametros
essenciais para o sucesso do ensaio de silenciamento. Essa preparacdo consistiu
(1) no empacotamento dos plasmideos da biblioteca em particulas lentivirais, (2) na
realizacdo de testes de eficiéncia de transducdo com esses vetores, a fim de definir
valores de multiplicidade de infeccdo que favorecessem eventos de integracéo
anicos em cada célula hospedeira e (3) na titulacdo do agente de selecdo
(Geneticina) para a determinacao das doses minimas necessarias para a eliminagéao
de células nédo transduzidas.

Para a producdo dos vetores lentivirais, células de empacotamento retroviral
(Platinum-E) foram transfectadas com a biblioteca plasmidial de shRNAs, juntamente
com um plasmideo de empacotamento (psPAX2), que expressa as proteinas
estruturais dos lentivirus (gag, pol e env), e um plasmideo de pseudotipagem do
envelope viral (pMD2.G), que expressa a glicoproteina VSV-G, necessaria para
potencializar a capacidade de infeccdo desses virus. ApoOs a transfeccao, as células
de empacotamento foram incubadas e o meio sobrenadante periodicamente
recolhido para a recuperacao dos virus produzidos. Foram realizadas cinco coletas,
gerando um volume total aproximado de 300 mL de particulas lentivirais, suspensas
em meio de cultura. Esse material foi aliquotado e armazenado para a sequéncia

dos experimentos.



108

O passo seguinte, nessa série de procedimentos de padronizacdo, foi a
definicdo das condicbes de transducdo da biblioteca lentiviral de shRNAs,
estabelecendo valores apropriados de MOI, um parametro crucial para o sucesso do
ensaio de silenciamento. E fundamental que as transducdes sejam realizadas com
baixa eficiéncia (<30%), para garantir que cada célula seja infectada por uma unica
particula viral e, consequentemente, que o efeito observado seja decorrente da
expressdo de um unico shRNA. Para a obtencdo da eficiéncia desejada, 0s
parametros de densidade celular e diluicdo viral devem ser previamente definidos e
ajustados, para cada linhagem celular avaliada. A analise desses parametros foi
realizada com as células derivadas do PDX do Paciente 08, e mais as linhagens
tumorais pancreaticas AsPC-1, BxPC-3, Capan-1, MIA PaCa-2 e PANC-1. Utilizando
uma densidade de plagueamento de 50-60% (700.000 células semeadas em cada
um dos pocos de uma placa de seis poc¢os), essas células foram infectadas com o
estoque lentiviral, diluido em meio de cultura em seis proporcdes diferentes (1:1, 1:2,
1:3, 1:4, 1.5 e 1:6), e a eficiéncia de infeccao foi avaliada por citometria de fluxo, a
partir da quantificacdo das células com expressdo da proteina ZsGreen. Os
resultados mostraram que trés das linhagens analisadas (Paciente 08, BxPC-3 e
Capan-1) foram resistentes a infeccdo, apresentando percentuais de células
ZsGreen* proximas a zero, mesmo com a menor diluicdo testada (Figura 24). Por
essa razéo, essas linhagens foram excluidas das analises. As outras trés linhagens
examinadas, AsPC-1, MIA PaCa-2 e PANC-1, mostraram-se permissivas a infeccéo
viral, exibindo niveis decrescentes de eficiéncia de transducédo conforme o aumento
da diluicdo dos lentivirus. Para a realizacdo do screening, foram selecionados os

valores de diluicdo que proporcionaram eficiéncia de transducéo dentro da faixa
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desejada, ou seja, proxima a 30%: 1:5 para AsPC-1 e 1:2 para MIA PaCa-2 e PANC-

1 (Figura 24 e Tabela 10).

Figura 24 — Eficiéncia de transducéo da biblioteca lentiviral de shRNAs
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Analise por citometria de fluxo para a eficiéncia de transducao da biblioteca de shRNAs em linhagens
tumorais pancreaticas. As células foram plaqueadas em densidade de 50-60% e infectadas com os
vetores lentivirais em seis diluicbes diferentes (1:1, 1:2, 1:3, 1:4, 1:5 e 1:6). Os valores sob cada
histograma indicam a raz&o de diluicdo dos virus em meio de cultura e, entre parénteses, o
percentual de células eficientemente transduzidas, com expressao positiva da proteina fluorescente
ZsGreen. Os experimentos foram realizados em duplicata (apenas uma réplica de cada linhagem é
mostrada). As células derivadas do PDX do Paciente 08 e as linhagens BxPC-3 e Capan-1 (painéis
superiores) foram resistentes a infec¢édo pelos lentivirus (porcentagens de células ZsGreen* proximas
a zero mesmo com a menor diluicdo, de 1:1), e por isso excluidas da sequéncia dos experimentos.
AsPC-1, MIA PaCa-2 e PANC-1 (painéis inferiores) foram eficientemente transduzidas pelos virus, e
os valores de diluicdo que proporcionaram eficiéncia préxima a 30% (1:5 para AsPC-1 e 1:2 para MIA
PaCa-2 e PANC-1), nivel apropriado para garantir a infeccdo de cada célula-alvo por uma Unica
particula viral, foram selecionados para o ensaio de silenciamento para a identificagdo de
vulnerabilidades epigenéticas nas células de PDAC.
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Tabela 10 — Parametros para a infec¢ao das células de PDAC com a biblioteca

lentiviral
. Densidade de Diluigao viral Eficiéncia de
Linhagem p ) . ~
plagueamento (virus : meio) transducéo
AsPC-1 50-60% 15 27,6%
MIA PaCa-2 50-60% 1:2 28,8%
PANC-1 50-60% 1:2 26,1%

*Média de duas réplicas

Uma vez que a infeccéo da populacdo de células-alvo deve ser limitada, para a
sequéncia do ensaio de silenciamento faz-se necessaria a selecdo das células
eficientemente transduzidas, eliminando da cultura aquelas que nédo foram
infectadas pelos vetores lentivirais e que, portanto, ndo expressam nenhum shRNA.
O vetor de expressao da biblioteca de shRNAs possui como marcador de selecédo o
gene que confere resisténcia ao antibiético neomicina (NeoR), permitindo a selecéo
positiva das células de interesse por meio da adicdo dessa droga ao meio de cultivo.
A concentracdo de trabalho deve ser previamente determinada por titulacdo em
células ndo transduzidas, sendo escolhida a dose minima capaz de abolir a
viabilidade celular. Para este ensaio foi utilizado o agente de selecdo Geneticina
(G418), um anélogo da neomicina, e uma vez que a sensibilidade ao antibi6tico
difere para cada tipo celular, a concentracao de selecéo foi determinada para cada
uma das linhagens a serem utilizadas na triagem de alvos epigenéticos (AsPC-1,
MIA PaCa-2 e PANC-1). Foi avaliada a faixa de concentracdo de 200 a 2200 ug de
Geneticina por mL de meio de cultura (0,4 a 4,4 mM), com as células sendo
expostas a droga durante seis dias, o periodo previsto para a etapa de sele¢cdo no
ensaio de silenciamento. Ao final do cultivo, por meio da andlise visual da toxicidade
do antibidtico sobre as células, foram selecionadas as doses indicadas na Tabela

11.
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Tabela 11 — Dosagem de Geneticina para a selecéo das células transduzidas

Linhagem pg/mL mM
AsPC-1 1000 2,0
MIA PaCa-2 600 1,2
PANC-1 1000 2,0

4.2.3. Triagem de alvos epigenéticos

Concluidas as etapas preparatérias, com a amplificacdo e analises de controle
de qualidade da biblioteca de shRNAs, seu empacotamento em vetores lentivirais, e
a definicho dos parametros de eficiéncia de transducdo e selecdo positiva das
células transduzidas, foram enfim realizados os ensaios de silenciamento para a
identificacdo de vulnerabilidades epigenéticas nas células de PDAC. Para isso, as
células AsPC-1, MIA PaCa-2 e PANC-1 foram plaqueadas e infectadas de acordo
com o0s parametros previamente estabelecidos, em duplicata, seguindo-se a selecéo
das células transduzidas pela exposi¢cdo a Geneticina por seis dias. Ao término do
periodo de selecdo, quando somente células com expressdo estavel dos shRNAs
estavam presentes na cultura, foi definido o inicio do periodo de crescimento
competitivo (T0). A extensdo desse periodo para cada linhagem celular foi
estabelecida com base em seu tempo de dobramento, utilizando um intervalo que
permitisse um minimo de 12 duplicacbes populacionais, assumindo que esse
periodo seria suficiente para que o silenciamento induzido por cada shRNA pudesse
manifestar seu efeito sobre a viabilidade da célula-alvo, e alteragdes significativas na
representacdo dos shRNAs pudessem ser detectadas. Assim, a linhagem AsPC-1
(TD de ~48 horas) permaneceu em cultura por 24 dias, enquanto MIA PaCa-2 e

PANC-1 (ambas com TD de ~24 horas) foram cultivadas por 12 dias. O DNA
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gendmico foi isolado da populacéo celular no inicio (PI) e ao final (PF) desse periodo
de crescimento, e as sequéncias dos shRNAs integradas ao genoma das células-
alvo foram recuperadas por PCR e preparadas para sequenciamento (Figura 25). O
material foi enviado para sequenciamento no CSHL, de onde se aguarda o envio dos
resultados. Esses dados, assim que disponiveis, serdo utilizados na analise de
representacdo diferencial da biblioteca de silenciamento, comparando-se os dois
extremos da fase de crescimento competitivo (Pl vs. PF) para a identificacdo de

shRNAs depletados e definicdo de possiveis alvos candidados.

Figura 25 — Purificacdo das sequéncias de shRNAs recuperadas do genoma das
células submetidas a triagem de alvos epigenéticos

AsPC-1
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As sequéncias dos shRNAs integradas ao genoma das células submetidas a triagem de alvos
epigenéticos foram recuperadas por PCR, utilizando como template o DNA isolado das populacdes
inicial (PI) e final (PF) da fase de crescimento competitivo, em cada réplica das trés linhagens
analisadas. Os produtos dessa reacgéo foram submetidos a uma segunda PCR, para a introducéo de
adaptadores e indices para o sequenciamento na plataforma lllumina, e os amplicons gerados (375
pb) foram purificados em gel de agarose. Os retdngulos amarelos indicam as bandas excisadas para
a recuperacdo dos fragmentos, posteriormente encaminhados para sequenciamento.
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5. DISCUSSAO

5.1. Geracao de xenotranplantes e linhagem celular de PDAC

Ao longo das dultimas décadas houve um progresso substancial na
compreensao das bases moleculares do cancer de pancreas, um conhecimento que,
lamentavelmente, ainda ndo se traduziu em melhores resultados no cuidado dos
pacientes, com o progndéstico sombrio da doenca permanecendo inalterado. A
descoberta de marcadores para a deteccdo precoce e o desenvolvimento de
terapias mais eficazes sdo ainda desafios a serem superados, e cujo enfrentamento
exige modelos de pesquisa dotados de caracteristicas reprodutiveis e clinicamente
relevantes, tanto para andlises moleculares dos tumores como para o0
desenvolvimento de farmacos e avaliacdes pré-clinicas.

O estabelecimento de cole¢bes de modelos animais, desenvolvidos a partir do
enxerto de tecido tumoral humano em camundongos imunodeficientes, € atualmente
uma proeminente plataforma in vivo a fomentar diferentes aplicacées na pesquisa
basica e em estudos translacionais. No presente trabalho, amostras de tecido
tumoral obtidas de pacientes com adenocarcinoma ductal pancreéatico submetidos a
resseccao cirdrgica foram utilizadas para gerar um desses painéis de modelos PDX.
De 17 amostras de tumor implantadas em camundongos nude, sete
xenotransplantes foram estabelecidos, representando uma taxa de sucesso de 41%,
analoga a indices previamente reportados (Bocsi e Zalatnai, 1999; Fiebig e Burger,
2011; Garrido-Laguna et al.,, 2011; Monsma et al.,, 2012; Mattie et al., 2013;
Damhofer et al., 2015; Delitto et al., 2015; Jun et al., 2016; lzumchenko et al., 2017;

Pergolini et al., 2017). As taxas de enxerto na primeira geracdo de receptores (F1)
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costumam de fato ndo ser altas, todavia, a eficiéncia na formacéo dos tumores tende
a aumentar substancialmente nas geracdes subsequentes (F2, F3, F4, etc.), nas
quais se observa frequentemente niveis superiores a 90%, além de reducdo no
tempo para o crescimento do tumor (Rubio-Viqueira et al., 2006; Kim et al., 2009,
2012). Os resultados deste trabalho também estdo de acordo com esse cenario,
com 0s animais receptores pos-F1 mostrando altos indices de sucesso para 0s
tumores reimplantados. Curiosamente, neste estudo, os espécimes derivados de
metastases ndo cresceram nos camundongos nude, e todas as amostras enxertadas
com éxito foram provenientes de tumores primarios. Sendo originario de lesées com
caracteristicas mais agressivas, seria esperada uma aptiddo maior do tecido
metastatico para crescer no novo organismo, conforme observado anteriormente
para células tumorais pancreéticas derivadas de fluido ascitico (Golan et al., 2017).
A ineficacia de parte das amostras (59%) em formar tumores nos
camundongos receptores €, como referido acima, um resultado esperado e pode ser
causada por varios fatores. Entre as condi¢cfes criticas que afetam a eficacia do
xenoenxerto estdo a agressividade intrinseca do tumor e a administracdo de
tratamento neoadjuvante (Kim et al., 2009, 2012). A tumorigenicidade pode ser
prejudicada pela ablacdo de células-tronco tumorais na populacao inicial utilizada
para produzir o xenoenxerto, bem como por células ndo tumorigénicas residentes no
tumor, dotadas da capacidade de regular negativamente as propriedades suportivas
de crescimento associadas as células iniciadoras de tumor (Kern e Shibata, 2007).
Alguns autores também correlacionam o sucesso do implante as dimensbes do
tumor no paciente, com um tamanho minimo de 3,5 cm sendo um fator contribuinte
significativo (Jun et al., 2016). Aléem do tamanho original do tumor e de seus niveis

intrinsecos de stemness, a viabilidade das células tumorais também pode ser
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afetada pelo processo de manipulacdo da amostra. Por exemplo, o tempo decorrido
entre a resseccdo do tumor no paciente e o implante do tecido nos camundongos
receptores é um determinante crucial da manutencao de seu potencial tumorigénico,
e deve ser o mais breve possivel, idealmente inferior a uma hora (Kim et al., 2009).
Neste aspecto, devido a dificuldades logisticas, as condi¢cdes do trabalho para o
processamento das amostras dos pacientes ndo foram Otimas. Outra variavel
metodoldgica importante refere-se ao local de implantacdo do tumor. Em diferentes
estudos, a realizacdo de enxertos em localizacdo ortotépica (Fu et al., 1992; Reyes
et al., 1996; Loukopoulos et al., 2004; Kim et al., 2009; Walters et al., 2013a) ou sob
a capsula subrenal (Fingert et al., 1987; Lee et al., 2005; Cutz et al., 2006; Shultz et
al., 2014b; Wang et al., 2016) tem produzido resultados superiores ao do implante
sob a pele. Quando a opc¢éo € pela usual via subcutanea, o recobrimento da peca
tumoral com Matrigel antes da implantacao tem sido uma estratégia empregada por
alguns autores para auxiliar o crescimento do tumor e melhorar as taxas de enxerto
(Hahn et al., 1995; Sorio et al., 2001; Rubio-Viqueira et al., 2006; Garrido-Laguna et
al., 2011; Nicolle et al., 2017).

O resultado do xenotransplante € também fortemente influenciado pelo
background imunolégico dos animais receptores. O uso de camundongos
imunossuprimidos € um aspecto chave nesse contexto, pois somente com tais
modelos € possivel expandir as células tumorais em seu microambiente nativo e
preservar as amostras indefinidamente, por meio da passagem dos tumores em
geracdes sucessivas de animais hospedeiros (Morton e Houghton, 2007; Kim et al.,
2009, Calles et al., 2013). No presente estudo, as amostras de PDAC foram
transplantadas em camundongos nude que, em razdo da atimia, sdo deficientes em

células T funcionais e, portanto, incompetentes em rejeitar enxertos de tecidos de
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outras espécies (Flanagan, 1966; Pantelouris, 1968). Entretanto, mesmo com a
imunidade comprometida, a eficiéncia de formacéo de tumores nesses animais pode
ser prejudicada, pois estes ainda retém a capacidade de desenvolver uma resposta
imune inata mediada por mondcitos/macrofagos, células natural killer (NK), células
apresentadoras de antigeno e o sistema complemento, assim como preservam a
imunidade humoral intacta, mediada por linfocitos B (Shultz et al., 2007; Belizario,
2009; Liu e Hicklin, 2011; Walters et al., 2013a; de Jong et al., 2014; Shultz et al.,
2014a; Jung et al.,, 2018). Além disso, mesmo em um enxerto eficaz, esses
mecanismos imunes remanescentes podem interferir nos resultados, promovendo
uma selecao clonal de subconjuntos mais agressivos de células tumorais, reduzindo
assim a heterogeneidade e complexidade da amostra original (Kim et al., 2009).
Para uma maior eficiéncia na expansao de tumores xenogénicos, os camundongos
com imunodeficiéncia severa combinada (SCID), deficientes em células T e B, e
consequentemente ineptos para o desenvolvimento de respostas imunes tanto
celulares como humorais, sdo considerados a melhor opcéo, especialmente no caso
de material inicial escasso (Bosma et al., 1983; Bosma e Carroll, 1991; Shultz et al.,
1995; Ito et al., 2002; Fujji et al., 2008). Além de taxas de sucesso superiores, 0S
camundongos SCID seriam um modelo mais adequado para os xenotransplantes
por exercerem menor pressao seletiva sobre os tumores implantados e, portanto,
recapitulariam com maior confiabilidade a estrutura tumoral originada nos pacientes
(Kim et al., 2009).

Apesar de suas conhecidas limitacbes, os PDXs gerados em camundongos
nude permanecem como modelos pré-clinicos validos, replicando satisfatoriamente
as caracteristicas biolégicas primarias dos tumores originais e, assim, fornecendo

um meio coerente e reprodutivel para analises experimentais (Martinez-Garcia et al.,
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2014). Menor custo, facilidade de manutencédo e menor incidéncia de complicacdes
cirirgicas e infecciosas, quando comparados ao modelo SCID, sdo vantagens
praticas essenciais que também ajudam a explicar o amplo emprego de
camundongos nude ainda verificado em investigacbes oncoldgicas (Kim et al.,
2009). Um esquema hibrido, tirando proveito de ambas as linhagens, pode ser
aplicado ao se utilizar camundongos SCID para estabelecer e potencializar o enxerto
dos tumores humanos nas primeiras geracoes de receptores (F1 e F2) e,
subsequentemente, empregar a linhagem nude para a manutencdo dos
xenotransplantes bem-sucedidos (Walters et al., 2013a). Em qualquer caso, um
aspecto técnico importante a observar quando se trabalha com animais nude é a sua
idade no momento da implantacdo do tumor. Devem ser utilizados sempre
individuos jovens, idealmente com menos de oito semanas (Marincola et al., 1989;
Kim et al., 2009), uma vez que a funcionalidade das células T aumenta com a idade
(Jung et al., 2018) e, com isso, a permissividade ao desenvolvimento do xenotumor
é significativamente reduzida. Para evitar tal inconveniente, foram utilizados neste
trabalho animais em idade adequada, a fim de que as preciosas amostras de PDAC
humano e pudessem manter um crescimento prolongado em seu novo ambiente,
sofrendo niveis minimos de presséo seletiva.

No diagnostico anatomopatologico do PDAC, o grau de diferenciacdo do
epitélio ductal é o parametro utilizado para a classificacédo histologica do tumor. Os
tumores bem diferenciados sdo compostos por mais de 95% de ductos, enquanto
em tumores moderadamente diferenciados essa extensdo é de 50 a 95% e, em
amostras pouco diferenciadas, inferior a 50% (Torres et al., 2013). A classificacéo
histopatologica dos PDXs gerados neste trabalho evidenciou sua diversidade

fenotipica. Embora a maioria dos tumores tenha sido classificada como
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moderadamente diferenciada, por ndo apresentarem formacdo completa de ductos,
espécimes com caracteristicas morfolégicas de adenocarcinoma pouco diferenciado
e bem diferenciado também foram obtidos. Quando avaliada comparativamente a
morfologia do material original de pacientes e dos xenotumores derivados, varios
trabalhos tém mostrado uma notavel correspondéncia entre tumores primarios
humanos e seus PDXs com relacdo ao grau de diferenciacdo do epitélio maligno e
caracteristicas gerais do estroma desmoplasico, e que tal histoarquitetura é
conservada ao longo das passagens em camundongos (Mattie et al., 2013; Walters
et al., 2013a; Damhofer et al., 2015; Jung et al., 2016; Pergolini et al., 2017,
Knudsen et al., 2018). Os resultados deste trabalho se alinham a essas
observagbes, ao demonstrarem que 0s Xxenotransplantes gerados apresentam
caracteristicas histolégicas e microambientais representativas do PDAC humano, e
gue replicam consistentemente o perfil de diferencdo histolégica presente no tecido
de origem.

Sem embargo, ao lado dessa reviséo estrutural, € também imprescindivel uma
caracterizagdo mais abrangente desse grupo de PDXs, combinando dados clinicos e
biolégicos para compor uma plataforma bem anotada e informativa para aplicacdes
futuras. Nessa perspectiva, o proximo passo deve ser uma anotacdo molecular
quanto ao status mutacional desse xenotumores, com foco nos genes
prevalentemente mutados (KRAS, CDKN2A, TP53 e SMAD4) no céancer de
pancreas, bem como uma avaliacdo abrangente de seus perfis de expressao génica,
conforme trabalhos congéneres tém realizado regularmente (Loukopoulos et al.,
2004; Rubio-Viqueira et al., 2006; Mattie et al., 2013; Jung et al., 2016; Knudsen et

al., 2018).
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Paralelamente a geracdo e manutencdo da colecdo de xenotransplantes de
PDAC, outro objetivo proposto neste trabalho foi o estabelecimento de culturas
celulares a partir desses PDXs. Embora as linhagens celulares continuas nao sejam
modelos ideais para todas as aplicacfes de pesquisa, estas sdo ainda amplamente
empregadas na rotina laboratorial devido a sua conveniéncia e facilidade de uso
para screenings farmacolégicos e uma diversidade de ensaios genéticos e
bioquimicos. A inadequacédo dos modelos in vitro para fins translacionais deve-se em
grande medida ao fato de que as linhagens celulares tumorais atualmente
disponiveis tém sido adaptadas para crescer indefinidamente em condi¢cdes
artificiais, um processo que resulta em alteracfes irreversiveis em propriedades
bioldgicas fundamentais, incluindo ganho e perda de informacéo genética, alteracéo
nas habilidades de crescimento e invasdo, e o desaparecimento de subpopulacbes
celulares especificas (Gillet et al., 2011). Consequentemente, essas células ndo sao
representantes fidedignos da complexidade e heterogeneidade do tumor original,
uma desvantagem refletida em seu limitado poder preditivo para a atividade de
agentes citotdéxicos em pacientes com cancer (Johnson et al.,, 2001). Como
inconveniente adicional, existem evidéncias de que um numero significativo de
linhagens celulares, mesmo as adquiridas de bancos de células, esta incorretamente
identificado ou apresenta contaminagcdo cruzada, o0 que torna seu uso ainda mais
problematico (Cabrera et al., 2006). Por todas essas razdes, derivar novas linhagens
celulares internamente, embora uma tarefa complexa e trabalhosa, representa um
expediente valido para contornar as limitagdes das linhagens convencionais e obter
uma ferramenta experimental dotada de maior semelhanga com o tecido original

(Ruckert et al., 2012a).
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Na experiéncia deste estudo, o estabelecimento de culturas em monocamada a
partir de células de xenotumor revelou-se, de fato, uma tarefa desafiadora.
Diferentes técnicas tém sido descritas para gerar culturas de células tumorais, e a
opcao por qualquer uma delas deve levar em consideracao diversos fatores, desde a
origem do material biologico até o nivel de complexidade e o tempo consumido em
cada estratégia de processamento. Rickert e colaboradores (2012a) elaboraram
uma extensa revisdo dos estudos em que linhagens celulares permanentes de
tumores pancreaticos foram estabelecidas, enfocando os métodos de -cultura
empregados. As abordagens béasicas foram categorizadas nos seguintes tipos:
cultura de explantes, digestdo enzimatica, xenoenxerto e cultura de células
metastaticas derivadas de fluidos corporais malignos, como efuséo pleural e ascite.
Com excecdo do ultimo, todos os demais foram experimentados neste trabalho,
especialmente a cultura de explantes com dissociacdo mecéanica do tecido tumoral,
o protocolo mais simples e frequentemente utilizado. Neste método, o tumor é
cortado com bisturi até que se reduza aos menores fragmentos possiveis, 0s quais,
juntamente com as células dissociadas, sdo plaqueados e mantidos em condi¢des
padrées de cultura celular. Grupos de células tumorais denominados complexos
trabeculares pequenos (STC, small trabecular complexes) sdao formados, e pela
acdo de fatores proteoliticos e aumento da motilidade, as células se espalham
ativamente a partir dos fragmentos iniciais e crescem em col6nias (Ruckert et al.,
2012a). Em uma variacdo desse procedimento, também testada neste trabalho,
minusculos fragmentos do tumor sdo dispersos sobre uma placa, sem meio de
cultura, e incubados por um breve periodo atém aderirem a superficie plastica,
guando entdo € adicionado o meio de cultivo e as células passam a crescer como

descrito acima (Ruckert et al., 2012b). Alternativamente, a digestdo de espécimes
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tumorais com enzimas como tripsina, colagenase e hialuronidase, tem sido utilizada
por alguns pesquisadores para remover o tecido conectivo e produzir uma
suspensao de células livres, prontas a serem cultivadas (Kaku et al., 1980; Chifenti
et al., 2009; Kalinina et al., 2010; Kim et al., 2017). Entretanto, além de mais
trabalhoso, esse método carece de evidéncias de que produza maiores taxas de
sucesso, como se pb6de verificar no presente trabalho, em tentativas com
colagenase do tipo IV. A abordagem da xenoenxertia, por sua vez, baseia-se na
ideia de que a passagem repetida das células tumorais em camundongos
imunodeficientes pode aumentar sua agressividade (Ruckert et al.,, 2012a). Deste
modo, em lugar do cultivo direto da amostra primaria, o tecido maligno é
xenotransplantado e os tumores formados sdo posteriormente processados, por
cultura de explante ou digestdo enzimatica, para o estabelecimento de linhagens
celulares continuas (Dexter et al., 1982; Yachida et al.,, 2011; Kang et al., 2015).
Todas as culturas celulares realizadas neste trabalho utilizaram tecido de PDAC
xenotransplantado, e como o cultivo direto a partir dos tumores originais nao foi um
procedimento efetuado aqui, ndo € possivel examinar o0s resultados sob a
perspectiva de um hipotético aumento no potencial de crescimento das células
tumorais pancreaticas.

Sobre o tema das dificuldades enfrentadas no processo de estabelecimento
das culturas de PDX, células recalcitrantes ao substrato plastico e contaminacdes
bacterianas ou fungicas, favorecidas pelo longo tempo de cultivo, foram eventos
associados a parte das tentativas fracassadas. No entanto, o crescimento excessivo
de fibroblastos foi certamente o maior obstaculo durante todo o periodo de cultura,
anulando progressivamente a expansdo das células do epitélio tumoral. Isto ndo

surpreende, uma vez que, de fato, o principal empecilho para o cultivo de qualquer
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tecido primario € a proliferacdo massiva de fibroblastos contaminantes. Esse
inconveniente, porém, é particularmente agravado em culturas de células derivadas
de PDAC, por se tratar de um tipo tumoral com um compartimento estromal
abundante e fibroso (Rickert et al., 2012ab). Para lidar com o problema, foram
introduzidos no protocolo de cultivo alguns artificios para favorecer as condicfes de
crescimento das células de interesse. Primeiramente, foi feita a suplementacdo do
meio de cultura com a toxina colérica, um ingrediente que, por meio do aumento dos
niveis intracelulares de AMP ciclico (CAMP), postula-se exercer influéncia mitogénica
sobre células epiteliais (Green, 1978; Taylor-Papadimitriou et al., 1980; Okada et al.,
1982; Stampfer, 1982). A tripsinizacdo seletiva, um método bastante utilizado para
reduzir a contaminacdo, baseado nas propriedades adesivas diferenciadas de
fibroblastos e células epiteliais (fibroblastos aderem menos firmemente as
superficies de cultura), e no qual as culturas sdo periodicamente incubadas por
breves instantes (2 a 3 minutos) com solugéo de tripsina, seguindo-se o descarte
das ceélulas sobrenadantes (Ruckert et al., 2012a; Damhofer et al., 2015), foi outro
expediente testado aqui para promover um enriquecimento gradual das células
tumorais, porém com resultados decepcionantes para a eliminacdo seletiva dos
fibroblastos. Por fim, a remoc¢&o mecanica com o auxilio de raspadores ou ponteiras
estéreis, embora também considerado um método efetivo para proteger as culturas
da expansao exacerbada de fibroblastos (Ruckert et al., 2012a), proporcionou aos
cultivos de PDX uma purificacdo apenas parcial e transitéria, com as células
contaminantes remanescentes retomando seu crescimento rapidamente.

Apesar das recorrentes tentativas abortadas, foi possivel estabelecer com
sucesso uma linhagem celular, pura e estavel, a partir de um dos xenotransplantes

de PDAC (Paciente 08). No entanto, para qualquer nova linhagem celular tumoral, a
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derivacdo é apenas o primeiro passo, € uma série de testes in vitro e in vivo deve
ser subsequentemente realizada para valida-la e caracteriza-la (Geraghty et al.,
2014; Kim et al., 2017). Nesse aspecto, a checagem inicial das células derivadas do
PDX do Paciente 08 comprovou sua origem humana e excluiu a contaminacéo
cruzada com células de camundongo. A presenca de micoplasma, um
microrganismo parasita intracelular causador de frequentes transtornos em
procedimentos envolvendo a cultura de células, também foi descartada. Quando
examinado seu padrdo de crescimento in vitro, caracteristicas em comum com
outras células de cancer pancreéatico foram reconhecidas. E, finalmente, essas
células passaram pela prova decisiva para a demonstracdo de sua capacidade
intrinseca de originar um tumor quando introduzidas em um organismo vivo, o qual,
inclusive, desenvolve-se com padréo histolégico semelhante ao exibido pelo PDX do
Paciente 08. Contudo, o processo de validacdo dessa nova linhagem celular
pancredtica ainda carece da prova fundamental de autenticagdo de origem,
demonstrando inequivocamente que é derivada do respectivo paciente doador. A
analise de impresséao digital de DNA (DNA fingerprint), por meio do perfil de STRs
(short tandem repeats) ou de SNPs (single nucleotide polymorphisms), € uma
técnica adequada para essa finalidade (Cabrera et al., 2006; Geraghty et al., 2014;
El-Hoss et al., 2016) e sera aplicada em momento oportuno. Exames adicionais para
agregar informagdes sobre carittipo, perfil mutacional e expressdo de marcadores
tumorais, na comparacdo com o tumor parental, também estéo previstos.

Em concluséo, instrumentos valiosos para apoiar investigacdes sobre o cancer
de pancreas foram desenvolvidos neste trabalho. O PDAC representa hoje um
problema crescente de saude publica, agravado pela auséncia de métodos efetivos

para diagnostico e tratamento. Nesse cenario, o conjunto de modelos PDX aqui
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estabelecido, apds sistematica anotacdo com dados clinicos e moleculares,
constituird uma relevante ferramenta de pesquisa, fornecendo de modo duradouro
material com caracteristicas biolégicas estaveis e diversificadas para pesquisas
basicas e estudos pré-clinicos, elaborados para identificar biomarcadores e lancar
luz sobre novos alvos farmacoldgicos. Por sua vez, a derivacdo de uma nova
linhagem de células tumorais pancreaticas representa um avanco adicional,
oferecendo um instrumento alternativo para ensaios in vitro, isento das limitacdes
atribuidas as linhagens celulares atualmente disponiveis, impostas por seu longo
periodo em cultura. Em conjunto, esses novos recursos podem contribuir para
revelar aspectos da biologia do cancer de pancreas ainda desconhecidos, e assim
definir novos direcionamentos para a pesquisa no emergente cenario da medicina de

precisao.

5.2. Estabelecimento de metodologia para rastreamento de alvos

epigenéticos no PDAC

No ambito do segundo objetivo deste trabalho, a triagem de genes da
maquinaria epigenética com papel essencial para a sobrevivéncia e proliferacao das
células de PDAC, foram concluidos com éxito todos os procedimentos de
preparacdo e padronizacdo do ensaio de silenciamento. A biblioteca de shRNAs
contra reguladores epigenéticos, cedida pelo grupo do Dr. Christopher Vakoc
(CSHL), foi inicialmente amplificada para a geracdo de um recurso permanente de
pesquisa, utilizado nesta e em futuras analises exploratérias. Uma criteriosa analise
de sua qualidade, realizada por meio de sequenciamento NGS, mostrou que a

representacdo dos shRNAs existente na biblioteca original foi mantida na biblioteca
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amplificada, sendo esta entdo capaz de alvejar de forma eficiente, com ao menos
trés shRNAs, a maior parte (~85%) dos 398 genes interrogados pela biblioteca
original. A quase totalidade (~98%) dos alvos pesquisados, que incluem todos os
genes com funcdes conhecidas em processos relacionados a deposi¢cao, remocao
ou leitura de marcas na cromatina, possui ao menos um shRNA presente em
guantidade suficiente (500 reads ou mais) para permitir a deteccéo de alteracdes de
representacdo (deplecdo ou enriquecimento) com significancia estatistica, apds o
periodo de silenciamento.

Confirmada a qualidade adequada da biblioteca amplificada, o trabalho
prosseguiu com o encapsulamento dos shRNAs em particulas lentivirais, e com a
realizacdo de ensaios para a padronizacao das condicfes de infeccdo e selecdo das
células transduzidas, utilizando um painel de linhagens tumorais pancreaticas. As
células do PDX do Paciente 08, e de outras duas linhagens (BxPC-3 e Capan-1),
mostraram-se refratarias a infeccao pelos lentivirus e foram por isso excluidas da
andlise. Trés linhagens (AsPC-1, MIA PaCa-2 e PANC-1) foram permissivas a
transducéo viral, e entdo submetidas ao screening com a biblioteca de shRNAs, para
a identificacdo de vulnerabilidades entre os genes da maquinaria epigenética. O
ensaio, para cada linhagem avaliada, teve duracdo suficiente para 12 duplicacoes
populacionais, e as sequéncias dos shRNAs integradas ao DNA gendmico das
células, obtidas no inicio e ao término do periodo de crescimento competitivo, foram
recuperadas por PCR e encaminhadas para sequenciamento NGS.

N&o foi possivel, todavia, concluir a etapa final de analise da representacdo
diferencial dos shRNAs, a tempo de apresentar os resultados nesta tese. Assim que
estiverem disponiveis, os resultados do sequenciamento serdo utilizados em uma

analise computacional para quantificar as sequéncias geradas, verificando uma
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possivel deplecdo de shRNAs ocorrida durante o periodo de selecdo negativa, e
realizar o mapeamento dos genes candidatos. Serdo considerados candidatos os
genes alvejados por shRNAs cujas sequéncias apresentarem deplecao significativa
na populacao celular coletada ao final do periodo de crescimento competitivo (na
comparacao com a condicdo controle T0), nas duas réplicas independentes de cada
linhagem, significando assim que afetaram a expressao de genes essenciais e que
isto resultou na reducdo ou desaparecimento das células em cujo genoma se
integraram.

Por fim, a validade dos candidatos identificados sera determinada
individualmente em novos ensaios de silenciamento in vitro, com as linhagens
tumorais pancreaticas sendo transduzidas com shRNAs especificos contra os genes
selecionados. Serdo realizados ensaios funcionais para avaliar o efeito do seu
silenciamento sobre a viabilidade e fenotipos malignos da célula tumoral. Nessa
andlise, sera incluida como controle uma linhagem pancreética ndo tumoral (HPDE),
para verificar se um eventual efeito de reducédo da viabilidade celular é especifico
para células neoplasicas, e ndo devido ao silenciamento de um gene essencial
também para células normais.

A julgar pelo conjunto de trabalhos registrados na literatura, ha dados que
justificam uma expectativa otimista em relacdo aos resultados desta varredura de
essencialidades moleculares no cancer de pancreas. Estratégias de rastreamento
analogas a utilizada neste trabalho, porém com foco em outros conjuntos génicos,
tém identificado potenciais driver genes dos processos neoplasicos do pancreas. Por
exemplo, screenings com shRNAs alvejando genes situados em loci gendmicos
afetados por alteracdo do numero de cépias no PDAC, e interrogando dezenas de

linhagens celulares, apontam um possivel papel oncogénico para o regulador do
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ciclo celular ECT2 (Samuel et al., 2013), assim como para a nucleoporina NUP153 e
o fator de transcricdo KLF5 (Shain et al., 2013).

A triagem de genes codificadores de proteinas quinases associadas a
manutencdo e quimiorresisténcia no PDAC também tem sido objeto de interesse na
busca por novos alvos para terapia. Em um estudo com siRNAs alvejando todo o
guinoma humano em células tumorais pancreaticas, foi estabelecido um painel com
dezenas de quinases cuja inibicdo aumenta a apoptose espontanea assim como a
apoptose induzida por gemcitabina (Giroux et al., 2006). Azorsa e colaboradores
(2009), em um ensaio com um pool de siRNAs contra 572 quinases, identificaram
varios alvos cuja inativacdo potencializa o efeito inibitério da gemcitabina sobre o
crescimento das células de PDAC, com destaque para o gene CHK1, que atua no
controle do ciclo celular. Em uma analise de validacdo, a exposicdo a compostos
gue inibem essa proteina promoveu a sensibilizacdo das células tumorais a
gemcitabina (Azorsa et al., 2009). Todavia, embora estabelecida como um alvo
promissor para uma abordagem de letalidade sintética com a gemcitabina, a inibicao
dessa quinase é potencialmente toxica também para células ndo tumorais, em razéo
de seu papel central em diversas vias de resposta a dano no DNA. Uma alternativa
para a terapia combinada com gemcitabina, possivelmente com acdo mais
especifica do que a supressdo de CHK1, pode ser a inibicdo do gene RAD17, outro
regulador do ciclo celular que atua na mesma via dessa quinase, porem em etapa
anterior (Fredebohm et al., 2013). Esse novo alvo foi identificado em uma varredura
com shRNAs para cerca de 10.000 genes, e sua deplecdo também demonstrou
efeito sinérgico com a gemcitabina, intensificando a citotoxicidade da droga nas

células de PDAC (Fredebohm et al., 2013).
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Uma nova abordagem de investigacado, observada em trabalhos mais recentes,
€ a pesquisa de vulnerabilidades genéticas por meio de screenings realizados in
vivo, com modelos PDXs derivados de PDAC. Como exemplo, em uma analise de
genes envolvidos no metabolismo tumoral, com um pool de shRNAs contra
transportadores de superficie celular, a anidrase carbbnica 9 (CA9) mostrou-se
essencial para a iniciagcdo e o crescimento tumoral nos animais (Pore et al., 2015).
Em outro trabalho nessa mesma linha, mas com enfoque nos reguladores
epigenéticos, a supressao do gene WDR5, membro de um complexo de metilacdo de
histonas, afetou a capacidade das células de PDAC em manter o crescimento dos
xenotumores, apontando assim mais uma possivel via de ataque contra a doenca
(Carugo et al., 2016).

Em conclusao, todos os exemplos mencionados corroboram o imenso potencial
das anélises com RNAI para a identificacdo de alvos terapéuticos no PDAC. Nesse
contexto, o controle da atividade de reguladores epigenéticos apresenta-se como
uma abordagem especialmente atraente, uma vez que, por natureza, as anomalias
no epigenoma sao potencialmente reversiveis e ja ha um consideravel arsenal de
inibidores farmacoldgicos a disposicao para serem testados contra esses alvos. Com
base nessas consideracdes, espera-se que 0s resultados obtidos neste trabalho
possam efetivamente revelar potenciais vulnerabilidades no cancer de pancreas, e
assim apontar novas diregcoes para o desenvolvimento de tratamentos mais eficazes

para os pacientes acometidos por tdo devastadora enfermidade.
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6. CONCLUSOES

Foi estabelecida uma colecdo de sete PDXs derivados de amostras de
pacientes com adenocarcinoma ductal pancreatico. Os xenotumores apresentam
caracteristicas histoldgicas tipicas do PDAC, com perfis de diferenciacédo
compativeis com os tumores originais.

Uma linhagem celular pura de cancer pancreatico humano foi derivada a partir
de um dos xenotumores. As células apresentam a morfologia epitelial e padrdo de
proliferacdo semelhante ao de outras linhagens pancreaticas. Seu potencial
tumorigénico foi confirmado, pela capacidade de inducdo de tumores in vivo.

Empregando uma biblioteca de 4492 shRNAs contra componentes da
maquinaria epigenética, foram gerados reagentes e padronizadas as condicfes
experimentais para o0 rastreamento de genes que possam representar
vulnerabilidades no cancer pancreatico. A biblioteca de shRNAs foi amplificada e
manteve constituicdo equivalente a existente na biblioteca original, apresentando-se
em condi¢cdes adequadas para o silenciamento de 398 reguladores epigenéticos.

Trés linhagens tumorais pancreéaticas (AsPC-1, MIA PaCa-2 e PANC-1)
mostraram-se suscetiveis a infeccao por vetores lentivirais contendo a biblioteca de
shRNAs, e foram assim utilizadas no screening de alvos epigenéticos no PDAC. O
sequenciamento e analise de representacdo diferencial dos shRNAs em cada
linhagem apo0s o silenciamento dos genes-alvo estd em andamento, para a
identificacdo de possiveis alvos candidatos. A validade dos candidatos que venham
a ser identificados sera determinada posteriormente de modo individual, em ensaios
funcionais para verificar o efeito do seu silenciamento sobre o fenoétipo e viabilidade

das células tumorais pancreaticas.
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DADOS DO PARECER

Numero do Parecer: 834 279
Data da Relatoria: 09/10/2014

Apresentagao do Projeto:

O adenocarcinoma ductal do pancreas (PDAC, pancreatic ductal adenocarcinoma), o tipo mais prevalente
de cancer pancreatico, € uma neoplasia extremamente agressiva e em geral letal. A auséncia de opgdes
terapéuticas eficientes motiva a busca de vulnerabilidades moleculares nestes tumores que possam ser
exploradas no desenvolvimento de novas terapias para o PDAC. Neste trabalho, vamos rastrear genes
essenciais para a

sobrevivéncia do PDAC empregando uma esiratégia de silenciamento génico com short hairpin RNAs
(shRNAs), uma classe de RNA de interferéncia (RNAI). Células tumorais obtidas de pacientes com PDAC
serdo expandidas in vivo por meio de xenotransplantes em camundongos severamente imunodeficientes.
Culturas primarias derivadas desses xenotransplantes serdo utilizadas para o rastreamento de
vulnerabilidades genéticas utilizando bibliotecas de shRNAs que alvejam centenas de genes
simultaneamente. Inicialmente, serdo testados shRNAs gue alvejam 243 genes envolvidos na regulacdo da
cromatina. Com essa abordagem esperamos identificar proteinas participantes da maquinaria epigenética
cujo silenciamento afete significativamente a sobrevivéncia do PDAC, expondo assim potenciais candidatos
a alvos farmacologicos para o tratamento da

doenca.

Enderego: Rua Peixoto Gomide, 316 - 7 andar

Bairro: Jardim Paulista CEP: 01.409-000
UF: 5P Municipio: SAO PAULO
Telefone:  (11)3394-5701 E-mail: cepesg@hsl.org br

Pagina 01 de 03

171



HOSPITAL SIRIO LIBANES /
SOCIEDADE BENEFICENTE DE {2"""‘"‘“9 ,m_.ﬂlo
SENHORAS

Continuagio do Parecer: 834.279

Projeto envolvendo o uso de participantes com céncer de pancreas que serao submetidos a cirurgia. Apos
obtencao de TCLE, o tumor extraido sera transportado para o biotério do IQ/USP e enxertados em roedores.

O pesquisador possui apoio financeiro da FAPESP e o HSL sera a instituicdo co-participante.

Objetivo da Pesquisa:

Avaliar se o silenciamento do conjunto conhecido de genes codificadores de proteinas com funcao de
"escrita”, "leitura" ou "limpeza" de marcas epigenéticas em células derivadas de tumores de pancreas
podera revelar genes essenciais para a sobrevivéncia do tumaor.

Esta informacdo sera relevante para o desenvolvimento de novas terapias para a doenca, por exemplo
através da identificacdo de farmacos que interfiram com a funcdo destas proteinas.

Objetivo Primario:

Identificar alvos terapéuticos no PDAC através do rastreamento por RNA de interferéncia em
xenotransplantes de tumores utilizando bibliotecas de short hairpin RNAs.

Avaliagdo dos Riscos e Beneficios:

O pesquisador considera o risco minimo para o participante, embora todos os estudos tenham um risco,
ainda que considerado como risco minimo asscciado a qualquer estudo.

Comentarios e Consideragdes sobre a Pesquisa:

A pesquisa possui relevancia cientifica e podera gerar dados que auxiliem, no futuro, novas pesquisas para
o desenvolvimento de produtos destinados ao tratamento de pacientes com cancer.

Consideragoes sobre os Termos de apresentagio obrigatoria:

Daocumentacdo apresentada conforme legislacdo vigente e normas da instituico.

Recomendagoes:

ndo se aplica

Conclusoes ou Pendéncias e Lista de Inadequagdes:

Protocolo cadastrado no CEPesq como HSL 2014-68 aprovado em 09-10-2014 conforme as versdes

listadas abaixo:

- Projeto de Pesquisa versdo 1 - 20-05-2014

- Termo de Consentimenta Livre e Esclarecido versdo 1 de 1 de novembro de 2013.

Lembramos que o pesquisador devera manter o CEPesq informado sobre o andamento de sua pesquisa

através do envio de relatdrios parciais (semestrais) e final. De acordo com o cronograma
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apresentado, o primeiro relatorio parcial esta previsto para ser entregue em 09-04-2015. Caso haja
alterac®es no protocolo, cronograma do estudo, ou em qualguer outro documento do estudo por favor,
submeter atualizac&o.

Situagdo do Parecer:

Aprovado
Necessita Apreciagio da CONEP:
Nao

Consideragoes Finais a critério do CEP:

SAO PAULO, 16 de Qutubro de 2014

Assinado por:
Bernardo Garicochea

(Coordenador)
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Universidade de Sao Paulo
Instituto de Quimica

CERTIFICADO N° 03/2014

Certifico que o Projeto “Desenvolvimento de xenotransplantes de tumores
pancreaticos humanos para varredura genética de alvos moleculares com potencial
terapéutico”, desenvolvido sob responsabilidade do Prof. Dr. Eduardo Moraes Rego
Reis, estad de acordo com os Principios Eticos na Experimentagao Animal adotado pelo
Conselho Nacional de Controle de Experimentagéo Animal (CONCEA) e foi aprovado pela
Comissao de Etica em Uso de Animais (CEUA), do 1Q-USP, em 27/02/2014.

We attest that the project entitled “Desenvolvimento de xenotransplantes de
tumores pancreaticos humanos para varredura genética de alvos moleculares com
potencial terapéutico”, developed under the responsibility of Dr. Eduardo Moraes Rego
Reis, is in agreement with the National Council for Control of Animal Experimentation and
has been approved by the Internal Animal Care and Use Committee of the Institute of
Chemistry, University of Sao Paulo, on 02/27/2014.

Sao Paulo, 27 de fevereiro de 2014

Profa. Dra. Nadja Cristhina de Souza Pinto
Coordenadora CEUA
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