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VIEIRA, G. M. “Fosfatases de dupla especificidade interferem na resposta de
células de adenocarcinoma ductal pancredtico ao tratamento com
gemcitabina”. 2021, 136 p. Tese de Doutorado — Faculdade de Medicina de Ribeirao
Preto, Universidade de Sao Paulo, Ribeirdo Preto, SP, Brasil.

O adenocarcinoma ductal pancreéatico (ADP) é a mais comum e mais agressiva
neoplasia do pancreas, possuindo um dos piores progndésticos dentre os tumores
sélidos. Mutacfes no gene KRAS ocorrem em 95% dos casos de ADP e causam a
ativacdo de diversas vias de sinalizacdo, como as vias de proteinas quinases
ativadas por mitdgenos (MAPK). As principais vias de MAPK sao as vias ERK, JNK
e p38, que controlam processos celulares importantes para a tumorigénese e
quimiorresisténcia. MAPKs sdo reguladas por mecanismos de feedback exercidos
pela atividade de proteinas fosfatases, sendo as fosfatases de dupla especificidade
(DUSPs) a principal classe. O papel das DUSPs na regulacdo da quimiorresisténcia
do ADP ainda é controverso e pouco explorado. Sendo assim, este trabalho visou
investigar o impacto da atividade regulatéria das DUSPs na quimiorresisténcia do
ADP. Inicialmente, foi realizado um screening fenotipico com o knockout de 25 genes
da familia DUSP pela metodologia CRISPR/Cas9 para identificar DUSPs que
exercem influéncia na quimiorresisténcia a gemcitabina. Em seguida, foi investigado
o papel do alvo de escolha na resisténcia a gemcitabina, por meio da avaliacdo de
expressao génica e proteica, da resposta do alvo ao tratamento com gempcitabina,
bem como a influéncia da modulacao do alvo em ensaios funcionais e na modulagéo
da fosforilacdo de quinases. Os resultados mostraram que fosfatases da familia
DUSP, como DUSP1, DUSP2, DUSP11 e DUSP27 estdo associadas com a
resisténcia a gemcitabina, destacando-se nesse caso a DUSP2. Adicionalmente, foi
observado que DUSP2 atua na reducao da proliferagcdo celular e na inducdo de
apoptose frente a gemcitabina. Foi demonstrado também, que a inducédo de DUSP2
e 0 tratamento com gemcitabina causam a modulagéo da fosforilacdo de proteinas
quinases como ERK1/2, p38, p53 e GSK-3. Interessantemente, a DUSP2 apresenta
baixos niveis de expressdo em amostras de ADP comparada com o tecido normal.
Além disso, foi encontrado que DUSP2 apresenta correlacdo na expressao génica e
proteica com DUSP1, e que estas duas fofastase podem exercer funcodes
redundantes e correlatas no contexto da resposta a gemcitabina em células de ADP.
Em conclusdo, nossos achados mostraram que DUSP2 atua na resposta a
gemcitabina em células de ADP, inibindo a proliferacdo celular e aumentando a
apoptose, por meio da modulacdo da fosforilacdo de proteinas quinases como
ERK1/2, p38, p53 e GSK-3.

Palavras-Chave: Adenocarcinoma ductal pancreatico. Fosfatases de dupla
especificidade. Quimiorresisténcia.



VIEIRA, G. M. “Dual specificity phosphatases impacts on pancreatic ductal
adenocarcinoma cell response to gemcitabine treatment”. 2021, 136 p. Doctoral
Thesis - School of Medicine of Ribeirdo Preto, University of S&o Paulo, Ribeir&o Preto,
SP, Brazil.

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is the most common and aggressive
neoplasm of the pancreas, having one of the worst prognosis among solid tumors.
KRAS driver mutations occur in 95% of PDAC cases and cause the activation of
several signaling pathways such as mitogen-activated protein kinase (MAPK). The
main MAPK pathways are MAPK/ERK, JNK, and p38 pathways, which control
important cellular processes for tumorigenesis and chemoresistance. Feedback loops
exerted by protein phosphatases regulate MAPKs, and the dual-specificity
phosphatases (DUSP) are the main class. The role of DUSPs in PDAC
chemoresistance is still controversial and poorly elucidated. Therefore, this work aimed
to investigate the regulatory activity of DUSPs in PDAC chemoresistance. A
phenotypic screening was carried out using the CRISPR/ Cas9 gene-editing technique
to knockout 25 genes of the DUSP family in order to identify DUSPs that are important
to gemcitabine resistance. Next, we investigated the role of selected DUSP in PDAC
chemoresistance, evaluating gene and protein expression, response to gemcitabine,
and cell response to the DUSP gene modulation. The results revealed that several
DUSPs are involved in gemcitabine resistance, such as DUSP1, DUSP2, DUSP11 and
DUSP27, especially DUSP2. In addition, DUSP2 is related to gemcitabine response in
PDAC cell lines, by decreasing cell proliferation and increasing rates of apoptosis. We
also demonstrated that DUSP2 induction and gemcitabine treatment modulated the
phosphorylation of several protein kinases such as ERK1/2, p38, p53, and GSK-3.
Interestingly, DUSP2 showed low gene expression in PDAC samples, compared to
normal pancreas tissue. Furthermore, DUSP1 and DUSP2 demonstrated gene and
protein correlation and related functions in PDAC cell lines response to gemcitabine.
In conclusion, our findings showed that DUSP2 acts in PDAC cell lines response to
gemcitabine, inhibiting cell proliferation and increasing apoptosis, by modulating the
phosphorylation of protein kinases such as ERK1/2, p38, p53 and GSK-3.

Keywords: Pancreatic ductal adenocarcinoma. Dual specificity phosphatase.
Chemoresistance.
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1.1. Adenocarcinoma ductal pancreético

O péancreas € um 6rgdo secretor misto que exerce um papel fundamental na
regulacdo da digestdo de macronutrientes. Anatomicamente € dividido em cabeca,
corpo e cauda e apresenta funcdes enddcrinas e exdcrinas. O pancreas exocrino
(80% da massa de tecido do 6rgéo) libera enzimas digestivas no intestino como
amilase, lipase pancreética e tripsinogénio, que sdo produzidas e secretadas pelas
células acinares e transportadas pelo ducto pancreético. O pancreas endocrino é
composto pelas llhotas de Langerhans, formadas pelas células alfa, beta, delta e PP
que secretam os hormonios glucagon, insulina, somatostatina e polipeptideo
pancreatico, respectivamente. Estes hormonios séo liberados diretamente na corrente
sanguinea e regulam a forma de utilizacéo da glicose % 2 3.

Dentre as neoplasias que acometem o pancreas, o adenocarcinoma ductal
pancreético (ADP) é a mais comum, representando aproximadamente 95% dos casos
4. Os tumores neuroenddécrinos e carcinomas acinares séo pouco frequentes (1-2%)
e ainda mais raramente podem ocorrer carcinomas coloidais, pancreatoblastomas e

neoplasmas sélidos pseudopapilares > ©.

1.1.2. Epidemiologia, sintomatologia e fatores de risco

Segundo o Instituto Nacional de Cancer José Alencar Gomes da Silva (INCA),
o ADP abrange cerca de 2% de todos os casos de cancer registrados no Brasil e é
responsavel por aproximadamente 4% das mortes por cancer, sendo a causa da morte
de 11.099 pessoas no Brasil em 2018 7. Mundialmente, 458.918 pessoas foram
diagnosticadas com ADP e 432.242 pessoas morreram devido a doenca em 2018,
representando a 72 causa de morte por cancer no mundo 8. A sociedade Americana
de Céancer estima que em 2021, seréo registrados 60.430 novos casos de ADP e
48.220 mortes s6 nos EUA °.

O desenvolvimento do ADP ocorre geralmente na cabeca do pancreas e
conforme evolui para os estagios mais avancados, se infiltra nos tecidos circundantes,
incluindo vasos linfaticos, bagco e cavidade peritoneal, com metastases frequentes
para o figado e pulmdes 3. Grande parte dos pacientes sdo assintomaticos,
principalmente nos primeiros estagios da doenc¢a. Quando apresentam sintomas, o
quadro clinico varia de acordo com a posi¢cao anatémica do tumor. O tumor na cabeca
do pancreas pode causar ictericia, dor abdominal ou nas costas, anorexia e perda de

peso, nauseas e vOmitos. Alguns outros sintomas como coagulos sanguineos,
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diabetes, aumento da vesicula biliar ou do figado também podem sugerir sintomas de
ADP 5 101112 A falta de sintomas especificos, juntamente com as limitacées de
diagnéstico, faz com que a maioria destes pacientes obtenham um diagndstico tardio
e um dos piores prognosticos dentre os tumores soélidos, com uma sobrevida global
em 5 anos de apenas 9% dos pacientes 3.

Dados da GLOBOCAN 2018 & mostraram que em 2018, as maiores incidéncias
e mortalidades de ADP foram em paises com altas taxas de desenvolvimento humano.
O aumento das taxas nestes paises provavelmente se deve ao estilo de vida menos
saudavel adotado, que aumenta a suscetibilidade aos fatores de risco, que estao
associados a globalizacdo, urbanizacdo e desenvolvimento econémico 4. O ADP é
mais comum em pessoas acima dos 50 anos de idade, de etnia negra e do sexo
masculino °. Porém, dados epidemiolégicos mais recentes mostraram que a incidéncia
em mulheres e em pessoas menores de 50 e 40 anos de idade tém crescido nos
altimos anos em alguns paises, principalmente naqueles com altas taxas de
desenvolvimento *°.

Dentre outros diversos fatores de risco incluindo diabetes tipo 2, pancreatite
cronica, excesso do uso de alcool, sedentarismo, hipertenséo, dieta rica em colesterol,
acucar e carne, destacam-se o tabagismo e o sobrepeso/obesidade como os fatores
de risco mais elevados 416 . Em torno de 10% dos pacientes acometidos pela doenca
possuem familiares de primeiro ou segundo grau também acometidos pelo ADP. Em
apenas 20% destes pacientes sao identificadas mutacfes genéticas em genes como
BRCA2, BRCAL, CDKN2A, ATM, STK11, PRSS1, MLH1 e PALB2. O gene CDKN2A
€ 0 mais frequentemente mutado nestes casos, aumentando em cerca de 39 vezes 0
risco de desenvolvimento do ADP ao longo da vida. Algumas sindromes genéticas
também aumentam o risco do desenvolvimento do ADP, como pancreatite hereditaria,
sindrome de Peutz-Jeghers, sindrome de Lynch, sindrome do melanoma hereditario

e sindrome do cancer de mama e ovario hereditaria % 12 17:18;19; 20,

1.1.3. Caracteristicas histolégicas e moleculares
Existem quatro tipos de neoplasias pancreaticas morfologicamente distintas e
nao invasivas que sao precursoras do ADP: neoplasia intraepitelial pancreatica (NIP),
neoplasia mucinosa cistica (NMC), neoplasia mucinosa papilar intraductal (NMPI) e
neoplasia papilar intraductal tubular (NPIT). Apesar de caracterizadas como lesbes

precursoras, tem sido demonstrado que as NMPI podem co-existir com 0 PDAC sem
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possuir necessariamente a mesma origem genética 2. As NIPs sédo lesGes
microscépicas e sdo as que originam o ADP com mais frequéncia 2% 22, As NIPs
possuem quatro estagios (NIP-1A, NIP-1B, NIP-2 e NIP-3), correspondentes ao
aumento progressivo no grau histolégico, que somado ao acumulo de mutacbes
genéticas, culminam em uma neoplasia invasiva (Figura 1) %% 24, Conforme as NIPs
progridem para o estagio invasivo por meio das mutag¢bes, forma-se um tumor
desmoplasico denso, com muita matriz extracelular e formacéo de colageno, o que
condiciona o tumor a possuir baixos niveis de vascularizacéo, caracteristica frequente
do ADP gue o torna mais agressivo e resistente a administracéo de drogas 2°. Estima-
se que desde a mutacao inicial, formacéo destas lesdes precursoras, sua progressao,
disseminacdo metastatica e 6bito do paciente sejam necessarios de 10 a 30 anos 2°.

Ducto normal NIP-1A e NIP-1B NIP-2 Adenocarcinoma
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Figura 1 - Modelo de progressdo tumoral do ADP a partir do acdmulo de alteracdes genéticas. A
espessura das linhas corresponde a frequéncia das alteragdes. NIP: neoplasia intraepitelial
pancreética. Adaptado de: Bardeesy; DePinho. Nat. Rev. Cancer (2002) 2:12, 897-909 10,

A mutacéo inicial que promove a tumorigénese geralmente € a ativacado do
gene KRAS, que ocorre em mais de 90% dos tumores de ADP % 27, Alterac6es como
a ativacdo de KRAS juntamente com o encurtamento dos teldmeros, que pode
contribuir para a instabilidade genémica, tendem a aparecer nas lesdes iniciais (NIP-
1). As altera¢cGes mais frequentes nas lesdes NIP-2 sdo a inativacéo de p16/CDKN2A
e p21/CDKN1A. A inativacao de TP53, SMAD4/DPC4 e BRCA2 ocorrem usualmente
em lesdes intraepiteliais mais avancadas (NIP-3) e no tumor invasivo. Estas mutacdes

sao as mais frequentes no ADP depois de KRAS, ocorrendo em 50-80% dos tumores
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522,27 Qutras mutagcdes menos frequentes, presentes em menos de 20% dos casos
de ADP, incluem alteracdes em genes como ARID1A, GLI3, MLL3, MUC16, TGFBR1,
TGFBR2, BRAF, AKT2, EGFR, MAP2K4, MYB (Revisado em % 28),

1.1.4. Classificacdo molecular

O avanco nas tecnologias moleculares em larga escala permitiu mostrar que
tumores histopatologicamente indistintos podem ter caracteristicas moleculares muito
diferentes. Isso permitiu que diversos tumores soélidos sejam classificados conforme
caracteristicas moleculares em comum e esta classificagcdo, frequentemente auxilia
na tomada de deciséo clinica do tratamento destes tumores. Conforme revisado por
Collison e colaboradores ?° diversos grupos classificaram o ADP em subgrupos
moleculares baseando-se em andlises do transcriptoma, divergindo um pouco no tipo
das amostras utilizadas e na forma de analise.

Dentre diferentes classificacfes, destacam-se quatro delas. O primeiro grupo a
classificar molecularmente, foi 3° que utilizaram amostras de ADP primario e linhagens
celulares humanas e murinas, classificando-as nos subgrupos: “classico”; “quase-
mesenquimal” e “exdcrino-like”. Em 2015, Moffitt e colaboradores 3!, utilizando
amostras de ADP primério ndo tratado, metastatico e “bulk” tumoral, conseguiram
classificar o ADP nos subgrupos “classico” e “basal-like” e ainda classificar dois tipos
de estroma: “ativado” e “normal”. Bailey e colaboradores 27, fizeram a classificacdo
que tem sido mais amplamente utilizada, a partir de amostras de ADP primario e de
“bulk” n&o tratado, dividindo nos seguintes subgrupos: “escamoso”; “progenitor
pancreatico”, “imunogénico” e de “células aberrantes diferenciadas enddcrinas e
exdcrinas” (ADEX). Outra classificacéo relevante foi a realizada por Sivakumar e
colaboradores 22, que proporcionou uma classificacdo com grande diferenca nas
caracteristicas imunoldgicas entre 0s subgrupos, classificando em: 1 (Hedgehog); 2
(Notch) e 3 (Ciclo celular).

Todas essas classificacbes possuem caracteristicas sobrejacentes e
semelhancas entre si, entdo Collisson e colaboradores 2°, propuseram uma “arvore
filotranscriptdmica” que abrange todas as classificagées baseadas no transcriptoma e
sugerem dois grandes subgrupos epiteliais: “pancreatico-classico” (que pode ser
subdivido em classico-progenitor e ADEX) e “escamoso” (de pior progndéstico e pior
resposta as quimioterapias); e ainda, dois subtipos estromais: “ativado” e “normal’.

Estas classificacbes sao extremamente importantes para uma possivel utilizacao
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clinica, visto que o ADP apresenta alta heterogeneidade na composicdo molecular,
que implica em diferentes respostas as terapias. Um exemplo da aplicacdo destas
classificacdes foi mostrada por 33, que subdividiu mostras de pacientes de ADP em
cldssico e “basal-like” e observou que realmente o subgrupo classico respondeu
melhor a quimioterapia de primeira linha (folfirinox e/ou gemcitabina). Contudo, apesar
dos avancos em descobertas de marcadores genéticos e caracterizacdo de mutacgdes,
as implicacoes clinicas destes avancos ainda estdo em fases iniciais, reforcando que
estudos adicionais s@o necessarios para o entendimento da interface molecular-
clinica e para relacionar estas caracteristicas com o prognostico dos pacientes,
afetando a tomada de deciséo clinica no tratamento do ADP 2°.

1.1.5. Tratamento

O ADP possui uma resisténcia caracteristica a maioria dos tratamentos
disponiveis, como quimioterapia, radioterapia ou terapia alvo direcionada °. Como ja
mencionado, o ADP apresenta um progndstico altamente desfavoravel por se tratar
de um tumor com alto potencial invasivo. Apenas cerca de 10 a 15% dos pacientes
com ADP possuem a doenga em estagios iniciais (I ou 1) no momento do diagndéstico.
Para esses pacientes, a resseccao cirdrgica seguida de terapia adjuvante € a Unica
opcao de cura, porém para a maioria dos pacientes (mais de 80%), esta op¢éo nao é
viavel. Mesmo para aqueles pacientes em estagios iniciais que sao submetidos a
ressecc¢ao cirargica seguida de quimioterapia adjuvante, a sobrevida em 5 anos pode
aumentar apenas para até 20% 34 e, na maioria deles (cerca de 80%), os pacientes
apresentam recaida da doenca e vao a 6bito % 35, As razdes para este prognéstico
tdo ruim estdo relacionadas as poucas op¢des de tratamentos eficazes, a frequente
presenca de micrometastases e ao desenvolvimento de quimiorresisténcia 3.

O quimioterapico de primeira escolha para o tratamento do ADP é a
gemcitabina (difluorodesoxicitidina, dFdC), que é um analogo de nucleosideo e inibe
a sintese de DNA. Foi aprovada pela Food and Drug Administration (FDA) em 1996
para o tratamento de varios tumores solidos e linfomas e desde 1997, é amplamente
utilizada no tratamento de ADP, devido ao seu beneficio em relagédo ao tratamento
com o 5-FU 5-fluorouracil (5-FU), quimioterapico utilizado até entdo. A gemcitabina
aumentou a taxa de sobrevida global de 4,4 para 5,6 meses e a taxa de resposta a
droga para 23,8% em comparacgdo aos 4,8% obtidos em terapias utilizando 5-FU ¥,

Mais tarde, um estudo de fase trés que comparou o 5-FU e leucovorina versus
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gemcitabina, mostrou que ndo houve diferenca estatistica quanto a sobrevida dos
pacientes, e 0 grupo que recebeu 5-FU e leucovorina apresentou eventos adversos
sérios 38, Atualmente outras drogas foram aprovadas para o tratamento do ADP, em
sua maioria, em regime de poliquimioterapia e frequentemente combinado com a
gemcitabina, apresentando, entretanto, taxas de citotoxicidade elevadas.

Para pacientes com ADP ressecaveis ou marginalmente ressecaveis
(borderline), o tratamento com a gemcitabina e capecitabina comparada a
monoterapia de gemcitabina obteve um ganho na sobrevida global de 25,5 meses
para 28,8 meses, no entanto, demonstrou aumento no nimero de eventos adversos
39, Posteriormente, um estudo de fase trés comparou o tratamento de FOLFIRINOX
(combinacdo de 5-FU, oxaliplatina e irinotecan) modificado com a monoterapia de
gemcitabina. O tratamento com mFOLFIRINOX obteve um ganho de sobrevida global
de 35 meses para 54,4 meses, contudo, a citotoxicidade também foi maior neste grupo
de tratamento quando comparada a monoterapia “°. A terapia adjuvante de nab-
paclitaxel (paclitaxel ligado a nanoparticula de albumina) com gemcitabina néo
aumentou a sobrevida global dos pacientes, quando comparados a monoterapia 4
Portanto, nestes pacientes de baixo grau, FOLFIRINOX é indicado para pacientes
menores de 76 anos com boa performance status ® e a gemcitabina com ou sem
capecitabina continua sendo a melhor opc¢éo de tratamento nos demais pacientes.

Em pacientes com ADP “localmente avancado”, geralmente a ressecgao néo é
possivel e o tratamento utilizado € a quimioterapia sistémica também utilizada em
pacientes com a doenca metastatica #°. Nestes pacientes de alto grau, a combinacéo
de erlotinib (um inibidor de EGFR) e gemcitabina demonstrou aumentar discretamente
a sobrevida em relagdo a gemcitabina isolada “3. Outros esquemas de
poliquimioterapia alternativos como o FOLFIRINOX 4* e o nab-paclitaxel 4> 46
juntamente com a gemcitabina, também aumentaram a sobrevida dos pacientes
guando comparados ao regime de monoterapia com gemcitabina, aumentando de 6,8
para 11,1 meses e de 6,7 para 8,5 meses, respectivamente. Porém, ambos
demonstraram taxas de toxicidade elevadas, resultando em quadros graves de
diarreia, nauseas, fadiga, mielopatia e neuropatia.

Nesse contexto, o tratamento do ADP ainda representa um desafio clinico muito
grande e, apesar do surgimento de novas opc¢des de tratamentos nos ultimos anos, a
maioria destes avancos foram através das novas combina¢cfes de quimioterapicos

previamente estabelecidos 4’. Com isso, embora grande parte dos tumores adquirirem
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quimiorresisténcia, o tratamento com a gemcitabina ou a combinacdo desses
quimioterapicos com a gemcitabina continua sendo uma das principais estratégias na
terapia neoadjuvante, adjuvante e paliativa para tratamento do ADP 18, Para pacientes
gque nao respondem ao tratamento com poliquimioterapias ou que comorbidades
impedem essa estratégia, a monoterapia com gemcitabina também se torna a
principal opcéo 42.

Atualmente, alternativas como imunoterapias, busca de alvos no
microambiente tumoral, identificacdo de subgrupos de pacientes para terapias
individualizadas e o desenvolvimento de terapias alvo direcionadas, tém sido
estratégias emergentes para a busca de tratamentos mais eficazes. Nos ultimos anos,
mesmo com avan¢os na descoberta de marcadores genéticos e caracterizacdo de
mutacdes, a maioria ainda ndo resultou na alteracdo da tomada de decisao clinica no
tratamento do ADP. Dentre os poucos exemplos, temos o quimioterapico olaparib, que
€ um inibidor de PARP (poli ADP-ribose polimerase) e foi aprovado pela FDA em 2019
como a primeira terapia alvo direcionada baseada em biomarcador, para tratamento
de pacientes com mutacdes germinativas nos genes BRCAl1l e BRCA2. O
pembrolizumab, também ja foi aprovado como primeira linha de tratamento de
qualguer tumor sélido com instabilidade de microssatélite (MSI), que ocorre em 1 a
2% dos casos de ADP de baixo grau, ou seja, passiveis de resseccao cirlrgica. 4% 42,

O desafio encontrado em aplicar esses avancos na caracterizacdo molecular
do ADP para o tratamento, é que, frequentemente as mutagbes em genes que sao
alvos para terapias em outros tumores possuem uma frequéncia baixa em ADP. Além
disso, as consequéncias funcionais da maioria dessas mutac¢des nas vias dos genes
relevantes para a progressdo tumoral e quimiorresisténcia do ADP, ainda séo
desconhecidas 2°. Outra problematica, é que é notavel que estratégias de tratamento
de ADP abordam na maioria das vezes, pacientes ainda nao tratados e com tumor
primario, quando a maioria dos pacientes possui a doen¢a avancada. Ademais, 0s
tratamentos acabam induzindo uma pressao seletiva que altera a composicéo
molecular do tumor, tornando-o frequentemente mais agressivo e resistente 2% 4°,
Portanto, a busca por novas alternativas de terapia ou por alternativas que aumentem

a sensibilidade as terapias utilizadas é de extrema importancia e urgéncia.

1.2. Mutacao no gene KRAS e ativacao de vias de MAPK

Dentre as estratégias acima descritas, o desenvolvimento de terapias alvo
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direcionadas tem um alto potencial de sucesso e ja foi descrita para diversas
neoplasias. Entretanto, para o desenvolvimento de alvos moleculares em potencial &
necessario um amplo conhecimento acerca da biologia tumoral de cada neoplasia.
Como ja mencionado anteriormente, no decorrer da progressdo do ADP ocorrem
diversas alteracdes genéticas. Dentre elas, a mutacdo no proto-oncogene KRAS € a
mais frequente, atingindo mais de 90% dos tumores de ADP 50 5L 52 KRAS é um
membro da familia RAS de proteinas de ligacdo a guanosina trifosfato (GTP)
(untamente com NRAS e HRAS), que controlam processos de proliferacao,
diferenciacdo e sobrevivéncia celular 47 53. As evidéncias existentes sugerem que a
ativacdo de KRAS ¢é critica para a iniciagdo e manutencdo do ADP, ja que esti
presente desde as lesdes iniciais 4’.

A proteina KRAS, como uma GTPase, esta ativa quando ligada a uma molécula
de GTP e inativa, quando ligada a uma molécula de guanosina difosfato (GDP)
(Figura 2). Porém, KRAS pode ser ativada constitutivamente por um evento
mutacional, geralmente uma mutacéo de ponto que ocorre nos residuos G12, G13 ou
Q61. Das mutacBes em KRAS, 98% ocorrem no cédon 12 (de GGT a GAT ou GTT e
mais raramente CGT), substituindo glicina por aspartato, valina ou arginina. A
substituicdo G12D resultante da substituicdo de uma glicina (G) na posi¢cdo 12 por
acido aspartico (D) é a predominante. Esta mutacdo KRAS®!?D |eva a ativacdo
constitutiva da via de RAS, ou seja, RAS esta constantemente ligada a molécula de

GTP, independente da estimulagdo de fatores de crescimento 3 54,
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Figura 2 - Ativagdo de RAS em células normais e células com mutacéo em RAS. Proteinas RAS estédo
ativas quando ligadas a moléculas de GTP e inativas quando estdo ligadas a moléculas de GDP. KRAS
selvagem possui um ciclo entre suas formas ativas e inativas. Porém, mutagfes nos residuos G12, G13
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ou Q61 fazem com que KRAS esteja constitutivamente associado a molécula de GTP, em seu estado
ativo, ativando diversas vias de sinalizacdo que desencadeiam o processo oncogénico. As espessuras
das setas indicam a intensidade de sinalizacdo. GAP: proteinas ativadoras de GTPase, GDP:
guanosina difosfato, GTP: guanosina trifosfato. GEF: fator de troca de nucleotideo guanina. Adaptado
de Zeitouni et al. Cancers (2016), 8, 45 ®5.

A mutagdo que leva a ativacdo de KRAS, resulta em muitos processos
fenotipicos caracteristicos no ADP, como aumento da proliferacdo, supressao da
apoptose, alteragao do metabolismo, alteragédo do microambiente tumoral, evasao da
resposta imune e metastase (Revisado por %6 e 57). Estes efeitos fenotipicos
acontecem devido a constante ativacdo de cascatas de sinalizagdo downstream a
KRAS, sendo as principais, as vias RAF/MEK/ERK e PI3K/AKT/mTOR %/,

A via RAF/MEK/ERK, é umas das principais e mais bem descritas vias de
transducdo de sinais ativadas pelo mutante KRAS e é composta por proteinas
guinases ativadas por mitdbgenos (MAPK), que sdo essenciais para a sintese de DNA
58,59 Em resposta a estimulos intra e extracelulares, a via de sinalizacdo das MAPK
regula diversos processos celulares importantes. A atividade das MAPKSs é regulada
através de uma cascata de ativacdo de trés médulos, composta por uma MAPKKK
(MAP quinase quinase quinase), uma MAPKK (MAP quinase quinase) e uma MAPK
(MAP quinase). As MAPKKK sdo quinases serina/treonina que sao ativadas via
fosforilacdo e/ou interacdo com pequenas moléculas de GTP da familia Ras, em
resposta a estimulos extracelulares. A ativacdo delas leva a fosforilacdo e
consequente ativacdo de uma MAPKK que por sua vez, também ira fosforilar e ativar
uma MAPK. A MAPK efetora, quando ativa, pode induzir a ativacdo de varias proteinas
nucleares e citoplasmaticas 59 60 6162,

As trés principais vias de MAPK sédo as vias: 1) ERK (extracellular signal
regulated kinases) 1/2, que sdo ativadas em resposta a fatores de crescimento e
horménios; 2) quinase amino-terminal c-Jun (JNK 1-3) e, 3) p38 (p38a, p38B, p38y
and p38d), que respondem a condigbes de estresse celular. Em conjunto, estas
proteinas controlam importantes processos celulares como proliferacdo celular,
apoptose, sobrevivéncia, motilidade, diferenciacdo e ciclo celular, evidenciando o
papel oncogénico causado pela ativacdo constitutiva de Ras % 6% 63 64 (Figura 3).
Essas diversas fungbes sédo contexto e tecido dependente, podendo todas elas
desempenhar tanto fungbes oncogénicas, como func¢des supressoras tumorais.

ERK1/2 tem como funcéo principal o controle de proliferacdo celular por meio de
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reguladores positivos do ciclo celular, no entanto, em alguns contextos pode
desempenhar funcdes supressoras tumorais. A proteina JNK frequentemente
apresenta atividade pré-apoptética e de diferenciacdo, podendo também, ter
atividades oncogénicas relacionadas a regulacéo do ciclo celular e da sobrevivéncia.
Similarmente, p38 é mais conhecido pelas funcbes supressoras tumorais por meio da
regulacdo negativa do ciclo celular e inducéo de apoptose, mas pode também estar
envolvida nos processos de invaséao celular, inflamacéo, angiogénese e proliferacao
celular (Revisado por 57 %),

Diversos estudos evidenciam a relacdo das vias de MAPKs com a
quimiorresisténcia. A via ERK ja foi relacionada com quimiorresisténcia em neoplasias
como cancer de pulmédo, mieloma, cancer de ovario, leucemia, cancer gastrico e
glioblastoma 66:67: 6869 " A relacdo entre a quimiorresisténcia a gemcitabina e as vias
MAPKs também j4 foi descrita em estudos com cancer de bexiga e em ADP. Nesse
contexto, o tratamento com gemcitabina, apesar de ter induzido apoptose, induziu
também a ativacdo de ERK, JNK e p38, que aumentaram a quimiorresisténcia por
meio de mecanismos como sobrevivéncia celular e autofagia. Em contrapartida, esta
quimiorresisténcia foi revertida quando estas MAPKs foram inibidas 7% 71 72 73 74,75,
Por outro lado, j& foi demonstrado que a inibicdo farmacoldgica de ERK pode
aumentar a resisténcia a gemcitabina. Os autores também demonstraram que o efeito
€ droga dependente, visto que a inibicdo de ERK sensibilizou as linhagens de ADP
para 5-FU 76, A ativacédo de outra MAPK, p38, também ja foi descrita por sensibilizar
linhagens de ADP a gemcitabina ’’. Em conjunto, esses dados mostram que de fato
as MAPKs exercem um papel fundamental no processo de quimiorresisténcia.
Entretanto, os mecanismos pelos quais as MAPKs atuam para orquestrar redes de
interacdo e loops de feedback em diferentes contextos que permeiam a
quimiorresisténcia ainda sao incompreendidos.

Em consequéncia a ativacdo constitutiva de Ras, que culmina na progressao
do ADP, intuitivamente buscou-se a sua inibicdo direta como estratégia terapéutica.
Porém, tanto a inibicdo genética como farmacoldgica de suas isoformas é inviavel,
devido a alta letalidade e toxicidade desta inibigéo, tornando a oncoproteina KRAS um
alvo terapéutico desafiador. Com isso, a modulacao de alvos de vias de sinalizacéo
downstream a KRAS, como MEK, ERK1/2, JNK e p38 tem sido constantemente
investigados 47 8. Ressalta-se, porém, que embora a eliminacdo completa de alguns

alvos downstream a KRAS, como MEK e ERK seja eficiente para conter a progressao
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dos tumores com mutacdo de RAS, essa estratégia apresenta elevada toxicidade,
inviabilizando o seu uso 8. Diante do exposto, fica evidente a necessidade do
desenvolvimento de novos alvos terapéuticos e para isso, esclarecer o exato papel
dos mecanismos de regulacdo das MAPKs em diferentes tumores promovidos por

RAS, como o ADP, é essencial.

1.3. Desafio cientifico: proteinas fosfatases de dupla especificidade

(DUSPs) e o controle das vias de MAPK

Devido aos inUmeros processos celulares controlados pelas vias MAPKs, é
essencial que haja ndo apenas um mecanismo de controle da ativacdo, mas também
uma rede de loops de feedback negativo. J4 foi constatado que mesmo com a
presenca continua de estimulos, a ativagcdo das MAPKs € um processo reversivel,
indicando que estas proteinas realmente possuem um mecanismo de controle
intrinseco altamente regulado ’°. A desfosforilacdo das MAPK, que ocorre no residuo
de treonina e/ou tirosina, € um processo crucial para que aconteca este controle 63 7°,

Duas familias de proteinas atuam nesse processo de regulacdo: as proteinas
tirosina quinase (PTK) e principalmente, as proteinas tirosina fosfatases (PTP). J&
foram descritos mais de 100 diferentes membros de PTPs, que sdo agrupadas em
trés familias de acordo com a sequéncia de aminoacidos de seus dominios cataliticos,
cada grupo abrangendo um conjunto de substratos especificos. A maior e principal
familia é a classe |, que compartilha o residuo catalitico de cisteina na fosforilacdo.
Esta classe é subdividida em “classicas”, que sao fosfatases especificas para tirosina,
e as “fosfatases de dupla especificidade” (dual-specificity phosphatases — DUSPSs),
que desfosforilam ambos os residuos de tirosina e serina/treonina, sendo mais bem
diversificadas quanto ao substrato 8% 8L 82,

As DUSPs contemplam 44 genes [segundo o banco de dados do Genoma
Humano (HUGO — Human Genome Organization database) 8] e podem ser divididas
em 6 subgrupos. As DUSPs tipicas, sdo representadas por 11 proteinas e possuem
no dominio N-terminal um cluster de residuos de aminoacidos que formam um dominio
de ligacdo especifico para MAPK (MKB). Sdo as DUSPs mais bem estudadas e
também sdo denominadas de fosfatases de MAPK (MKP), por ja serem conhecidas
como componentes chave de uma complexa rede reguladora negativa que age no
controle das diferentes MAPKs 63 80 84 85 O gsegundo subgrupo possui 18

componentes e sdo as DUSPs atipicas, que apesar de possuirem o dominio C-
37



terminal conservado, ndo possuem no dominio N-terminal o dominio MKB 63 79: 80
Apesar de ndo possuirem tal dominio, essas DUSPs podem ter como alvo tanto as
MAPKSs, guanto outras proteinas upstream a MAPKs 8 8_Como exemplo temos a
DUSP3, DUSP14 e DUSP26, que apesar da auséncia do dominio MKB, também
possuem como alvo as MAPKs ERK1/2, JNK e p38 . Além destes dois subgrupos
principais, existem mais 4: Slingshot phosphatases (SSH), Protein tyrosine
phosphatases type IVA (PTP4A), CDC14 phosphatases e PTEN protein
phosphatases, que por possuirem funcées distintas e ndo terem como alvo as MAPKSs,
ndo serdo abordadas neste trabalho 82,

As DUSPs compartilham um dominio catalitico C-terminal bem conservado e
um dominio N-terminal ndo catalitico menos conservado. A especificidade das
sequéncias contidas na regido N-terminal € importante para determinar a classificacédo
das DUSPs tipicas. Elas podem ser classificadas quanto a sequéncia homéloga,
localizagdo subcelular e especificidade de substrato, compondo trés subgrupos:
induziveis nucleares, citoplasmaticas seletivas para ERK ou especificas para as
MAPKSs ativadas por estresse (JNK e p38) 63 79,8487,

O controle e regulacdo da transcricdo dos genes que codificam as DUSPs
ocorrem de forma rapida e especifica por meio de estimulos como fatores de
crescimento, estresse celular, fatores mitogénicos, citocinas e expresséo de alguns
oncogenes "°. O gene supressor tumoral TP53 também ja foi associado com o controle
de ativacdo de todas as DUSPs tipicas nucleares, DUSP1 8 DUSP2 &° DUSP4 % e
DUSP5 °1. A desregulacédo deste controle da expressdo de diversas DUSPs como
DUSP1, DUSP4, DUSP6, DUSP10 e DUSP16 foi associado ao desenvolvimento do
cancer, sugerindo que estas fosfatases podem ter funcéo em processos tumorigénicos
como transformacdo oncogénica, formacdo de tumor e processo metastatico 63 85,
Entretanto, o papel das DUSPs no cancer ainda é bastante controverso, sendo tumor
e contexto especifico. Alguns estudos ja correlacionaram a perda de funcéo de DUSPs
com o desenvolvimento e progressao tumoral, assim como outros estudos
demonstraram que o aumento da expressdo de algumas DUSPs, pode estar
associado com a progressao tumoral e a quimiorresisténcia 8% %2,

Em tumores pancreaticos, a expressao das diversas DUSPs é altamente
heterogénea. Por exemplo, as DUSP1, DUSP4 e DUSP28 ja foram descritas com
elevada expresséo génica % %4 % enquanto a DUSP10, apresenta niveis reduzidos de

expressdo nas células de ADP %. Por outro lado, a DUSP6 que representa uma das
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principais fosfatases no controle da ativacdo de ERK é amplamente regulada durante
a progressao do ADP, possuindo altos niveis de expressdo em lesdes precursoras
NIPs, em contraste aos baixos niveis de expressédo observados em células invasivas
de ADP 9798, Estes dados evidenciam a heterogeneidade das fun¢ées das DUSPSs no
aspecto intertumoral e também nos diferentes estagios da tumorigénese.

Outro ponto importante a ser considerado é a participacdo das DUSPs em
processos de quimiorresisténcia. Foi descrito que a DUSP1, por exemplo, esta
envolvida no processo de quimiorresisténcia a diversas drogas como cisplatina,
antraciclinas e taxanos &. Especificamente no ADP, que € um tumor altamente
heterogéneo e resistente aos quimioterdpicos atualmente disponiveis, o estudo de
moléculas relacionadas ao processo de quimiorresisténcia a gemcitabina torna-se
extremamente interessante, haja visto que este ainda € o quimioterapico mais utilizado
no tratamento do ADP. Ja foi demonstrado que a inibicdo da expressdo de DUSP1 7>,
por meio da ativacdo das MAPKs JNK e p38, e de DUSP28 °4, pela ativacao de
ERK1/2, sensibilizaram linhagens celulares de ADP a gemcitabina. Estes estudos dao
suporte a hipétese de que as DUSPs participam do processo de quimiorresisténcia do
ADP, mostrando a importancia da investigacédo desta classe de fosfatases, que séo
moléculas chave da regulacdo das MAPKSs e portanto, de grande interesse para a
investigacéo de alvos terapéuticos alternativos para o ADP 84,

Vale destacar, que alguns compostos ja foram descritos com atividade de
modulacdo da expressdo de algumas DUSPs, como os compostos NSC-87877,
NSC95397, salubrinal, shikonina, sanguinarine, triptolide, entre outros 85 99 100; 101,
Esses compostos viabilizam a possibilidade da modulacéo (inibicdo ou inducgao)
guimica dessas moléculas, o que facilita o estudo de suas funcbes no céancer e
também otimiza o seu potencial de utilizacdo como alvos terapéuticos.

Considerando o exposto, a relacéo entre a resisténcia a gemcitabina no ADP e
as vias MAPKs, aliado ao fato de que as DUSPs séo reguladoras diretas dessas vias,
pode-se considerar que, de fato, as DUSPs exercem um papel relevante no processo
de quimiorresisténcia (Figura 3). Entretanto, os mecanismos pelos quais as DUSPs
atuam em processos tumorigénicos e de quimiorresisténcia foi pouquissimo explorado
e permanece sendo um desafio, merecendo uma investigacao aprofundada.

Diante do progndéstico altamente desfavoravel, das altas taxas de mortalidade
do ADP causados pela agressividade do tumor, da falta de tratamentos eficazes e do

aumento da incidéncia global de ADP, principalmente entre a populagédo mais jovem,
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reforca-se a necessidade de diagndstico precoce, prevencgdo e busca de tratamentos
mais efetivos 4. Para isso, € de extrema importancia entender os mecanismos que
permeiam a progressdo tumoral e consequentemente a responsividade aos
tratamentos quimioterapicos e/ou alvo-dirigidos para alcancar avancos significativos
para o tratamento do ADP 2%, Neste contexto, este trabalho visa testar a hipétese de

que a atividade das fosfatases DUSPs afeta diretamente a quimiorresisténcia de

células de ADP a gemcitabina.
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Figura 3 - Transducado de sinal das vias de sinalizacdo de MAPKs. Em resposta a estimulos como
fatores de crescimento, estresse e drogas citotéxicas, as primeiras MAPKs da via sequencial de
ativacdo sdo ativadas, levando a transducao de sinais até a MAPK efetora, que quando ativada altera
diversos processos celulares como proliferagdo, sobrevivéncia e apoptose. As proteinas DUSPs
desfosforilam MAPKS, inativando a via de sinalizac&o correspondente. Baseado em: Zhao et al. Journal
of Surgical Research (2006) 136, 325-335 75; Arnoldussen et al. Mole. Cell Endrocrinol. (2009) 309, 1-

2:1-7 102,
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2.1. Objetivo Geral
O objetivo geral deste trabalho € identificar DUSP(s) com papel relevante nos

processos de quimiorresisténcia de células de adenocarcinoma ductal pancreatico.

2.2. Objetivos especificos

e Realizar uma triagem fenotipica para identificar gene(s) da familia DUSP que
possam modular a resposta das células de ADP ao quimioterapico gemcitabina;

e Identificar a DUSP com maior potencial de modulagdo de resposta a
gemcitabina;

e Analisar o padréo de expressdo génica do alvo selecionado em amostras de
pacientes portadores de ADP e identificar padrbes de expressdao com
relevancia clinica;

e Avaliar o impacto da modulagéo do alvo escolhido na eficicia do tratamento in
vitro da gemcitabina;

e Analisar o impacto da modulacédo da expressao génica do alvo identificado na

regulacdo de proteinas quinases.
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3. Matedad e Melodn



3.1. Delineamento Experimental

Os experimentos foram executados no Laboratorio de Oncologia Experimental
— Departamento de Genética, da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP, no
Laboratorio de Biologia Molecular do Departamento de Puericultura e Pediatria —
Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto — USP e no
Departamento de Biologia do Cancer da Kansas University Medical Center (KUMC).

O delineamento experimental foi executado de acordo com o fluxograma descrito

abaixo.
Avaliacdo da resposta
do alvo frente a
gemcitabina nas
linhagens celulares
Analise da expressdo
proteica do alvo
Avaliagao da
modulagdo da
fosforilagao de
proteinas quinases
Avaliagdo do
3 potencial - Modulagao da Ensaios in vitro
Screening DUSPs . sensibilizante Identificagéio do ’ expressao do alvo nas (proliferacao
(CRISPR/Cas9) frente 3 alvo

linhagens celulares celular, apoptose)
gemcitabina

. Analises in silico
(interacdo proteica,

enriquecimento,
correlacdo génica)

Anadlise da expressdo
génica em amostras
de ADP humanas

Identificacdo de
padrdes de expressdao
com relevancia clinica

Figura 4 - Fluxograma mostrando o delianeamento experimental do presente estudo.

3.2. Linhagens celulares e condi¢gdes de cultivo
Foram utilizadas oito linhagens celulares humanas, adquiridas e certificadas
conforme critérios estabelecidos pela ATCC® (MIA PaCa-2, PANC-1, AsPC-1, Capan-
2, Pancl10.05, BxPC-3 e SW1990) e trés linhagens celulares de camundongos
previamente estabelecidas e utilizadas no laboratério do Prof. Dr. Michael Vansaun
da University of Kansas Medical Center (P4313, K8484 e DT8082) além de linhagens
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estabelecidas a partir dos fibroblastos associados ao tumor (CAFs), dos respectivos
camundongos. A Tabela 1 ilustra as principais caracteristicas de identificacdo e
genéticas das linhagens celulares de ADP. As linhagens celulares foram cultivadas
em meio DMEM ou RPMI suplementados com 10% de soro bovino fetal (pH 7.2-7.4),
100 mg/mL de estreptomicina, 100 U/ml de penicilina em atmosfera imida contendo
5% CO? a 37°C. Para a andlise da viabilidade celular no momento do plaqueamente,
foi utilizada a solucdo de azul de tripan (Triplan blue/ Merck, Frankfurt, Germany),

seguindo instrucdes do fabricante.

Tabela 1 - Linhagens celulares de ADP utilizadas e suas principais caracteristicas genéticas.

Nome Espécie Origem KRAS Status TP53 Outros
MIA PaCa-2 Homo sapiens Aglgf ?425:\»? KRASG12C Mutado
PANC-1 Homo sapiens AT(,]:A%%TCMRL' KRASG12D/* Mutado
AsPC-1 Homo sapiens AT?ggzszL' KRASG12D Mutado
Capan-2 Homo sapiens ATC;:S?MHTB— KRASG12v/* Selvagem
BxPC-3 Homo sapiens ATC;é:gSWRL— Selvagem Mutado
Panc10.05 Homo sapiens ATcz:gf;%RL' KRASG12DH Mutado
SW1990 Homo sapiens ATCZ:$7®2$,,RL' KRASG12D Selvagem
K8484  Mus musculus Camgg‘éongo KRASG120/+ Mutado PDX1cre/*
DT8082  Mus musculus Camgg‘éongo KRASG120/+ Mutado PDX1cre/*
P4313 Mus musculus Cam‘k”gongo KRASG12D4  Selvagem PDX1crei
PKT82 Mus musculus Cam;r}l(_jrongo KRASG12DH+ Selvagem Tg?;ggfigﬂox
3.3. Autenticacdo das linhagens celulares

As linhagens celulares de ADP utilizadas durante o projeto foram autenticadas
pela metodologia de STR (Short Tandem Repeat). A analise do perfil de STR foi
realizada pelo Laboratério de Genética Bioquimica da FMRP-USP, sob
responsabilidade do Prof. Dr. Aguinaldo Luiz Simbes. Os resultados obtidos foram
comparados com os perfis disponibilizados pela ATCC em seu website e atestam a

compatibilidade das linhagens segundo as diretrizes estabelecidas pela ATCC
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3.4. Amostras de Pacientes
A coleta das amostras de tecidos pancreaticos livres de tumor e das amostras
de ADP foi realizada pelo Servico de Cirurgia Digestiva do Hospital das Clinicas da
Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto (HC-FMRP) da Universidade de Sao Paulo
e foi devidamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da Instituicdo (CAAE:
09823218.9.0000.5440). Foram utilizadas 13 amostras de ADP e 8 amostras livres de

tumor para analise de expressao génica.

3.5. Andlise da expressao génica

3.5.1. Extracdo do RNA e sintese do cDNA

As amostras de pancreas livres de tumor, amostra de tumores de ADP e
linhagens celulares de ADP foram coletadas e foi realizada a extragdo de RNA total a
partir do reagente Trizol® (Invitrogen Inc, Carsdab, CA, EUA) conforme instrucdes do
fabricante. O RNA foi quantificado no aparelho NanoDrop 2000 (Thermo Fisher
Scientific Inc.) e armazenado em freezer -80°C até a sua utilizag&o. A sintese de cDNA
foi realizada utilizando o kit iScript™ Reverse Transcription Supermix (Bio-Rad

Laboratories, Inc, CA, EUA), também seguindo as instru¢des do fabricante.

3.5.2. qRT-PCR

Para quantificar a expresséo génica, foi realizada a técnica qRT-PCR com a
utilizacdo do equipamento QuantStudio3 Real Time PCR System (Applied
Biosystems) e o kit Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems, Foster City, CA,
USA) de acordo com instru¢cdes do fabricante. As sondas Tagman® utilizadas foram:
DUSP2 (Hs00358879 m1DUSP2), GAPDH (Hs02786624 glGAPDH) e ACTB
(Hs01060665 gl1ACTB). A expressao génica foi normalizada por meio de dois genes
de referéncia (GAPDH e ACTB) como controle interno. A quantificacao relativa da
expressdo génica foi determinada utilizando-se a equacdo 22T e a média da
expressdo génica da linhagem celular Hela (jA conhecida por expressar o gene

DUSP?2) foi utilizada como calibradora 1%,

3.6. Western Blot
As amostras de proteina total foram obtidas das linhagens celulares e extraidas

utilizando o reagente Ripa Buffer® (Thermo Scientific) com adi¢cao de coquetel inibidor
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de proteases e fosfatases. Para quantificacdo proteica foi utilizado o protocolo de
Bradford 1% com o kit BIO-RAD DC™ Protein Assay Kit (Bio-Rad Laboratories, Inc,
CA, EUA), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Massas de proteina total
(30-60 pg) foram separadas por eletroforese SDS-PAGE, transferidas para membrana
de nitrocelulose e incubadas em solucdo bloqueadora 5% em temperatura ambiente
por 1h. Posteriormente, as membranas foram incubadas overnight a 4°C com os
anticorpos primarios especificos para proteina de interesse (Tabela 2). No dia
seguinte, as membranas forma lavadas em solucdo Tris Buffered Saline — Tween
(TBS-T) 1% e incubadas com os anticorpos secundarios correspondente, conforme
especificacdes (anti-mouse ou anti-rabbit), por 1 h em temperatura ambiente. A
visualizacdo das bandas foi realizada através do emprego do substrato
quimioluminescente Clarity™ Western ECL Blotting Substrates (Bio-Rad Laboratories,
Inc, CA, EUA) utilizando o sistema de Imagens ChemiDoc™ XRS+Image Lab™
Software (Bio-Rad Laboratories, Inc, CA, EUA). As bandas foram quantificadas quanto

a expressao proteica pelo software ImageJ 1.53a (National Institutes of Health).

Tabela 2 - Lista de anticorpos primarios utilizados neste estudo.

Anticorpo Cdédigo Especificacbes Empresa
CAS9 #14697S Mouse Cell Signaling
Monoclonal
DUSP2 sc-32776 Mouse Santa Cruz
Monoclonal
DUSP1 435217 Rabbit Cell Signaling
Monoclonal
Rabbit . .
p-DUSP1 #2857 Monoclonal Cell Signaling
Rabbit . .
p-ERK #9101S Policlonal Cell Signaling
ERK #4695 Rabbit Cell Signaling
Monoclonal
Rabbit . .
pSTAT3 #9145S Monoclonal Cell Signaling
STAT3 #9139S Mouse Cell Signaling
Monoclonal
Bax sc-7480 Mouse Santa Cruz
Monoclonal
Bcl-2 sc-7382 Mouse Santa Cruz
Monoclonal
B-actina sc-69879 Mouse Santa Cruz
Monoclonal
Vinculina sc-73614 Mouse Santa Cruz
Monoclonal
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3.7. Triagem utilizando o método CRISPR/Cas9

Para a triagem fenotipica inicial foram avaliadas quais DUSPs, tém a
capacidade de modificar a resposta das células ao tratamento com a gemcitabina
(elevar ou diminuir a sensibilidade). Para o knockout génico de 25 diferentes DUSPs,
foi utilizada a metodologia de edicdo do genoma mediada por RNA “guia” (Cas9) -
CRISPR/Cas9. Foram utilizadas particulas lentivirais previamente selecionadas e
desenhadas para o knockout do alvo de interesse que foram adquiridas da empresa
Dharmacon™ (GE Healthcare, Colorado, USA). Os lentivirus possuem o gene Cas9
permanentemente integrado ao genoma juntamente com um marcador de selecéo, o
gene de resisténcia a blasticidina (Figura 5). Para realiza¢do do knockout também é
necessaria a presenca de um RNA trans-ativador (tracrRNA), que se liga ao crRNA,
direcionando-o ao local especifico de quebra. A biblioteca compreende trés particulas
de crRNAs isoladas para cada um dos 25 genes, além do tracRNA, que também foram
adquiridos da empresa Dharmacon™ (G-CUSTOM-214951 - LP_18677 crRNA
Cherry-pick Library 0.5 nmol, descrita no Anexo A). A endonuclease Cas9 realiza o
dano no DNA, que ao ser mal reparado, gera o knockout do gene de interesse. Para
tanto, as linhagens celulares PANC-1 e MIA PaCa-2 foram transduzidas conforme
instrucdes do fabricante com as particulas lentivirais com o gene Cas9 e selecionadas
por meio do tratamento com blasticidina. Apds confirmacéo da expressao proteica de
Cas9 por western blot, as linhagens celulares foram ressuspensas e semeadas na
densidade de 3x102 células/poco em placas de 96 pocos e transfectadas com as
moléculas de tracrRNA e crRNA especifico para cada DUSP, conforme instrucées do
fabricante. Apos 48 h, o meio de transfecc¢do foi retirado e as células foram tratadas
com a droga gemcitabina com a concentracdo correspondente ao IC50 de cada
linhagem. ApoGs o tempo de tratamento de 72 h, o corante MTT foi adicionado e 4 h
depois foi feita a leitura de absorbancia para avaliacdo do potencial de
guimiossensibilidade ou quimiorresisténcia do knockout de cada uma das DUSPs

frente ao tratamento com a gemcitabina.
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Figura 5 - Vetor lentiviral para expressao estavel da proteina Cas9.

3.8. Modulacédo do gene DUSP2 em linhagens de ADP

3.8.1. Expanséo dos vetores de expressao

O vetor de expressdo de DUSP2 e o respectivo vetor vazio foram construidos
e obtidos pelo Vector Builder (ID dos vetores: VB191010-1218mey e VB181209-
1075efx), assim como demonstrado nos Anexos B e C. Os vetores inseridos em
bactéria E. coli foram semeados em placa com meio LB e agar suplementado com o
antibiotico de selecdo ampicilina, overnight a 37°C. Em seguida, uma coldnia isolada
foi selecionada e submetida a expansdo clonal em meio LB liquido, também
suplementado com o antibiético de selecdo, overnight a 37°C. Posteriormente, 0s
plasmideos foram purificados utilizando o kit “QIAGEN Plasmid Midi Kit” (Qiagen®)
segundo instrucdes do fabricante. A quantificacdo e a pureza foram avaliadas pelo
espectrofotometro  “Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer (Thermo

Scientific™).

3.8.2. Producéo de particulas lentivirais

As particulas lentivirais foram produzidas na linhagem HEK293T. Para tanto,
foram semeadas cerca de 1,5x10° células em garrafas de 75 cm? e incubadas
overnight. No dia seguinte, as células foram transfectadas com uma solu¢gdo composta
por meio DMEM, agente de transfeccdo (FUGENE® HD, Promega Corporation,
Madison, WI, USA), plasmideo de empacotamento lentiviral (psPAX2, Addgene,
#12260), plasmideo para construcdo do envelope lentiviral (pMD2.G, Addgene,
#12259) e os respectivos plasmideos de expressédo para o gene DUSP2 e vetor vazio

(citados anteriormente). Apés cerca de 15 h, o meio de transfeccao foi substituido por
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meio DMEM completo. O meio de cultivo contendo a suspenséo lentiviral foi coletado
24 e 48 h apos a transfeccéo, centrifugado, filtrado em filtros Millex HV 0,45 pm low-
protein biding (Fisher Scientific Millipore) para a retirada de debris celulares e

armazenado a -80°C.

3.8.3. Transducdao das linhagens de ADP com particulas lentivirais

As linhagens Panc10.05 e K8484 foram semeadas em placas de 6 poc¢os na
concentracdo de 4x10° células por poco. No dia seguinte, as células foram
transduzidas com a suspensao lentiviral contendo o vetor de expressao para DUSP2
ou o vetor vazio, além de 8 pg/mL de polibreno. Apds 48 h, o meio de transducéo foi
substituido por meio completo suplementado com o antibiético de selecdo puromicina
na concentracao de 2 pg/mL até completa selecéo das células resistentes. A inducéo
da expresséo constitutiva de DUSP2 foi confirmada por western blot.

3.9. Preparo e tratamento com as drogas

Os antibidticos de selecao blasticidina (#15205) e puromicina (#8833) e as
drogas gemcitabina (#G6423), salubrinal (#SML0951) e shikonina (#S7576) foram
todos adquiridos da empresa Sigma Aldrich® (Saint Louis, MO, EUA) e diluidos
conforme recomendacdes do fabricante. A gemcitabina, a blasticidina e a puromicina
foram diluidos em &gua de injecéo e as drogas salubrinal e shikonina foram diluidas
em DMSO. Foi utilizada a concentracdo maxima de 0,1% de DMSO em todas as
diluicdes. Todos os controles de salubrinal e shikonina foram normalizados utilizando
a mesma concentragdo de DMSO utilizada no tratamento de maior concentragdo. A
droga Salubrinal foi usada na concentracdo de 5 uM por 3 h e shikonina nas

concentracfes de 1; 2,5; 5 e 10 uM por 24 h.

3.10. Ensaio de viabilidade celular
A sensibilidade ou resisténcia celular ao quimioterapico gemcitabina e a droga
salubrinal ou aos antibioticos de selecdo blasticidina e puromicina foi avaliada através
do ensaio colorimétrico com MTT, de acordo com as recomendagdes do fabricante
(Sigma Aldrich® Saint Louis, MO, EUA). O método detecta a quantidade de células
metabolicamente ativas por meio da clivagem do sal amarelo tetrazolium MTT (3-(4,5-

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) que produz, no interior das
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células, um corante formazan de coloracdo roxa, sendo posteriormente solubilizado e
quantificado no espectrofotébmetro. As células foram ressuspensas e semeadas na
densidade de 2x102 a 3x102 células/poco em placas de 96 pogos e 24 h depois, foram
submetidas aos tratamentos. Em seguida, as células foram incubadas em estufa a
37°C e 5% CO2. ApOs os tempos de tratamento para cada ensaio, foram adicionados
10 pL/poco do reagente MTT e as ceélulas foram incubadas por 4 h. Em seguida, o
meio foi retirado e substituido por DMSO para solubilizacdo do MTT e foi realizada a
leitura de absorbéncia a 570 nm em leitora de microplacas iMark™ Microplate
Absorbance Reader (BIO-RAD Laboratories, Inc, CA, EUA). Os valores representam

a média * desvio padrédo do experimento realizado em quadruplicata.

3.11. Proliferacao celular (EdU)

O ensaio para deteccdo de proliferacdo celular foi realizado através da
marcacdo de células com EdU (5-ethynyl-2"-deoxyuridine - A10044 Invitrogen™
Thermo Fisher Scientifics, Inc., Waltham, MA, USA). As células foram semeadas em
densidades de 2x10* células/poco em placas de 24 pocos e mantidas em condicdes
de cultura por 24 h. Apés este periodo, no grupo correspondente ao tratamento, as
células foram tratadas com gemcitabina por 48 h. Apds o tratamento, foi adicionado o
corante EdU na concentracéo final de 10 uM e incubado por 6 h. As células foram
tripsinizadas e fixadas overnight em no agitador em 200 pL de tampao PEB (contendo
PBS, EDTA e BSA) e 500 pL de tamp&o de formalina 10%. As células foram entéo
centrifugadas a 350 g por 3 min, incubadas por 15 min em agitador. Entdo adicionou-
se 500 pL de tampéao PEBT (PEB e Triton) e as células foram lavadas com 500 uL de
tampao contendo PBS e BSA. As células foram ressuspendidas em 80 pL da reagao
Click-1t (contendo 63 pL de H20, 7 pL de Tris 100 mM, 10 uL de CuSOase 0,04 pL de
Azide-Dye 1 mM por amostra), adicionou-se 20 yL de acido ascorbico e foram
incubadas no escuro por 30 min. Em seguida, as células foram incubadas por 5 min
em tampao PEB contento iodeto de propidio, lavadas em tampé&o PEB e analisadas
por citometria de fluxo. Os valores representam a média = desvio padrdo do

experimento realizado em quadruplicata.

3.12. Morte celular por apoptose

O ensaio para deteccdo de morte celular foi realizado através da marcacéo de
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células apoptéticas com Anexina V — isotiocianato de fluoresceina (FITC) (Annexin V
fluoresceinisothiocyanate - BD Biosciences Pharmigen, San Jose, California, USA)
iodeto de propidio (IP). Para tanto, as células foram semeadas em densidades de
2x10* células/poco em placas de 24 pocos e mantidas em condicdes de cultura por
24 h. ApoOs este periodo, no grupo correspondente ao tratamento, as células foram
tratadas com gemcitabina por 48 h. Apés o tratamento, as células foram retiradas da
placa, lavadas com PBS 1x gelado e centrifugadas a 350 g por 5 min, lavadas com
tampéo de ligacdo a Anexina V (BD Biosciences Pharmigen, USA) e ressuspendidas
em 40 pL de de um mix contendo tampé&o de ligacado a Anexina, 1 uL de Anexina V e
1 uL de IP. As células foram analisadas por citometria de fluxo. Foram consideradas
como célula em apoptose, as células positivas para Anexina e negativas para IP. Os
valores representam a média + desvio padrdo do experimento realizado em

quadruplicata.

3.13. Ensaio de ativacao de fosforilacdo (phospo-kinase array)

O Kit para ensaio de ativacao de fosforilacdo (phospo-kinase array) Proteome
Profiler Human Phospho-Kinase Array Kit (ARY003C) foi obtido da R&D Systems®.
Este ensaio detecta simultaneamente 37 sitios de fosforilacdo de diferentes proteinas
e 2 proteinas totais. Para o ensaio, foram utilizados 4 grupos: 1) A linhagem
PANC10.05 transduzida com o vetor de expressdo para DUSP2 (homeada como
DUSP2); 2) A linhagem PANC10.05 transduzida com o respectivo vetor vazio
(nomeada como EGFP); 3) A linhagem PANC10.05 transduzida com o vetor de
expresséo para DUSP2 e tratada por 48h com 25 nM de gemcitabina; 4) A linhagem
PANC10.05 transduzida com o vetor vazio e tratada por 48 h com 25 nM de
gemcitabina. O ensaio foi realizado seguindo instru¢cbes do fabricante.
Resumidamente, as células foram submetidas a lise celular e extracdo proteica. As
membranas de nitrocelulose foram lavadas e bloqueadas com os tampdes especificos
e em seguidas incubadas overnight com 400 pug de proteina de cada grupo
experimental. No dia seguinte, as membranas foram lavadas e incubadas por 2 h com
o Coquetel de Deteccao de Anticorpos. Para deteccao, foram utilizados reagentes de
deteccdo quimioluminescente e Streptavidina-HRP e feita a leitura de
quimioluminescéncia. A lista completa com todas as proteinas e sitios de fosforilagcéo

detectados neste ensaio esta no Anexo D.
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3.14. Andlises in silico

Os dados de expressao génica de amostras de pacientes foram obtidos a partir
da plataforma R2: Genomics Analysis and Visualization (https://hgserverl.amc.nl/cgi-
bin/r2/main.cgi). A analise de expressao de DUSP2 e sua correlacdo com a expressao
de outros genes foi realizada utilizando-se os conjuntos de dados GSE28735,
GSEG62452 e GSE32676, totalizando 113 amostras normais de pancreas e 139
amostras de ADP. Para os dados de correlagcdo génica entre as DUSPs e para o
enriqguecimento de vias e de processos celulares, foram utilizados os dados de
RNAseq de 174 amostras humanas de ADP do The Cancer Genome Atlas (TCGA). A
analise da expressdo de DUSP2 em linhagens celulares de ADP foi realizada
utilizando-se o banco de dados Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE), por meio da
plataforma DepMap Portal (https://depmap.org/portal/). As linhagens celulares
utilizadas nestas andlises estdo descritas nos Anexos E e F. A analise de
enriguecimento de vias e de processo celulares foi realizada pelo KEEG Pathways,
Panther e pelo Gene Ontology. Esta andlise foi realizada por meio da ferramenta
online EnrichR (https://maayanlab.cloud/Enrichr/). Para analise de interagdo proteica
de DUSP2, foi utilizado o software STRING v10.5 (https://string-db.org), considerando
0s parametros de coexpressdo, evidéncia experimental, mineracdo de dados

(textmining), e homologia (Score de interacdo: 0.4).

3.15. Analise dos dados

3.15.1. Calculo do valor IC50

Os valores de IC50 (dose média em que a droga causa a inviabilidade de 50%
das células) da droga gemcitabina foram calculados no programa Calcusyn (Biosoft®,
Ferguson, MO). Para o célculo, foram utilizados os dados obtidos no ensaio de
viabilidade celular por meio da fracdo afetada apds as diferentes concentracdes da

droga comparadas ao controle, nos tempos de 72 h.

3.15.2. Andlise estatistica da triagem de DUSPs

Para analise estatistica da triagem de DUSPs, foi comparada a taxa de
viabilidade celular ap6s knockout de cada DUSP combinada ao tratamento de
gemcitabina com o0 MOCK (controle da transfec¢éo também tratado com gemcitabina)

utilizando o teste One-Way ANOVA com o auxilio do programa GraphPad Prism® 8.
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Foi adotado um valor de alfa de 0,05 como nivel de significAncia estatistica. Os dados
estdo representados pelos valores de média + desvio padrao.

3.15.3. Anadlise dos ensaios funcionais

Para os ensaios de viabilidade, proliferacao celular e apoptose, foram utilizados
o0s testes t-Student, One-Way ANOVA e pos-teste de Bonferroni. Foi adotado um valor
de alfa de 0,05 como nivel de significancia estatistica. Os dados estéo representados

pelos valores de média + desvio padréo.

3.15.4. Andlise do ensaio de ativacao de fosforilacéo

Os dados que representam a fosforilagdo de cada sitio proteico analisado foram
captados em forma de intensidade de quimioluminescéncia (pixels) e quantificados
com o auxilio do plugin Protein Array Analyzer do software ImageJ (National Institutes
of Health). Cada sitio de fosforilacdo estava em duplicata na membrana de
nitrocelulose, e a média das quantificacbes foi normalizada pela média da
quantificacado da proteina total B-catenina. Para analise estatistica, foi realizado o teste
Two-Way ANOVA com o auxilio do programa GraphPad Prism® 8, comparando os
valores entre os grupos vetor vazio (EGFP), inducdo de DUSP2 (DUSP2), vetor vazio
tratado com gemcitabina (EGFP + GEM) e inducdo de DUSP2 tratado com
gemcitabina (DUSP2 + GEM). Foi adotado um valor de alfa de 0,05 como nivel de
significAncia estatistica. Os dados estdo representados pelos valores de média +

desvio padréo.
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4.1. Ensaio de viabilidade celular em linhagens de ADP tratadas com
gemcitabina
Para determinar a sensibilidade a gemcitabina das linhagens PANC-1, AsPC-1
e MIA PaCa-2 e assim, estabelecer as doses de IC50 (dose média em que a droga
causa a inviabilidade de 50% das células) para cada uma, foi realizado o ensaio de
viabilidade celular com o reagente MTT. As células foram tratadas com cinco
diferentes concentracdes de gemcitabina (0,1 uM; 1 uM; 10 pM; 50 uM e 100 pM),
além do controle sem droga e avaliadas ap0s 24, 48, 72 e 96 h de tratamento. Apos 0
tratamento foi observado que a taxa de viabilidade celular foi reduzida em todas as
linhagens conforme o aumento da concentracdo da droga e tempo de tratamento
(Figura 6). Para as trés linhagens foram calculados os valores de IC50 pelo programa
Calcusyn (Biosoft®, Ferguson, MO), utilizando o tempo de acdo da droga de 72 h, o
qual se mostrou mais eficaz. Dessa forma, as doses utilizadas e que representam o
IC50 para cada linhagem foram 16 uM para MIA PaCa-2 e 37 uM para AsPC-1. A
linhagem PANC-1 apresentou um perfil mais resistente a droga, com uma taxa de
viabilidade celular de 54%. Neste caso, o programa Calcusyn superestima a dose que
resultaria em 50% de viabilidade celular, calculando um valor de 635 pM. No entanto,
esta dose € muito alta e ndo representa um valor real de IC50 como nas outras
linhagens. Portanto, para os experimentos posteriores foi escolhida a dose de 50 uM

para a linhagem PANC-1, que alcanca uma fracdo afetada de 46% das células.
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Figura 6 - Ensaio de viabilidade celular em linhagens de ADP tratadas com gemcitabina. Ensaio
de viabilidade celular apés tratamento com a droga gemcitabina utilizando o método colorimétrico MTT
nas linhagens celulares de ADP: PANC-1, AsPC-1 e MIA PaCa-2 nas doses de 0,1 a 100 uM, além do
controle sem droga, apos A) 24, B) 48, C) 72 e D) 96 h de tratamento.

4.2. Knockout génico mediado por CRISPR/Cas9. Ensaio de screening para
identificacdo de alvos da familia DUSP

ApGs os ensaios preliminares de padronizagdo com o teste de viabilidade, a
primeira etapa do projeto foi a realizacdo de um ensaio de triagem fenotipica para a
investigacao global do possivel papel dos genes da familia de DUSPs na resposta a
gemcitabina. Este screening teve o0 objetivo de identificar, dentre as DUSPs
existentes, quais delas possui um potencial sensibilizante frente ao tratamento com
gemcitabina, para entdo, elucidar as funcdes destas moléculas na resisténcia do ADP
a quimioterapia. Para tanto, as linhagens celulares foram submetidas ao knockout
génico de DUSPs utilizando a metodologia de edicdo do genoma mediada por RNA
“guia” (Cas9) - CRISPR/Cas9 1%, Nesse caso, utilizou-se uma abordagem que realiza

uma triagem baseada na analise fenotipica, onde foi observado de maneira global se
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o knockout das DUSPs condiciona as células a serem mais ou menos sensiveis ao
quimioterapico gemcitabina (utilizando um ensaio de viabilidade celular).

Seguindo as recomendacdes do fabricante (o fluxograma do processo de
screening seguido de andlise fenotipica esta descrito no Anexo G), as linhagens MIA
PaCa-2 e PANC-1 foram primeiramente transduzidas com particulas lentivirais para
que o gene Cas9 fosse permanentemente integrado ao genoma e com isso, O
processo de knockout génico fosse otimizado. ApGs a transducéo utilizando os MOls
(multiplicity of infection) de 1, 2,5 e 5, as células foram submetidas a selecdo com
blasticidina (marcador de resisténcia), na concentracao de 2,5 pg/mL. Esta dose foi
estabelecida previamente por meio de ensaio de viabilidade celular realizado pelo
grupo. Apos selecdo, a integracdo do gene Cas9 ao genoma foi confirmada pela
analise da expressédo proteica por meio do ensaio western blot. Como demonstrado
na Figura 7A, as transducdes com todos os MOlIs foram eficientes para a integracao
do gene Cas9 nas linhagens MIA PaCa-2 e PANC-1. Para os experimentos

subsequentes foi utilizado o MOI 2,5 para ambas as linhagens.

4.2.1. Fosfatases DUSPs impactam na sensibilidade & gemcitabina em
células de ADP

Apbs confirmacédo da integracdo da Cas9 nas linhagens celulares MIA PaCa-2

e PANC-1, as células foram transfectadas por 48 h com o complexo crRNA:tracRNA
especifico para cada uma das 25 DUSPs selecionadas, assim como os controles. Em
seguida, as células submetidas ao knockout génico foram tratadas com gemcitabina
por 72 h nas doses correspondentes ao IC50 para andlise de viabilidade celular.
Conforme observado nas Figuras 7B-D, na linhagem PANC-1, que apresenta um
perfil mais resistente a gemcitabina, observou-se que a resposta a gemcitabina foi
mais frequentemente regulada, mostrando que o knockout de diferentes fosfatases
modificou a resposta das células, potencializando ou reduzindo o efeito ao tratamento
com a gemcitabina de maneira significativa (p<0,05). Dentre as fosfatases avaliadas
destacam-se as DUSPs 1, 2, 3, 5, 9 e 23 (associadas a resisténcia) e das DUSPs 4,
6, 7, 8, 11, 12, 16, 22 e 27 (associadas a sensibilidade), sugerindo que as DUSPs
podem de fato, exercer um papel importante na resposta a gemcitabina nas células
de ADP (Figura 7B). Na linhagem MIA PaCa-2 (Figura 7C) foram identificadas quatro
fosfatases que modularam significativamente a sensibilidade das células ao

tratamento com a gemcitabina, a DUSP1, DUSP2, DUSP11 e DUSP27. Os resultados
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da analise estatistica do screening estao detalhados na Tabela 3.

Analisando os dados em conjunto, podemos constatar que as fosfatases
DUSP1, DUSP2, DUSP11 e DUSP27 apresentaram um potencial de sensibilizacdo a
gemcitabina concordante em ambas as linhagens, o que sugere que a funcao dessas
fosfatases seja de fato relevante para o processo de resposta a gemcitabina,
independente da linhagem. O knockout de DUSP1 e DUSP2 inibiu o efeito da
gemcitabina e o knockout de DUSP11 e DUSP27 potencializou o efeito da droga. A
Figura 7D ilustra a analise de correlacdo do efeito citotoxico da gemcitabina

combinado ao knockout das DUSPs em ambas as linhagens.

Tabela 3 - Valores referentes a citotoxicidade do knockout de cada gene da familia DUSP em
combinacdo com o tratamento da gemcitabina, encontrados no ensaio de viabilidade celular pelo
meétodo de MTT nas linhagens MIA PaCa-2 e PANC-1. Os valores estao representados pela média e
desvio padrdo, além do valor de p calculado pelo teste estatistico One-Way ANOVA comparando o
knockout de cada DUSP tratado com gemcitabina, com o controle MOCK.

Gene MIA PaCa-2 Valor de p* PANC-1 Valor de p”
DUSP1 -0.19+0.17 0,0069 -0.37 £ 0.08 <0,0001
DUSP2 -0.18 £ 0.03 0,0069 -0.30+£0.04 0,0003
DUSP3 -0.03+£0.03 0,9991 -0.39+0.11 <0,0001
DUSP4 -0.12 £ 0.06 0,2254 0.19+£0.01 0,0533
DUSP5 -0.08+0.01 0,7495 -0.26 £0.18 0,0022
DUSP6 -0.14 £ 0.03 0,0968 0.30 £ 0.00 0,0003
DUSP7 -0.09 £ 0.05 0,5981 0.23 £ 0.06 0,0095
DUSPS8 0.03 +0.05 0,9991 0.20 £ 0.07 0,0355
DUSP9 -0.10 £ 0.05 0,4514 -0.24 £ 0.08 0,0059
DUSP10 -0.13+0.01 0,1502 0.13 +0.08 0,3938
DUSP11 0.09 + 0.02 0,040 0.26 + 0.03 0,0022
DUSP12 -0.03+£0.03 0,9991 0.26 + 0.02 0,0022
DUSP13 -0.08 £ 0.09 0,5981 0.03 +0.02 0,9993
DUSP14 -0.10+£0.03 0,4514 0.05 £ 0.02 0,9955
DUSP15 -0.05+0.05 0,9883 0.09 £ 0.07 0,8534
DUSP16 0.03 £ 0.05 0,9991 0.31£0.02 0,0002
DUSP18 -0.14+0.13 0,0968 -0.03+£0.09 0,9993
DUSP19 -0.10+£0.06 0,4514 -0.01£0.00 0,9998
DUSP21 -0.04 £0.05 0,9956 0.12 £ 0.08 0,5037
DUSP22 0.04 £ 0.10 0,9956 0.27 £ 0.09 0,0013
DUSP23 -0.06 + 0.07 0,9612 -0.25+0.11 0,0036
DUSP24 -0.07 £ 0.02 0,879 -0.06 £ 0.00 0,9938
DUSP26 -0.05+0.01 0,9883 0.08 + 0.07 0,9333
DUSP27 0.17 £ 0.02 0,0215 0.19 + 0.07 0,0533
DUSP28 0.10+0.01 0,4514 -0.13+0.12 0,3938
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gemcitabina em ADP. A) Expressao proteica da Cas9 e do controle enddgeno B-actina por western
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blotting nas linhagens PANC-1 e MIA PaCa-2 apds transducédo com lentivirus para o gene Cas9 nos
MOls de 1,0, 2,5 e 5,0. B e C) Ensaio de viabilidade celular utilizando o método MTT apds o knockout
génico de diferentes DUSPs, para avaliar o potencial de sensibilizagdo a gemcitabina de cada knockout
génico nas linhagens PANC-1 (B) e MIA PaCa-2 (C). O ensaio foi realizado apés 72 h de tratamento
com as doses de 50 uM (PANC-1) e 16 uM (MIA PaCa-2) e estdo representados na forma de
citotoxicidade. Destacam-se em vermelho (DUSPs tipicas) e rosa (DUSPs atipicas), as combinacfes
gue foram estatisticamente significativas (p<0,05) quando comparadas ao controle MOCK. D) Gréfico
representando a andlise de correlagdo do efeito citotoxico da gemcitabina no contexto de knockout de
diversas DUSPs nas duas linhagens celulares (PANC-1 e MIA PaCa-2). Destacam-se em vermelho
(DUSPs tipicas) e rosa (DUSPs atipicas) as que foram correlatas nas duas linhagens celulares.
S/ Trat.: células ndo tratadas. Ctrl Pos: controle positivo da transfeccao; Ctrl Neg: controle negativo da transfecgao;
GEM: células tratadas apenas com gemcitabina; MOCK: controle da transfeccao tratado com gemcitabina.

Diante dos resultados acima descritos analisou-se a relevancia das fosfatases
identificadas para detalhar a investigacdo e prosseguir com a validacdo funcional
como potenciais alvos de modulacdo de resposta a gemcitabina. Dentre os alvos
identificados, a inibicdo da fosfatase DUSP11 apresentou potencial significativo de
sensibilizacdo & gemcitabina e considerando sua natureza atipica, foi investigada em
outro estudo (Apéndice 1). ADUSP27 é outra DUSP atipica que apresentou potencial
de sensibilizacdo a gemcitabina e sugere um papel relevante da mesma nesse
contexto. Esta fosfatase exerce um papel nos tecidos adiposo, muscular esquelético
e hepético®. Contudo, sua exata funcéo ainda é pouco conhecida e por esse motivo,
sua investigacdo néao foi prioridade neste trabalho.

Devido a funcao classica das DUSPs tipicas de inativagcdo de MAPKs como
ERK e JNK (que ja foram relacionadas a inducdo da resisténcia a diversos
quimioterapicos’® 71 7273 74) 'as DUSP1 e DUSP2 foram os alvos de escolha nesse
trabalho. A DUSP1, é uma DUSP tipica que ja foi relacionada com a quimiorresisténcia
a gemcitabina em ADP e, apesar do papel ainda controverso, ndo € um alvo inédito a
ser investigado no contexto da quimiorresisténcia’. Por outro lado, a DUSP2, outra
DUSP tipica, possui expressdo génica alterada em diversos tumores?!00% 107; 108; 109,
além de ser alvo transcricional de importantes genes supressores tumorais como 0
TP53 e 0 E2F-1 8 110 111" gygerindo que essa fosfatase possa exercer funcdes
relevantes no controle do ciclo celular e apoptose. Diante do potencial de elucidagao
de um mecanismo inédito, decidiu-se avaliar a relevancia biolégica da DUSP2 para o

processo de resposta a gemcitabina de células de ADP.

4.3. Validacao do screening fenotipico em DUSP1 e DUSP2
Afim de confirmar os alvos encontrados no screening fenotipico, realizou-se a

validagdo independente do knockout génico de DUSP1 e DUSP2 utilizando trés
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crRNAs disponiveis para cada um dos alvos e subsequente avaliacdo da viabilidade
celular. Como esperado, os resultados obtidos no screening foram confirmados e
como ilustrado na Figura 8, os resultados indicam uma resposta fenotipica
semelhante ao screening, confirmando que a inibicho de ambas as fosfatases

provocam um aumento na quimiorresisténcia das linhagens de ADP.
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Figura 8 - Validacao do screening fenotipico com a DUSP1 e DUSP2. Ensaio de viabilidade celular
utilizando o método MTT apds o knockout génico de DUSP1 e DUSP2, para avaliar o potencial de
sensibilizagdo & gemcitabina nas linhagens PANC-1 (A) e MIA PaCa-2 (B). O ensaio foi realizado apés
48 h de transfeccéo, seguidas de 72 h de tratamento com as doses de 50 uM (PANC-1) e 16 pM (MIA
PaCa-2) de gemcitabina. Controle: células sem tratamento; CTRL P: controle positivo da transfec¢éo;
CTRL N: controle negativo da transfeccao; MOCK: controle da transfeccédo tratado com gemcitabina.

4.4. Analise da expressédo de DUSP2 em ADP

4.4.1. Padrdo de expressao génica de DUSP2 é reduzido em amostras de
pacientes com ADP comparado ao tecido normal

Para verificar a relevancia clinica de DUSP2, avaliou-se o padrao de expressao
génica dessa fosfatase em amostras de ADP provenientes de pacientes do Servigo
de Gastroenterologia do Hospital das Clinicas da Faculdade de Medicina de Ribeirdo
Preto (HC-FMRP). Como evidenciado na Figura 9A, nota-se a heterogeneidade da
expressao génica entre as amostras e um padrao reduzido nas amostras de ADP
gquando comparado ao tecido paratumoral adjacente, embora sem diferenca

estatisticamente significante (p>0,05).
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Figura 9 - Analise da expressado génica de DUSP2 em pacientes com ADP. A) Expressao génica
de DUSP2 em amostras de pancreas livre de tumor e em amostras de ADP de pacientes do HC-FMRP.
As analises foram feitas por qRT-PCR. B, C e D) Analise in silico da expressao génica de DUSP2 em
amostras de pancreas normal, comparadas as amostras de ADP. Os dados foram obtidos a partir da
plataforma R2 e foram utilizados os conjuntos de dados GSE28735 (B), GSE62452 (C) e GSE32676
(D). E) Expresséo génica de DUSP2 em amostras de pacientes com ADP e sua contraparte normal
obtidas na plataforma R2 utilizando o banco de dados GSE28735.

Para melhor compreenséo do padréo de expressao génica da DUSP2, realizou-
se a analise de expressado de DUSP2 in silico, em outras trés coortes independentes
de pacientes com ADP: GSE28735 (Figura 9B), GSE62452 (Figura 9C) e GSE32676
(Figura 9D), utilizando a plataforma R2. Nas trés coortes avaliadas a expressao de

DUSP2 foi significativamente (p<0,05) menor nas amostras de tecido tumoral de ADP
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quando comparadas as amostras normais de pancreas. Nos dados da coorte
GSE28735, foi realizada também a analise pareada da expressdo de DUSP2 entre as
amostras tumorais e o tecido paratumoral adjacente de cada um dos 45 pacientes
(Figura 9E). Foi observado que em 47% dos individuos, a expressao de DUSP2 é
menor no tecido tumoral do que no tecido pancreatico normal. Em 24% dos individuos,
a expressao de DUSP2 é maior no tecido tumoral do que no tecido pancreatico normal
e em 29% ndo ha diferenca na expressdo de DUSP2 entre as contrapartes tumorais
e normais. Em conjunto, estes dados mostram que o gene DUSP2 frequentemente se
apresenta pouco expresso em amostras de ADP quando comparado ao tecido

pancreatico normal.

4.4.2. Avaliacdo da expressao génica e proteica de DUSP2 em linhagens
celulares de ADP

Prosseguindo com a validacao funcional e avaliacao da relevancia biolégica da
DUSP2, buscou-se identificar o melhor modelo experimental para o estudo detalhado
desta fosfatase em linhagens de ADP com diferentes alteracbes genéticas.
Inicialmente avaliou-se o padrédo de expressdo génica de DUSP2 nas linhagens
celulares de ADP: PANC-1, MIA PaCa-1, AsPC-1 e CAPAN-2. Como demonstrado na
Figura 10A, de maneira geral, as linhagens apresentam uma baixa expressao de
DUSP2 com excecdao da linhagem MIA PaCa-2, que apresentou maior expressao de
DUSP2.

Para complementar a analise, foi avaliada a expresséo proteica de DUSP2 em
diversas linhagens de ADP. Além das linhagens celulares humanas estudadas até o
momento PANC-1, AsPC-1 e MIA PaCa-2, foi incluida a linhagem Panc10.05, que
também possui mutacdes nos genes KRAS e TP53. Adicionalmente, foram incluidas
as seguintes linhagens: BXxPC-3 (possui o0 gene KRAS selvagem), Capan-2 e SW1990
(que possuem o gene TP53 selvagem). Também foram avaliadas linhagens celulares
estabelecidas a partir de camundongos geneticamente modificados e modelos para o
estudo do ADP, sendo elas: a linhagem P4313 derivada de um camundongo KC
(PDX1%e* KRASC12DY) " as linhagens K8484 e DT8082, derivadas de camundongos
KPC (PDX1ce* KRASC12DH+  Tps3floxflox)y e g linhagem PKT82, derivada de um
camundongo PKT (PTF1Ac®®* KRASC2DH*  TGFBR2fo¥lox)  Como observado na
Figura 10B, as linhagens humanas Capan-2, Panc10.05, AsPC-1 e BxPC-3 possuem

expressao proteica reduzida comparadas as linhagens Mia PaCa-2 e PANC-1, que
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possuem padréo de expresséo de DUSP2 elevado. Nas linhagens de camundongo,
DT8082 mostrou maior nivel de expresséo proteica em relacdo a K8484. As linhagens
estabelecidas a partir dos fibroblastos associados ao tumor (CAFs) dos camundongos

correspondentes também demonstraram altos niveis de expressao de DUSP2.
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Figura 10 - Avaliagcdo da expressao génica e proteica de DUSP2 em linhagens celulares de ADP
humanas e de camundongos. A) Expressao génica de DUSP2 nas linhagens celulares de ADP MIA
PaCa-2, PANC-1, AsPC-1 e CAPAN-2. B) Expresséo proteica de DUSP2 nas linhagens celulares
humanas de ADP BxPC-3, Capan-2, MIA PaCa-2, PANC-1, Panc10.05, AsPC-1, SW1990, nas
linhagens celulares de ADP de camundongo P4313, K8484, DT8082, PKT82 e nas linhagens de
fibroblastos associados ao tumor de camundongos (CAFs) PKT CAF e KPC CAF. A proteina 3-actina
foi utilizada como controle enddgeno.

4.5. DUSP2 apresenta padrdo de expressdo génica significativamente
correlacionado com DUSP1

E sabido que muitas proteinas da familia DUSP possuem funcdes redundantes

em inumeros contextos celulares e, portanto, avaliar a correlacdo entre diferentes
DUSPs se mostra claramente relevante. Para este fim, realizou-se uma analise de
correlacdo entre o padréao de expressao dos genes da familia DUSP in silico, utilizando
os dados de RNAseq de 174 amostras humanas de ADP, disponiveis na plataforma
The Cancer Genome Atlas (TCGA), a partir da plataforma R2. Como ilustrado na
Figura 11A, foram identificadas inUmeras correlacdes significativas (p<0,05), o que
indica uma alta correlacdo entre os genes da familia DUSP. Dentre essas, destaca-se
a correlagdo positiva (R = 0,55; p = 2,6x101%) entre a expresséo génica de DUSP1 e
DUSP2 (Figuras 11A e 11B). Corroborando esse dado, a correlacao significativa (R
= 0,32 ; p = 8,3x10%) entre DUSP1 e DUSP2 também foi observada em andlise
realizada em 20 linhagens celulares de ADP do banco de dados Cancer Cell Line
Encyclopedia (CCLE), por meio da plataforma DepMap Portal (Figura 11C e Anexo
E). Também foi observado correlagéo significativa (R = 0,39 ; p = 6,7x10%e R = 0,57
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; p = 2,77x10®) nas coortes com dados de amostras humanas de ADP GSE28735 e
GSE32676 respectivamente (Figuras 11D e 11E), mostrando que a correlacdo entre
DUSP1 e DUSP2 é de fato significativa
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Figura 11 - Andlise de correlacdo entre a expressao dos genes da familia DUSP. A) Correlacdo da
expressdo génica entre os genes da familia DUSPs obtida a partir de dados de RNAseq de 174
amostras humanas de ADP do The Cancer Genome Atlas (TCGA) a partir da plataforma R2. O aumento
da intensidade da coloracdo azul indica uma maior correlagdo positiva, enquanto o aumento da
intensidade da coloracdo vermelha indica uma maior correlagcdo negativa. B) Correlagéo positiva entre
DUSP1 e DUSP2 em amostras de ADP do TCGA. C) Correlacao positiva entre efeito do gene DUSP1
e expresséo génica de DUSP2 em 20 linhagens celulares de ADP da Cancer Cell Line Encyclopedia
(CCLE), por meio da plataforma DepMap Portal. D e E) Correlacdo positiva entre DUSP1 e DUSP2 em
amostras de ADP dos bancos de dados GSE62452 (D) e GSE32676 (E) a partir da plataforma R2.
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4.6. Estabilidade proteica de DUSP2 estd associada a sensibilidade de
células de ADP ao tratamento com gemcitabina

Para avaliar a relacdo da expressdo proteica de DUSP2 com a resposta a
gemcitabina em diferentes linhagens, foram selecionadas as linhagens celulares
humanas MIA PaCa-2 e Panc10.05, que apresentaram maior € menor expressao de
DUSP2, respectivamente. Além destas, avaliou-se as linhagens que demonstraram
baixa expressdo de DUSP2: SW1990, que ndo possui mutagéo no gene TP53 e BxPC-
3, que possui 0 gene KRAS selvagem. Dentre as linhagens de camundongo, foram
selecionadas as linhagens provenientes de camundongos KC (P4313) e KPC com
baixa (K8484) e alta expresséo de DUSP2 (DT8082) e as linhagens derivadas de CAF
dos camundongos KPC e PKT (Figura 10). Além da expresséo de DUSP2, foi avaliada
a expressao proteica de DUSP1 e o status de fosforilacdo de ERK1/2 (um dos
principais alvos de DUSP1 e potencialmente de DUSP2).

A Figura 12A, demonstra uma clara reducdo de DUSP2 ap0s o tratamento com
gemcitabina nas linhagens humanas MIA PaCa-2 e SW1990, acompanhada do
aumento da fosforilacdo de ERK1/2 e a diminuicdo de ERK total. A proteina DUSP1
também teve expressdo reduzida apds o tratamento, porém, a reducdo foi mais
evidente nas linhagens Panc10.05 e BxPC-3, que ndo apresentaram modulacéo de
DUSP2. Paralelamente, analisando o ensaio de viabilidade celular apés o tratamento
com diversas doses de gemcitabina (Figura 12B), podemos observar que as
linhagens que mantém a estabilidade proteica de DUSP2 apds o tratamento,
correspondem as linhagens mais sensiveis a gemcitabina (Panc10.05 e BxPC-3),
enquanto as linhagens que perdem a expressédo de DUSP2 (MIA PaCa-2 e SW1990)
sdo mais resistentes ao tratamento. Por outro lado, as linhagens de camundongos
(Figura 12C) ndo demonstraram modulacdo significativa dessas proteinas apds o
tratamento com a gemcitabina, embora apresentem diferentes padrées de resposta a
droga. A linhagem P4313 (KC) é a mais sensivel a gemcitabina (Figura 12D),
enquanto a linhagem K8484, que possui expressdo de DUSP2 menor que DT8082
(ambas sao provenientes de camundongo KPC) (Figura 10), é a linhagem mais

resistente a gemcitabina.
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Figura 12 - Avaliacédo da resposta a gemcitabina em linhagens celulares de ADP humanas e de
camundongos. Expressédo proteica de DUSP2, DUSP1, ERK1/2 fosforilado e total e o controle
enddgeno B-actina, com e sem o tratamento por 72 h com a droga gemcitabina (com as doses
correspondente a cerca de 50% de citotoxicidade) nas linhagens humanas MIA PaCa-2, Panc10.05,
SW1990 e BxPC-3 (A) e de camundongo DT8082, K8484 e P4313 (C). B e D) Ensaio de viabilidade
celular apos 72h de tratamento com a droga gemcitabina utilizando o método colorimétrico MTT nas
linhagens humanas MIA PaCa-2, Panc10.05, SW1990 e BxPC-3 (B) e nas linhagens de camundongo
DT8082, K8484 e P4313. O experimento de viabilidade foi um experimento de triagem feito em
quadruplicata biolégica.

Nas linhagens derivadas de CAFs (Figura 13A), a gemcitabina também causou
reducdo da expressao de DUSP2 e DUSP1 na linhagem PKT82 CAF, porém a
fosforilacdo de ERK1/2 também foi afetada e reduziu apds o tratamento. JA4 na
linhagem KPC CAF, o tratamento aumentou discretamente a expressdo de DUSP2,
mas a DUSP1 e a fosforilacdo de ERK1/2 ndo foram alterados. O ensaio de viabilidade
celular demonstrou o mesmo padrédo dos resultados nas linhagens humanas: a
linhagem PKT82 CAF, que apresentou reducdo da expressdo de DUSP2 apés o
tratamento, apresentou um perfil mais resistente a droga do que a linhagem que

manteve a estabilidade proteica de DUSP2 mesmo apoés o tratamento (Figura 13B).
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Figura 13 - Avaliagdo da resposta a gemcitabina em linhagens celulares de CAFs derivadas de
camundongos com ADP. A) Expresséao proteica de DUSP2, DUSP1, ERK1/2 fosforilado e total e o
controle enddégeno B-actina, com e sem o tratamento por 72 h com a droga gemcitabina (com as doses
correspondente a cerca de 50% de citotoxicidade) nas linhagens de fibroblastos associados ao tumor
de camundongos (CAFs) estabelecidas a partir dos camundongos PKT e KPC. B) Ensaio de viabilidade
celular apés 72 h de tratamento com a droga gemcitabina utilizando o método colorimétrico MTT nas
linhagens KPC CAF e PKT82 CAF.

4.7. Estabilidade proteica de DUSP2 também estid associada a
sensibilidade de células de ADP a privacdo de SBF

Para avaliar a especificidade da modulacao da expressdao de DUSP2 frente a
inducao de dano e estresse causados pelo tratamento com a gemcitabina, foi avaliada
a expressao das fosfatases DUSP1 e DUSP2 nas linhagens de ADP humanas e de
camundongo, apés a privacao de soro bovino fetal (SBF) (starvation). Para tanto, as
células foram submetidas ao cultivo celular em condic6es de normalidade (10% de
SBF (+)) ou de inducao de estresse (0,1% de SBF (-)) por 24 h. Como observado na
Figura 14, a modulacdo de DUSP2 é altamente heterogénea entre as diferentes
linhagens. A linhagem humana SW1990 mostrou um aumento significativo da
expressao de DUSP2, acompanhada do aumento de DUSP1 e consequente reducéo
da fosforilacdo de ERK1/2 apds a privacdo de SBF. Por outro lado, a linhagem de
camundongo P4313 demonstrou reducdo da expressao de DUSP2 e de ERK1/2 ap6s
privacdo de SBF. Conjuntamente, os dados demonstram que fatores estressores
como o tratamento com a gemcitabina e a privagdo de SBF alteram a expresséao
proteica de DUSP2, principalmente nas linhagens celulares humanas. Além disso, 0s
dados mostram que as proteinas DUSP1 e DUSP2 sao igualmente moduladas nas

mesmas linhagens.
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Figura 14 - Avaliagcdo da expressao proteica em linhagens celulares de ADP em resposta a
privacdo de SBF. Expresséo proteica de DUSP2, DUSP1, ERK1/2 fosforilado e total e o controle
endogeno B-actina na condicdo de normalidade (10% de SBF (+)) ou de estresse (0,1% de SBF (-)) por
24 h nas linhagens celulares de ADP humanas MIA PaCa-2, Panc10.05, SW1990 e BxPC-3 e nas
linhagens celulares de ADP de camundongo DT8082, K8484 e P4313.

4.8. Inibicdo da atividade de DUSP1 impacta a expressdo de DUSP2 ap6s o
tratamento com a gemcitabina

Para melhor compreender a funcdo de DUSP2 e a relacdo entre DUSP2 e
DUSP1 no contexto da resposta ao tratamento com a gemcitabina, foi avaliada a
expressao proteica de DUSP2 ap6s o tratamento com a droga BCI. O BCl é um
inibidor alostérico de DUSP1 e DUSP6 e foi descrito em outro trabalho do nosso grupo
de pesquisa por apresentar efeitos citotoxicos em linhagens de ADP, assim como
demonstrou efeito sinérgico em combinagdo com a gemcitabina 2. Apesar de inibir a
atividade das duas fosfatases, especificamente na linhagem MIA PaCa-2, € possivel
observar o efeito do BCI somente na inibicdo de DUSP1, pois a linhagem apresenta
hipermetilagdo no promotor do gene DUSP6, resultando em uma expressao muito
baixa deste gene 3. A linhagem MIA PaCa-2 foi avaliada apds o tratamento com BCl,
isolado ou combinado a gemcitabina. Na Figura 15, pode-se observar que o
tratamento com o BCI inibe a expressao proteica de DUSP2 e que a combinacao de
BCI e gemcitabina potencializam a inibicdo da expressao proteica. A fosforilagao de
STAT3 aumenta com o tratamento de BCI e este aumento € mais expressivo quando
combinado com a gemcitabina. Além disso, a combinacdo das drogas também
diminuiu discretamente a fosforilagdo de ERK1/2 porém aumentou a razao entre as

moléculas pré e anti-apoptéticas, Bax/Bcl-2.
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Figura 15 - Avaliacdo da expressdo de DUSP2 apés tratamento com BCI e gemcitabina. A)
Expressao proteica por meio do ensaio de western blot de DUSP2, ERK1/2 fosforilado e total, STAT3
fosforilado e total, Bax, Bcl-2 e o controle enddgeno Vinculina, na linhagem MIA PaCa-2 controle
(tratadas com DMSO por 6 h), tratada com 1,9 uM de BCI por 6 h, 10 uM de gemcitabina por 48 h ou a
combinacdo das duas drogas, sendo o BCI utilizado como pré-tratamento por 6 h, seguido do
tratamento com a gemcitabina por 48 h. B) Quantificagcdo das bandas de western blot relativas ao
controle, representando a expressao proteica relativa de DUSP2, a razdo da expressao de ERK1/2
fosforilado por ERK1/2 total, a razdo da expresséo de STAT3 fosforilado por STAT3 total e a razdo da
expressdo de Bax pela expresséo de Bcl-2.

4.9. Modulacao farmacolégica de DUSP2 recapitula modulagcédo genéticade
DUSP2

Buscando elucidar a relevancia de DUSP2 no processo de quimiorresisténcia,
utilizou-se a droga salubrinal para inibir a expressdo de DUSP2. Apesar de nao ser
especificamente desenvolvida para inibir DUSP2, a droga salubrinal foi descrita pela
inibicdo de DUSP2 em outros tecidos 1°1. Para averiguar a expressdo de DUSP2 apds
o tratamento com salubrinal em ADP, a linhagem MIA PaCa-2, que dentre as
linhagens é a que mais expressa DUSP2, foi tratada com 5 uM de salubrinal por 3 h.
Como observado na Figura 16A, a droga salubrinal de fato € capaz de inibir a
expressdo de DUSP2 em MIA PaCa-2 sem, no entanto, alterar a fosforilacdo de
ERK1/2. Considerando que salubrinal inibe DUSP2 na linhagem MIA PaCa-2, foi

realizado o ensaio de viabilidade celular para investigar se a droga poderia impactar
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a viabilidade celular ou a resisténcia a gemcitabina das linhagens de PANC-1, AsPC-
1 e MIA PaCa-2. Para tanto, as células foram tratadas com 5 uM de salubrinal isolado
ou em combinacdo com a gemcitabina nas doses correspondes ao IC50 de cada
linhagem. Como ilustrado pelas Figuras 16B-D, o tratamento com o salubrinal inibe o
efeito da gemcitabina e torna as linhagens de ADP mais resistentes ao tratamento,

mesmo em doses superiores ao 1C50.
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Figura 16 - Avaliacao da expresséo proteica de DUSP2 e da viabilidade celular ap6s tratamento
com adrogasalubrinal. A) Expressao proteica por meio do ensaio de western blot de DUSP2, ERK1/2
fosforilado e total e o controle endégeno Vinculina, na linhagem MIA PaCa-2 controle (tratada com
DMSO por 3 h) ou tratada com 5 uM de salubrinal por 3 h. B - D) Ensaio de viabilidade celular nas
linhagens celulares de ADP PANC-1 (B), AsPC-1 (C) e MIA PaCa-2 (D) ap6s tratamento com as drogas
salubrinal (5 uM), gemcitabina (IC50 correspondente de cada linhagem) e a combinagdo das mesmas,
sendo o salubrinal utilizado como pré-tratamento por 3 h, seguido do tratamento por 48 h com a
gemcitabina na dose corresponde ao IC50 e em mais duas outras doses (duas e quatro vezes maiores
gue a dose de IC50), utilizando o método colorimétrico MTT.

Dando continuidade a investigacdo da relevancia de DUSP2 no processo de
qguimiorresisténcia, utilizou-se a droga shikonina para verificar uma possivel inducéo
de DUSP2 ap0s o tratamento. Apesar de também ndo possui especificidade para

DUSP2, a droga shikonina foi descrita por induzir a expressdo de DUSP2 em

72



linhagens celulares de cancer de mama 1. Esta droga também ja demonstrou reduzir
proliferacdo e migracao celular e aumentar apoptose em células de ADP e além disso,
diminuiu a resisténcia a gemcitabina das linhagens PANC-1, AsPC-1 e BxPC-3 14,
Para testar a hipétese de que este efeito tenha relacdo com a modulacdo de DUSP2,
as linhagens PANC-1, AsPC-1 e MIA PaCa-2 foram tratadas com 1 pM, 2,5 uM ou 5
MM de shikonina por 24 h. Como esperado, a Figura 17 mostra que a expressao de
DUSP2 foi drasticamente aumentada na linhagem PANC-1 ja na dose mais baixa de
shikonina e discretamente aumentada na linhagem AsPC-1 em ambas as doses. Na
linhagem MIA PaCa-2, que j& apresenta alta expressdo de DUSP2, a expressdo nao

foi aumentada em nenhuma dose.

Shikonina

PANC-1 AsPC-1 MIA PaCa-2
DMSO 1uM 2,5pM DMSO 1uM 2,5uM DMSO 1puM 2,5pM
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Figura 17 - Avaliacdo da expresséo proteica de DUSP2 em células de ADP apds tratamento com
a droga shikonina. Expresséo proteica por meio do ensaio de western blot de DUSP2 e o controle
enddégeno Vinculina, nas linhagens PANC-1, AsPC-1 e MIA PaCa-2 tratadas com 1 e 2,5 uM de
shikonina, além do controle (tratamento com DMSO) por 24 h.

4.10. Inducdo de DUSP2 reduz proliferacdo e promove morte celular em
linhagens celulares de ADP apés tratamento com gemcitabina

Frente ao complexo e controverso mecanismo das DUSPs na
guimiorresisténcia do ADP demonstrado até aqui, decidiu-se induzir a expressao de
DUSP2 para comprovar seu papel e estabelecer a real contribuicdo de DUSP2 no
processo de quimiorresisténcia a gemcitabina nas linhagens de ADP. Para tanto, duas
linhagens com expressdo reduzida de DUSP2, Pancl0.05 e K8484, foram
transduzidas com o vetor para expressao de DUSP2, e selecionadas com o antibiotico
puromicina. Como mostrado na Figura 18, a inducdo de expressdao de DUSP2
provocou também o aumento expressivo da atividade de DUSP1 assim como a
reducdo da fosforilacdo de ERK1/2 e o aumento de ERK1/2 total. Estes resultados
reforcam a correlacdo positiva na expresséo proteica de DUSP1 e DUSP2, assim
como a correlacdo negativa com a fosforilacdo de ERK1/2, indicando que DUSP2

pode de fato, controlar a ativacdo de ERK1/2 em linhagens de ADP.
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Figura 18 - Confirmacgéo da inducéo da expressdo de DUSP2 nas linhagens celulares de ADP.
Western blot para avaliacdo da expresséo proteica de DUSP2 nas linhagens Panc10.05 (A) e K8484
(B) apos a transducé@o com o vetor lentiviral para expressao constitutiva de DUSP2 e o vetor vazio
correspondente (EGFP). Além da proteina DUSP2, foram avaliadas as express@es das proteinas
DUSP1 fosforilada e total, ERK1/2 fosforilado e total, além da proteina B-actina, que foi utilizada como
controle endégeno.

Para avaliar o impacto da modulacdo de DUSP2 na resisténcia a gemcitabina,
foram realizados ensaios de viabilidade e proliferacédo celular apés tratamento com 25
nM de gemcitabina por 48 h. Como ilustrado nas Figuras 19A e 20A, a inducgdo de
DUSP2 tende a potencializar o efeito da gemcitabina na viabilidade celular em ambas
as linhagens. Na linhagem Panc10.05 o ensaio de proliferacdo celular demonstrou
gue a inducdo de DUSP2 em combinacdo com o tratamento com a gemcitabina reduz
significativamente a proliferacédo celular (p<0,05) quando comparado ao tratamento
somente com a gemcitabina (Figura 19B). Ao avaliar a morte celular por apoptose
na linhagem Panc10.05 observa-se um aumento da taxa celular de apoptose de 62%
apos a inducdo da expressdo de DUSP2 tratada com a gemcitabina, quando
comparada a linhagem com vetor vazio tratada com gemcitabina (Figura 21). Assim
como no ensaio de proliferagcéo celular, a linhagem K8484 nédo apresentou alteracbes
no efeito da gemcitabina apos a modulagdo de DUSP2 (Figuras 20B e 22).
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Figura 19 - Efeito do aumento da expressdo de DUSP2 na viabilidade e proliferacéo celular da
linhagem de ADP Panc10.05. (A) A linhagem Panc10.05 foi tratada com a droga gemcitabina por 48
h e foram analisadas diferencas na viabilidade celular por meio do ensaio com MTT e na proliferacéo
celular (B) por meio do ensaio de incorporagdo de EdU. Os graficos estdo representados em média e
desvio padréo de um experimento realizado em quadruplicata. *p<0,05.
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Figura 20 - Efeito do aumento da expressdo de DUSP2 na viabilidade e proliferacédo celular da
linhagem de ADP K8484. (A) A linhagem K8484 foi tratada com a droga gemcitabina por 48 h e foram
analisadas diferencas na viabilidade celular por meio do ensaio com MTT e na proliferacdo celular (B)
por meio do ensaio de incorporacdo de EdU. Os graficos estdo representados em média e desvio
padrédo de dois experimentos realizados em quadruplicata.
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Figura 21 - Efeito do aumento da expressdo de DUSP2 na morte celular por apoptose na
linhagem de ADP Panc10.05. A linhagem Panc10.05 foi tratada com 25 nM da droga gemcitabina por
48 h e foram analisadas diferencas na morte celular por apoptose por meio da marcacéo de Anexina V
e lodeto de Propidio, seguida de andlise em citdbmetro de fluxo. Os graficos estdo representados em
meédia e desvio padrdo de um experimento realizado em quadruplicata.
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Figura 22 - Efeito do aumento da expressdo de DUSP2 na morte celular por apoptose na
linhagem de ADP K8484. A linhagem K8484 foi tratada com 25 nM da droga gemcitabina por 48 h e
foram analisadas diferencas na morte celular por apoptose por meio da marcacao de Anexina V e lodeto
de Propidio, seguida de analise em citdmetro de fluxo. Os gréficos estdo representados em média e
desvio padrdo de dois experimentos realizados em quadruplicata.
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Em busca da validagcdo dos resultados encontrados com a inducdo da
expressado de DUSP2 em combinagcdo com a gemcitabina nos ensaios funcionais de
viabilidade, proliferacéo celular e apoptose, foi realizada uma analise in silico do efeito
dos genes DUSP2 e DUSP1 na sensibilidade & gemcitabina em 11 linhagens de ADP
da Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE), por meio da plataforma DepMap Portal. A
analise demonstrou uma correlacao positiva e estatisticamente significativa entre o
efeito destes genes e o IC50 da gemcitabina tanto para DUSP2 (R=0,37 ; p= 0,04)
(Figura 23A), quanto para DUSP1 (R=0,52 ; p= 0,02) (Figura 23B). A lista das

linhagens utilizadas nesta analise est4 descrita no Anexo F.
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Figura 23 - Efeito in silico dos genes DUSP2 e DUSP1 na sensibilidade a gemcitabina em
linhagens celulares de ADP. Andlise de correlagdo entre efeito do gene DUSP2 (A) ou DUSP1 (B) e
0 IC50 da gemcitabina em 11 linhagens celulares de ADP da Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE),
por meio da plataforma DepMap Portal.

4.11. Impacto da indugdo de DUSP2 e tratamento com a gemcitabina no
fosfoproteoma de quinases
Com o intuito de elucidar os mecanismos pelos quais DUSP2 pode
desempenhar um papel relevante na resposta a gemcitabina avaliou-se o impacto da
ativacdo de DUSP2 na fosforilagdo de proteinas quinase apos o tratamento com
gemcitabina na linhagem Panc10.05. Foram analisados 37 sitios de fosforilacdo de
diversas proteinas importantes nos processos de proliferacdo celular, morte celular e
quimiorresisténcia, como ERK, p38, JNK, AKT, STATS3, entre outras (a lista completa
das proteinas, bem como os sitios de fosforilacdo detectados esta descrita na tabela
do Anexo D).
Foram estabelecidos quatro grupos experimentais para realizacdo do ensaio:

1)Panc10.05 com vetor vazio e sem tratamento (Panc10.05 EGFP); 2)Panc10.05 com
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vetor vazio e tratada com 25nM de gemcitabina por 48h (Panc10.05 EGFP + GEM);
3)Pancl10.05 com inducédo de expressdo de DUSP2 e sem tratamento (Panc10.05
DUSP2) e 4)Panc10.05 com inducao de expressdao de DUSP2 combinada com o
tratamento de 25 nM de gemcitabina por 48 h (Panc10.05 DUSP2 + GEM). A Figura
24 e a Tabela 4 sumarizam as principais quinases que tiveram o padrdo de
fosforilacdo alterados pela inducdo de DUSP2 (p<0,05).

De modo geral, a combinacdo da inducdo de DUSP2 com o tratamento da
gemcitabina (EGFP + GEM vs. DUSP2 + GEM) foi o que mais frequentemente
modulou a fosforilag&do proteica, alterando a fosforilagdo de 17 quinases diferentes.
Dentre elas, as que tiveram modulacdo mais expressiva (p<0,001) foram: p53, GSK-
3a/B, WNK1, ERK1/2, STAT5 a/B, Src, Lyn e PLC-y1. Quando comparamos 0 grupo
Panc10.05 EGFP com o grupo Panc10.05 DUSP2, é possivel notar que o aumento de
DUSP2 diminuiu a fosforilacdo de GSK-3a/3, WNK1, ERK1/2, p38a e CREB, enquanto
p53 teve sua fosforilagdo aumentada. Com o tratamento da gemcitabina ocorre o
inverso, todas as proteinas que alteraram significativamente a fosforilacdo com o
aumento de DUSP2, tiveram a fosforilacdo aumentada no grupo Panc10.05 DUSP2 +

GEM, com excecao da proteina RSK1/2 (Figura 24).

Phospho Kinase Array (p<0.05)

Panc10.05 B EGFP
Hl EGFP + GEM
1 DUSP2
B DUSP2 + GEM

Densidade de fosforilagao proteica relativa

Figura 24 - Ensaio Phospho Kinase Array para avaliacdo da fosforilagcdo de diversas proteinas
quinases apo6s inducao da expressdo de DUSP2 e tratamento com a gemcitabina. O ensaio foi
realizado na linhagem Panc10.05 transduzida com o vetor de expressao para o gene DUSP2, assim
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como o vetor vazio (EGFP), combinados ou ndo com o tratamento de gemcitabina (25 nM) por 48 h. O
gréfico representa as proteinas que apresentaram diferenca significativa (p<0,05) entre os grupos. A
lista completa das proteinas identificadas no ensaio esta disponivel no Anexo D.

# EGFP vs. DUSP2: p<0,05 ; * EGFP + GEM vs. DUSP2 + GEM: p<0,05.

Tabela 4 - Fosforilagdo de proteinas estatisticamente significativas entre os grupos no Ensaio Phospho
Kinase Array. Os resultados foram obtidos por meio do teste estatistico Two-way ANOVA realizado no
programa GraphPad Prism. * p<0.05 ; ** p<0.01 ; *** p<0.001.

EGFP vs. EGFP + DUSP2 vs. DUSP2 + EGFP vs. EGFP + GEM vs. DUSP2 +

GEM

GEM

DUSP2

GEM

P53 (S15)**

P53 (S15)***

P53 (S15)*+*

P53 (S15)***

GSK-3a/p*** WNKL# GSK-3a/p*** GSK-3a/***
GSK-3a/p*** ERK1/2% CREB** WNKL***
WNKL*** p38a*** p38a** ERK1/2%
ERK1/2%** STAT3 (S727)*** WNKZ1* STATSa/B ***
STAT3 (S727)** STATSa/B*** ERK1/2* Srr
CREB*** SreH Lyn**
STAT5a/B** Ly PLC-y1***
p70($28%‘;iﬂase Yes STAT3 (S727)**
Chk-2* PLC-y1*** Yes*
p70 S6 quinase (T389)*** Lck**
RSK1/2 (S221/S227)**+ RSK1/2 (S221/S227)*
RSK1/2/3 Enos*
(S380/S386/S377)***
PDGF Rp* p38a*
INK 1/2/3*
GSK-3p*
PDGF RB*

4.12. Analise in silico de interacao proteica de DUSP2

Para avaliar quais proteinas ja foram descritas e preditas por interagir com DUSP2
e verificar se os dados vao de encontro com o0s encontrados no ensaio de Phospho
Kinase Array, foi analisada a interacdo proteica de DUSP2 por meio do software
STRING v10.5. Na Figura 25A, que mostra as proteinas com interacéo direta e mais
significativa com DUSP2, podemos observar a interagdo com ERK1/2 (MAPK1 e
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MAPK3), p38a (MAPK14), p53 (TP53) e JNK1 (MAPKS), dados que também foram
apontados no Phospho Kinase Array (Figura 24). Além disso, os dados de interacdes
também mostram ndo sé a interacdo, como a coexpressdo de DUSP2 com DUSP1.
Outras DUSPs aparecem com interagdo com DUSP2: DUSP4, DUSP6, DUSPS8 e
DUSP9. A Figura 25B, que mostra as proteinas com interagdo direta e também
indireta com DUSP2, é demonstrada a interacdo indireta de DUSP2 com CREBBP,
RPS6KAL, BCL2L1, TP53BP2, MDM2, MDM4, ATM, EP300 e JUN.

A) B)

Banco de dados com curadoria
Determinado experimentalmente
Vizinhanga génica

Fusdes génicas

Coocorréncia

Referenciado

Coexpressdo
Proteina homologa

Figura 25 - Anéalise in silico de interagdo proteica de DUSP2. Foi analisada a partir do software
STRING v10.5 (https://string-db.org) quais proteinas interagem com DUSP2 em maior (A) e menor (B)
grau. Os nodulos coloridos indicam interag6es diretas com DUSP2 (A e B) e os nodulos em cinza (B),
as interacdes indiretas. Foram considerados os pardmetros de coexpresséo, evidéncia experimental,
mineracdo de dados (textmining), e homologia (Score de interagcéo: 0.4).

4.13. Anélise de enriquecimento de DUSP2 mostra correlacdo com vias
relacionadas a apoptose celular

Para validacdo dos resultados encontrados no Phospho Kinase Array e nos
ensaios funcionais, foi feita uma analise de enriquecimento de vias e de processos
celulares associados com o gene DUSP2. Para tanto, foram utilizados os genes
correlacionados significativamente com a DUSP2 na coorte de ADP do TCGA. O
enriquecimento funcional para avaliagcdo das principais vias foi realizado pelo KEEG
pathways e Panther e destaca entre as principais, as vias de apoptose, p53,
JAK/STAT e NF-kB (Figuras 26A e 26B). A analise de enriquecimento de processos
celulares pelo Gene Ontology (Figura 26C) destaca entre 0os mais relevantes os

processos relacionados a resposta inflamatodria e sinalizagédo de citocinas.
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A) Panther 2016

kine and cytokine signaling pathway Homo sapiens P00031
o sapiens P06959

g pathway Homo sapiens P00054

_g pathway Homo sapiens PO0036
-o sapiens P0O0059
_Iing pathway Homo sapiens PO0038

-nce mediated by semaphorins Homo sapiens P00007

B) KEGG 2019 Human

eukemia virus 1 infection

-e (American trypanosomiasis)

cell mediated cytotoxicity

-nune network for IgA production
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C) GO Biological Process 2018

(GO:0030098)
030217)
esponse (GO:0050776)
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Figura 26 - Anélise de enriquecimento de DUSP2 mostra relagdo entre a fosfatase e vias
relacionadas a apoptose celular. Enriquecimento de vias pelo Panther (A), KEEG pathways (B) e
Gene Ontology (C) feito pela ferramenta online EnrichR. Sao exibidas vias enriquecidas para 0s genes
que apresentaram correlagao significativa (p<0,05) com o gene DUSP2 na coorte de ADP do TCGA a
partir de dados de RNAseq de 174 amostras humanas de ADP, obtidas por meio da plataforma online
R2.
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4. Dinconio



O ADP é a neoplasia de pancreas mais frequente e possui um dos piores
prognosticos dentre os tumores soélidos 4 3. Apesar da extrema necessidade de
diagndéstico precoce, prevencdo e avangos no tratamento, poucas descobertas tém
alterado a tomada de deciséo clinica de tratamento 4 2%, Para alcangarmos avancos
significativos no tratamento do ADP, & de extrema importancia entender a
responsividade e resisténcia do ADP aos quimioterapicos disponiveis. A muta¢do no
gene KRAS atinge mais de 90% dos tumores de ADP e causa a ativacéo de diversas
vias de sinalizacdo 4% %°. Uma das principais, é a via RAF/MEK/ERK, composta por
proteinas MAPK que quando ativas, resultam em processos celulares como
proliferacéao celular, sobrevivéncia, motilidade, supresséao da apoptose e alteracao do
ciclo celular 57:58:59,

Dentre as proteinas que atuam no processo de regulacdo de MAPKSs,
destacam-se as DUSPs, que sédo PTPs que desfosforilam os residuos de tirosina e
serina/treonina das MAPKSs, agindo como reguladoras negativas destas proteinas €°.
Algumas DUSPs ja foram relacionadas a processos de quimiorresisténcia, inclusive
em ADP 7587115 ‘norém muito pouco se sabe ainda sobre os mecanismos de atuacgéo
desta familia de fosfatases na quimiorresisténcia do ADP a gemcitabina.

O presente trabalho identificou que a inibicdo de diversas DUSPs altera a
resposta de linhagens celulares de ADP ao tratamento com a gemcitabina. As DUSPs
1, 2,3,5,9e 23 foram associadas a quimiorresisténcia e as DUSPs 4, 6, 7, 8, 11, 12,
16, 22 e 27 foram associadas a quimiossensibilidade, sugerindo que essas fosfatases
desempenham um papel importante na resposta ao tratamento com a gemcitabina,
mas que atuam de maneira distinta. A DUSP1 ja havia sido descrita por afetar a
resisténcia a gemcitabina de maneiras controversas em células de ADP 7116 assim
como a DUSP4 mostrou inibir o crescimento e invasao celular em ADP 1. Apesar do
resultado encontrado no screening fenotipico na linhagem PANC-1 ter mostrado que
a perda de DUSP4 estaria diminuindo a resisténcia a gemcitabina, os contextos sao
diferentes, ja que Hijiya e colaboradores investigou o efeito da modulacdo de DUSP4
na progressdo tumoral e ndo no contexto de quimiorresisténcia 7. Assim como
revisado por Nunes-Xavier 118 DUSP1, DUSP4, DUSP6 e DUSP16 também foram
descritas por atuarem na resisténcia a drogas em outros tumores solidos,
corroborando nossos achados. De modo geral, os dados sugerem que as fosfatases
da familia DUSPs podem de fato ser importantes na resposta a diversos
quimioterapicos.
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Apesar de semelhantes em sua estrutura e funcgdo, foi demonstrado no
screening fenotipico que a perda de algumas fosfatases causou a quimiorresisténcia
e a de outras, a quimiossensibilidade, sugerindo que as DUSPs podem exercer papéis
diversos no contexto de resposta celular a gemcitabina. Corroborando com estes
dados, é descrito na literatura que as DUSPs podem assumir fungfes distintas na
tumorigénese. Como exemplo pode-se citar as fosfatases DUSP1, DUSP3, DUSP4,
DUSP7, DUSP23 e DUSP26 que ja foram descritas como oncogenes e DUSP2,
DUSP6, DUSP9, DUSP14 e DUSP22, que foram descritas como supressores
tumorais em diversos tipos de tumores como ADP, pulm&o, ovario, préstata, eséfago,
e mama (Revisado por 118 119),

Considerando os resultados do screening e a relevancia biologica previamente
descrita na literatura, decidiu-se validar funcionalmente o papel da fosfatase DUSP2.
A DUSP2, também chamada de PAC-1, € uma DUSP tipica e assim como outras
DUSPs tipicas, é responsavel pela regulacdo da transducéo do sinal intracelular por
meio da desfosforilacdo de MAPKs, como ERK, p38 e JNK 120:121;122;123,124  Q gene
DUSP2 esté localizado no cromossomo 2 (2p11.2-q11) e a atividade dessa fosfatase
foi descrita primeiramente em células hematopoiéticas humanas *?5. Inicialmente, seu
papel como regulador positivo de respostas inflamatorias foi muito explorado e mais
recentemente foi associada a proliferacéo celular e processos tumorigénicos 14 126,

No presente estudo avaliou-se a expressao génica de DUSP2 em amostras
provenientes de pacientes do Servico de Gastroenterologia do HC-FMRP e em trés
coortes independentes de pacientes com ADP disponibilizadas em bancos de dados
publicos. Inicialmente, observa-se o perfil heterogéneo de expressao génica das
amostras primarias, que também é claramente observado nas linhagens celulares de
ADP, tanto em andlise de expressdo génica quanto proteica. Entretanto, ao
avaliarmos as trés coortes fica evidente que o padrdo de expressdo de DUSP2 é
frequentemente baixo em tecidos tumorais comparado ao tecido pancreatico normal,
sugerindo que sua fungéo seja relacionada a supressao tumoral.

Similarmente, o gene DUSP2 foi descrito com expressao génica reduzida em
glioblastoma 1%, leucemia %, carcinoma urotelial, melanoma, cancer de rim, de
préstata, de timo e ADP 1%, Por outro lado, DUSP2 mostrou alta expresséo génica em
carcinoma escamoso cervical 1%, A alteracdo no padrdo de expressdo de DUSP2
também ja foi associada ao prognéstico de cancer de cabeca e pescoco 7. A

expressao reduzida de DUSP2 foi associada a uma menor taxa de sobrevida e pior
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progndéstico em pacientes de cancer colorretal 1?8 e carcinoma urotelial 2% 130, Em
carcinoma seroso de ovario, a alta expressao de DUSP2 foi associada ao prognostico
ruim 131, Portanto, a expressdo de DUSP2 e sua relevancia clinica mostra-se tumor
dependente, reforcando que a DUSP2 pode atuar de maneiras distintas no contexto
tumoral.

Um ponto importante que deve ser destacado na atuagdo dessas fosfatases é
a semelhanca estrutural das DUSPs, 0 que implica na possibilidade de existir funcdes
redundantes para a regulacao de inUmeros alvos. Nesse caso, é plausivel considerar
uma rede de interacdo (crosstalk) entre estas proteinas, além de mecanismos finos
de regulacao por alcas de feedback negativo.

Para investigar a possibilidade de interacdo entre as DUSPs, inicialmente
realizou-se uma analise de correlacdo de expressao génica entre os membros da
familia DUSP. Dentre os principais achados, destaca-se a uma correlacao positiva
significativa entre DUSP1 e DUSP2, sugerindo que estas fosfatases podem atuar
conjuntamente em suas funcdes biolégicas. Além da analise de correlacdo génica, a
analise de interacao proteica de DUSP2 nos permitiu reforcar esta hipotese, visto que
a analise indicou a interacdo entre estas duas fosfatases, bem como a coexpressao
das mesmas. Nesta mesma analise, observou-se a interacdo, mas ndo coexpressao,
de DUSP2 com DUSP4, DUSP6, DUSP8 e DUSPY9, sugerindo que essas fosfatases
podem de fato interagir. Por outro lado, deve-se ressaltar que os dados observados
na analise de correlacdo entre a expressao génica das demais DUSPs (com excec¢ao
da correlacdo entre DUSP1 e DUSP2), ndo representa os dados da analise de
interacdo proteica, sugerindo que apenas DUSP1 e DUSP2 podem compatrtilhar os
mesmos mecanismos de controle de expressdo génica nas amostras avaliadas de
ADP. Os dados obtidos no screening fenotipico, que mostraram que na linhagem
PANC-1 a inibicdo de DUSP4, DUSP6 e DUSP8 sensibilizou a linhagem ao tratamento
com a gemcitabina, enquanto a inibicdo de DUSP2 e DUSP9 induziu a resisténcia a
gemcitabina, também vdo de encontro com esta interacdo entre as DUSPs. Estes
dados sugerem que algumas fosfatases, além de apresentarem correlacdo de
expressao, também possuem funcdes relevantes no contexto de resposta a
gemcitabina no ADP.

Para investigar mais detalhadamente a correlagdo de DUSP1 e DUSP2, foi
analisada a resposta de ambas as fosfatases a fatores estressores e/ou de dano

celular em ADP. Ao avaliar o ensaio de viabilidade celular, tanto a inibicdo de DUSP1
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quanto de DUSP2 resultou na quimiorresisténcia a gemcitabina. Curiosamente, nas
linhagens celulares humanas nas quais o tratamento com a gemcitabina inibiu mais
expressivamente a DUSP1, a expressédo de DUSP2 néo foi significativamente afetada.
Por outro lado, em condicdo de privacdo de SBF, a expressdo proteica dessas
fosfatases foi similarmente modulada, sugerindo que elas podem desempenhar um
papel importante na resposta celular a inducdo de dano e/ou estresse. Contudo, a
participacdo e/ou interacdo de cada uma das DUSPs é distinta em cada contexto.

A modulacdo mais expressiva na condicdo de privacdo de SBF ocorreu na
linhagem humana SW1990, que apresentou aumento da expressao de DUSP1 e
DUSP2 e diminuicao da fosforilacdo de ERK1/2 apds 24 h de privacdo de SBF. Este
aumento de DUSP1 e DUSP2 pode ter sido induzido pelo supressor tumoral p53, que
diferente da maioria das outras linhagens, ndo encontra-se mutado nesta linhagem
celular, visto que ja foi demonstrado em células de cancer colorretal que, em resposta
ao estresse oxidativo, p53 pode ativar a transcricdo de DUSP1, assim como de
DUSP2, induzindo a apoptose 2 8 Similarmente, o fator de transcricdo E2F-1
também é conhecido por induzir a transcri¢cao tanto de DUSP1, como de DUSP2 em
cancer de mama na condicdo de estresse 1% 132, A correlacdo de DUSP1 e DUSP2
também foi avaliada modulando uma das fosfatases. A inibicdo farmacoldgica de
DUSP1 por meio da droga BCI com a consequente diminuicdo de DUSP2, assim como
a inibicdo génica de DUSP2 e a concomitante inibicdo de DUSP1, corroboram e
sustentam a hipétese de correlagéo entre estas proteinas. Em conjunto, estes dados
indicam que DUSP1 e DUSP2 além de apresentarem correlacdo génica e proteica,
realmente possuem funcbes redundantes e correlatas no contexto de
quimiorresisténcia em ADP. A correlagdo na modulagédo de DUSP1 e DUSP2 ja tinha
sido predita por outros autores, que por meio de modelos matematicos e baseados na
literatura, sugeriram que a inducdo da expressdo de DUSP2 em combinacdo com a
inibicdo da expressdo de DUSP1 poderia contribuir para a sinalizacdo apoptética de
JNK, que resultaria na quimiossensibilidade de linhagens celulares de cancer 2,

O presente estudo também contribuiu para a discusséo do papel de DUSP1 na
quimiorresisténcia em ADP, que vem sendo descrito na literatura de maneiras
controversas. Contrariamente aos nossos dados, Liu e colaboradores 7 descreveram
o aumento de DUSP1 apds tratamento com a gemcitabina em ADP, aumentando a
quimiorresisténcia. Os mesmos autores mostraram que a inibicdo de DUSP1 por meio

de shRNA contribuiu para o aumento da fosforilacdo de JNK e p38, MAPKs alvos de
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DUSP1, diminuindo esta quimiorresisténcia. Recentemente, outro trabalho
demonstrou que a droga dexametasona induziu a expressdo de DUSP1 em células
tronco de ADP (PANC-1 CSLC), inibindo a ativacdo de JNK2 e sensibilizando as
células a gemcitabina e ao 5-FU, além de induzir a diferenciacéo das células e reduzir
a formacéo de esferas '16. Sendo assim, o papel de DUSP1 na quimiorresisténcia em
células de ADP se mostra complexo e dependente de diversos fatores, necessitando
estudos mais detalhados.

Em relacdo a DUSP2, os resultados mostraram que o tratamento com a
gemcitabina resulta na reducéo da expressao de DUSP2 em células de ADP e esta
inibicdo € acompanhada da ativacdo de ERK1/2, um dos principais alvos de DUSP2.
Curiosamente, a reducéo de DUSP2 pode estar associada a quimiorresisténcia, haja
visto que as linhagens celulares que demonstraram inibicdo mais expressiva de
DUSP2, sédo justamente as linhagens mais resistentes a gemcitabina, conforme
evidenciado no ensaio de viabilidade celular. Estes resultados apoiam a hipétese
inicial de que além de DUSP?2 estar envolvida no processo de resposta a gemcitabina,
possivelmente esta agindo com funcao supressora tumoral.

Embora a literatura cientifica apresente poucas evidéncias sobre o papel de
DUSP2 na quimiorresisténcia, estudos realizados em outros contextos celulares e
outros tipos tumorais sugerem que DUSP2 esta de fato envolvida em processos
celulares relacionados a progressao tumoral e quimiorresisténcia, corroborando os
nossos dados. Foi demonstrado, por exemplo, que o fator de transcricdo HIF-1
(Hypoxia inducible factor-1), que é um importante marcador de hipdxia, pode inibir a
transcricdo de DUSP2. Com isso, a sinalizacdo mediada pela ativacdo de ERK é
prolongada e consequentemente, induz a quimiorresisténcia °7. Este estudo mostrou
ainda, que inumeros genes envolvidos com mecanismos de resposta as drogas,
angiogénese, sobrevivéncia, autofagia e apoptose, também podem ser regulados por
DUSP2 197, Qutra caracteristica interessante ja mencionada, é que o gene DUSP2 é
alvo transcricional das proteinas p53 e E2F-1, importantes supressores tumorais que
orquestram a regulacdo de checkpoints do ciclo celular. Durante a sinalizacéo
apoptotica em resposta ao estresse oxidativo, estas proteinas se ligam a regiédo
promotora de DUSP2, ativando sua transcricdo e bloqueando a cascata de MAPKSs,
suprimindo a proliferacéo celular e induzindo apoptose 8% 110111 Apoiando a hipétese
da relagdo de DUSP2 com a quimiorresisténcia em ADP, ja foi descrito também que

E2F-1 induz apoptose e diminui a quimiorresisténcia em células de ADP 11,
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O presente estudo também investigou a resposta da DUSP2 frente a
gemcitabina em linhagens de CAFs provenientes de camundongos modelos de ADP.
Estas linhagens demonstraram expressao elevada de DUSP2 quando comparadas as
linhagens tumorais, dado que € confirmado por andlises in silico que mostram um
padrdao de expressdo de DUSP2 significativamente maior (p = 0,04) em células
estromais comparadas as epiteliais, assim como a expressdo de DUSP2
significativamente maior (p = 0,007) em linhagens de fibroblastos associados ao ADP
comparadas a linhagem imortalizada de fibroblasto normal de pancreas (dados néo
mostrados, extraidos da plataforma R2).

Contudo, de forma similar ao que foi demonstrado nas linhagens de ADP
humanas, a linhagem de PKT82 CAF, que se mostrou mais resistente a gemcitabina
e é proveniente do modelo de camundongo PKT (conhecido por desenvolver ADP
altamente agressivo 134, também apresentou reducéo de expressdo de DUSP2 com o
tratamento da gemcitabina. O contrario foi mostrado na linhagem KPC CAF, que foi
mais sensivel a gemcitabina e manteve a estabilidade proteica de DUSP2 ap6s o
tratamento com a droga. Apesar dos dados nao indicarem qual seria a relacdo da
DUSP2 entre as células epiteliais de ADP e os CAFs, pode-se sugerir que DUSP2
esta envolvida ndo s6 no processo de resposta a gemcitabina em células de ADP,
mas também na resposta a gemcitabina dos CAFs de ADP.

Os CAFs vém sendo descritos por demonstrarem relevancia na progressao
tumoral e resposta as terapias em ADP. Estudos mostraram que a perda do KRAS
oncogénico causa a rapida reducao da ativacao dos fibroblastos estromais e desde
as fases iniciais da tumorigénese (NIPs), o ADP apresenta areas de fibrose 135 136,
Além disso, ja se sabe que existe uma comunicacao entre as células tumorais e os
CAFs em ADP por meio de vias de sinalizacéo reciprocas, entre elas, vias ativadas
por KRAS®12D 137 Utilizando andlises de fosfoprotedmica das interagGes entre células
tumorais e CAFs de ADP, um estudo identificou que a citocina LIF (Leukemia inhibitory
factor) atua como regulador paracrino no compartimento epitelial, ativando STAT3 e
agindo na resisténcia a gemcitabina e outras drogas 38 13°. Como o0 STAT3 é um dos
possiveis alvos de DUSP2, estes estudos em conjunto com nossos dados sugerem
que DUSP2 pode atuar na resposta a gemcitabina por meio da inativacado de STAT3
nos CAFs de ADP.

Diante dos dados discutidos até aqui, o complexo mecanismo de

quimiorresisténcia em que DUSP2 esta envolvida compde dois cenarios. Por um lado,
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0 screening fenotipico, os padrdes de expressao génica e proteica e a avaliacao de
DUSP2 no contexto de tratamento com a gemcitabina, indicam que DUSP2 pode
exercer funcbes na resposta a gemcitabina, agindo como supressora tumoral. Por
outro lado, o tratamento com BCI, que € inibidor de DUSP1 e sensibiliza as células a
gemcitabina, também diminuiu a expressdo de DUSP2 na combinac¢do das duas
drogas, podendo ser resultante de um efeito rebote ou mecanismo de feedback entre
as DUSPs. Portanto, buscamos investigar se a modulacdo de DUSP2 estaria
contribuindo para o processo de resposta a gemcitabina em ADP.

Primeiramente decidiu-se realizar a inibicdo farmacologica de DUSP2
utilizando a droga salubrinal. Apesar de néo ser especifica para DUSP2, o salubrinal
mostrou-se capaz de inibir a expressao de DUSP2 conforme descrito por Hanamura
e colaboradores em linhagens celulares de leucemia e de macréfagos 1°1. No presente
estudo foi demonstrado que salubrinal além de inibir a expressédo de DUSP2 em MIA
PaCa-2 (linhagem que mais expressa DUSP2) pode inibir o efeito da gemcitabina,
tornando as linhagens mais resistentes a droga. Quando pré-tratadas com o
salubrinal, doses 2 ou até 4 vezes maiores do que o IC50 de gemcitabina ndo
impactam na viabilidade celular, sugerindo que a inibicdo de DUSP2 de fato pode
causar resisténcia a gemcitabina nessas linhagens. Similarmente, foi demonstrado
por outros autores que o tratamento com salubrinal também pode induzir a resisténcia
a cisplatina em células de cancer gastrico e a atividade citotoxica de brosimona | em
células de cancer de colorretal 4% 141, Por outro lado, salubrinal induziu a apoptose
em linhagem celular de cancer de mama, ressaltando que a atuacao da droga e de
seus possiveis alvos, como a DUSP2, é contexto-dependente 42,

Buscando avaliar o efeito da inducdo farmacolégica de DUSP2, decidiu-se
avaliar a droga shikonina, derivada do extrato da raiz da erva chinesa Lithospermum
erythrorhizon Sieb. et Zucc %3 e anteriormente descrita por induzir a expresséo de
DUSP2 em células de cancer de mama . Nossos resultados mostram que a
shikonina de fato induz a expressédo de DUSP2 nas linhagens de ADP. Curiosamente,
a shikonina ja havia sido previamente utilizada em um estudo com as mesmas
linhagens e demonstrou efeitos antiproliferativos relevantes tanto in vitro e in vivo.
Neste contexto, o trabalho ndo investigou a associacdo da shikonina com DUSP2,
porém descreve como a atuagdo da droga provocou a inibicdo de NF-kB e atuou de
modo sinérgico com a gemcitabina em linhagens de ADP. Considerando que nossos

dados confirmam que a shikonina induz a expressao de DUSP2, conjuntamente estes
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achados reforcam a participacdo de DUSP2 no processo de quimiorresisténcia em
ADP 114, 144_

Para melhor entendimento dos mecanismos pelos quais a DUSP2 contribui
para a resposta a gemcitabina no ADP, as linhagens Pancl10.05 e K8484 foram
transduzidas com vetor lentiviral para expresséo de DUSP2. A indugéo da expresséo
de DUSP2 reduziu significativamente a fosforilacdo de ERK1/2 em ambas as
linhagens, confirmando que ERK1/2 €& alvo de DUSP2 em células de ADP. Os
resultados de viabilidade celular, proliferacdo celular e apoptose apontam que a
inducdo de DUSP2 em combinacdo com a gemcitabina diminuiu a viabilidade e
proliferacédo celular e induziu a apoptose na linhagem de ADP humana Panc10.05. A
linhagem K8484 demonstrou apenas uma tendéncia a diminuicdo da viabilidade
celular na combinacao da inducédo de DUSP2 com a gemcitabina. Porém, a linhagem
de camundongo ndo havia mostrado modulagcdo de DUSP2 com o tratamento da
gemcitabina, mostrando que nesta linhagem a fosfatase pode ndo ter a mesma
participacdo na quimiorresisténcia. Para validacdo dos dados encontrados na
linhagem Panc10.05, foi realizada uma andlise in silico que mostrou que o efeito do
gene DUSP2 possui correlacdo positiva e significativa com a sensibilidade a
gemcitabina em 11 linhagens de ADP. Estes dados sugerem que DUSP2 atua na
sensibilizacdo de linhagens de ADP a gemcitabina, atuando no controle da
proliferacéo celular e apoptose, processos essenciais ha quimiorresisténcia.

Recentemente, Wang e colaboradores %> também contribuiram para a
elucidacdo das funcdes de DUSP2 no ADP, que corroboram com a hip6tese do
presente trabalho. Foi demonstrado que a baixa expressao de DUSP2 pode contribuir
para a disseminacdo precoce do ADP por meio da invasdo linfovascular. Este
mecanismo esta associado a secrec¢do de vesiculas extracelulares associadas a
VEGF-C (Vascular endothelial growth fator C) pelas células de ADP, que é mediada
por DUSP2. Os autores realizaram o silenciamento de DUSP2, que levou ao aumento
da fosforilagdo de ERK1/2, aumento da migracao e invasao celular in vitro e aumento
do tamanho do tumor e da linfogénese em modelo xenografico. Além disso,
desenvolveram um camundongo KC com delecédo de DUSP2 (KRASG?P ; pDX1¢%®;
DUSP2"M que no sétimo més de vida ndo sé desenvolveu ADP, mas aumentou
significativamente a formacdo de vasos linfaticos, similarmente ao que ocorre em
camundongos KPC. Este estudo vai de encontro ao nosso, que sugere um papel

supressor tumoral da DUSP2 em ADP.
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Em busca de entender melhor o mecanismo pelo qual a DUSP2 contribui para
a sensibilizacdo das células de ADP a gemcitabina, foi realizado um ensaio de
fosforilacdo de quinases (Phospo Kinase Array) na linhagem Pancl0.05 com a
inducdo da expressdo de DUSP2 combinado ao tratamento com gemcitabina. A
inducdo da DUSP2 por si s6, diminuiu significativamente a fosforilacdo de GSK-3a/p,
WNK1, ERK1/2, p38a e CREB; por outro lado a fosforilagdo de p53 foi
significativamente elevada. Dentre os 37 sitios de fosforilacdo detectados no ensaio,
17 apresentaram modulacédo de fosforilacdo significativa na condicdo de inducao de
DUSP2 combinada ao tratamento com a gemcitabina, reforcando, mais uma vez, a
importancia da fosfatase DUSP2 no processo de quimiorresisténcia do ADP. As
quinases que tiveram modulacdo mais expressiva (p<0,001) nesta condicao foram:
p53, GSK-3a/B, WNK1, ERK1/2, STAT50a/B, Src, Lyn e PLC-y1. As principais proteinas
que tiveram a fosforilacdo modulada com a indugéo de DUSP2, tiveram a diminui¢cao
da fosforilagdo. Curiosamente, a combinacgéo da inducado de DUSP2 com o tratamento
com a gemcitabina diminuiu a fosforilagdo da maioria dos alvos. Visto que a DUSP2 é
uma fosfatase que atua desfosforilando seus alvos, estes dados sugerem uma acao
indireta de DUSP2 nos alvos identificados frente ao tratamento com a gemcitabina.

O ensaio Phospho Kinase Array indicou uma expressiva diminuicdo da
fosforilacdo de CREB no sitio Serl33 com a inducdo de DUSP2, sugerindo que
somente a inducéo de DUSP2 é capaz de alterar a ativacdo de CREB em ADP. CREB
€ um fator de transcricdo (cyclic AMP (cAMP)-response elemento-binding protein 1),
que quando fosforilado nos sitios Ser129 ou Ser133, induz a transcri¢cdo destes alvos,
resultando em sinais de crescimento celular e inibicdo de apoptose 146147, Pouco se
sabe ainda sobre a funcdo de CREB na quimiorresisténcia 146, entretanto, foi relatado
recentemente em células de ADP, que uma via a qual CREB faz parte, inibe a
apoptose em células de ADP, resultando na quimiorresisténcia a gemcitabina por meio
da ativacdo de CREB mediada por Akt, que atua no desbalanco das proteinas
apoptoéticas Bcl-2 e Bax 8. Estes dados indicam que de fato, DUSP2 pode atuar na
inibicdo da fosforilagdo de CREB em ADP, que resulta na inibicdo de vias anti-
apoptoticas. Entretanto, como a ativacdo de CREB nao € modulada por DUSP2 na
combinagdo com a gemcitabina, ndo se mostrou um alvo tao relevante no contexto de
resposta a esta droga, assim como observado em varias outras quinases no ensaio
Phospho Kinase Array.

Dentre estas, a proteina p53 foi umas das mais notaveis devido as suas ja
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conhecidas fungdes na tumorigénese e quimiorresisténcia, assim como pelo aumento
da fosforilacdo no sitio Serl5 e, portanto, sua ativagdo tanto na condi¢do de indugéo
de DUSP2, quanto na combinacdo de inducdo de DUSP2 com gemcitabina. Como
amplamente conhecido, o fator de transcricdo p53 € o0 gene supressor tumoral o mais
frequentemente mutado na maioria das neoplasias, incluindo o ADP, onde aparece
mutado em mais de 70% dos casos °. A proteina p53 controla importantes processos
como ciclo celular e morte celular por apoptose ou senescéncia por meio de alvos
como p21, Bcl-2 e Bax °. Foi descrito que p53 tem importante papel em linhagens
de ADP na quimiossensibilidade as drogas gemcitabina, 5-FU, cisplatina, irinotecan,
oxaliplatina, paclitaxel, entre outras '°°. O sitio de fosforilacdo Serl5 é um importante
sitio que responde a danos de DNA, causando a inducdo e ativacdo de p53 e
consequentemente, de seus alvos transcricionais °!. O expressivo aumento da
fosforilacdo no sitio Serl5 de p53 na linhagem com inducéo da expresséo de DUSP2,
tanto na presenca quanto na auséncia de gemcitabina, reforca novamente a
importancia de DUSP2 no processo de resposta a gemcitabina das células de ADP e
sugere que este processo pode ocorrer por meio da cascata de sinalizacao de morte
celular por apoptose, mediado por p53.

Todos os sitios das quinases avaliados neste ensaio, quando fosforilados
ativam a respectiva proteina, com excecao de GSK-3a/f que quando tem os sitios
Ser9 ou Ser21 fosforilados (sendo estes, os detectados neste ensaio), inibem a
atividade da proteina, pois este sitio N-terminal quando fosforilado, atua como inibidor
competitivo para outros substratos 52, Portanto, nossos resultados relataram que a
inducdo de DUSP2 ativou GSK-3a/B, enquanto a combinacdo de DUSP2 com
gemcitabina, inativou a proteina, quando comparada ao vetor vazio tratado com
gemcitabina, sugerindo que a DUSP2 pode interferir na regulacdo de GSK-3a/p. A
importancia de GSK-3a/f na tumorigénese e resisténcia em tumores dependentes de
KRAS é bem relatada na literatura. Kazi e colaboradores 152 realizaram um screening
com 304 inibidores de quinases em linhagens de ADP e a droga SB-732881-H (inibidor
de GSK-3a/B) foi o que mais afetou o crescimento celular em MIA PaCa-2, por meio
da inducédo de apoptose mediada pelos substratos B-catenina e c-myc. O papel da
isoforma GSK-3[3 na tumorigénese e quimiorresisténcia do ADP ja foi bem explorado,
assim como revisado por Ding e Billadeau *°*. A isoforma GSK-3a, por sua vez, apesar
de néo ter sido tdo explorada no contexto de quimiorresisténcia, vem ganhando

destaque no estudo do ADP. Bang e colaboradores *° relataram que GSK-3a, porém
93



nao GSK-3B, pode ser um mediador entre o KRAS mutado e NF-kB (fator de
transcricao conhecidamente envolvido na quimiorresisténcia do ADP), atuando tanto
pela via canbnica, quanto pela via ndo candnica de NF-kB por meio da ativacéo e
estabilizacdo do complexo TAKL/TAB e de p52, respectivamente. Similarmente,
outros autores mostraram que GSK-3a, mas ndo GSK-33 atua no aumento da
proliferagcéo celular e diminuigdo daapoptose por meio da estabilizacdo de Notchl em
células de ADP 1°¢, Vale mencionar que a droga shikonina, qgue mostramos em nossos
resultados que induz a expressdo de DUSP2 em ADP, também foi relatada por
diminuir a atividade de NF-kB induzida pela gemcitabina, nas mesmas linhagens %4
Todas estas evidéncias corroboram a hipétese de que DUSP2 pode estar induzindo a
guimiossensibilidade a gemcitabina por meio da inibicdo de GSK-3.

Curiosamente, no presente ensaio, a fosforilacdo de WNK1 diminuiu com o
aumento de DUSP2, o que seria um indicativo de quimiossensibilidade. Entretanto, a
gemcitabina que diminuiu drasticamente a fosforilagdo de WNK1, quando combinada
com o aumento de DUSP2, aumentou expressivamente a fosforilagdo de WNK1. A
proteina WNK1, até o momento ndo possui papel descrito na tumorigénese do ADP,
mas em outros tipos tumorais sua expressao foi associada a processos como
proliferacdo celular, inibicdo de apoptose e angiogénese 7 158  Similarmente, as
quinases STAT5 e Lyn demonstraram o aumento da fosforilagdo com a inducéo de
DUSP2 combinada ao tratamento com a gemcitabina. Estas proteinas também ja
foram associadas a processos de quimiorresisténcia a gemcitabina em células de
ADP, porém, geralmente relacionando a inibicdo dessas quinases com a
quimiossensibilidade 159 169 161 Estes dados ndo vdo de acordo com o observado em
Nosso ensaio, que indicam que a inativacdo destas proteinas causadas pela inducao
de DUSP2 frente ao tratamento com a gemcitabina, estaria sensibilizando as células
de ADP. Portanto, sugere-se novamente que DUSP2 pode estar atuando na
sensibilizagdo a gemcitabina em células de ADP por meio da inativagédo de outros
alvos que por sua vez, podem modular a ativagéo de alvos como WNK1, STATS e
Lyn.

Todos os dados encontrados no Phospho Array e discutidos até o momento,
sugerem que a DUSP2 pode estar contribuindo para a resposta a gemcitabina por
meio da modulacdo destes alvos de maior relevancia (ERK1/2, p38, p53 e GSK-3).
Curiosamente, foi relatado que outra DUSP pode estar atuando na quimiorresisténcia

por meio de vias semelhantes. Lee e colaboradores  reportaram que DUSP28 atua
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na quimiorresisténcia de células de ADP a gemcitabina e mais tarde, os mesmos
autores demonstraram que DUSP28 aumenta migracéo, invasdo e viabilidade de
células metastaticas de ADP por meio da ativacdo de ERK1/2, CREB e AKT 162,

A andlise in silico de interacdes proteicas de DUSP2 com outras proteinas
corrobora varios resultados do ensaio Phospho Kinase Array, mostrando interacéo
proteica direta entre DUSP2 e ERK1/2, p38a, p53 e JNK1. Esta analise, mostrou
também que a proteina RSK1, que diminuiu a fosforilacdo na combinacéo de inducéo
de DUSP2 com a gemcitabina, pode interagir indiretamente com DUSP2, sugerindo
gue esta diminuicao da fosforilacdo observada no Phospho Kinase Array seja mediada
pela inativacdo de outra(s) proteina(s) desfosforilada(s) por DUSP2.
Interessantemente, as outras proteinas que a analise mostrou que interagem
indiretamente com DUSP2, possuem funcdes no ciclo celular e apoptose, geralmente
mediado por p53, sendo elas: tumor protein p53 binding protein 2 (TP53BP2), uma
proteina pré-apoptotica de ligagcdo a p53 que j& foi descrita por contribuir para o
aumento da resisténcia a gemcitabina no ADP 163; Bcl-2 like protein 1 (BCL2L1), uma
proteina anti-apoptética membro da familia Bcl-2 1%4; a proteina p21, codificada pelo
gene CDKNI1A, alvo direto de p53 que causa a inibicdo do ciclo celular 4°; Ataxia-
telangiectasia mutated (ATM), proteina que fosforila p53 no residuo Serl5 em
resposta a dano no DNA °1; CREB binding protein ou CBP, co-fator de CREB
(CREBBP) e proteina p300 (EP300), que ativam p53 em resposta a dano de DNA por
meio da acetilacdo de sitios especificos de p53 16°; c-Jun (JUN), alvo da familia INK
que ativa a transcricdo de genes pré-apoptéticos 1%6; MDM2 e MDM4 que inibem a
atividade de p53 4% 167 A andlise de enriquecimento de vias pelo KEEG pathways e
Panther na coorte de ADP do TCGA, também identificou vias de apoptose, via do p53,
JAK/STAT e NF-kB associadas ao gene DUSP2. Estes dados em conjunto, sugerem
que DUSP2 contribui para o controle da apoptose em células de ADP em reposta a
gemcitabina.

Em resumo, nossos resultados mostram dados inéditos associando DUSP2
com a resposta a gemcitabina em células de ADP. Analisando em conjunto, 0s ensaios
funcionais que mostram diminuicéo de viabilidade e proliferacéo celular e aumento de
apoptose ap6s a combinacdo da inducdo de DUSP2 com o tratamento com
gemcitabina, todos os dados in silico e os dados do Phospho Kinase Array, podemos
sugerir gue DUSP2 atua na resposta de células de ADP a gemcitabina por meio da

modulacao (direta ou indireta) da ativacao de proteinas como ERK1/2, p38, JNK, p53,
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GSK-3 e CREB, levando a respostas celulares como aumento da apoptose e
diminuicdo da proliferacdo celular. Entretanto, novos estudos se fazem necessario

para elucidar os exatos mecanismos moleculares atuantes neste complexo processo.
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6. rctuwoes



Os resultados obtidos no presente trabalho nos permitem concluir que:

v

As fosfatases de dupla especificidade (DUSPs) estdo relacionadas com a
resposta a gemcitabina em linhagens celulares de ADP;

DUSP1 e DUSP2 estdo associadas a quimiossensibilidade a gemcitabina em
células de ADP e as fosfatases DUSP11 e DUSP27 estdo associadas a
quimiorresisténcia;

DUSP1 e DUSP2 possuem correlacdo génica e proteica, além de funcdes
redundantes e correlatas no contexto da resposta a gemcitabina em células de
ADP;

O gene DUSP2 encontra-se frequentemente menos expresso em amostras de
pacientes de ADP, quando comparadas as amostras de tecido pancreéatico livre
de tumor;

A estabilidade da expresséao proteica de DUSP2 esta associada a sensibilidade
de linhagens celulares de ADP ao tratamento com a gemcitabina e a privacao
de SBF;

A inducéo de DUSP2 potencializa o efeito da gemcitabina, causando a reducao
da proliferacao celular e aumento da taxa de apoptose;

A inducédo de DUSP2 combinada ao tratamento com a gemcitabina impacta na
fosforilacdo de proteinas quinases como p53, GSK-3a/f, WNK1, ERK1/2, p38a
e CREB;

O gene DUSP?2 esté relacionado a resposta inflamatéria, vias de sinalizacéo de

citocinas e vias de apoptose.
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Os resultados apresentados ao longo deste trabalho contribuiram para a
compreensao do papel da fosfatase DUSP2 na resposta ao tratamento com a
gemcitabina em ADP. Em conjunto, os dados mostram que a DUSP2 contribui para a
acdo da gemcitabina em células de ADP, reduzindo a proliferacdo celular e
potencializando a inducdo de apoptose, por meio da modulacdo da fosforilagdo de
proteinas quinases como p53, ERK1/2, p38, JNK, GSK-3 e CREB. No entanto, o
estudo necessita de validacfes experimentais e investigacao detalhada dos alvos de
DUSP2 para confirmacao desses dados.

Adicionalmente, as analises de enriquecimento de vias e processos celulares
com o gene DUSP2 em amostras de ADP, mostraram que DUSP2 possui relevante
papel na resposta inflamatoria e sinalizacdo de citocinas. A relacdo de DUSP2 com
vias como JAK/STAT e JNK mostrada neste trabalho e evidenciada em outros
estudos, bem como a funcdo de DUSP2 na resposta inflamatdéria, que vem ganhando
destaque na literatura e reforcam a relevancia da fosfatase neste contexto 122 168; 169,
Contudo, pouco se sabe sobre o papel de DUSP2 na reposta inflamatéria associada
ao ADP, o que abre perspectivas valiosas para a investigacdo do papel de DUSP2 na

resposta inflamatoria e no perfil de resposta imunolégica no ADP.
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ANEXO A - Biblioteca de crRNA para knockout génico por meio de CRISPR/Cas9 de 25 diferentes
DUSPs adquirida da empresa Dharmacon™ (G-CUSTOM-214951 - LP_18677 crRNA Cherry-pick
Library 0.5 nmol) em formato de placas de 96 pocos sendo para cada gene, sintetizadas trés particulas

de crRNAs.
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ANEXO B - Mapa do Vetor pLV[Exp]-EGFP:T2A:Puro-EF1A>hDUSP2[NM_004418.4] (ID: VB191010-
1218mey), para inducdo de DUSP2.

RSV promoter
A5'LTR

pUC ori

Ampicillin

cPPT

EF1A
VB191010-1218mey
10319 bp

SV40 early pA Kozak

AU3/3' LTR

hDUSP2[NM_004418.4]

EGFP:T2A:Puro
WPRE

CMV promoter
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ANEXO C - Mapa do Vetor pLV[Exp]-EGFP/Puro-CMV>Stuffer300 (ID: VB181209-1075efx), vetor vazio
correspondente ao vetor para inducdo de DUSP2.

RSV promoter

Delta5' LTR

Psi

pUC ori
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9078 bp
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DeltaU3/3' LTR

CMV promoter
EGFP:T2A:Puro
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ANEXO D - Proteinas e respectivos sitios de fosforilacéo identificados no ensaio Phospho Kinase Array.

Target/Control

Reference Spot
Akt 1/2/3
Akt 1/2/3
Reference Spot
CREB

EGFR

eNOS

ERK1/2
Chk-2

¢Jun

Fgr

GSK-3a/p
GSK-3p
HSP27

p53

p53

p53
INK1/2/3

Lck

Lyn

MSK1/2

p70 56 Kinase
p70 56 Kinase
PRAS40

Phosphorylation Site

1308

5473

5133
Y1086
S1177
1202/Y204,T185/Y187
168

563

Y412
521/59

$9
578/582
515

546

5392
1183/Y185,1221/Y223
Y394
Y397
$376/5360
1389
1421/5424
1246

Target/Control

p38a

PDGF Rp

PLC-y1

Sic

PYK2

RSK1/2

RSK1/2/3

STAT2

STAT5a/b

WNK1

Yes

STAT1

STAT3

STAT3

Reference Spot
p-Catenin

PBS (Negative Control)
STAT6

HSP60

PBS (Negative Control)

Phosphorylation Site

1180/Y182
Y751

Y783
Y419
Y402
$221/5227
$380/5386/5377
Y689
Y694/Y699
160

Y426

Y701

Y705

727

120



ANEXO E - Tabela referente as linhagens celulares de ADP utilizadas na analise de correlacdo entre
os genes DUSP1 e DUSP2, feita com os dados do Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE), por meio da

plataforma DepMap Portal.

Nome da linhagem

Tipo dalinhagem

Status TP53

Status KRAS

BxPC-3 priméaria mutado selvagem
CFPAC1 metastatica mutado KRASG12V
DANG priméria mutado KRASG2V
HUPT3 metastatica mutado KRASGIR
HUPT4 metastatica mutado KRASG2Y
KP4 metastatica selvagem KRASG12D
MIA PaCa-2 primaria mutado KRASG12C
Panc02.13 primaria mutado KRASGIZR
Panc04.03 primaria mutado KRASG12D
Panc05.04 primaria selvagem KRAS®G12D
PANC-1 primaria mutado KRASG12D
Panc10.05 primaria mutado KRAS®G12D
PATU8902 primaria mutado KRASG12Y
PATU8988T metastatica mutado KRASG12V
PK1 metastatica mutado KRAS®G12D
SNU410 metastatica selvagem KRASG12V
SU8686 metastatica mutado KRASG12D
SUIT2 metastatica mutado KRASG12D
SW1990 primaria selvagem KRASG12D
TCCPAN2 metastatica mutado KRASGIR
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Anexo F - Tabela referente as linhagens celulares de ADP utilizadas na analise de entre efeito do gene
DUSP2 ou DUSP1 e o IC50 da gemcitabina, feita com os dados do Cancer Cell Line Encyclopedia
(CCLE), por meio da plataforma DepMap Portal.

Nome da linhagem

Tipo dalinhagem

Status TP53

Status KRAS

BxPC-3 primaria mutado selvagem
CFPAC1 metastatica mutado KRASG2Y
HPAC primaria selvagem KRASG12D
HUPT4 metastatica mutado KRASG12V
KP1N priméria mutado KRAS®G12D
KP4 metastéatica selvagem KRAS®G12D
MIA PaCa-2 primaria mutado KRASG12C
Panc03.27 primaria mutado KRASG12Y
Panc10.05 primaria mutado KRAS®G12D
PATU8902 primaria mutado KRASG12V
SUIT-2 metastatica mutado KRASG12D
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Anexo G - Fluxograma do screening fenotipico realizado com as diferentes DUSPs, onde a partir do

knockout de cada uma, foi feita uma triagem baseada nha resposta fenotipica ap6s o tratamento com
gemcitabina, verificando uma possivel sensibiliza¢cdo ao quimioterapico
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Abstract

Purpose: Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) represents one of the deadliest cancers among
all solid tumors. First-line treatment relies on gemcitabine and despite treatment improvements,
refractoriness remains a universal challenge. Attempts to decipher how feedback-loops control signaling
pathways towards drug resistance have gain attention in recent years.

Methods: A CRISPR/Cas9-based phenotypic screen was performed to identify targets from the dual-
specificity phosphatases (DUSP) family acting in gemcitabine response modulation of pancreatic cancer
cell lines. DUSP11 was identified as a potential target, therefore, single-cell DUSP11+ clones were
generated using the CRISPR/Cas system. Cell viability, survival and apoptosis assays were performed
to assess DUSP11 knockout phenotypic impacts. Gene expression was assessed by qRT-PCR and
protein expression was performed through immunoblot analysis. Transcriptome in silico analysis was
performed using TCGA and Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) datasets.

Results: We identified the atypical RNA phosphatase DUSP11 as one of the top targets in gemcitabine
response. DUSP11 knockout impaired cell viability, survival and induced apoptosis under gemcitabine
treatment. Transcriptome enrichment analysis of PDAC human samples identified NF-kB signaling
pathway highly correlated with DUSP11 upregulation. Accordingly, sustained NF-kB phosphorylation
blockage was observed after DUSP11 inhibition either alone or combined with gemcitabine treatment.
Lastly, we attempted to identify which molecules would be targeted by DUSP11 to mediate NF-kB
regulation and observed a significant increase in vault RNAs expression in DUSP117 cells indicating
that these non-coding RNAs could mediate DUSP11 function.

Conclusion: This study provides new insights on DUSP11 role in RNA biology and gemcitabine
response in pancreatic cancer cells.
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Short Communication
1. Introduction

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC), the most common type of pancreatic cancer, is an
aggressive and lethal disease with a 5-year survival rate of less than 10% (1). Unlike some types of
cancer, PDAC is increasing in both incidence and mortality, which could become the second leading
cause of cancer death by 2030 (2). This dismal prognosis of PDAC is multifactorial, attributed to its late
diagnosis, early metastasis, and resistance to nearly all therapy approaches, including chemotherapy
(either in monotherapy or combined schemes such as FOLFIRINOX (3) and immunotherapy (4-6)).
Despite highly refractory rates, the deoxycytidine analog, gemcitabine, remains the standard treatment
for PDAC. Intrinsic and extrinsic pathways for gemcitabine resistance have been largely investigated in
PDAC (7-9) and illustrates how genetic alterations promoting the activation of molecular pathways such
as PI3K/Akt, NF-kB and MAPK, can lead to gemcitabine chemoresistance (10-12). However, the
molecular mechanisms underlying gemcitabine effects on these pathways still need to be investigated.

Controlling the activation of signaling pathways is a complex process involving feedback loops
and signaling crosstalk, mainly mediated by post-translational modifications such as phosphorylation
and dephosphorylation (13). One of the major players controlling dephosphorylation is represented by
a large family of structurally diverse phosphatases, which include the dual-specificity phosphatases
(DUSPs) (14). These phosphatases present different binding substrates, such as pTyr, pSer, and pThr,
in addition to signaling lipids, such as phosphoinositides, complex carbohydrates, and even RNA (14).

DUSPs have emerged as important targets in malignant cell transformation due to their
substrate specificity, subcellular, and spatiotemporal localization. These can precisely finetune the
signal transduction of critical events such as cell proliferation, growth, survival, metabolism,
differentiation, cell death, and drug response (13). In the PDAC context, a review from our group has
recently summarized the most relevant findings related to the DUSPs function (15). However, their
paradoxical role in tumorigenesis, exhibiting either tumor suppressor or oncogenic features, remains to
be elucidated.

Considering this scenario, the present study was conducted to identify potential targets among
DUSP genes playing a role in gemcitabine response in pancreatic cancer cells. Our study identifies, for
the first time, the role of atypical phosphatase DUSP11 as a critical modulator of gemcitabine response.

2. Methods

2.1 Cell culture

Pancreatic cancer cell lines MIA PaCa-2 and PANC-1 (ATCC® CRM-CRL-1420 and ATCC® CRL-1469,
respectively) were cultured in Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Merck, KGaA Darmstadt, Germany)
supplemented with 10% fetal bovine serum (Gibco Laboratories, Invitrogen) (pH 7.2-7.4), 100 mg/ml
streptomycin, 100 U/ml penicillin in a humidified atmosphere with 5% CO2 at 37°C. Cell line
authentication was performed by Short Tandem Repeats (STR) DNA Profiling Analysis and all cell
cultures haven been periodically tested to avoid mycoplasma contamination.

2.2 Cell viability assay

Cell viability was assessed by 4-day MTT assay as previously described (16). Briefly, cells were seeded
in 96-well plates (2x10° cells/well) and treated with ranging concentrations of Gemcitabine (Sigma
Aldrich, Inc.) (0.1 pMto 100 pM). Absorbance was measured at 570 nm using the iMark Microplate
Absorbance Reader spectrophotometer (BioRad Laboratories). The concentration of Gemcitabine
needed to inhibit cell proliferation by 50% (ICso0) was calculated using the CalcuSyn software.

2.3 CRISPR/Cas9 screen for Gemcitabine response

Stably expressing Cas9 cell lines were generated by transducing MIA PaCa-2 and PANC-1 cell lines
with lentiviral particles carrying pLv5-Cas9-Blast (Sigma Aldrich, Inc.), followed by blasticidin selection
(2.5 pg/mL). In both cell lines Cas9 protein expression was confirmed by immunoblot analysis. Next,
to investigate whether DUSPs genes are related to gemcitabine resistance in PDAC cell lines, we used
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a custom library (Cherry pick Edit-R library, GE Dharmacon) of crRNAs targeting 25 genes from the
DUSP family to knockout each gene followed by a gemcitabine treatment and cell viability assay. Briefly,
MIA PaCa-2¢as9 and PANC-1¢2° cells were seeded in 96-well plates (3x102 cells/well) and then
transfected with crRNA:tracrRNA complexes targeting each DUSP gene with DharmaFECT
Transfection Reagent according to the manufacturer’s protocol. After 48 hours of transfection, the cell
lines were treated for 72 hours with the 1Cso gemcitabine doses for each cell line (16uM and 50uM for
MIA PaCa-2 and PANC-1, respectively). Subsequently, cell viability was assessed by an MTT assay as
previously described (16). Screens were performed in two independent experiments with four technical
replicates each.

2.4 Single-cell DUSP11-knockout clone generation.

To establish stable DUSP11 knockout MIA PaCa-2¢2s° cells were transfected with two independent
crRNAs targeting different exons in DUSP11 genomic locus. Cells transfected with non-specific
complex control crRNA:tracrRNA was defined as wild type (WT) cells. Single-cell knockout clones were
generated by limiting dilution and the knockout efficiency was confirmed by immunoblot analysis.

2.5 Lentiviral Production and Transduction

Lentiviruses were produced in 293T cells by standard protocols with the packaging plasmids (CMV
A8.91 and VSV-G) and pLV-EGFP/Puro-U6>hDUSP11 (VectorBuilder, USA) plasmid carrying either a
scramble shRNA or shRNA targeting DUSP11 sequence. Transduction protocols were performed as
previously described (17).

2.6 Apoptosis

To address apoptosis, 2x10° cells were plated in a six-well plate and treated with either Gemcitabine
(ICso=16uM) or vehicle for 72 hours. Isolated cells from culture were washed and labeled with FITC
Annexin V-APC (BD Biosciences) and propidium iodide, according to manufacturer’s instructions.
Fluorescence was accessed in the BD FACSCalibur (BD Biosciences) and analysis was performed in
FlowJo Software (FlowJo®©, LLC, 2013-2017).

2.7 Colony formation assays

Cells were seeded in 6-well plates at a density of 250 cells per well and treated with either Gemcitabine
(IC30=2.95uM) or vehicle for 72 hours. After 9 days visible colonies were fixed with absolute methanol
and stained with 1% Giemsa.

2.8 Wound-healing assay

Cells were cultured in 12-well plates until a confluent monolayer was obtained. Then, the layer was
mechanically scratched using a 200ul pipette tip to create the wound (Time 0). Cells were washed with
PBS and treated with either Gemcitabine or vehicle (ICs0=16uM) for 24 hours. The cells were
photographed, and Image J software was used to calculate the cell free area. The rate of cell migration
was calculated according to the distance in nanometers migrated over time.

2.9 Matrigel invasion assay

To evaluate cell invasion capacity, inserts with 8 ym pores were covered by 100ul matrigel® (Corning)
in 24-well plates. Then, 3x10° cells per insert were resuspended in 500ul of DMEM medium (SBF-free)
with Gemcitabine (16uM) and applied on top of the matrigel layer. In the lower chamber, 500ul of DMEM
medium supplemented with 10% SBF was added, serving as a chemoattractant. After 24 hours of
incubation, invading cells were fixed with absolute methanol and stained with a 1% Giemsa solution
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). The number of invading cells was counted in randomly selected
microscopic fields (40x magnification) and photographed.

2.10 Immunoblot analysis

Immunoblotting was performed using standard procedures. Briefly, cells were submitted to lysis buffer
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(RIPA, Sigma Chemical Co., 10% protease, and 10% phosphatase) and then proteins were resolved by
electrophoresis in 10% SDS polyacrylamide gels. Proteins were then transferred to a membrane,
blocked with blocking solution (5% skimmed milk) and incubated overnight in primary antibodies (4°C
with shaking). Next, membranes were washed and incubated for 1 hour with secondary antibodies (room
temperature with shaking). Chemiluminescence was detected using Clarity Western ECL Blotting
Substrate and visualized at ChemiDoc System (Bio-Rad Laboratories). Primary antibodies used were
Cas9 (7A9-3A3 #14697, dilution 1:1000), DUSP11 (PIR1 - sc-393220, dilution 1:500), p-NF-kappa p65
(#3033, dilution 1:1000), NF-kappaB p65 (#4764S, dilution 1:1000), GAPDH (sc-32233, dilution 1:1000),
B-actina (C4) (sc-47778, dilution 1:1000) and Vinculin (sc-7649, dilution 1:1000). Secondary antibodies
were anti-mouse and anti-rabbit (Agilent Technologies).

2.11 Quantitative RT-PCR

Total cellular RNA was extracted using Trizol® reagent (Gibco BRL, Life Technologies®, Carlsbad, CA,
USA) following the manufacturer’s instructions. Complementary DNA (cDNA) was obtained with the
iScript Reverse Transcription Supermix (BIO-RAD Laboratories, Inc.), according to manufacturer’s
instructions. TagMan® probes (Applied Biosystems) were used for DUSP11 (Hs01061375_m1) and
internal controls GAPDH (Hs02786624 g1) and B-actin (Hs01060665 g1). Vault RNAs expression was
accessed by SYBR Green Supermix (BIO-RAD Laboratories, Inc.) with 5.8S RNA as internal control
(primer sequences were based on Chen et al. (18)). PCR reactions were performed in triplicate using
Step One System (Applied Biosystems, Foster City, CA, USA). The relative expression was calculated
using the 2-22CT method (19).

2.12 Transcriptome in silico analysis

Gene expression of MRNA transcriptional profiles in silico analysis was performed using TCGA PAAD
dataset with PDAC samples (n=179) compared to normal pancreatic tissues (n=171) obtained from
Genotype-Tissue Expression (GTEX) Portal (20). Expression level analysis of DUSP11 correlated with
TNM stage was performed in Xena Platform (21). Correlation plot DUSP11 expression with GEM
sensitivity in 5 PDAC cell lines data was generated from the Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) and
Genomics of Drug Sensitivity in Cancer (GDSC) through Depmap Portal. TCGA PAAD dataset was
used to conduct Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) for Gene Ontology (GO) biological processes
to identify biological process correlated to high DUSP11 expression (Normalized Enrichment
Scores=1.98; FDR=0; P=0).

2.13 Statistical analysis

Statistical analysis was carried out using Two-Way ANOVA, followed by Bonferroni’s test or Student’s
t-test, when appropriate. For survival analysis, the Kaplan—Meier method and log-rank test were applied
using GEPIA Platform (22). A P < 0.05 was considered to be statistically significant. Data analysis was
carried out using the GraphPad Prism version 8.0 statistical software package. Two independent
experiments in triplicates were performed.

3. Results and Discussion

To identify genes whose depletion modulates sensitivity to gemcitabine, we conducted a
CRISPR/Cas9-based in vitro phenotypic screening in pancreatic cancer cell lines MIA PaCa-2 and
PANC-1. First, to ensure an efficient loss-of-function screen, MIA PaCa-2 and PANC-1 cells were stably
transduced with exogenous endonuclease Cas9 (Supplementary Fig. Sla). Next, to exclude any
interference of exogenous Cas9 in gemcitabine response experiments, we performed a short-term
viability assay. As observed in Supplementary Fig. S1b, both cell lines expressing Cas9 did not change
their profile upon gemcitabine treatment compared to control wild type cells. Then, we performed the
CRISPR screening using a custom library targeting 25 genes of the DUSP family, followed by a
phenotypic analysis to address PDAC cells viability under 72 hours of gemcitabine treatment (Fig. 1a).
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Among the phosphatases tested, we identified a few possible targets which significantly modulate the
gemcitabine response, either promoting or reducing resistance. Considering those genes associated
with gemcitabine sensitivity, we identified DUSP11 as a potential candidate as the knockout of this gene
dramatically increased the responsiveness of both cell lines to gemcitabine (Fig. 1b).

To evaluate whether DUSP11 could have any clinical relevance as a target, we mined the RNA-
seq data from the TCGA PAAD cohort and identified a significant upregulation in DUSP11 expression
in pancreatic cancer samples (n=179) compared to healthy pancreatic tissues (n=171) (P<0.01,
Supplementary Fig. S2). Furthermore, patients with higher pathological stages according to TNM
(Tumor Node Metastasis) classification (TNM Il and TNM V) were more likely to have higher expression
levels of DUSP11 (P<0.02, Fig. 1c), which is also related to worse overall survival (Log-rank P=0.03)
(Fig. 1d). Additionally, when we evaluated DUSP11 expression profile among other cancer types, we
observed a significant difference between tumor samples and respective healthy tissues in 5 different
tumor cohorts (Supplementary Fig. S2). These data suggest that DUSP11 may play a role in cancer
biology and impact pancreatic cells' sensitivity to gemcitabine. Whether and in which contexts DUSP11
activity could be related to tumor biology remains mostly unknown.

3.1 Depletion of DUSP11 sensitizes cells to gemcitabine treatment

Next, we attempted to validate DUSP11 as an essential gene modulating gemcitabine response.
We first took advantage of the data generated from the Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE) and
Genomics of Drug Sensitivity in Cancer (GDSC) and showed that DUSP11 mRNA expression was
negatively correlated with the 50% inhibitory concentration (ICso) of gemcitabine in 5 pancreatic cancer
cell lines (R=0.89; P=0.03; Fig. 2a, Table S2), suggesting that DUSP11 is indeed associated with
gemcitabine response. For further validation, we generated single-cell DUSP11-knockout clones in MIA
PaCa-2 cells by CRISPR/Cas9 machinery using DUSP11-targeting crRNAs to completely abolish
DUSP11 protein (Supplementary Fig. S3).

To gain insights into the effects of DUSP11 knockout on PDAC cells, we examined whether
DUSP11" cells would exhibit drug sensitivity and impact colony formation upon gemcitabine treatment.
As observed in Fig. 2b, DUSP11" cells exhibited increased gemcitabine sensitivity and significantly
reduced ICsp value compared to MIA PaCa-2 wild type cells (ICso=16uM and ICs0=6.45uM, respectively;
P=0.04). DUSP11 knockout also impaired colony formation (P<0.01) and once combined to gemcitabine
treatment (IC30=2.95uM for 72 hours) significantly reduced cell survival compared to MIA PaCa-2 wild
type treated cells (P<0.01; Fig. 2c). Apoptosis analysis has also been performed and showed a
substantial 3-fold increase in DUSP11* cell death percentage combined to gemcitabine treatment as
compared to gemcitabine alone (P<0.0001) (Fig. 2d). Interestingly, in untreated cells, DUSP11 knockout
did not have any apparent effect, again suggesting a drug-response specificity. In accordance with this
hypothesis, otherwise important tumorigenic processes such as invasion and cell migration were not
affected by DUSP11 knockout (Supplementary Fig. S4 a-b). Altogether, these results support DUSP11
phosphatase as a potential target to gemcitabine response in PDAC cells.

3.2 DUSP11 is associated with NF-kB signaling pathway signature in PDAC

DUSP11 is an atypical phosphatase with selectivity for binding to phosphorylated RNAs over
phosphoprotein substrates (23). This highly conserved RNA phosphatase removes y- and 3-phosphates
from 5'-triphosphorylated RNAs such as primary RNA transcripts, vault RNAs, and Alu RNAs (24, 25).
To gain further insights into the biological signatures that could be associated to DUSP11 expression in
PDAC, we performed a Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) with samples from TCGA PAAD dataset
which revealed NF-kB signaling pathway among the most significantly enriched in samples with
DUSP11 upregulation (Fig. 3a). NF-kB is one of the major altered pathways in PDAC controlling several
critical tumorigenic processes, including drug response (26, 27). In this context, NF-kB has been largely
explored and otherwise proposed as a drug target to overcome gemcitabine resistance (28). To explore
whether DUSP11 could be modulating NF-kB activation, we submitted MIA PaCa-2 cells to DUSP11
knockdown and treated with gemcitabine for up to 48 hours (ICso=16uM). As observed in Fig. 3b,
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DUSP11 inhibition alone completely blocked NF-kB phosphorylation. The same phenotype was
maintained upon gemcitabine treatment. Additionally, CCLE analysis in 20 pancreatic cancer cell lines
(Table S3) also showed a strong Pearson correlation between DUSP11 mRNA expression and NF-kB
protein expression (Fig. 3c). Altogether, these findings revealed that DUSP11 can modulate the NF-kB
pathway to control drug response.

As aforementioned, the NF-kB pathway is widely known to regulate gemcitabine
chemoresistance in pancreatic cancer cells, which can occur through multiple mechanisms (28). Given
that DUSP11 is an atypical phosphatase targeting 5'-triphosphorylated RNAs (23), we hypothesized that
NF-kB signaling modulation by DUSP11 would probably occur as an indirect effect. It has been
previously shown that one of the possible targets of DUSP11 are small non-coding RNA components of
giant ribonucleoprotein particles (RNPs) known as vault RNAs (VtRNA) (29). In the DUSP11-mediated
process, VtRNAs are converted from 5'-triphosphorylated to monophosphorylated state, which can alter
their stability and consequently, their abundance (25). These non-coding RNAs occur in humans as four
VIRNA paralogs (VtRNA1-1, vtRNA1-2, vtRNA1-3, vtRNA2-1) and have been related to several
mechanisms, including anticancer drug resistance (30). To investigate whether DUSP11 could be
modulating VtRNAs in the PDAC context, we analyzed the vtRNAs transcripts abundance in MIA PaCa-
2 DUSP11" cells. We observed that all vtRNAs transcripts had been significantly increased compared
to wild type cells, particularly viRNA2-1, which had a 4-fold increase in transcript abundance (Fig. 3d).
Supporting this data, CCLE analysis of pancreatic cancer cell lines also showed a negative Pearson
correlation between DUSP11 expression and vtRNA2-1 absolute abundance (R = -0.40; P<0.01)
reinforcing this interaction (Fig. 3e, Table S4). This data raises the question of whether DUSP11 could
be modulating gemcitabine resistance through a viRNA mediating mechanism.

Potential mechanisms of vault RNAs function have been proposed, however, viRNA-mediated
drug resistance remains largely unknown. Interestingly, viRNA 2-1 (also named nc-886) expression has
been suggested to interact with PKR (an interferon-inducible and double-stranded RNA (dsRNA)-
dependent kinase) to inhibit its phosphorylation and consequently impair downstream targets (31). One
of the downstream pathways regulated by PKR is the NF-kB pathway, in which activation relies on PKR
activity (32). Curiously, when analyzing the CCLE database of 20 pancreatic cancer cell lines (Table
S5), we observed a negative correlation between vtRNA2-1 absolute abundance and PKR protein
expression (Fig. 3f, Pearson R= -0.62; P=0.003) suggesting that viRNA2-1 can indeed control PKR
expression. Interestingly, DUSP11 transcripts levels also have a strong correlation with EIF2AK2 (PKR
coding gene) in both TCGA data and pancreatic cancer cell lines from CCLE (Supplementary Fig. S5 a-
b; Table S6). Although these data assess RNA and not protein expression, they suggest that DUSP11
can impact PKR in human PDAC. In the context herein investigated, however, we currently do not know
the precise features of DUSP11-vtRNA2-1 interaction that would determine NF-kB modulation. We
envisage whether vtRNA2-1 would either bind directly to NF-kB or an upstream target such as PKR, but
this feature remains to be investigated.

In conclusion, our data reports, for the first time, the role of the atypical RNA phosphatase
DUSP11 in pancreatic cancer cells and sheds new light on novel mechanisms that may play an
important role in gemcitabine response. This study brings new promising avenues for a better
understanding of DUSP11 in both RNA biology and cancer-related field.
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Figure Legends

Figure 1. a) Schematic view of gemcitabine (GEM) resistance screening using CRISPR/Cas9; b)
Scatter plot showing the top candidates among tested DUSPs on GEM cytotoxic effect in MIA PaCa-2
and PANC-1 cell lines. Data highlights DUSP11 knockout performance promoting increased cytotoxicity.
Results represents the mean of two independent experiments with four biological replicates each; c) In
silico analysis shows expression level of DUSP11 was closely correlated with TNM stage (TNM Il and
TNM IV presented the higher DUSP11 expression levels; P<0.02); d) Kaplan—Meier survival curve
analysis showing the correlation between the DUSP11 upregulation and overall survival rates (Log-rank
P=0.032). Statistical significance: **P<0.01.

Figure 2. a) Correlation plot shows DUSP11 expression correlation with GEM sensitivity in 5 PDAC cell
lines (R=-0.897; P=0.03); b) DUSP11 knockout impaired cell viability and significantly reduced GEM
ICso value from 16uM (wild type cells) to 6,45uM in both crRNAS; ¢) Representative graph and images
of cell colonies in WT and DUSP11" cells treated with GEM at ICzo (2.95uM) or vehicle; d) DUSP11-
depleted cells exhibited sensitivity to GEM after GEM treatment at ICso. All in vitro experiments were
performed in two independent experiments with three replicates each and results are expressed as
mean = SD. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001, ****P<0.0001, n.s: not significant.

Figure 3. a) Gene Set Enrichment Analysis (GSEA) for Gene Ontology (GO) biological processes
reveals NF-kB signalling pathway as one of the top enriched biological process correlated to high
DUSP11 expression (Normalized enrichment score=1.98; FDR=0; P=0); b) Correlation plot illustrates
DUSP11 expression positively correlated with NF-kB relative protein expression in CCLE Proteomics
dataset (R=0.77; P<0.001); c) Immunoblotting analysis reveals that DUSP11 inhibition completely
blocked NF-kB phosphorylation and the phenotype was sustained under GEM treatment; d) Vault RNAs
(VtRNAS) expression show how the 4 vtRNAs paralogs are significantly upregulated in DUSP11- cells
compared to wild type cells. Correlation plots show VvtRNA absolute copy number correlation with
DUSP11 expression (e) and PKR protein expression (f) in PDAC cell lines. Detailed information on cell
lines are described in Supplementary Tables S4 and S5.
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Figure 2.
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Figure 3.
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