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RESUMO

Hasenkamp, L.A. Caracterizagao de vias oncogénicas em cancer de pancreas:
microRNAs e IKKB. 2023. 118p. Tese (Doutorado) — Programa de Pds-graduagao em
Bioquimica. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

O adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC) é o tumor sdlido mais letal em humanos,
sendo que menos de 10% dos pacientes sobrevivem 5 anos ou mais. Essa baixa sobrevida &
atribuida ao fendtipo altamente metastatico, a recidiva e a ineficacia das terapias disponiveis.
Assim, a presente tese buscou caracterizar vias oncogénicas que contribuem para a
malignidade de PDAC, visando assim aumentar o conhecimento necessario para
desenvolvimento de novas terapias, sendo esta tese dividida em dois capitulos.

No Capitulo 1, avaliamos a via de microRNAs (miRNAs) regulados pela KRAS
oncogénica, que esta presente em mais de 90% dos tumores de PDAC e ainda permanece
sem tratamento disponivel para este tipo de tumor. Dado que miRNAs efetores de KRAS ainda
sdo pouco explorados, nosso objetivo foi identificar miRNAs induzidos pela KRAS oncogénica,
que contribuem para o fendtipo maligno do PDAC. Usando um ensaio de microarranjo de DNA,
identificamos 17 miRNAs regulados positivamente por KRAS. A analise global de alvos
destacou o supressor tumoral PTEN como o alvo regulado pelo maior numero destes miRNAs
(7 dos 17). Por meio da superexpressao e reducao de expressdo de KRAS, confirmamos que
KRAS regula negativamente PTEN e regula positivamente 4 destes 7 miRNAs que tém PTEN
como alvo. Para avaliar se a regulagédo de PTEN por KRAS poderia ser mediada por estes
miRNAs, usamos ensaios de luciferase contendo trechos do 3'UTR de PTEN. Tanto a KRAS,
quanto o mir-19b-3p sdo capazes de regular a atividade de luciferase em PDAC. Como
conclusao deste capitulo, nés identificamos uma assinatura de miRNAs induzidos por KRAS
em PDAC que tem PTEN como alvo e validamos o miR-19b-3p como um dos miRNAs efetores
na regulagao dos niveis de PTEN por KRAS, contribuindo para o fenétipo maligno de PDAC.

No Capitulo 2, investigamos o papel da quinase IKKB para o fenétipo tronco-tumoral
das células iniciadoras de tumor (CITs) pancreaticas, que constituem uma subpopulagdo de
células tumorais consideradas responsaveis pela metastase e recidiva tumoral. A IKKpB
desempenha um papel chave na ativagao da via do NF-kB, constitutivamente ativa em cerca de
70% dos casos de PDAC e que promove o fendtipo tronco-tumoral em diversos tipos de
tumores. Assim, nosso objetivo foi determinar como a IKKB afeta o fendtipo tronco-tumoral e
metastatico de células pancreaticas visando o desenvolvimento desta quinase como alvo
terapéutico. Para avaliar CITs em linhagens de PDAC, utilizamos a cultura de tumoresferas e
estabelecemos a linhagem AsPC-1-SOREG expressando o gene repérter GFP sob o controle
dos fatores de pluripoténcia SOX2 e OCT4. Embora a inibicdo da expressdo de IKKB por
interferéncia de RNA tenha reduzido a formagao de tumoresferas, a inibicdo farmacoldgica de
IKKB foi ineficaz em inibir o fenétipo tronco-tumoral das CITs pancreaticas, ndo alterando a
formacao de tumoresferas ou alterando transitoriamente a frequéncia da populacdo SOREG6-
GFP+. Por outro lado, a inibicao de IKKB reduziu a migracdo e invasao celulares. Em
conclusao, a IKKB afeta o fenétipo tronco-tumoral de maneira quinase-independente e interfere
na migracdo e invasao celulares, caracteristicas importantes para metastase, podendo
representar um potencial alvo terapéutico anti-metastatico em PDAC.

Palavras-chaves: cancer de pancreas, KRAS, microRNAs, PTEN, CITs, IKKp.




ABSTRACT

Hasenkamp, L.A. Characterization of oncogenic pathways in pancreatic cancer:
microRNAs and IKKB. 2023. 118p. PhD Thesis — Graduate Program in
Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo.

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is the deadliest solid tumor in humans,
with a 5-year survival rate of less than 10%. This low survival rate is attributed to its highly
metastatic phenotype, tumor relapse and to the inefficacy of available therapies. Thus, this
thesis sought to characterize oncogenic pathways that contribute to PDAC malignancy,
aiming to increase the knowledge needed for the development of new therapies, with the
thesis being divided into two chapters.

In Chapter 1, we evaluated the microRNA (miRNA) pathway regulated by oncogenic
KRAS, which is mutated in more than 90% of PDAC tumors and lack effective therapies for
this type of tumor. Given that miRNAs that act as KRAS effectors are still poorly explored,
our objective was to identify miRNAs induced by oncogenic KRAS that contribute to the
malignant phenotype of PDAC. Using DNA microarray, we identified 17 KRAS-upregulated
miRNAs. miRNA target analysis highlighted the tumor suppressor PTEN as the miRNA target
most often regulated by these miRNAs (7 out of 17). Through overexpression and
downregulation of KRAS, we confirmed that KRAS negatively regulates PTEN levels and
upregulates 4 of the 7 miRNAs that are predicted to target PTEN. To investigate whether the
negative regulation of PTEN by KRAS could be mediated by these miRNAs, we used
luciferase reporters containing PTEN 3'UTR inserts. Both KRAS and mir-19b-3p were able to
regulate luciferase reporter activity in PDAC. As a conclusion of this chapter, we identified a
signature of KRAS-induced miRNAs in PDAC that target PTEN and have validated miR-19b-
3p as one of the effector miRNAs in the regulation of PTEN levels by KRAS, contributing to
the malignant phenotype of PDAC.

In Chapter 2, we investigated the role of IKKB kinase for the cancer stem phenotype
of pancreatic tumor initiating cells (TICs), which constitute a subpopulation of tumor cells
considered responsible for metastasis and tumor recurrence. IKKB plays a key role in
activating the NF-xB pathway, which is constitutively active in about 70% of PDAC cases and
promotes the cancer stem phenotype in several types of tumors. Thus, our objective was to
determine how IKKB affects the cancer stem and metastatic phenotype of pancreatic cells
aiming at the development of this kinase as a therapeutic target. To evaluate TICs in PDAC
cell lines, we used the tumor sphere assays and established the AsPC-1-SOREG6 cell line
expressing the GFP reporter gene under control of pluripotency factors SOX2 and OCT4.
Although inhibition of IKKB expression by RNA interference reduced tumor sphere formation,
its pharmacological inhibition did not impair the cancer stem phenotype of pancreatic CITs,
not affecting tumor sphere formation or only transiently altering the SOREG-GFP+ population
frequency. On the other hand, IKKB inhibition reduced cell migration and invasion. In
conclusion, IKKB seems to affect the cancer stem phenotype in a kinase-independent
manner and interferes with cell migration and invasion, important hallmarks of metastasis,
and may represent a potential anti-metastatic therapeutic target for PDAC.

Keywords: Pancreatic cancer, KRAS, microRNAs, PTEN, TICs, IKKp.
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1. INTRODUGAO GERAL

1.1 Cancer de pancreas

O cancer de pancreas é atualmente a quarta principal causa de morte por
cancer nos Estados Unidos (EUA) e a sétima em todo o mundo (SIEGEL et al.,
2021). Esses numeros estdao aumentando anualmente e estima-se que esse tipo de
neoplasia se tornara a segunda principal causa de morte por cancer nos EUA até
2030 (RAHIB et al., 2014). No Brasil, a estimativa anual para o triénio 2023 a 2025 é
de 10.980 novos casos de cancer de pancreas, ocupando a 13? posigdo em
incidéncia dentre todos os canceres e atualmente a 8% em mortalidade por cancer,
com 11.893 6bitos em 2020 (INCA, 2022; SANTOS et al., 2023).

O pancreas trata-se de um 6rgdo glandular misto, no qual mais de 95% das
neoplasias malignas surgem das por¢des exoécrinas deste 6rgao, que compreende
as células ductais e acinares, responsaveis por produzir e conduzir 0 suco
pancreatico, que contém diversas enzimas digestivas (POUR; PANDEY; BATRA,
2003). O tipo mais comum de cancer pancreatico € o adenocarcinoma ductal
pancreatico (PDAC), que representa mais de 80% das neoplasias pancreaticas,
originando-se em 60-70% dos casos na regidao da cabeca, 10-15% na cauda e 5-
10% no corpo do pancreas (KLEEFF et al, 2016; TOMASELLO et al., 2019). O
PDAC é o tumor sodlido mais letal em humanos, sendo que menos de 10% dos

pacientes sobrevive 5 anos ou mais ao diagnostico (SIEGEL et al., 2021).

A baixa taxa de sobrevivéncia desse tipo de cancer é atribuida principalmente
a dois fatores. Primeiro, como a doenga é assintomatica nos estagios iniciais, os
pacientes sdo frequentemente diagnosticados quando apresentam estagio
avangado, quando ndo s&o mais elegiveis para a cirurgia de ressecg¢ao (melhor
tratamento atual), frequentemente apresentando metastases locais e distantes do
foco de origem (TAKIKAWA et al., 2022). Segundo, a terapia disponivel atualmente
para os pacientes ndo € eficaz, sendo frequente a resisténcia a quimioterapia e
radioterapia, bem como o aparecimento de recidiva, mesmo apds a ressecgao
curativa (PRINCIPE et al.,, 2021; WINTER, J. M. et al.,, 2012). Ainda assim, nos
casos em que a resseccao € realizada, a sobrevida superior a 5 anos ocorre em
menos de 25% dos casos (WINTER, J. M. et al., 2012).
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Apesar dos robustos avancos nas descobertas de biomarcadores de
diagndstico em PDAC, como a descoberta de antigenos especificos (e.g. CA19-9) e
diversos RNAs nao codificadores que tem o potencial de permitir um diagnostico
mais precoce do cancer de pancreas e assim aumentar as chances de uma
ressec¢ado curativa, muitos destes marcadores ainda ndo tem eficiéncia preditiva
comprovada e nédo estdo em uso clinico (BOYD et al.,, 2023; O’'NEILL; STOITA,
2021). Além disso, as vias moleculares e os efetores criticos do processo de
malignidade do PDAC, presentes tanto em tumores iniciais quanto avangados, ainda
sdo pouco compreendidos. Esta falta de conhecimento impede avangos no
desenvolvimento de novas terapias, que podem ser mais efetivas e melhorar o

prognéstico de pacientes portadores deste tipo de neoplasia.

Assim, a presente tese buscou a caracterizagdo de vias oncogénicas, que
contribuem para a malignidade deste tipo de cancer, visando assim aumentar o
repertorio de conhecimento necessario para desenvolvimento de novas terapias. A
tese é dividida em dois capitulos que se seguem, sendo que no primeiro avaliamos
microRNAs (miRNAs) regulados pela KRAS em PDAC e no segundo investigamos a
quinase IKKB como um potencial alvo terapéutico para células iniciadoras de tumor

(CITs) pancreaticas.



CAPITULO 1: Via de miRNAs regulados pela
KRAS oncogénica em cancer de pancreas.
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2. INTRODUCAO

2.1 KRAS

O gene KRAS, localizado no cromossomo 12p12.1, pertence a familia de
oncogenes RAS, que inclui também os genes HRAS e NRAS, apresentando todos
uma homologia de cerca de 85% e codificando pequenas GTPases monoméricas de
aproximadamente 21 kDa. Nas células, este grupo de proteinas encontra-se
ancorado na membrana plasmatica interna onde fazem parte da transducédo de
sinais extracelulares para efetores intracelulares, ativando diversas vias de
sinalizagdo que promovem proliferacdo, sobrevivéncia e diferenciagdo celular (DI
MAGLIANO; LOGSDON, 2013).

A proteina KRAS na sua forma ndo oncogénica atua como um interruptor
molecular binario, ciclando entre seu estado ativo quando ligada ao trifosfato de
guanosina (GTP) e inativo quando ligada ao difosfato de guanosina (GDP). Quando
KRAS esta ativada (ligada a GTP), esta modula caracteristicas de sobrevivéncia
celular ativando diversas cascatas de sinalizacao, que incluem a ativagao da via das
quinases ativadas por mitégenos (MAPK) e a via da fosfoinositideo quinase/proteina
B quinase (PI3K/AKT), dentre outras (KIM, H. J. et al., 2021; PARIKH et al., 2022)

(Fig. 1).

Para ativagao das proteinas RAS em condigdes fisiologicas (Fig. 1), primeiro
faz-se necessaria a ligagao de fatores extracelulares a receptores tirosina quinase
(RTK) presentes na membrana das células, como por exemplo os receptores de
fatores de crescimento epidermal (EGFR) e derivado de plaquetas (PDGFR),
causando a sua homo ou heterodimerizagdo e consequentemente a fosforilagao
cruzada de residuos de tirosina da porcao citoplasmatica destes receptores. Esses
residuos agora fosforilados servem de ancoragem para proteinas adaptadoras,
como a GRB2 (Growth fator Receptor-Bound protein 2), que recrutam os fatores de
troca de nucleotideos de guanina (GEFs), a exemplo da SOS (Son of Sevenless) ou
Cdc25 (Cell division control protein 25), capazes de gerar mudangas
conformacionais em RAS-GDP, que resultam na dissociacdo de GDP e entrada de
GTP, ja que no citoplasma o GTP esta presente em concentracdo muito superior a
do GDP (Fig. 1).
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Figura 1. Regulagdo da ativacdo de KRAS. A ligagdo de um fator extracelular ao seu receptor do
tipo tirosina quinase leva a sua dimerizagdo e auto fosforilagdo. Os residuos de tirosina fosforilados
permitem o recrutamento da proteina adaptadora GRB2, que com seus parceiros moleculares leva a
ativacao das GEFs, que por sua vez interagem com a forma inativa de KRAS (KRAS-GDP) induzindo
a troca do nucleotideo de guanina. KRAS ativa (ligada a GTP) leva a ativagdo de diversos efetores,
aqui representados pelas 2 principais vias (MAPK e PI3K), que culminam na sobrevida e proliferagao
celular. Ao cessar o sinal extracelular, as GAPs interagem com a forma ativa de KRAS (KRAS-GTP)
promovendo a hidrélise do GTP em GDP e inativando as vias a jusante. Adaptado de ZHU et al.,
2021.

Ja a inativagao das proteinas RAS da-se pela hidrélise de GTP a GDP, uma
vez cessado o estimulo extracelular. As proteinas RAS possuem capacidade
GTPasica intrinseca, porém esta apresenta cinética muito lenta, requerendo assim o
auxilio das proteinas GAPs (GTPase Activating Proteins) para acelerar a catalise e
torna-la inativa (ligada a GDP) (Fig. 1). Entretanto, em tumores é justamente este
processo de inativagdo que se encontra comprometido por mutagées oncogénicas.
Em KRAS, as mutagbes pontuais mais prevalentes envolvem o dominio de ligagao
as GAPs (cédons 12 e 13) ou o dominio catalitico (cédon 61), resultando na perda
da capacidade de hidrolisar o GTP em GDP, retendo KRAS na sua forma ativa
(ligada a GTP), resultando assim em uma estimulagdo constitutiva de diversos
efetores que propiciam a proliferagéo celular descontrolada, transformagéo maligna
e resisténcia a apoptose (DELPU et al., 2011; WATERS; DER, 2018).
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2.2 KRAS no cancer de pancreas

Mutagdes oncogénicas em KRAS sao altamente prevalentes em PDAC,
ocorrendo em aproximadamente 85% dos casos e estdo presentes desde os
eventos iniciais da carcinogénese pancreatica (DELPU et al., 2011; DI MAGLIANO;
LOGSDON, 2013). No PDAC, mais de 98% das mutacbes ativadoras de KRAS sao
do tipo missense no cdédon 12 do seu gene (Fig. 2-A), gerando a troca do
aminoacido codificante glicina (G12) por diferentes aminoacidos (Fig. 2-B). Neste
tipo de tumor, existe uma maior prevaléncia das mutagées G12D e G12V, que geram
a troca da glicina para aspartato e valina, respectivamente (Fig. 2-B). Apesar do
sucesso recente de uma terapia direcionada especificamente para KRAS G12C
através do inibidor Sotorasibe, que se liga covalentemente a cisteina do cdédon 12
mutado, em PDAC este inibidor ndo tem impacto significativo na terapia, uma vez
que a mutagdo G12C representa menos de 2% do total de casos (SKOULIDIS et al.,
2021).

A G11°? Q?g/L B G12S
< < 2%
"= ¢ 2% G12C
G12R /,Zf’
N
i G12UF
30% <1%
(V

G12A
2%

Figura 2. Frequéncia dos tipos de mutagdbes em KRAS presentes no PDAC. (A) mutacdes
oncogénicas nos diferentes coédons de KRAS. (B) tipos de mutag¢des mais frequentes no cédon 12
com substituicdo do aminoacido glicina (G) por outros. Adaptado de BRYANT et al., 2014.

Assim, mediante o fato da n&o existéncia até o momento de inibidores
efetivos para as demais mutacdes em KRAS e sua alta prevaléncia no PDAC, faz-se
necessario cada vez mais ampliar o conhecimento sobre seus efetores e vias
moleculares que contribuem para a tumorigénese e malignidade do PDAC, visando a
inibicdo indireta deste oncogene (WATERS; DER, 2018).



17

2.3 MicroRNAs

Os microRNAs (miRNAs) s&o pequenas moléculas enddgenas de acido
ribonucleico (RNA) fita simples, nao-codificantes, que contém entre 21 e 25
nucleotideos e que possuem expressao anormal em diferentes canceres humanos,
incluindo PDAC (ADAMS; KASINSKI; SLACK, 2014; PENG; CROCE, 2016; ZOU et
al., 2019). Eles participam da regulagdo génica pds-transcricional, atuando no
silenciamento da expressao génica ao se ligar aos RNAs mensageiros (mMRNAs),
formando um trecho de RNA dupla fita que pode entdo bloquear a tradugao e/ou
levar a degradacdo do mRNA alvo através da atuagédo do complexo de silenciamento
induzido por RNA (RISC) (BUSHATI; COHEN, 2007) (Fig. 3).

A interacdo entre miRNAs e mRNAs ocorre através do pareamento de 7
nucleotideos da regido 5' dos miRNAs (seed sequence) com sitios complementares
na regido 3' UTR (regido nao traduzida — untranslated region) dos mRNAs alvos,
sendo importante salientar que um mesmo mMIRNA pode atuar em mais de um

MRNA, assim como um mRNA também pode interagir com mais de um miRNA.
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Figura 3. Biogénese dos microRNAs. A transcricdo ocorre principalmente pela RNA polimerase I,
originando o transcrito primario denominado pri-miRNA, que é processado pela Drosha resultando no
pré-miRNA. Este é exportado para o citoplasma onde sofre o processamento pela Dicer, gerando um
RNA dupla fita. Uma das fitas é degradada e a outra é complexada ao RISC, podendo assim bloquear
a traducdo do mRNA alvo ou degrada-lo. Adaptado de WINTER, J. et al., 2009.
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2.4 MicroRNAS e KRAS no PDAC

No cancer, os miRNAs podem atuar como supressores tumorais, inibindo a
traducdo de oncoproteinas; ou como mMiRNAs oncogénicos (oncomiRs), quando
inibem a tradugao de proteinas relacionadas a supressao tumoral, contribuindo para
a transformagcdo maligna e consequentemente para a progressdao da doenca
(BARTEL, 2004; HE; HANNON, 2004; ZHOU; LIU; CAO, 2017). Utilizando analises
de bioinformatica do transcriptoma de 12 amostras de tecido pancreatico (9 de
PDAC e 3 ndo tumorais), VILA-CASADESUS et al. (2018) foram capazes de estimar
17.401 interagdes MiRNA-mRNA relevantes para o cancer pancreatico, destacando
a complexidade das interagdes miRNA-mMRNA em PDAC e o desafio de identificar

alvos mais relevantes para o desenvolvimento terapéutico.

A associacdo de miRNAs com KRAS no PDAC é extensivamente explorada
em diversos trabalhos da literatura. A exemplo temos que a expressdo dos miR-96,
miR-126 e miR-217 encontram-se reduzidas em amostras de PDAC mutantes para
KRAS tanto de pacientes quanto em linhagens celulares, sendo os niveis de KRAS
diminuidos pela superexpressao individual de cada um desses trés miRNAs,
resultando na reducgdo da proliferagao celular, migracéo e invasao (JIAO et al., 2012;
YU et al., 2010; ZHAO et al., 2010). KENT et al. (2010) mostraram em linhagens
celulares pancreaticas tumorais e ndo tumorais, que a perda da expressao do cluster
miR-143/145, observada no PDAC, é causada pela KRAS oncogénica de maneira
dependente da sua proteina efetora RREB1 (Ras Responsive Element Bindind
protein 1), a qual se liga ao promotor desse cluster, reprimindo a sua expressédo. Em
contrapartida, a reexpressao desses miRNAs diminui os niveis de KRAS e RREB1,
inibindo a tumorigénese em ensaios in vitro e in vivo em modelo xenografico (KENT
et al., 2010).

Além disso, ja estd estabelecido que a familia de miRNAs Let-7 regula
negativamente a expressao de KRAS, sendo os primeiros miRNAs descobertos que
possuem varios sitios distintos no 3'UTR de KRAS (JOHNSON et al., 2005). Varios
estudos mostraram diminuigdo significativa da expressao de let-7 em amostras de
cancer pancreatico em comparagdo com tecidos normais adjacentes ao tumor,
sendo a perda de expresséo de let-7 correlacionada a formas mais agressivas da
doencga, tornando esses pacientes inelegiveis a ressecgao cirurgica (TORRISANI et
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al., 2009). Eles também observaram que a superexpressao ectépica de let-7 no
PDAC diminui significativamente a expressdo de KRAS e inibe a via das MAPK com
diminuicdo concomitante na proliferagao celular. No entanto, a superexpressao de

let-7 falha em inibir o crescimento e progresséo do tumor (TORRISANI et al., 2009).

Apesar da extensa literatura sobre miRNAs que se apresentam reduzidos no
PDAC devido agdo supressora tumoral por alvejarem KRAS e/ou suas proteinas de
vias a jusante, a identificacdo de miRNAs como efetores de KRAS (oncomiRs) ainda
permanece pouco explorada (RACHAGANI et al., 2015; RONCARATI et al., 2019;
TESFAYE; AZMI; PHILIP, 2019).

3. OBJETIVOS

Assim, nosso objetivo foi identificar miRNAs regulados pela KRAS oncogénica
que possam contribuir para caracteristicas tumorais em PDAC, ampliando assim
nosso conhecimento ainda escasso sobre como a KRAS atua na via dos miRNAs
para promover o fendtipo maligno e potencialmente fornecendo novos

biomarcadores para auxiliar no diagnostico/prognéstico.

4. MATERIAIS E METODOS

4.1 Linhagens celulares e condi¢6es de cultura celular

A linhagem celular primaria de epitélio ductal pancreatico humano
imortalizada com proteinas HPV E6 e E7 (HPDE), e sua versdo modificada para
expressar a KRAS®'?Y (HPDE-KR) foram cultivadas em meio K-SFM (Invitrogen)
suplementado com 2,5ug de EGF e 25mg de Extrato de Pituitaria Bovina. As
linhagens celulares humanas de PDAC: AsPC-1 (KRAS®'?®; ATCC CRL-1682) e
BxPC-3 (KRASYT; ATCC CRL-1687) foram cultivadas em meio RPMI1640; PANC-1
(KRAS®'?P; ATCC CRL-1469) e Mia-PaCa-2 (KRAS®'?°; ATCC CRL-1420) foram
cultivadas em meio DMEM, suplementando-se 10% de soro fetal bovino (SFB) em
todas as linhagens de PDAC, sendo para a Mia-PaCa-2 ainda acrescentado 2,5% de
soro de cavalo. Todas as células foram incubadas a 37°C em atmosfera com 5% de

CO, até a confluéncia maxima de 80%.
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Para separagcao das células e seu replaqueamento para subcultura e
experimentos, as células aderidas foram previamente lavadas com solugcdo de PBSA
e incubadas por 5 minutos com tripsina 0,1% em PBSA acrescido de 2mM de EDTA.
Apds a perda de adesao das células a placa, a inativacdo da tripsina foi feita pela
adicdo de meio de cultura completo (com 10% SFB) ou meio RPMI1640 contendo
1mg/ml de inibidor de tripsina de soja (no caso da HPDE e HPDE-KR), sendo a
suspensao de células centrifugada a 300g por 5 minutos e descartado o
sobrenadante. O pellet de células foi ressuspendido no meio de cultura apropriado
para cada linhagem, sendo o numero de células vivas contabilizado na camara de

Neubauer com auxilio do azul de Tripan na proporgéo 1:1.

4.2 Ensaio de microarranjo de miRNAs

Este ensaio foi realizado anteriormente pelo nosso grupo e consta da tese de
doutorado do aluno Mateus Aoki (AOKI, 2014). Resumidamente, a integridade das
amostras de RNA foi confirmada pelo Bioanalyzer Agilent 2100 (Agilent
Technologies) Nano Chip, aplicando-se 80-120 ng de RNA e procedendo-se apenas
com as amostras que apresentaram RIN>7. O ensaio de microarranjo foi realizado
usando a lamina AMADID 029297 Human miRNA Release 14.0 (Agilent
Technologies), em quadruplicado para cada linha celular (HPDE ou HPDE-KR) e
seguindo o protocolo do fabricante. As laminas foram escaneadas com resolugao de
5 um usando DNA Microarray Scanner com tecnologia de alta resolugdo Surescan
(Agilent Technologies) e intensidades de fluorescéncia extraidas usando software de

extracao de recursos.

4.3 Predicao de alvos e sitios dos miRNAs

Os alvos dos miRNAs estudados foram identificados usando o banco de
dados QIAGEN Ingenuity Pathways Analysis. O numero de sitios e localizagcado de
cada sitio para cada miRNA estudado na sequéncia 3'UTR de PTEN foram
determinados através do banco de dados miRTarbase

(https://miRtarbase.cuhk.edu.cn/), que reune os sitios preditos pelo algoritmo

miRanda (desenvolvido pelo Computational Biology Center of Memorial Sloan-
Kettering Cancer Center) com base no score de pareamento da seed sequence de

cada miRNA de interesse contra a regido 3'UTR de diversos mRNA humanos. Para
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a predicdo do heteroduplex (miRNA-mRNA) e sua energia minima de ligagédo

usamos o Interative Prediction of RNA22 v2 (https://cm.jefferson.edu/rna22

/Interactive/) com as seguintes configuragdées: minimo de 10 pares de bases; energia

de maxima de -5 Kcal/mol e sensibilidade 63% vs especificidade 61% (default).

4.4 Analise de proteinas por Western Blotting

As células foram lisadas em tampao RIPA (20mM Tris-HCI pH 7,5, 150mM
NaCl, TmM EDTA, 1mM EGTA, 1% NP-40) contendo inibidor de protease (Roche) e
inibidor de fosfatase (Cocktail phosphatase inhibitor, Sigma) e a concentragdo de
proteinas totais quantificada pelo método Bradford. Aliquotas contendo 120 ug de
proteina total foram misturadas o Laemmli buffer 1x (62,5mM Tris, 2% SDS, 10%
glicerol, 5% B-mercaptoetanol e azul de bromofenol) e fervidas a 100°C por 5
minutos. Apos o resfriamento, as amostras contendo 30 pg de proteina total foram
submetidas a eletroforese em géis de SDS-poliacrilamida a 10-12% (120V) e
transferidas para membranas de PVDF (15V por 15h). Em seguida, as membranas
foram bloqueadas com 5% de albumina sérica bovina (BSA) em TBS-Tween20
(TBS-T) e incubadas com os respectivos anticorpos primarios (diluidos na solugéo
de bloqueio acrescida de 0,01% de Azida sodica) overnight a 4°C, lavadas trés
vezes com TBS-T e incubadas com anticorpos secundarios conjugados a HRP. Para
emissao de quimioluminescéncia utilizamos o substrato ECL Supersignal West Pico
Plus (Thermo Fischer Scientific) com a visualizagdo e captura do sinal pelo

equipamento ChemiDoc MP Image System (Bio-Rad).

A quantificacdo das bandas de western blotting foi realizada no software
Imaged e primeiro foi feita a normalizagdo de todas as amostras através da diviséo
do valor obtido para a banda corada com anticorpo de interesse pelo valor obtido
para a banda corada com anticorpos para proteinas de expressao constitutiva
(GAPDH ou a-Tubulina). Em seguida as amostras teste foram comparadas a
amostra controle, cujo valor obtido apds a normalizagao foi ajustado arbitrariamente
para 1,0, sendo os numeros apresentados abaixo das bandas nas figuras. Os

anticorpos utilizados e suas diluicbes encontram-se na tabela abaixo.
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ALVO Fabricante Cédigo Diluigao

Anticorpos primarios

PTEN Cell Signaling #9556 1:1000
Pan-RAS Calbiochem #0OP40 1:2000
GAPDH Cell Signaling #5174 1:2000

a-Tubulina Cell Signaling #3873 1:2000

Anticorpos secundarios conjugados a HRP

Anti-rabbit Promega #W4011 1:3500
Anti-mouse Promega #wW4021 1:3500

4.5 Analise de co-expressiao dos miRNAs em relagcao a PTEN e KRAS
oncogeénica

Para esta analise foram usados dados publicos de RNAseq e
sequenciamento de exoma de céncer pancreatico (PAAD-US, total de 177 amostras)
disponiveis no TCGA (The Cancer Genoma Atlas), que foram recuperados através

do Genomic Data Commons Data Portal (https://portal.gdc.cancer.gov/). Os dados

de expressdao normalizados em fragmentos por kilobase por milhdo (FPKM) para
MRNAs e reads por milhdo de leituras mapeadas (RPM) para miRNAs foram obtidos
e analisados de forma cruzada. Esses dados foram usados para investigar
associagdes entre a presenca de mutagbes oncogénicas de KRAS detectadas
através de analise do exoma e os niveis de expressdo de miRNAs em PDAC. De
maneira semelhante, o mesmo conjunto de dados foi usado para avaliar a co-
expressdo de PTEN e alguns miRNAs selecionados para grafico de dispersao e
correlagcdo de Pearson usando um limite de significancia de p<0,05.

4.6 Extracao de RNA total e transcrigao reversa

O RNA total foi isolado usando o reagente TRIzol (Invitrogen) seguindo o
protocolo do fabricante, seguido do tratamento com DNase | (Invitrogen) por 15
minutos para eliminacdo de contaminagdes com DNA gendmico. A inativagdo da
DNase | foi realizada através da adigcdo de EDTA (2,5 mM) seguido de tratamento
térmico a 65°C por 10 minutos. Para mRNAs, a transcri¢cao reversa foi realizada com
1 ug de RNA total utilizando a transcriptase reversa Superscript Il (Invitrogen) e para
os miRNAs, a transcricado reversa foi realizada com 2ug de RNA total utilizando o kit

miScript RT Il (Qiagen), também seguindo os protocolos dos respectivos fabricantes.
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4.7 Analise de expressao relativa por RT-qPCR

Todas as reagdes de PCR em tempo real foram realizadas no equipamento
Applied Biosystems 7500 Real-Time PCR System (ThermoFisher) utilizando 6 l
SYBR® Green master mix (Thermo Fisher Scientific), 15 ng do respectivo cDNA e
200-400 nM dos primers foward e reverse para o gene de interesse em um volume
final de 12 pl por pogo. As curvas de melting de cada produto amplificado foram
analisadas para avaliar a especificidade das reacdes de amplificacdo e detectar a
presenca de eventuais contaminagcdes ao comparar os Tm das reagdes completas
com os controles sem cDNA (NTC) e controle sem transcriptase reversa (No RT). A
quantificacao relativa foi determinada pelo método AACt usando os genes humanos
de expressdo constitutiva, GAPDH ou UGA como controles endogenos. As

sequéncias utilizadas para cada par de primers encontram-se listadas na Tabela

abaixo.
Alvo Primer foward (5’-3’) Primer reverse (5’-3’) Concenf ragdo
por reagdo (nM)
KRAS CCCAGGTGCGGGAGAGA CAGCTCCAACTACCACAAGTTT 200
GAPDH GCACCGTCAAGGCTGAGAAAC  ATGGTGGTGAAGACGCCAGT 200
miR-19b-3p TGTGCAAATCCATGCAAAACTGA 400
miR-29a-3p TAGCACCATCTGAAATCGGTTA 400
miR-29b-3p TAGCACCATTTGAAATCAGTGTT Universal para os miRNAs 400
miR-494-3p TGAAACATACACGGGAAACCTC “;mk;r;’:;zc'fl"‘p‘; (r:gf:nz?am :zz
miR-221-3p AGCTACATTGTCTGCTGGGTTTC  nio informada — Propriedade
miR-205-5p TCCTTCATTCCACCGGAGTCTG da QIAGEN]) 400
miR-21-5p TAGCTTATCAGACTGATGTTGA 400
UGA CTGCGCAAGGATGACACG 400

4.8 Transfecgoes celulares

As diferentes linhagens celulares foram previamente semeadas em placas de
6 pogos (1-2 x10° células/pogo) para aderirem. No dia seguinte, as células foram
transfectadas transitoriamente com siRNAs (50nM), oligonucleotideos dupla-fita
miméticos de miRNA miRVana® Mimics (Invitrogen®) nas concentracdes de 20nM
(ensaio de luciferase) ou 5 nM (ensaio de colbnia), oligonucleotideos de RNA
modificados com acdo inibitéria para miRNAs miRVana® Inhibitors (anti-miRs,

Invitrogen®) na concentracdo de 50nM, 80ng do vetor pcDNA4 vazio (controle) ou
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contendo KRAS G12V-HA (fag) usando o reagente de transfeccdo Lipofectamina
3000 (Invitrogen), seguindo em todos os casos o protocolo do fabricante. Para as
transfecgbes com os siRNAs, Mimics e Anti-miRs, foram utilizadas moléculas
controle, que ndo possuem similaridade com mRNAs humanos conhecidos (siRNA
controle) ou que nao possuem mMiRNAs alvos conhecidos (Mimics e anti-miRs
controle). As extracbes de RNA e proteinas foram realizadas 96 horas apoés a

transfeccéo.

4.9 Clonagem de inserto do 3’'UTR de PTEN na firefly luciferase

Com base nos sitios preditos para os 7 miRNAs de interesse no 3’'UTR de
PTEN, selecionamos 4 regides distintas da sequéncia 3'UTR de PTEN (insertos)
para serem clonadas, de modo que obtivéssemos o enriquecimento maximo para os
sitios previstos e limite de tamanho maximo de 1Kb. A clonagem de cada regiao foi
feita por Reagdo em Cadeia da Polimerase (PCR) com 200ng de cDNA de células
AsPC-1, 0,2 yL de Taq DNA polimerase, 0,4 yL dNTPs (10 mM), 4 uL tamp&o com
MgCl, e 200ng dos pares de primers abaixo, totalizando 25 yL. Para a amplificagao
no termociclador foram utilizados os seguintes ciclos: 94 °C por 3 min para
desnaturagdo do DNA, 35 ciclos (94°C — 45 s, 62°C — 1 min, 72°C — 1 min), 72°C por
10 min e mantenga a 10°C. Os iniciadores utilizados nas reagbes de PCR estao

descritos na tabela abaixo.

PTEN 3’UTR Primer foward (5’-3’) Primer reverse (5’-3’)
INSERTO 1 ATGCTAGCTCCTGACCAATCTTGTTTTACCC ATAGTCGACGCCCATTCTTTGTTGATAGCCT
INSERTO 2 ATGCTAGCCTGTGGATGCTTCATGTGCT ATCCTGCAGGAATGCTGCTCTAGTAGGTCCT
INSERTO 3 ATGCTAGCATTTCGGGCACCGCATATTA ATCCTGCAGGGGTAAACGAGGCACTTTGTG
INSERTO 4 ATGCTAGCATATGAAGTGTATGTGTACA ATCCTGCAGGAGGTGATAGGATTATGAGTG

As bases sublinhadas foram inseridas para gerar sitios para as enzimas de restricdo Nhel e Sbfl para
clonagem no vetor de interesse.

Para ligagao, utilizamos a razao molar de 1 do vetor pmirGLO linearizado (150
ng) para 8 insertos, ambos previamente digeridos com as enzimas de restrigdo Nhel
e Sbfl a 37°C por 3h. As reagdes de ligagao foram realizadas com 2U da enzima T4
DNA ligase (Invitrogen) a 4°C overnight. Para transformagdo bacteriana, 5uL do

produto da ligacdo foram adicionados a 50uL bactérias quimocompetentes DH5q,
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seguido do choque térmico, recuperagao e plaqueamento com sele¢cdo de 50ug/ml
de ampicilina. Para confirmacdo de colbnias bacterianas que continham os
plasmideos com os respectivos insertos, procedemos com PCR de colbénia utilizando
o mesmo protocolo e primers utilizados na geragcdo dos insertos. Por fim, os
plasmideos foram purificados pelo kit PureLink midPrep (Invitrogen) e a sequéncia
de cada inserto confirmada por sequenciamento de Sanger realizado pelo servigo de
sequenciamento do Instituto de Biociéncias (IB-USP), ndo havendo alteragdes de
bases dentro da sequéncia dos sitios preditos para o miRNAs. A sequéncia completa

do 3’'UTR de PTEN e de cada inserto encontra-se no Anexo 1.

410 Ensaio de Luciferase

Para o knockdown de KRAS, 5x10* céls/pogo foram plaqueadas em placas de
24 pocgos e transfectadas com 20nM de siRNA CTRL ou smartpool de KRAS.
Alternativamente, o0 mesmo numero de células foram transfectadas com 20nM dos
anti-Mirs ou 20nM dos mimics. Apos 48h em ambos os casos, as células foram
transfectadas com 300ng do vetor pmirGlo original (sem inserto) ou contendo um
dos 4 diferentes insertos por 24h, tempo no qual as células foram lavadas uma vez
com PBSA e em seguida lisadas com 200ul do PLB (Passive Lysis Buffer) por pogo
por 20min temperatura ambiente. Para medicdo da atividade de luciferase,
20uL/pocgo dos lisados foram colocados em placas brancas de 96 pocgos (Greiner) e
colocadas no leitor SpectraMaxL (Molecular Devices), seguindo o protocolo do
equipamento para o kit Dual-Luciferase Reporter Assay (Promega), apos a injegcéao
automatizada e leitura dos substratos para luferases Firefly e Renilla, sendo o sinal

da Firefly normalizado pelo sinal da Renilla (razao Firefly/Renilla).

4.11 Ensaio de coldnia

As células AsPC-1 foram semeadas transfectadas com 5nM do mimic miR-
19b ou miR-CTRL (controle) ou transfectadas com 50nM do inibidor de miRNA (anti-
miR) para o miR-19b-3p ou anti-miR-CTRL (controle). Apés 48h de transfecgao,
2.500 células/placa foram semeadas em placas de 60 mm e as células foram
cultivadas por 14 dias. As placas foram entdo lavadas com PBS, fixadas com
metanol por 20 minutos, seguindo-se a coloragdo das colbnias com cristal violeta
0,5% preparado em solugdo de agua e metanol (proporgéo 80:20) por 20 minutos.

Apos isso, as placas foram lavadas trés vezes com PBS e secas a temperatura
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ambiente. Cada placa foi fotografada com camera de celular de 12MP na mesma
distancia e zoom, prosseguindo com a contagem do numero de coldnias, realizada

manualmente no software ImagedJ utilizando as fotos e a ferramenta Cell counter.

4.12 Ensaio de morte celular por citometria de fluxo

Para este ensaio, as células AsPC-1 foram transfectadas com os anti-miRs
CTRL e 19b-3p como relatado no item 4.8. Apdés 24h da transfecgao, as células
foram replaqueadas em placa de 6 pocos (5x104 células/pogo) e tratadas com o
quimioterapico gencitabina nas concentragées de 5uM ou 10uM pelo periodo de
72h. As células foram, entdo, tripsinizadas e centrifugadas a 300 x g por Smin. O
pellet de células foi entdo ressuspendido em 100ul tampao contendo Anexina V-
FITC (diluigdo 1:20) e o corante 7-AAD (1:20), incubado por 30 min ao abrigo da luz
a temperatura ambiente. As células foram novamente centrifugadas e o pellet
ressuspendido em 300ul de PBS, seguido de leitura no citémetro Accuri (BD).
Alternativamente, para os controles positivos de marcagao para morte celular, as
células sem transfecgéo e tratamento com gencitabina, foram incubadas a 60°C por
10min antes de proceder com a marcacao para Anexina V-FITC ou 7-AAD.

4.13 Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e os dados plotados no
software GraphPad Prism 9 para geragédo de imagens graficas e onde foi realizada a
analise estatistica, sendo cada teste estatistico indicado nas legendas. Nos
experimentos de analise de microarranjo, os dados gerados foram normalizados e
analisados pelo método Lowess ou SVR com corregédo FDR (false discovery rate),

sendo o microRNA detectado em pelo menos 3 dos 4 arranjos realizados.
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5. RESULTADOS

Para avaliar quais microRNAs estariam associados a KRAS oncogénica,
Nosso grupo realizou anteriormente um ensaio de microarranjo para miRNAs usando
a linhagem celular epitelial ductal pancreatica humana nao transformada (HPDE) e
sua contraparte isogénica HPDE-KR, que expressa KRAS com mutagao no cédon
12 (G12V) (AOKI, 2014). Os resultados entre HPDE vs HPDE-KR, mostrados na
Tabela 1, identificaram 17 miRNAs regulados positivamente por KRAS (fold-change
>1,0) no HPDE-KR em comparacdo com HPDE (KRAS selvagem). Visando
identificar os alvos principais regulados por estes miRNAs, 0 nosso grupo, usando o
banco de dados QIAGEN Ingenuity Pathways Analysis, identificou a fosfatase PTEN
(phosphatase and tensin homologue) como o alvo regulado pelo maior numero de
miRNAs identificados (Tabela 2), sendo regulado por 7 dos 17 miRNAs aumentados

por KRAS identificados na analise de microarranjo (AOKI, 2014).

De fato, olhando mais especificamente para a regulagao do PTEN por KRAS,
observamos claramente que KRAS regula negativamente os niveis da proteina
PTEN (Fig. 4). No modelo de linhagens isogénicas HPDE/HPDE-KR (Fig. 4-A), a
expressdo de KRAS oncogénica na HPDE-KR leva a diminuigdo de cerca de 80%
nos niveis de PTEN, mesmo sem aumento significativo nos niveis de RAS,
corroborando os dados obtidos pela andlise de microarranjo. Para validar esta
regulacdo em linhagens pancreaticas tumorais oriundas de pacientes, nos utilizamos
as linhagens AsPC-1, Mia PaCa-2 e PANC-1, todas portadoras de formas
oncogénicas da KRAS, e observamos que, quando a expressao de KRAS é
diminuida (knockdown) por siRNA (Fig. 4-B) ou shRNA induzivel por doxiciclina (Fig.
4-C), os niveis de PTEN aumentam de 1,5-3,1 vezes dependendo da linhagem.
Além disso, ocorre também uma diminuicdo de 25 e 40% de PTEN frente a
superexpressdao de KRAS mutante em nas linhagens AsPC-1 e PANC-1
respectivamente, confirmando que os niveis de PTEN s&o regulados negativamente
por KRAS.



Tabela 1. A analise de microarranjo revelou 17 miRNAs regulados positivamente em células
pancreaticas que expressam KRAS oncogénico. (Modificado de AOKI, 2014).

. Sinal Sinal p value p value Fold
microRNA meédio meédio nao corrigido change
HPDE HPDE-KR corrigido FDR
miRNA -100-5p * 9.844 0.0002 0.0128 *
miRNA -29a-3p 168.681 432.808 0.0003 0.0128 2.566
miRNA -29b-3p 43.400 274.918 0.0003 0.0128 6.335
miRNA -363-3p * 10.164 0.0003 0.0128 **
miRNA-720 3458 e 4833.638 0.0002 0.0128 1.398
miRNA -22-3p 38.516 161.134 0.0005 0.0167 4.184
miRNA -183-5p 0.879 7.692 0.0007 0.0195 8.750
miRNA-21-5p 236.236 482.507 0.0007 0.0195 2.042
miRNA -494 271.234 656.405 0.0008 0.0195 2.420
let-7b-5p 402.007 574.311 0.0010 0.0215 1.429
miRNA -132-3p * 12,714 0.0012 0.0234 *x
miRNA-130a-3p | 12.312 42.799 0.0022 00944 3.476
miRNA-139-3p | 103.460 18.922 0.0024 0.0344 0.183
miRNA -205-5p 474.366 1295.935 0.0021 0.0344 2.732
miRNA -29¢-3p 22.585 76.553 0.0024 0.0344 3.390
miRNA-19b-3p * 10.268 0.0028 0.0377 o
miRNA -130b-3p 1.532 11.325 e 0.0393 7.392

* Expresséao nula
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Tabela 2. Analise global de alvos de miRNA regulados positivamente por KRAS. Modificado de:
(GOMES FILHO, 2019)

Alvo n° de miRNAs miRNAs
PTEN 7 miR-29a-3p, miR-494-3p, miR-29b-3p, miR-221-3p, miR-21-5p, miR-205-5p, miR-19b-3p
HIPK3 3 miR-29a-3p, miR-21-5p, miR-19b-3p
BMPR2 3 miR-29a-3p, miR-21-5p, miR-19b-3p
PIK3R1 3 miR-29b-3p, miR-221-3p, miR-21-5p
ESR1 3 miR-221-3p, miR-22-3p, miR-19b-3p
CDK6 3 miR-29b-3p, miR-21-5p, let-7a-5p
BCL2L11 3 miR-29a-3p, miR-221-3p, miR-19b-3p
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Figura 4. Regulagao negativa do PTEN por KRAS em diferentes modelos de linhagens de células
pancreaticas. (A) Analise por Western blotting com os anticorpos indicados de extratos proteicos da
Imhagem celular epitelial ductal ndo tumoral (HPDE) e sua forma celular isogénica expressando
KRAS®' oncogemca (HPDE-KR); (B) As células PANC-1, MIA PaCa-2 e AsPC-1 foram transfectadas
com siRNA sem alvos conhecidos (siCtrl) ou siRNA SMARTpools para KRAS (siKRAS). Os extratos
proteicos foram coletados 72 horas apds a transfecgéo e avaliados através de Western Blotting com os
anticorpos indicados; (C) As células AsPC-1 expressando induzivelmente um shRNA controle sem alvos
conhecidos (shCtrl) ou um shRNA para KRAS (shKRAS) foram tratadas com 2 ug/mL de doxiciclina
(Dox) por 48h e os extratos proteicos foram coletados e avaliados através de Western Blotting com os
anticorpos indicados; (D) As células PANC-1e AsPC-1 foram transfectadas com o vetor pGL4 que leva a
expressao constitutiva de KRAS®'? fusionada a HA (HA-KRAS). Os extratos proteicos foram coletados
72 horas apoés a transfecgdo e avaliados através de Western Blotting com os anticorpos indicados. As
bandas proteicas foram normalizadas pelo controle endégeno (GAPDH ou a-Tubulina) e a quantificagao
relativa das bandas proteicas foi feita em relacdo a amostra referéncia em cada caso (HPDE, siCtrl,
shCtrl ou vetor vazio) usando o software Imaged. As imagens mostradas sdo representativas de 3
experimentos independentes.
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Em sequéncia decidimos investigar no banco de dados de amostras de PDAC
do TCGA (The Cancer Genome Atlas - NCBI) PAAD-US (n=119) como se da a
expressdo destes 7 miRNAs em relagdo a KRAS mutante vs selvagem (Fig. 5), bem
como se existe correlagao entre a expressao destes miRNAs e a expressdo de PTEN
(Fig. 6). Apenas o miR-21 e o miR-221 apresentaram aumento significativo de
expressao em pacientes portadores de mutacdo em KRAS em relacdo a pacientes
portadores da versdo selvagem. Entretanto, os miRNAs 19b e 29b também
apresentaram pequeno aumento de expressao nas amostras com mutacido em KRAS,
que nao foi significativo, talvez pelo numero reduzido (n=26) de pacientes portadores
da versao selvagem da KRAS.

Com relagao a correlagao de expressao com PTEN, apenas o miR-19b e o miR-
29b demonstraram correlagdo negativa significativa de expressdo em torno de 30%
com PTEN. Cabe ressaltar aqui, que os dados do TCGA nao distinguem os miRNAs
maduros (3p e 5p) dos seus precursores (MiRNAs dupla fita e pré-miRNAs), o que
dificulta uma comparagdo direta com os dados gerados no microarranjo em que
detectamos especificamente as fitas simples, que sédo as funcionais de fato. Além
disso, ressaltamos que os numeros 1 e 2, que aparecem a frente do miR-19b e miR-
29b, servem para designar 2 miRNAs com genes distintos, com alto grau de
similaridade de sequéncia, com diferencas na fita 5p, mas codificando fitas 3p

idénticas.
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Figura 5. O miR-21 e o miR-221 apresentam expressdo aumentada em amostras de pacientes
portadores de PDAC com KRAS mutante no banco de dados do TCGA. Box plots com a expressao
de cada miRNA dada pela contagem de reads normalizadas por milhdo (RPM) extraida do miRNAseq do
conjunto de dados de amostras de pacientes com PDAC do TCGA, subdivididos entre KRAS mutante
(Mut, n = 93) e selvagem (WT, n = 26). A significancia estatistica das diferengas foi determinada pelo
teste de Mann-Whitney. O miR-205 ndo demonstrou expressao nas nossas analises.
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Figura 6. MiR-19b e MiR-29b apresentam correlagao negativa de expressao com PTEN em
amostras de pacientes portadores de PDAC disponiveis no TCGA. Graficos de dispersao da
expressdo normalizada de PTEN em unidades FPKM (eixo x) e a expressdo de cada miRNA em
unidades RPM (eixo y) detectados no conjunto de dados do TCGA (n=119). Os scores de correlagdo de
Pearson (r) e valor p (p) foram calculados separadamente para cada conjunto de dados e medem a
correlagdo dos pontos com a linha de tendéncia e significancia desta correlagéo, respectivamente.
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Como os estudos correlativos acima ndo demonstram causalidade, para
confirmar se KRAS regula positivamente os 7 miRNAs que tem PTEN como alvo
predito em um contexto de PDAC, nos inibimos a expressao de KRAS por interferéncia
de RNA na linhagem celular de adenocarcinoma pancreatico AsPC-1 portadora de
KRAS®'?P ¢ avaliamos se esta inibicdo afetava a expressdo dos miRNAs de interesse
(Fig. 7). Primeiramente, usando esta abordagem nds observamos uma redugédo de
25% na expressao proteica com o anticorpo anti-panRas, que detecta as 3 isoformas
de RAS (HRAS, KRAS e NRAS) (Fig. 7-A). Para determinar com mais acuracia o nivel
de reducido de expressdo de KRAS, nds realizamos qPCR com primers especificos
para KRAS e observamos uma redugao de aproximadamente 35% na expressao de
KRAS nas células AsPC-1 expressando o shRNA para KRAS em relagdo ao controle
(Fig. 7-B). Esta reducdo na expressao de KRAS foi acompanhada por uma redugao
significativa (entre 32-62%) da expresséo de 4 dos 7 miRNAs avaliados (Fig. 7-C).
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Figura 7. A inibicdo de KRAS reduz a expressado de miRNAs que tem PTEN como alvo. A linhagem
celular AsPC-1 transduzida com vetores lentivirais para expressdo induzivel por doxicilcina de short-
hairpin RNA controle sem alvo existente (shCTRL) ou direcionado a KRAS (shKRAS) foi tratada com
doxiciclina (2ug/ml) por 96h, seguida da extragdo de RNA e proteina. (A) Os extratos proteicos foram
analisados através de Western Bloting com os anticorpos indicados. As bandas proteicas foram
quantificadas e normalizadas pelas amostras de referéncia (shCTRL). (B e C) A expressao de KRAS (B)
e dos miRNAs de interesse (C) foi analisada por RT-gPCR como indicado na figura. A expressao relativa
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de KRAS foi normalizada por HMBS e as dos miRNAs normalizadas por U6A. Os graficos de barras
representam a média + 1 desvio padrao (SD) de 3 experimentos indipendentes. A significancia estatistica
foi avaliada através do teste Student-t (NS, nao significativo, **p<0.01) comparando o grupo shCTRL
com o grupo shKRAS.

Além destes experimentos de perda de fungdo de KRAS, também realizamos
um experimento de ganho de fungao de KRAS, aonde transfectamos a linhagem AsPC-
1 com um vetor que leva a superexpressdo da KRAS®'?" fusionada a um epitopo HA e
avaliamos a expressdao dos miRNAs de interesse (Fig. 8-B). A superexpressdo da
KRAS recombinante foi confirmada por Western Blotting (Fig. 8-A). No entanto,
contrario ao esperado, 5 dos 7 miRNAs apresentaram expressao drasticamente
reduzida nas células com superexpressdo de KRAS, sendo que apenas o miR-19b-3p
se comportou conforme o esperado apresentando um aumento significativo de
expressao de cerca 45% (Fig. 8-B). Este comportamento inesperado na expresséo da
maioria dos miRNAs pode estar relacionado a expressao de KRAS mutante em niveis

supra fisiolégicos em uma linhagem ja portadora de mutagdo em KRAS.
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Figura 8. A superexpressdo de KRASG12V nas células AsPC-1 reduz a expressdo da maioria dos
miRNAs que tem PTEN como alvo. As células AsPC-1 foram transfectadas com 1ug do vetor pGL4
vazio (controle) ou contendo inserto para expressao de KRAS®"™" fusionada ao epitopo HA (KR-G12V).
(A) Os extratos proteicos foram coletados 72h apds a transfecgdo e analisados através de Western
blotting com os anticorpos indicados. As bandas proteicas foram quantificadas e normalizadas pelas
amostras de referéncia (Vetor vazio). (B) A expressao dos miRNAs de interesse foi analisada 72h apds a
transfecgéo por RT-qPCR como indicado na figura, sendo normalizada pelo controle endégeno UBA. Os
graficos de barras representam a média + 1 desvio padrdo (SD) de 3 experimentos independentes. A
significancia estatistica foi avaliada através do teste Student-t (NS, ndo significativo, *p<0,05; **p<0,01 e
***n<0,001) comparando o grupo Vetor vazio com o grupo KRAS G12V.

Desta forma, consideramos que os experimentos de perda de funcdo sdo mais
confiaveis por reduzir os niveis fisiologicos de KRAS presente nas células. Assim,
tendo em vista que a inibicdo de KRAS leva simultaneamente a um aumento da
expressao de PTEN (Fig. 7A) e a diminuicdo da expressdo de miRNAs que tem PTEN

como alvo (Fig. 7C), estes resultados sugerem que KRAS possa regular os niveis de
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PTEN através da modulagdo destes miRNAs. Para confirmar esta hipotese é
importante avaliar se KRAS consegue modular a expressao de PTEN através da regiao
3'UTR do mRNA de PTEN, que é a regido principal que sofre modulagdo pelos
miRNAs. Para tanto, nés resolvemos investigar como a inibicao da expressao de KRAS
nas células AsPC-1 afeta a expressao do gene reporter da luciferase contendo a regiao
3'UTR de PTEN. Como a regiao 3’'UTR de PTEN é muito longa, tendo mais de 6 Kb, o
que dificulta sua clonagem integral, nés inicialmente identificamos todos os sitios para
miRNAs presentes no 3'UTR de PTEN através do software miRanda, usando o banco
de dados miRTarBase (Apéndice 1, Fig. 9A). Com base nestes dados, a nossa
estratégia foi amplificar independentemente 4 regides diferentes do 3'UTR de PTEN de
cerca de 1 Kb cada e inserir no sitio de clonagem do plasmideo pmiRGlo, que se
localiza no inicio da regido 3'UTR do gene repodrter firefly luciferase (Fig. 9-B). A
escolha das regides a serem clonadas foi com base no enriquecimento maximo de
sitios previstos para interagdo com os miRNAs de interesse no limite de tamanho
maximo de 1Kb.

Apds a clonagem e verificagdo por sequenciamento de cada um dos 4 insertos
no 3'UTR do gene repdrter da firefly luciferase (Fig. 9-B), nés transfectamos cada
construgdo na linhagem AsPC-1, realizamos a inibicdo da expressdo de KRAS por
interferéncia de RNA e medimos a atividade de luciferase (Fig. 9-C), sendo que o
KRAS. Como resultado, pudemos distinguir que ocorreu um aumento da atividade da
luciferase frente a inibicdo de KRAS apenas na presenga do inserto #2, sugerindo que
esta regido contém sitios importantes para miRNAs regulados por KRAS. Dos 7
mMiRNAs estudados, o inserto #2 contém sitios previstos apenas para os miRNAs
29a/b-3p e 19b-3p (Fig. 9-B). Uma vez que os miRNAs 29a-3p e 29b-3p n&o parecem
ser regulados por KRAS (Fig. 7) e o miR-19b-3p demonstrou ser regulado por KRAS
tanto no experimento de perda de funcgéo (Fig. 7), quanto no experimento de ganho de
funcao (Fig. 8), resolvemos focar os estudos subsequentes na caracterizagao funcional
do miR-19b-3p.
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Numero de sitios de microRNA no 3’UTR de PTEN (preditos por miRanda)
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A

n2 de

. 3* 3* 3 4 3 5 g
sitios

* Sobreposicdo de seed sequence

PTEN 3’UTR (6.4 kB)

B Inserto Inserto Inserto Inserto

1 2 3 4
L e e

|

INicio FIM — Posigdo original no 3’UTR de PTEN
& 722pb Q?%
=2 # Sitios preditos dos miRNAs
o)
z i 2065b 4 Mir 221-3
wl o #2 e s  — { 0 Mir P
o & S @l Mir 19b-3p
_g #302 I750ph . 7 @@ Mir 29a/b-3p
§ B3 Mir 205-5p
2 é——l:—mﬂ 4 B Mir 494-3p
= #4 | — |
- 3 Mir21-5p
LUC'FERASE\M
REPORTER PIMIFGLO
3’UTR
KRAS AsPc-1
z 5 2.5 * ,
& * % mm siCTRL
o « 2.0 siKRAS
g = y =
g " 5 1.5
< e L
s - T
= 0.54 1
18 T i‘_- -
S 0.5-
w
e
u,aj' 0.0 0.0' T T T T T
. > N Q ) D
N CJ i &2 * * X x
.\6@. & o pmirGlo & \q\o ' 1
N
@ A P9 i + Inserto
sSPcC-

Figura 9. KRAS é capaz de regular a atividade do gene repérter da luciferase na presenga da
regido 3’-UTR de PTEN. (A) O numero de sitios para cada miRNA de interesse na regido 3'-UTR de
PTEN preditos com base na complementaridade das “seed sequences” pelo algoritmo MiRanda, sendo
consultado no banco de dados miRTarBase. (B) Esquema e posigdo das 4 regides selecionadas para
clonagem do 3’-UTR de PTEN e esquema da regido onde estas regides foram clonadas no plasmideo
pmiRGlo contendo o gene repodrter da luciferase de vaga-lume. (C) Células AsPC-1 foram transfectadas
com siRNA controle (siCTRL) ou smartpool de 5 siRNAs para inibicdo de KRAS (siKRAS) e, apos 72h,
foram transfectadas com o vetor pmiRGlo original (sem inserto) ou com o vetor pmiRGlo contendo cada
um dos diferentes 4 insertos. O RNA foi extraido 24h apds a ultima transfecgao e a expressao de KRAS
foi avaliada por gPCR, sendo normalizada pelo controle endégeno UBA. (D) Células AsPC-1 foram
transfectadas como descrito em (C) e lisados celulares preparados 24h apds a ultima transfecgéo para
avaliacao da atividade enzimatica da luciferase. A atividade da luciferase de vaga-lume foi normalizada
pela atividade de luciferase Renilla (expressa constitutivamente através do vetor pmiRGlo que é um vetor
dual) para controle dos niveis de transfeccédo. Os graficos de barras representam a média + 1 desvio
padrao (SD) de 3 experimentos independentes. A significAncia estatistica foi avaliada através do teste
Student-t simples para expressao de KRAS e Student-t multiplo para o ensaio de luciferase (NS, nao
significativo, *p<0,05; **p<0,01) comparando o grupo siCTRL com o grupo siKRAS.
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Inicialmente, avaliamos se o miRNA 19b é capaz de regular os niveis de PTEN.
Para tanto, transfectamos linhagens pancreaticas com oligonucleotideos inibidores de
miRNA (anti-miRs) ou oligonucleotideos dupla-fita miméticos de miRNA (mimics) para
miR-19b-3p e miR-19b, respectivamente, e avaliamos como a perda ou ganho de
funcdo deste miRNA afeta os niveis de PTEN. N6s observamos uma diminuigdo dos
niveis da proteina PTEN na presenga de mimic miR-19b (Fig. 10-A) e um aumento de
PTEN com inibicado do miR-19b-3p enddgeno (Fig. 10-B), confirmando que, em células
oriundas de PDAC, PTEN é regulado negativamente por este miRNA. Além disso, para
confirmar que o mMiRNA-19b regula diretamente a regido 3-UTR de PTEN, nos
realizamos ensaio de luciferase com as 4 regides do 3-UTR de PTEN. Assim como
observado para a inibicdo de KRAS, apenas o inserto #2 apresentou regulagéo
significativa pelo miRNA-19b, sendo que a transfecgdo com mimic miR-19b levou a um
aumento de cerca de 27x na sua abundancia, enquanto simultaneamente reduziu a
atividade da luciferase em cerca de 52% (Fig. 10-C). Estes resultados que mostram
que o inserto #2 do 3’-UTR do PTEN é regulado pelo miRNA-19b, o que é corroborado
pela analise da energia livre para formagao de pareamento entre 0 miRNA-19b-3p e os
sitios preditos presentes nos insertos estudados, que indicam que o sitio presente no
inserto #2 apresenta maior afinidade pelo miR-19b-3p, apresentando a menor energia
minima para interagao entre todos os 4 sitios previstos (Fig. 10-D). O sitio predito para
o miR-19b-3p no inserto #1 n&o teve a energia minima calculada pois esta foi superior
ao teto de -5 Kcal/mol do preditor microRNA RNA22 v2.
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Figura 10. O miR-19b-3p regula os niveis de PTEN. (A) Para superexpressao do miRNA-19b, células
AsPC-1 e PANC-1 foram transfectadas com 20nM de oligonucleotideos dupla-fita miméticos (mimic) do
miR-19b ou controle (miR-NC). Extratos proteicos foram preparados 24h apds a transfeccédo e
submetidos a Western Blotting com os anticorpos indicados. As bandas proteicas foram quantificadas e
normalizadas pelas amostras de referéncia (mimic CTRL). (B) Para inibicdo do miR-19b-3p, células
AsPC-1, PANC-1 e MiaPaCa-2 foram transfectadas com 50nM de oligonucleotideos inibidores de miR
(anti-miRs) para miR-19b-3p ou oligonucleotideos controle (anti-miR-CTRL). Extratos proteicos foram
preparados 24h apods a transfecgao e submetidos a Western Blotting com os anticorpos indicados. As
bandas proteicas foram quantificadas e normalizadas pelas amostras de referéncia (anti-miR-CTRL). (C)
Células AsPC-1 foram transfectadas com 20nM de oligonucleotideos dupla-fita miméticos do miR-19b
(mimic 19b) ou controle (mimic CTRL) e, apds 72h, foram transfectadas com o vetor pmiRGlo original
(sem inserto) ou com o vetor pmiRGlo contendo cada um dos diferentes 4 insertos. O RNA foi extraido
apos 24h e a expressdo do miR-19b-3p foi avaliada por qPCR, sendo normalizada pelo controle
endogeno UBA (painel esquerdo). Lisados celulares foram preparados 24h apds a ultima transfecgéo
para avaliacdo da atividade enzimatica da luciferase (painel direito). A atividade da luciferase de vaga-
lume foi normalizada pela atividade de luciferase Renilla (expressa constitutivamente através do vetor
pmiRGlo que é um vetor dual) para controle dos niveis de transfec¢do. (D) Sitios preditos para o miR-
19b-3p no 3'UTR de PTEN, mostrando os pareamentos preditos com suas respectivas energias de
interacdo miRNA-mRNA. O sitio predito no inserto 1 ndo aparece na analise por apresentar energia de
interagdo superior ao limite de detecgéo (>-5 Kcal/mol) do preditor microRNA RNA22 v2. Os graficos de
barras representam a média + 1 desvio padréo (SD) de 3 experimentos independentes. A significancia
estatistica foi avaliada através do teste Student-t simples para expressao do miRNA-19b-3p e Student-t
multiplo para o ensaio de luciferase (*p<0,05; **p<0,0001) comparando o grupo mimic CTRL com o
grupo mimic 19b.
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Como nos mostramos que KRAS regula o miR-19b-3p, que por sua vez regula

os niveis de PTEN, que é um conhecido supressor tumoral (SONG, M. S.; SALMENA;
PANDOLFI, 2012; YING et al., 2011), ndés resolvemos investigar se o miR-19b poderia
exercer papel oncogénico em PDAC. Inicialmente, nés avaliamos se a inibigdo ou
superexpressao do miR-19b em células AsPC-1 afeta a viabilidade celular através de
ensaios clonogénicos (Fig. 11). Estes ensaios resultaram em resultados contraditorios.
A inibicdo do miR-19b-3p provocou uma reducdo no numero de colbnias conforme
esperado, mas esta reducgéo foi sutil e ndo atingiu significancia estatistica (p=0,09)
(Fig. 11-A). Uma possibilidade para explicar este resultado é que o aumento pequeno
de PTEN (de 10-30%) observado com inibigdo deste microRNA (Fig. 10-A) ndo seja
suficiente para causar um efeito robusto na viabilidade celular, sendo necessaria a
agao conjunta com os outros miRNAs para modular os niveis de PTEN em uma
magnitude que va causar um efeito bioldgico robusto.
Por outro lado, ao contrario do esperado, a expressdo aumentada do miR-19b causou
uma reducao significativa no numero de colénias (Fig. 11-B). Para explicar este
resultado, temos duas hipoteses complementares: (1) o oligonucleotideo mimético
utilizado é a versado dupla-fita do miR-19b, que, ao ser processado na célula, pode
gerar também a fita 5p madura, a qual possui alvos distintos da fita 3p. Estes alvos, ao
serem modulados, podem compensar a inibicao de PTEN pela fita 3p; e (2) a
transfecgdo com oligonucleotideos dupla-fita miméticos resulta em um aumento de
mais de 20X nos niveis do miRNA-19b (Fig. 10-C). Estes niveis supra fisioldgicos
podem resultar na regulagédo de outros alvos, além de PTEN, que n&o seriam regulados
em condi¢des fisioldgicas e que poderiam compensar a inibicdo de PTEN. Um alvo
possivel que poderia ter este efeito € o mMRNA do préprio oncogene KRAS, que é
regulado negativamente nestas condigdes como pudemos confirmar posteriormente
(Fig. 12).
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Figura 11. O miR-19b tem efeitos contraditérios sobre a clonogenicidade celular em PDAC. (A)
Para inibicdo do miR-19b-3p, células AsPC-1 foram transfectadas com 50nM de oligonucleotideos
inibidores de miR (anti-miRs) para miR-19b-3p ou oligonucleotideos controle (CTRL). (B) Para
superexpressao do miRNA-19b, células AsPC-1 foram transfectadas com 5nM de oligonucleotideos
dupla-fita miméticos (mimic) do miR-19b ou controle (miR-Ctrl). Em ambos os casos, as células foram
semeadas para os ensaios clonogénicos 48h apds a transfecgdo. Esquerda) Quantificagdo das colbnias
formadas. Direita) Imagens representativas. Os graficos de barras representam a média £+ 1 desvio
padrao (SD) de 3 experimentos independentes. A significAncia estatistica foi avaliada através do teste
Student-t nao pareado com corregdo de Welch (*p<0,05), comparando o grupo controle (mir CTRL ou
anti miR-CtrL) com o grupo teste (miR-19b ou antimiR-19b-3p).
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Figura 12. Expressao supra fisiolégica do MiR-19b regula negativamente a expressao de KRAS,
além de PTEN. As células AsPC-1 e PANC-1 foram transfectadas com 5nM de oligonucleotideos dupla-
fita miméticos do miR-19b (miR-19b mimic) ou controle (mir-CTRL mimic). Apds 72h extratos proteicos
foram preparados e submetidos a Western Blotting com os anticorpos indicados. As bandas proteicas
foram quantificadas e normalizadas pelas amostras de referéncia (mir-CTRL mimic).

Em seguida, como o PTEN regula negativamente a via da PI3K, uma via anti-
apoptética (NG et al., 2001; WANG, Y. et al.,, 2016), nés avaliamos se o miR-19b
poderia promover sobrevivéncia celular, tornando as células de PDAC mais resistentes

a agao citotoxica da gencitabina, um quimioterapico amplamente usado na terapia de
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PDAC (Fig. 13). Dado o resultado contraditorio obtido com a expressdo supra
fisiologica do miR-19b no ensaio de coldnia, resolvemos proceder com os ensaios de
morte celular e quimiorresisténcia apenas com o oligonucleotideo inibitério do miR-19b-
3p, que reduz os niveis fisioldgicos do miR-19b e que é especifico apenas para a nossa
fita de interesse (3p), que tem PTEN como alvo. Para tanto, avaliamos se a inibi¢do do
miR-19b-3p em células de PDAC pode desencadear morte celular na auséncia de
estimulos citotoxicos ou se pode aumentar a morte celular induzida pelo tratamento
com a gencitabina.

Primeiro, observamos que a gencitabina causou um aumento significativo
apenas na porcentagem de células positivas para Anexina V (Q1+Q2) e muito pouco
para o 7-AAD (Q2). Este efeito pode ser decorrente do tempo de tratamento de 72h,
que nos permite avaliar as etapas mais iniciais do processo de morte celular por
apoptose (Anexina V), mas insuficiente para as etapas mais tardias do processo (7-
AAD). Entretanto, quando consideramos todas as células apoptoticas positivas para
anexina V (Q1 +Q2), a inibicdo do miR-19b-3p, na auséncia de estimulos citotéxicos,
promoveu um aumento pequeno de 5,67% para 6,98% (Fig. 13). Na presenca de
gencitabina por outro lado, a inibicdo do miR-19b-3p resultou em uma redugéo
pequena de 35,06% para 28,94% na concentracdo de 5uM e n&o alterou a proporgao
de células apoptoticas na concentragdo de 10 yM (mudanga de 34,09% para 34.39%).
De maneira analoga a observada para os ensaios de coldnia, € possivel que a inibicao
deste microRNA isolado nédo seja suficiente para causar um efeito robusto na morte
celular, sendo necessaria a agado conjunta com os outros miRNAs obter um efeito

bioldgico robusto.
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Figura 13. A inibicao do miR-19b-3p promove a morte celular de células AsPC-1 tratadas ou nao
com gencitabina. Ensaio de citometria de fluxo baseado na externalizagdo de fosfatidilserina (Anexina
V) e incorporagdo de 7-AAD. As células AsPC-1 foram transfectadas com 50nM de oligonucleotideos
inibidores de miR (anti-miRs) para miR-19b-3p ou oligonucleotideos controle (CTRL). Apds 24h de
transfecgéo, iniciou-se o tratamento com a gencitabina nas concentragées de 5 ou 10uM pelo periodo de
72h. Para os controles de marcacéo, células AsPC-1 sem transfecgdo e tratamento foram submetidas a
60°C por 5 minutos e posteriormente marcadas. A distribuicdo das populagdes celulares positivas para
Anexina V e/ou 7-AAD estao indicadas.
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6. DISCUSSAO

Embora avancgos significativos tenham sido alcangados no desenvolvimento de
terapias-alvo para pacientes com diversos tipos de neoplasia, resultando em uma
melhora de sobrevida, 0 mesmo nao foi observado para PDAC, cujas baixas taxas de
sobrevida n&o sofreram impacto significativo (QUARESMA; COLEMAN; RACHET,
2015; SUNG et al., 2021). Uma possivel razdo € que o mecanismo oncogénico “driver”
mais comum em PDAC, que ocorre em mais de 90% dos pacientes é a ativacao
constitutiva da GTPase KRAS por mutagdes oncogénicas (COX et al., 2014; STEPHEN
et al., 2014), que carecem de terapias-alvo para a maioria dos pacientes portadores de

PDAC.

KRAS é uma oncoproteina amplamente estudada em diversas neoplasias e
constitui um alvo terapéutico bem estabelecido, contudo sua inibicao terapéutica ainda
€ um desafio. Apesar do sucesso recente na aprovacdo de uma terapia direcionada
especificamente para KRAS G12C, através do inibidor Sotorasibe que se liga
covalentemente a cisteina do cdédon 12 mutado, este ndo tem impacto significativo na
terapia de PDAC, uma vez que a mutagcao G12C apresenta uma frequéncia de menos
de 2% neste tipo de céancer (SKOULIDIS et al.,, 2021). Portanto, um melhor

entendimento das vias oncogénicas desencadeadas pela KRAS em PDAC é necessaria.

Uma classe de alvos potenciais da KRAS que permanece pouco explorada € a
classe composta pelos miRNAs. Apesar de varios miRNAs que regulam a expressao
de KRAS serem conhecidos (KIM, M.; SLACK, 2014), os miRNAs regulados pela
ativagcdo da KRAS por mutagdes oncogénicas ainda sdo pouco explorados. Existem
estudos em cancer de pulméo e colon que mostram uma associagcao entre a expressao
de alguns miRNAs e a presengca de mutagbes em KRAS (CHOI et al., 2016;
GASPARINI et al., 2015; KIM, H. et al., 2017; LUNDBERG et al., 2018; MOSAKHANI et
al., 2012; RAGUSA et al., 2010). Entretanto, apesar desta associagao, ndo se sabe se
estes miRNAs sdo de fato regulados pela oncoproteina KRAS, nem sua importancia
para o fenotipo maligno. Poucos estudos demonstram a regulagdo de miRNAs por
KRAS. Dois estudos do mesmo grupo, usando células de cancer colorretal crescidas
em 3D, mostram que a KRAS oncogénica promove a expressao dos miRNAs miR-181,
miR-200c, miR-210 e miR-221/222, mas o papel destes miRNAs para a biologia
tumoral ndo foi explorado (OTA et al., 2012; TSUNODA et al., 2011). Em contraste com
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estes estudos, ZHONG et al., (2016) mostraram, em fibroblastos e células mamarias,
que a KRAS oncogénica suprime a expressdo de miRNAs da familia miR200 e que o
miR200 age como um supressor tumoral inibindo a transformacao celular in vitro e o
crescimento tumoral in vivo. Além disso, estudos recentes em cancer de pulméo

mostraram que a expressdo de KRAS®™?Y

em ceélulas epiteliais broquelares BEAS-2B
leva a um aumento do miRNA miR-29b e este aumento promove resisténcia a
apoptose (LANGSCH et al., 2016). A expressao da forma oncogénica de KRAS em
células tumorais pulmonares leva a um aumento dos miRNAs miR-30c e miR-21, que
por sua vez induzem quimiorresisténcia e promovem a migragcao celular (SHI et al.,
2018). Apesar destes estudos, os miRNAs regulados pela ativacdo da KRAS por

mutagdes oncogénicas em PDAC séo desconhecidos.

Neste trabalho nds caracterizamos miRNAs diferencialmente expressos
identificados anteriormente pelo nosso grupo em células ductais pancreaticas
isogénicas, diferindo apenas pela expressdo ou nédo de KRAS oncogénica. Ao avaliar
os alvos dos miRNAs diferencialmente expressos, identificamos a fosfatase PTEN

como o alvo regulado pelo maior numero destes miRNAs.

Interessantemente, a PTEN é um importante supressor tumoral que atua
inibindo a via da PI3K, uma via oncogénica chave nos tumores induzidos por KRAS. A
importancia desta via para a oncogénese pancreatica € enfatizada por estudos em
modelos animais de ESER et al. (2013) mostrando que a inativagdo de Pdk1, uma
quinase que atua a jusante da PI3K e é responsavel pela ativagdo da AKT, & capaz de
bloquear completamente a formacao de PanIN e PDAC no modelo animal de PDAC
induzido por KRAS G12D e perda de p53, denominado KPC (Ptf1a“"®*; LSL-Kras®'??";
LSL-Trp53%"7?"N " Ainda neste mesmo estudo, a substituicio da expressdo da
KRAS®"? pelo oncogene PIK3CA"'%*’R que codifica a subunidade p110a"'%'R da
PI3K, foi capaz de fenocopiar todas as caracteristicas histopatoldgicas dos diferentes
estagios de tumorigénese do PDAC no modelo KPC, incluindo até o desenvolvimento
metastases e a mesma diminuicdo na sobrevida dos animais. Corroborando a
importancia desta via, aumentos na atividade de AKT sao identificados em cerca de
60% das amostras de PDAC, sendo a amplificagdo do oncogene AKTZ2 detectada em
apenas 10-20% destes casos (ALTOMARE et al., 2002; RUGGERI et al., 1998). Além

disso, foi demonstrado que pacientes portadores de PDAC com alta atividade da via da



44

PI3K apresentam uma sobrevida significativamente pior do que aqueles com baixa
ativagcdo dessa via (KENNEDY et al., 2011; THIBAULT et al., 2021).

Interessantemente, PTEN é a unica fosfatase que atua antagonizando a
atividade PI3K, desfosforilando o fosfatidilinositol (3,4,5)-trifosfato (PIP3), inativando a
via de sinalizagado PI3K/AKT e, desta forma, causando a inibicao da proliferacao celular
e promovendo a apoptose (SONG, M. S.; SALMENA; PANDOLFI, 2012). Em PDAC,
PTEN ¢é apontado como um importante supressor tumoral, principalmente devido aos
modelos de camundongos com expressdo oncogénica de KRAS combinada com
deplecdo parcial (Pdx1-Cre*; LSL-Kras®'??*:Pten'®*) ou completa de PTEN (Pdx1-
Cre*; LSL-Kras®"?”*:Pten’”**). Nestes modelos, a perda de um dos alelos de PTEN
acelera o aparecimento de metaplasias e PanIN e a perda total de PTEN permite o
desenvolvimento completo do PDAC com fendtipo altamente metastatico, diminuindo
severamente a sobrevida dos camundongos, mostrando-se muito similar ao observado
com a perda de P53 no modelo KPC (HILL et al., 2010; YING et al., 2011). No entanto,
mutagcdes somaticas no gene PTEN sao raras em linhagens de PDAC e em amostras
de pacientes portadores de PDAC, mesmo que estas amostras apresentem niveis mais
baixos ou ausentes de PTEN em comparacéo aos tecidos e células pancreaticas nao
tumorais, indicando que a regulagao negativa de PTEN deve ser mediada por outros
mecanismos (OKAMI et al., 1997; OKAMI et al., 1998).

Nos nossos experimentos com os diferentes modelos celulares pancreaticos
(PDAC e n&o-PDAC, Fig. 4), identificamos 7 miRNAs regulados positivamente por
KRAS, que tem como alvo o PTEN: miR-29a-3p, miR-494-3p, miR-29b-3p, miR-221-3p,
miR-21-5p, miR-205-5p, miR-19b-3p. O estudo conduzido por DU RIEU et al. (2010)
corroboram os nossos achados, tendo identificado niveis elevados de miR-21, miR-
221/222, miR-29¢, miR-200 e miR-205 em amostras de PDAC de pacientes, com
excecao do miR-200 e miR-29c, que ndo aparecem em nossos resultados. Usando o
modelo de camundongo com apenas KRAS mutante (Pdx1-Cre:LSL-KRAS®'?P), o
mesmo grupo identificou expressdo aumentada do miR-205, miR-200 e miR-21 em
lesdes PanIN, conhecida lesdo precursora de PDAC, sendo o miR-21 o mais induzido
pela KRAS oncogénica. Estes resultados corroboram a nossa analise de dados de
PDAC do TCGA, que mostra um aumento significativo de miR-21 em pacientes com
mutacdo oncogénica em KRAS (Fig. 5). De fato, o miR-21 permanece como o unico

oncomiR induzido por KRAS estabelecido em diferentes tipos de tumores, alvejando
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uma variedade de supressores de tumor, como PDCD4, PTEN e outros (CHU et al.,
2020; HATLEY et al., 2010). Apesar da importancia do miR-21 como oncomiR na
literatura, n&o conseguimos observar sua agao como regulador negativo de PTEN em
nossos experimentos, nao observando correlagao negativa de expressao entre este e o
PTEN nos dados do TCGA (Fig. 6) e nem alteracdo na atividade de luciferase do
inserto 4 da regidao 3-UTR de PTEN (Fig. 9), que contém sitio para este miRNA.

Dos 7 miRNAs que avaliamos em nossos experimentos, o miR-19b-3p (forma
madura do miR-19b) foi o mais consistentemente correlacionado com a regulagéo de
PTEN pela KRAS oncogénica, sendo o Uunico a ter sua expressao regulada
positivamente com a superexpressao de KRAS (Fig. 8). Aliado a isso, os seus
precursores miR-19b-1 e miR-19b -2, que geram a mesma fita 3p, foram alguns dos
poucos MiRNAs que mostraram correlacdo negativa de expressdo com PTEN nos
dados do TCGA (Fig. 6) e o miR-19b foi capaz de reduzir a expressao e regular a
negativamente regido 3'-UTR de PTEN (Fig. 10). A contribuicdo do miR-19b para a
regulacdo negativa do PTEN e as consequéncias para o comportamento maligno do
PDAC foram descritos mais recentemente na literatura. ZHANG et al. (2020) relataram
um aumento de 3 vezes da expressao de miR-19 em PDAC em comparagdo com o
tecido normal adjacente em um conjunto de amostras de 61 pacientes, também
correlacionando a alta expressdo de miR-19 com uma diminuicdo na sobrevida geral
dos mesmos. Outros grupos também relataram que o miR-19 aumenta a proliferagéo
celular, a migracédo, a capacidade de invasao e o crescimento tumoral xenografico
usando diferentes linhagens celulares de PDAC (QUATTROCHI et al., 2017; SONG, M.
et al., 2019; ZHANG, G. F. et al., 2020). Embora os achados da literatura demonstrem
que o miR-19b € um importante oncomiR no PDAC capaz de regular PTEN, nenhum

deles demonstra a regulagao desse miRNA por KRAS.

Como é comum para varios miRNAs, o miR-19b pode ter agdo oncogénica ou
supressora tumoral dependendo do contexto. Por exemplo, o miR-19a/b pode ter a
propria KRAS como alvo em outros tipos de cancer, como colorretal e carcinoma de
nasofaringe, atuando desta forma como um miRNA supressor tumoral (CHEN, M.; LIN;
WANG, 2018; ZHANG, YUAN et al., 2018). Interessantemente ndés observamos que
niveis suprafisiolégicos do miR-19b podem causar tanto redu¢do nos niveis de PTEN
guanto nos niveis de RAS (Fig. 12), sendo essa uma possivel explicagao para redugao

no numero de colbnias observada apds a expressdo do miR-19b no nosso ensaio
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clonogénico (Fig.11). Assim, os nossos achados somados aos relatos da literatura, nos
levam a crer que o miR-19b faca parte de uma alga de retroalimentac&o negativa da via
KRAS/miR-19b/PTEN, aonde os niveis do miR19b sdo mantidos em um nivel de
expressao, onde ele atue preferencialmente sobre os alvos supressores tumorais como
PTEN.

QOutros alvos do miR-19b também sao descritos na literatura que poderiam
classificar esse miRNA como um oncomiR ou supressor de tumor, sendo a sua atuagao
muito dependente do contexto celular. Visto que um miRNA tem multiplos alvos e os
alvos regulados parecem depender, ndao s6 da concentragdo do miRNA e do mRNA
alvo, bem como dos niveis dos demais mRNAs alvos que vao competir pelo miRNA de
acordo com a sua afinidade e abundancia, a fungdo biolégica de um miRNA se torna
extremamente dificil de prever. Um fator que agrava ainda mais esta dificuldade é que
miRNAs podem ter 2 fitas funcionais (3p ou 5p), sendo que a proporgdo de cada uma
também pode ser regulada e variar de acordo com o contexto celular, adicionando um
nivel de complexidade adicional sobre os efeitos regulatérios exercidos por um
determinado miRNA.

Neste trabalho, apesar de confirmarmos os efeitos regulatorios de KRAS sobre o
miR-19b, sobre a regido 3'-UTR de PTEN e de confirmarmos a regulagdo do miR-19b
sobre PTEN, nao foi possivel demonstrar que este miRNA atua como um oncomiR
regulado por KRAS em ensaios funcionais. Dada a magnitude pequena do aumento de
PTEN pela inibigdo dos niveis fisiologicos deste miRNA, acreditamos que ele faga parte
de uma rede de miRNAs, que atuam conjuntamente para manter os niveis de PTEN em
cheque nas células tumorais, sendo que a perda de um miRNA individual tera um efeito
biolégico negligenciavel nestas células. Isto apoiaria a ideia de que KRAS utiliza
mecanismos redundantes para inibicdo de PTEN.

Apoiando a ideia da existéncia de mecanismos alternativos para inibicdo de
PTEN, dois trabalhos demonstraram que a via Ras/Raf/MEK/ERK €& capaz suprimir a
transcricdo do PTEN de forma dependente de c-Jun, o qual se liga a um sitio AP-1 a
montante da regido promotora de PTEN, bloqueando a sua expressdo (HETTINGER et
al., 2006). Ademais, CHOW et al. (2007) mostraram, em linhagens celulares de PDAC
sem a expressdao de SMAD4, que a via KRAS/MEK/ERK participa da regulagéo
negativa da expressao de PTEN induzida por TGF-3, sendo essa expressado de PTEN
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restaurada ao utilizarem um inibidor para MEK, bloqueando a via. Apesar destes
trabalhos reforgarem a importéncia da via das KRAS/MAPKSs na regulagdo negativa de
PTEN por mecanismos independentes de miRNAs, experimentos anteriores do nosso
laboratério com inibidores de MEK nas mesmas linhagens celulares de PDAC aqui
estudadas n&o geraram aumento nos niveis de PTEN (GOMES FILHO, 2019). Este
fato, somado a nossa observacdo de que a inibicido do miR-19b-3p nestas células
aumenta os niveis de PTEN, apoia a hipotese de que KRAS é capaz de regular os

niveis de PTEN também pela via dos miRNAs.

Finalmente, somados aos relatos da literatura, nossos resultados apoiam a
nogcado de que a ativagdo da via PI3K por KRAS € um dos mecanismos oncogénicos
mais fundamentais desta oncoproteina, uma vez que a mesma dispde de diferentes
mecanismos moleculares para garantir a atividade desta via nas células tumorais. A
existéncia destes mecanismos alternativos abre um leque de opg¢des para intervencdes
terapéuticas, principalmente combinatdrias e contexto-especificas, que tem o potencial
de contornarem mecanismos de retroalimentacdo que podem levar a ativagao

paradoxal de vias, como a das MAPK, e de serem mais eficazes e mais especificas.

7. CONCLUSOES

Desta forma, obtivemos as seguintes conclusoes:

¢ Identificamos uma assinatura de 7 miRNAs induzidos por KRAS em PDAC, que

tem PTEN como alvo;

e KRAS é capaz de regular 4 desses 7 miRNAs em ensaios de inibicdo de

expressao de KRAS;

e KRAS é capaz de regular negativamente PTEN através da regido do inserto #2
do 3’'UTR de PTEN;

e O miR-19b-3p foi validado como o mais consistentemente regulado por KRAS,
sendo este um dos efetores na regulagdo dos niveis do supressor de tumor
PTEN, atuando também através de interacdo com o sitio presente no inserto #2
do 3’UTR de PTEN, contribuindo assim para o fenétipo maligno de PDAC
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8. INTRODUGAO

8.1 Células iniciadoras de tumor (CITs)

Embora a heterogeneidade inter- e intratumoral possa ser considerada uma
caracteristica do céancer, a biologia por tras e decorrente deste fenbmeno ainda é
pouco elucidada, o que complica muito o diagnéstico e o tratamento do cancer. O
conceito de heterogeneidade intratumoral deve-se sobretudo a observagéo
experimental de que nem todas as células tumorais sdo capazes de recapitular um
tumor em um novo “hospedeiro”, geralmente um animal imunocomprometido, e que
nem todas respondem igualmente aos quimioterapicos e/ou possuem propriedades

invasivas.

Existem dois modelos principais para explicar a organizagao heterogénea dos
tumores: o modelo estocastico e o modelo hierarquico (Fig. 14). O modelo estocastico
baseia-se na evolugédo clonal, em que as células malignas sdo biologicamente
equivalentes inicialmente e conforme acumulam mutagbes aleatérias ao longo do
tempo divergem, dando origem a clones genéticos distintos, responsaveis pela
heterogeneidade em caracteristicas malignas, como agressividade, capacidade de
invasao, resisténcia ao tratamento, entre outras (Fig. 14-A) (GERDES et al., 2014,
MICHOR; POLYAK, 2010; RICH, 2016).

Ja o modelo hierarquico sugere que a heterogeneidade tumoral pode ser
explicada por alteragdes fenotipicas em células geneticamente idénticas por
mecanismos epigenéticos que recapitulam a hierarquia existente no tecido normal. Os
tumores s&o, desta forma, formados por subpopulagcdes de células geneticamente
idénticas, mas fenotipicamente distintas em uma organizagao celular hierarquica. No
topo da hieraraquia estdo as células tronco tumorais (CTTs ou CITs), também
chamadas de células iniciadoras de tumor (CITs) devido a capacidade excepcional que
estas células tém de iniciar a formagcdo de tumores. As CITs sdo capazes de se
autorrenovar e de se diferenciar em células tumorais altamente proliferativas
responsaveis pela massa tumoral, mas que nao sao capazes de se diferenciar e iniciar
tumores (células n&o-CITs). Desta forma, de acordo com esse modelo, apenas uma
subpopulagado minoritaria de células com propriedades tronco (CITs) € capaz de iniciar
a formag&o de tumores e sustentar o crescimento tumoral (Fig. 14-B) (REYA et al.,
2001; RICH, 2016).
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Estes dois modelos ndo sdo mutuamente exclusivos e uma visao unificada para
explicar a heterogeneidade tumoral postula que a diversidade genética que gera
diferentes populagdes clonais no tumor pode ser acompanhada de diversidade
funcional dentro de cada clone conferida por diferengas epigenéticas que podem gerar
uma organizagdo hierarquica em cada clone, sendo que a profundidade desta
hierarquia pode também variar, j@ que a propor¢do de CITs pode ser diferente
dependendo da presenca de mutacdes que favorecem ou ndo a aquisicdo do fendtipo
tronco (KRESO; DICK, 2014).

Mais recentemente, varios estudos mostraram que a hierarquia do tumor ndo é
estritamente unidirecional, como indicado no modelo hierarquico, mas sim dinamica e
fluida. A este respeito, uma terceira teoria mais moderna e atualmente mais
amplamente aceita foi proposta, sendo denominada “modelo de plasticidade de CTTs”
(Fig. 14-C). De acordo com esta teoria, as células tumorais podem apresentar
plasticidade, tendo a capacidade dinamica de alternar entre os estados tronco e nao-
tronco, dependendo de estimulos intrinsecos e extrinsecos, ampliando, desta forma, a
complexidade da compreenséo da heterogeneidade do tumor. Assim, o fenétipo tronco
tumoral pode ser interpretado como um estado celular que pode ser adquirido ou
perdido reversivelmente. Em outras palavras, embora as taxas de interconversao
possam ser variaveis dependendo do clone tumoral e dos estimulos do microambiente,
a plasticidade celular permite a interconversao entre CTTs e ndao-CTTs (CABRERA;
HOLLINGSWORTH; HURT, 2015; MARJANOVIC; WEINBERG; CHAFFER, 2013;
PISCO; HUANG, 2015). Entretanto, mesmo em casos em que a taxa de interconverséo
€ alta, esta claro que células que possuem o fendtipo tronco sao responsaveis pela
manutengdo a longo prazo do tumor e tem maior probabilidade de apresentar
quimiorresisténcia, enfatizando a importancia do fenétipo tronco para a biologia tumoral
(KRESO; DICK, 2014).
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Figura 14. Esquema dos diferentes modelos propostos para geragdo da heterogeneidade
intratumoral. (A) Modelo estocastico, no qual as células acumulam mutagdes genéticas distintas,
gerando diferentes clones tumorais capazes de formar tumores. (B) Modelo hierarquico, segundo o qual
apenas células tronco tumorais (CTT) podem iniciar a tumorigénese, por meio da sua diferenciagdo em
divisdo assimétrica e autorrenovacgdo. (C) Modelo de plasticidade de CTTs, que assume que a hierarquia
do tumor pode ser dindmica e que células tumorais ndo-tronco podem assumir fenétipo tronco,
dependendo de estimulos intrinsecos e extrinsecos, sendo que esta interconversdo pode ter taxas
variaveis dependendo do clone tumoral. Adaptado de (CORRENTI et al., 2022)

Corroborando esta ideia, um crescente corpo de evidéncias sugere que as ClITs
estao diretamente relacionadas a manutencao dos tumores, bem como a resisténcia a
quimioterapia (VINOGRADOV; WEI, 2012;;ABDULLAH; CHOW, 2013) e a radioterapia
(VLASHI; PAJONK, 2015). Isto pode explicar a dificuldade na erradicagdo completa do
cancer, sendo a recidiva uma ameaga sempre constante. A resisténcia das ClITs as
terapias convencionais pode ser atribuida a multiplos fatores, como a maior expressao
de proteinas relacionadas ao efluxo de drogas (e.g., familia de transportadores ABC)
(ABDULLAH; CHOW, 2013;ZINZI et al., 2014), enzimas intracelulares relacionadas a
detoxificagdo e metabolizacdo de farmacos (e.g., ALDH) (RODRIGUEZ-TORRES;
ALLAN, 2016), maior eficiéncia da maquinaria de reparo de DNA (WANG, Q.E., 2015),
controle mais refinado do ciclo celular e processos antiapoptoticos (VINOGRADOV;
WEI, 2012;ABDULLAH; CHOW, 2013), bem como a influéncia do microambiente em
que essas ceélulas estéo inseridas (KISE; KINUGASA-KATAYAMA; TAKAKURA, 2016).
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As CTTs possuem, ndo s6 uma capacidade excepcional de iniciar a formacao de
tumores e de promover quimiorresisténcia, mas também sio responsaveis também
pela disseminagao metastatica (SHIBUE; WEINBERG, 2017; VISVADER; LINDEMAN,
2012), sendo que frequentemente a aquisi¢gao de propriedades tronco é acompanhada
pela aquisicdo de propriedades mesenquimais, em um processo denominado de
transicdo epitélio-mesenquimal (EMT, do inglés “Epithelial Mesenchymal Transition”)
(SHIBUE; WEINBERG, 2017). A ativacdo da EMT confere as células tumorais
propriedades criticas para a invasao e disseminacao metastatica como o aumento da
motilidade e da capacidade de degradar componentes da matriz extracelular.
Consistentemente, estudos mostraram que as CTTs participam do processo de
colonizagdo metastatica, reeducando células estromais no 6rgao alvo e desta forma
contribuindo para a formagdo do nicho metastatico (MALANCHI et al., 2011). CTTs
também estdo envolvidas no fenbmeno denominado de dorméncia metastatica, que é
responsavel pelo surgimento de metastases varios anos apos a remissao clinica (GAY;
MALANCHI, 2017; KLEFFEL; SCHATTON, 2013). Consistentemente, HERMANN et al.
identificaram que uma populacdo de CTTs pancreaticas caracterizada pela expressao
de CD133 e CXCR4 era capaz de iniciar metastases em modelo animal (HERMANN et
al., 2007).

A identificacdo padrao das CITs é realizada principalmente pela combinacao de
antigenos de superficie e algumas proteinas celulares, aliados a ensaio celulares que
comprovem diferentes caracteristicas destas células. Majoritariamente, sé&o
empregados procedimentos de imunofenotipagem com anticorpos conjugados a
moléculas fluorescentes, seguidos da analise por citometria de fluxo aliada a separagao
das células baseada na deteccao das diferentes fluorescéncias dos marcadores por
FACS (do inglés “Fluorescence-Activated Cell Sorting”), 0 que permite o isolamento da
populacdo de células desejada. Complementarmente, a avaliagdo das propriedades
tronco-tumorais € realizada por meio de ensaios que visam medir a capacidade de
formacgao de tumoresferas em ambiente de baixa adesao in vitro; e da regeneragao de
tumores xenograficos em animais imunocomprometidos in vivo, origem da
denominacdo de células iniciadoras de tumor. Por esses métodos, as CITs foram
primariamente detectadas em tumores hematopoiéticos (LAPIDOT et al., 1994) e
posteriormente em tumores solidos, como tumor cerebral (SINGH et al., 2003), cancer
de mama (AL-HAJJ et al., 2003), cabega e pescogo (AILLES; PRINCE, 2009), colon
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(TODARO et al., 2007), pulmdo (HARDAVELLA; GEORGE; SETHI, 2016), prostata
(GU et al., 2007), ovario (ZHANG, S. et al., 2008) e pancreas (HERMANN et al., 2007;
LI, C.; LEE; SIMEONE, 2007).

8.2 CITs e o cancer pancreatico

A descoberta de CITs em tumores pancreaticos foi feita simultaneamente por
dois grupos distintos de pesquisadores, os quais usaram dois conjuntos diferentes de
marcadores de superficie celular para detecgcdo e isolamento destas células
(HERMANN et al., 2007; LI, C.; LEE; SIMEONE, 2007).

Uma dessas combinagbes foi a de CD44"/CD24"/ESA" utilizada por Li et al.
(2007), que contabilizaram que cerca de 0,2-0,8% das células derivadas de
xenotransplantes de tumores pancreaticos humanos expressavam os referidos
marcadores. Foram avaliadas entdo nessas células as propriedades de
autorrenovacgao, a capacidade de produzir descendéncia diferenciada e o aumento da
expressao de fatores de pluripoténcia, como Sonic Hedgehog. Ao serem injetadas em
animais imunocomprometidos, células tumorais CD44'/CD24*/ESA* mostraram um
potencial tumorigénico 100 vezes maior quando comparadas a células tumorais CD44"
/ICD24°/ESA". Os tumores originados a partir da inoculagdo das células tumorais
CD447/CD24"/ESA" eram histologicamente indistinguiveis dos tumores humanos
originais.

Ja o grupo de pesquisa de Hermann et al. (2007) identificou potenciais CITs pela
detecgdo do antigeno de superficie CD133, em cerca de 2 a 4% das células, sendo que
apenas as células positivas para esse marcador (CD133") foram capazes de formar
tumores em animais imunocomprometidos. Ademais, quando comparadas as células
tumorais CD133", células CD133" exibiram resisténcia ao tratamento com gencitabina,
principal quimioterapico utilizado no tratamento do cancer de pancreas. A exposicao
prolongada a gencitabina leva a um enriquecimento de células CD133", mostrando
assim que a quimioterapia seleciona populacdes de células quimiorresistentes com
propriedades tronco-tumorais. Esse mesmo estudo observou ainda que a marcacao de
CD133 engloba duas subpopulagbes distintas quanto a capacidade de formacao de
metastases. A subpopulacdo metastatica, além de CD133, expressa o receptor de
quimiocina CXCR4 (do inglés “chemokine receptor type 4”), que ja foi extensivamente

correlacionado ao processo de metastase (GUO et al., 2016).
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Os resultados independentes destes dois grupos demonstraram a existéncia de
uma pequena subpopulagdo de CITs pancreaticas (<1%), com marcadores de
superficie distintos também encontrados em CITs de outras neoplasias (GLUMAC;
LEBEAU, 2018; JAGGUPILLI; ELKORD, 2012). A detecgao de células positivas para
um ou para os dois tipos de marcagdo (CD44'/CD24'/ESA* e/ou CD133), esta
correlacionada a diminuigcdo na sobrevida de pacientes com cancer pancreatico, ou
seja, a presenga destes marcadores, e por conseguinte de CITs, tornou-se indicadora
de pior progndstico (LI, X. et al., 2015; OHARA et al., 2013).

Apos estas descobertas, varias outras moléculas vém sendo funcionalmente
atribuidas as caracteristicas de ClTs pancreaticas, entre elas podemos citar ALDH-1,
CXCR4, ABCG2, OCT4, DCLK1, entre outros. No entanto, até o momento ndo existe
um marcador universal de CITs para PDAC (GZIL et al, 2019; HERREROS-
VILLANUEVA, MARTA et al., 2014), talvez devido a existéncia de heterogeneidade nas
CITs pancreaticas. De fato, os tumores podem conter populagcbes molecular-
biologicamente distintas de CITs, que podem inclusive coexistir dentro de um mesmo
tumor (EUN; HAM; KIM, 2017; HERMANN et al., 2007; KRESO; DICK, 2014; TANG, D.
G., 2012).

Na tentativa de elucidar o perfil molecular de CITs pancreaticas, alguns estudos
recentes geraram dados de transcritoma em larga escala com base em diferentes
abordagens. Sancho et al. (2015) fizeram enriquecimento de CITs oriundas de modelos
de xenoenxertos derivados de pacientes (PDX, do inglés “Patient-Derived Xenograft”)
portadores de PDAC através de cultura de tumoresferas e compararam o perfil
transcricional global destas células em relagdo as mesmas células cultivadas de forma
aderente, identificando as vias metabdlicas glicoliticas e OXPHOS (fosforilagdo
oxidativa) como importantes para o fendtipo tronco-tumoral. Além disso, um estudo
usando um modelo animal de PDAC expressando o gene reporter GFP em fungdo do
fator de transcricdo Musashi, que havia sido identificado previamente como modulador
do fendtipo tronco (FOX et al., 2016), integrou dados transcriptdmicos, epigenéticos e
funcionais para criar um mapa multidimensional do estado tronco em PDAC e
identificou a via do receptor nuclear ROR gamma como importante para manutengcao
do fendtipo tronco (LYTLE et al., 2019). Finalmente, um estudo de sequenciamento de
células unicas de 24 amostras humanas de PDAC e tecido normal identificou um

cluster de células ductais em ambos os tecidos e a comparagao da expressao revelou
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uma assinatura de expressédo de genes de pluripoténcia afetados especificamente no
cluster tumoral (REN et al., 2021).

Embora estes estudos tenham gerado dados e informag¢des importantes sobre
alvos especificos que sdo ativados na reprogramacado que desencadeia o fendtipo
tronco-tumoral em PDAC, estes estudos, ou foram baseados em modelos murinos que
nédo refletem a heterogeneidade observada nos tumores humanos, ou foram focados
em vias e alvos especificos, ou identificaram subpopulagdes de células tumorais que
foram arbitrariamente definidas como tronco com base no perfil de expressao, mas sem
validagao funcional. Desta forma, podemos afirmar que estes poucos estudos nao
descrevem de maneira compreensiva todas as vias importantes para desencadear o

fendtipo tronco em PDAC.

A fim de avancar na compreensdo e tratamento das CITs em cancer de
pancreas, faz-se, portanto, necessaria uma melhor caracterizagao de marcadores de
CITs em tumores pancreaticos humanos, assim como uma maior investigagao de vias
cruciais para a manutencao do fenétipo tronco e de propriedades neoplasicas, como

invasao e metastase.

8.3 A via de NF-xB

A familia de fatores de transcricdo do fator nuclear kappa B (NF-kB, do inglés
“Nuclear Factor kappa B”) desempenha um papel chave em processos inflamatorios,
proliferacdo celular, resposta imune e, como descoberto mais recentemente, cancer
(HOESEL; SCHMID, 2013). Essa familia é constituida de cinco membros: RelA (p65),
RelB, c-Rel, NF-xB1 (p50/p105) e NF-xkB2 (p52/p100). Todos compartilham o dominio
de homologia Rel (RHD, do inglés “Rel Homology Domain”), que permite a localizag&o
nuclear, a dimerizagdo, bem como a ligacdo a motivos especificos no DNA (Fig. 15)
(BALDWIN, 1996). Para que o NF-xkB seja funcional é necessaria a formacgao
heterodimeros ou homodimeros dentre as proteinas desta familia, sendo NF-
kB1(p50)/RelA(p65) o dimero mais abundantemente encontrado em quase todos os
tipos celulares. As proteinas p65/RelA, RelB e c-Rel contém ainda na regido carboxi-
terminal dominios de ativacdo de transcricdo (TAD, do inglés “Transactivation
Domain”), ausentes em NF-xB1 (p50/p105) e NF-xB2 (p52/p100) (OECKINGHAUS;
GHOSH, 2009). Assim, para promover a transcricdo de genes alvo, é necessario que

ao menos uma das unidades do dimero do NF-xB seja p65/RelA, RelB e c-Rel.
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A atividade desse fator de transcricao é regulada pela interagdo com a familia de
proteinas inibitorias de kB (IkBs), constituida pelas proteinas I«kBa, kB, IxBe, Bcl-3,
p100 e p105 (Fig. 15). Todas essas possuem como caracteristica principal a presenga
de repeticdes de anquirinas, essenciais para a interacédo e inativacdo do NF-kB. Essa
inativacdo da-se basicamente pela retencio citoplasmatica do NF-xB, impedindo a sua
translocagao para o nucleo e consequentemente a sua ligagado ao DNA e transcrigdo de
seus genes-alvo. A presenga dos precursores p100 e p105, em ambas as familias se
deve a necessidade de estes sofrerem clivagem proteolitica da sua regido carboxi-
terminal, a qual contém essas repetigdes de anquirinas, perdendo a sua capacidade
inibitéria e formando as subunidades funcionais p50 e p52, respectivamente
(OECKINGHAUS; GHOSH, 2009).
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Figura 15. Membros das familias de proteinas NF-xB e IkB. O dominio de homologia Rel (RHD) é
caracteristico das proteinas NF-xB, enquanto as proteinas IxB contém repeticdes de anquirina (ANK)
tipicas dessa familia de proteinas. As proteinas precursoras p100 e p105 podem, portanto, ser atribuidas
e cumprir as fungdes das familias de proteinas NF-xB e IkB. Os dominios presentes em cada proteina
estdo indicados. DD, do inglés “death domain”; GRR, regiéo rica em glicina onde acontece a clivagem;
LZ, ziper de leucina; NBD, dominio de ligagdo a NEMO; PEST, regiao rica em prolina, acido glutdmico,
serina e treonina; TAD, dominio de transativagdo. Adaptado de (OECKINGHAUS; GHOSH, 2009).
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8.4 Ativacgao da via do NF«B

Mais de 15 vias ja foram relatadas para a ativagdo de NF-kB, mas as duas vias
mais comuns sao a via canénica (classica) e a via ndo-candnica (alternativa) (LIU, T. et
al., 2017). A via de ativagdo canbnica do NF-xB (p50/p65) inicia-se com sinais
extracelulares, como produtos bacterianos, citocinas pro-inflamatérias, fatores de
crescimento e sinais de estresse celular (HOESEL; SCHMID, 2013; TANIGUCHI;
KARIN, 2018), que atuam via receptores de membrana culminando na ativagdo de um
complexo de quinases denominado complexo IKK (do inglés, “Inhibitor of IxB kinase”),
constituido por IKKa, IKKB e IKKy (esta ultima também conhecida como NEMO), que
fosforila as IkBs, sobretudo IkBa nos residuos Ser32 e Ser36. Essa fosforilacdo leva a
ubiquitinagcdo e degradacao proteassomal dos IkBs, aliviando sua inibicdo sobre NF-
kB, que pode entdo se transloucar para o nucleo e regular a transcrigdo de genes (Fig.
16) (BALDWIN, 1996; RINKENBAUGH; BALDWIN, 2016; YAMAMOTO; GAYNOR,
2004).

Por outro lado, a via ndo candnica ou via alternativa do NF-xB é ativada por
diferentes estimulos, como a linfotoxina-B (LTR) e o fator ativador de células B (BAFF),
que ativam a quinase NIK (do inglés “NF-kB inducing kinase”), que vai fosforilar e ativar
um complexo IKK alternativo, composto apenas por IKKa. Este complexo fosforila p100
levando a clivagem proteolitica da regido inibitéria dessa proteina, transformando o
dimero inativo p100/RelB no heterodimero ativo de NF-xB p52/RelB, que é capaz de
transloucar para o nucleo e atuar na transcricdo de diferentes genes-alvo (Fig. 16)
(SUN, 2011).
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Figura 16. Vias de ativagdo do NF-xB. (Esquerda) Via de ativagdo candnica: sinais extracelulares
com seus respectivos receptores levam a ativagao do complexo IKK, composto por IKKa, IKKB e NEMO,
que fosforila a proteina inibitéria IxB, levando a sua ubiquitinagdo e degradacdo, culminando na
translocagdo nucelar de NF-xB e transcricdo de genes alvo. (Direita) Via ndo candnica: sinais
alternativos com seus respectivos receptores recrutam a quinase NIK, que ativa um complexo IKK
alternativo, composto apenas por IKKa, que, por sua vez, fosforila p100 levando a clivagem proteolitica
da regiao inibitéria desta proteina, liberando p52/RelB (um dos dimeros NF-xB) que é entdo capaz de se
transloucar para o nucleo e promover a transcricdo de um conjunto diferente de genes alvo. TLR) do
inglés “Toll-like receptor”, TNFR) do inglés “Tumor Necrosis Factor Receptor”, IL-1R) do inglés
“Interleukin 1 receptor”, BAFFR) do inglés “B cell activator factor receptor”, LTBR) do inglés “Lymphotoxin
S receptor”. Demais abrevia¢des descritas no texto.

8.5 A quinase IKKp

Como citado anteriormente, a IKKp (do inglés “inhibitor of kB kinase " ou IKK2)
participa de um complexo de quinases (complexo IKK), que inclui também a IKKa (do
inglés “inhibitor of kB kinase o” ou IKK1) e a IKKy (do inglés “inhibitor of kB kinase y” ou
NEMO, do inglés “NF-xB essential modulator”), cuja principal fungéo € ativar o fator de
transcricdo NF-kB. A quinase IKKy regula a associagdo do complexo IKK, enquanto as
quinases IKKa e IKKB tém atividade catalitica, sendo IKKB o principal componente
responsavel pela ativagao do NF-«B pela via classica de ativacédo, que é denominada
como via dependente de IKKB (BASSERES, D S; BALDWIN, 2006; LI, Z. W. et al.,
1999; YAMAMOTO; GAYNOR, 2004).
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IKKa e IKKB séo serina/treonina quinases expressas de forma ubiqua, com 52%
de identidade de sequéncia e com peso moleculares de 85kDa e 87kDa,
respectivamente. IKKa e IKKB possuem um dominio de quinase na regido N-terminal,
um dominio de dimerizagdo e na regidao C-terminal um dominio de ligacdo a IKKy,
denominado NBD (do inglés “NEMO binding domain”). Adicionalmente, IKKB possui um
dominio analogo a ubiquitina (ULD, do inglés ‘ubiquitin-like domain”), essencial para
sua ativacao catalitica. Para tornarem-se cataliticamente ativas, ambas requerem a
fosforilagdo de residuos de serina presentes na alca de ativacdo de seus dominios de
quinase: Ser176 e Ser180 para IKKa e Ser177 e Ser181 para IKKB (ISRAEL, 2010;
LING, L.; CAO; GOEDDEL, 1998).
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Figura 17. Esquema dos principais dominios proteicos das duas subunidades cataliticas do
complexo IKK: IKKa e IKKB. As quinases IKKa e IKKB compartilham cerca de 50% de identidade de
sequéncia, possuindo um dominio de quinase na porgao N-terminal, um dominio de dimerizacdo e um
dominio de ligagao a IKKy (NBD) na porgdo C-terminal. Ambas as quinases necessitam ser fosforiladas
em dois residuos de serina mostrados na imagem, para que se tornem ativas. Ademais, a quinase KK},
possui um dominio analogo a ubiquitina (ULD) essencial para sua atividade.

Embora essas quinases tenham sido objeto de intenso estudo desde a sua
descoberta em 1997, o mecanismo completo pelo qual o complexo IKK se torna
fosforilado/ativo permanece ainda uma questdo sem resposta (DIDONATO et al., 1997;
LIU, F. et al., 2012). Uma primeira hipétese é a de que subunidades cataliticas (IKKa e
IKKB) possam se trans-autofosforilar durante a oligomerizagado para o complexo IKK,
ativando uma a outra. Contudo, esta hipotese até o momento nao foi comprovada
experimentalmente. A segunda hipdtese é a existéncia de quinases especificas para
IKK e, embora alguns candidatos tenham surgido, nenhum foi definitivamente
comprovado. O mais proeminente deles é a quinase TAK1 (do inglés ‘“transforming
growth factor B activated kinase-17), que seria responsavel por fosforilar a IKKB no
residuo Ser177, o que permitiria entdo a auto fosforilagdo no residuo Ser181 (ZHANG,
J. et al., 2014). Apesar de ser um candidato promissor, o estudo de WANG, C. et al.,

(2001) utilizando TAK1 constitutivamente ativa mostra que essa é incapaz de fosforilar
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IKKB, bem como a sua superexpressao € insuficiente para ativar NF-xB. Além disso,
estudos em animais demonstraram que TAK1 é dispensavel para ativagdo do complexo
IKK, indicando que existem outros mediadores envolvidos na ativagdo deste complexo
(LIU, F. et al., 2012; SATO et al., 2005).

8.6 A importancia de IKKB/NF-xB no cancer

A ativacdo constitutiva do NF-xB é observada em diversos tipos de cancer,
sendo suas fungdes oncogénicas relacionadas a promogao da proliferagdo celular,
controle da apoptose, estimulagdo da angiogénese, bem como invasdo e metastase
(CARNEIRO-LOBO et al., 2019; XIA, L. et al., 2018). Em cancer de pancreas, WANG et
al. (1999) mostraram que o NF-kB esta constitutivamente ativo em cerca de 70% dos
tumores pancreaticos. Essa ativagdo constitutiva de NF-kB parece envolver a via
candnica, ja que um estudo recente observou por imuno-histoquimica niveis mais
elevados de IKKP fosforilada em amostras de tumores pancreaticos primarios e
metastases hepaticas em comparagao ao proprio estroma tumoral e a células acinares

e ductais de regiées ndao comprometidas (NAPOLEON et al. 2022).

Além disso, corroborando a importancia da via canénica do NF-xB em cancer,
diferentes estudos demonstraram que a quinase IKKB desempenha um papel
importante na oncogénese em diferentes modelos. GRETEN et al. (2004)
demonstraram que a inibicdo da expressao da IKKB impede a tumorigénese em um
modelo animal de cancer de colon. A inibigdo farmacoldgica da IKKB induz apoptose
em células leucémicas (FRELIN et al., 2005) e inibe o crescimento de células de
mieloma in vitro e in vivo (HIDESHIMA et al., 2006). Notavelmente, em modelos
pulmonares, a IKKB é ativada pela forma oncogénica da GTPase KRAS (BASSERES et
al., 2010, 2014; DURAN et al., 2008), que se encontra presente em mais de 90% dos
pacientes portadores de PDAC (GUERRA et al.,, 2007; MORRIS; WANG; HEBROK,
2010). Consistentemente, a inibigdo farmacoldgica ou genética de IKK em modelos de
cancer de pulmao e pancreas inibe o crescimento tumoral, sendo esta inibicdo
associada a alteracbes do microambiente tumoral e a uma redugdo da proliferagcéo
celular (BASSERES et al, 2015; LING, J. et al., 2012; XIA, Y. et al., 2012).
Interessantemente, tanto a inibigdo do NF-kB, quanto a delecédo de IKKP s&o capazes
de impedir a tumorigénese de PDAC (LING, J. et al., 2012), indicando de que essa via

desempenha um papel fundamental para transformagdo maligna no cancer de
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pancreas.

Ademais, ja estd amplamente estabelecido que o NF-kB promove caracteristicas
invasivas e contribui para a formacdo de metastases (BASSERES, D S; BALDWIN,
2006; MIN et al., 2008), sendo a via IKKB/NF-xB ja descrita como promotora de
fendtipo tronco-tumoral em diferentes modelos (RINKENBAUGH; BALDWIN, 2016). Por
exemplo, o NF-xB n&o sé promove a expressao de diversos genes envolvidos em
promover metastase, como IL-8, metaloproteinases de matriz (MMPs) e moléculas de
adesdo (BASSERES, D S; BALDWIN, 2006), mas também promove a transicéo
epitelial-mesenquimal, que € uma das vias cruciais para promover a capacidade
invasiva celular e disseminagcdo metastatica (MIN ef al., 2008). A inibicdo do NF-xkB em
células tumorais mamarias reverteu a transicdo epitelial-mesenquimal e bloqueou o
potencial metastatico (HUBER et al., 2004).

Além disso, ndo s6 o NF-xB encontra-se ativado em CITs de diferentes tumores
(KALTSCHMIDT, B. ; et al., 2022; RINKENBAUGH; BALDWIN, 2016), como a inibigao
genética da atividade do NF-kB limitou a expanséo de CITs de mama in vitro e in vivo
(LIU, M. et al., 2010). Em cancer de pulmao, o NF-kB promove a transi¢ao epitelial-
mesenquimal e induz CITs (KUMAR et al., 2013; ZAKARIA et al., 2018). Além disso,
CITs de préstata expressam niveis mais elevados de p65 (subunidade do NF-«xB)
acetilada e total em relagdo aos tumores parentais (XIA, Y. et al, 2009). Em
glioblastoma, células formadoras de tumoresferas apresentam maior fosforilagdo de
p65, consistente com sinalizacdo de NF-kB elevada, essencial para manutencao das
caracteristicas tronco-tumorais, uma vez que, como constatado utilizando a abordagem
de diluicdo limitante, a inibicdo de NF-kB reduz a autorrenovacgao celular e inibe o
crescimento de xenotumores (SONG, L. et al, 2012). Ja a inibicdo genética ou
farmacolégica de IKKB reduz a formagdo de mamosferas e a tumorigenicidade de
células mamarias (KENDELLEN et al., 2014), a formacdo de tumoresferas em
linhagens de cancer de préstata e a expressao de marcadores de células tronco em
tumores xenograficos de prostata (ZHANG, YANTING et al., 2016).

Para além da IkBa na ativagao da via candnica do NF-«B, a fosforilagdo direta
de outros alvos pela quinase IKKB vém sendo atrelados a diferentes caracteristicas
(hallmarks) do cancer (PAGE et al., 2017). Por exemplo, a IKKp é capaz de fosforilar o

fator de transcricdo FOXO3a, que possui papel supressor tumoral, levando a sua
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exclusao do nucleo e degradacédo (HU et al., 2004), sendo FOXO3a negativamente
correlacionado ao fenétipo tronco-tumoral em cancer de mama e carcinoma oral (LI, K.
et al., 2019; LIU, H. et al., 2019). Outro substrato trata-se do MTDH (do inglés,
Metadherin), no qual a fosforilagao por IKKf leva aumento da atividade deste oncogene
(KRISHNAN et al., 2015), sendo a este atribuido aumento na proliferacdo celular,
metastase e fenotipo tronco-tumoral em cancer de mama (LIANG et al., 2015; WAN et
al., 2014) e hepatico (WANG, YIYING; SHEN; GAO, 2023).

Apesar destes estudos apontarem para um papel importante da IKKB na biologia
das CITs, a acao de fato da IKKB na modulagéo da plasticidade tumoral e dinamica de
aquisicdo ou supressdao do fendtipo tronco de CITs pancreaticas permanece
desconhecido. Desta forma, embora a IKKB tenha sido descrita como fundamental na
transformacao maligna e formagao tumoral em PDAC (LING, J. et al., 2012), o papel
desta quinase para o fendtipo tronco de CITs pancreaticas permanece desconhecido,
bem como o seu potencial como alvo terapéutico na doenga metastatica permanece

pouco explorado.

9. HIPOTESE E OBJETIVOS

Com base nos estudos relatados acima, nds hipotetizamos que a quinase IKKpB
contribui para a aquisicdo do fendtipo tronco-tumoral no cancer de pancreas,
contribuindo para a disseminagdo metastatica. Desta forma, o objetivo geral deste
trabalho foi determinar como a IKKp afeta o fenétipo tronco-tumoral e metastatico de

células pancreaticas visando o desenvolvimento desta quinase como alvo terapéutico.

Para alcangar o objetivo geral, nds propusemos e perseguimos 0s seguintes objetivos
especificos:

1 Determinar um modelo de avaliagao/identificacdo de células iniciadoras
de tumor (CITs) pancreaticas;

2 Avaliar se a inibigdo da atividade ou expressdo da quinase IKKp afeta a
expressao de marcadores de pluripoténcia em CITs pancreaticas;

3 Avaliar como a inibicdo da atividade ou expressao da quinase IKKp afeta
o fendtipo tronco-tumoral de CITs pancreaticas in vitro;

4 Avaliar se a inibicdo da atividade ou expressédo da quinase IKKp afeta a

capacidade migratoria e invasiva das células de PDAC.
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10. MATERIAIS E METODOS

10.1 Linhagens celulares e cultivo

Todas as linhagens celulares de PDAC utilizadas foram cultivadas assim como
descrito no item 4.1 do capitulo 1, com o acréscimo das linhagens BxPC-3 e PDX-8,
ambas cultivada com meio de cultura RPMI suplementado com 10% SFB. A linhagem
PDX-8 foi cedida pelo grupo do colaborador Prof. Eduardo Reis (IQ-USP) e é derivada
de um xenotumor de paciente propagado em camundongos Balb/c nude e
subsequentemente propagadas in vitro, sendo utilizadas passagens inferiores a 20
repiques (MORAES, 2018).

10.2 Titulagao dos anticorpos para marcadores de CITs

Para as marcacdes, suspensdes contendo um total de 2x10° células de cada
linhagem de PDAC foram incubadas com os anticorpos mouse anti-human CD24-FITC
clone ML5 (BD Pharmigen), mouse anti-human CD44-PE clone G44-26 (BD
Pharmigen), mouse anti-human CD326/ESA-APC (EpCAM) (BioLegend) ou mouse
anti-human CD133-PE-Cy7 (BioLegend) diluidos no volume total de 100ul de solucéo
tampao HBSS acrescido de 2% de albumina sérica bovina (BSA) pelo periodo 30min
no gelo. Apds esse periodo foi acrescido mais 1ml do tampao HBSS, seguido de
centrifugagao para lavagem do excedente de anticorpos que nao se ligaram. Ao final, o
pellet de células foi ressuspendido em 300ul de HBSS+2%BSA e levado
imediatamente para a leitura no citbmetro de fluxo no FACS Canto Il (BD) da
Faculdade de Farmacia da USP (FCF-USP).

10.3 Citometria de Fluxo e separagao celular

As células aderentes foram lavadas com PBSA, tripsinizadas e a tripsina foi
inativada com adicdo de meio completo (com 10% SFB). As células foram entdo
contadas em camara de Neubauer na presenca de azul de Tripam. Para os
experimentos de avaliacdo do percentual de células positivas, 3x10° células vivas
foram coletadas em microtubos de 1,5mL e centrifugadas a 300g por 3 minutos. O
sobrenadante foi retirado e o pellet celular ressuspendido em 300 ul de solugao tampao
HBSS acrescido de 2% de SFB.

Todas as leituras para avaliagao do percentual de células fluorescentes foram
realizadas no FACS Accuri (BD), pertencente a Prof. Sandra Farsky (FCF-USP), com a
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obtengao de no minimo 1x10° eventos totais e procedendo com a estratégia sequencial
de gates mostradas abaixo, que consiste nas seguintes etapas (Fig. 18): (1) Selecéo
da populagéo celular majoritaria no espalhamento frontal (FSC) e lateral (SSC). (2)
Selegao de células unicas (singlets) selecionando os eventos com variagao linear entre
altura e area do sinal para o espalhamento frontal (FSC-H por FSC-A). (3) Construgéo
dos “gates” para células positivas para as diferentes fluorescéncias com base nas

células sem marcacao e/ou controles sem fluorescéncia.
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Figura 18. Esquema de gates para citometria de fluxo utilizados. 1. Selegdo de populagao celular de
interesse (FSCxSSC). 2. Selegao de células Unicas pela escolha do parametro FSC altura vs area (FSC-
H x FSC-A). 3. Gate para fluorescéncia com base nas células sem utilizagdo do marcador (Controles ou
sem a utilizagdo de nenhum dos anticorpos.

Ja os experimentos de separagdo celular (do inglés “cell sorting”) foram
realizados no equipamento FACSAria Fusion (BD) em parceria com o Instituto Israelita
Albert Einstein apenas para a linhagem AsPC-1 SOREG-GFP, seguindo a estratégia de
“gates” detalhada na Fig. 27. Em cada experimento foram submetidas a separagao um
total de aproximadamente 3,5x10’ células, na concentracdo de 1x10” céls/ml em
tampao HBSS acrescido de 2% de SFB. Por fim, a eficiéncia da separagao entre
células positivas e negativas para o GFP foi avaliada com base no percentual de
células dentro de seus respectivos “gates” desenhados na estratégia prévia de

separacao.

10.4 Ensaio de formagao de tumoresferas

Cada uma das linhagens de PDAC, foram plaqueadas em placas de 6 pocos de
baixa aderéncia (3.000 céls/pog¢o) em 2ml de meio de cultura DMEM F12 suplementado
com 40uL de B-27 (Gibco), 20ng/ml de EGF (fator de crescimento epidermal,
PeproTech) e 20ng/ml de FGF (fator de crescimento de fibroblasto, PeproTech) por 14
dias em uma atmosfera umida com 5% de CO; a 37°C. A contagem do numero de
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tumoresferas foi feita manualmente por observagcdo em campo claro e registro

fotografico em microscopio invertido (Nikon).
10.5 Inibicdo farmacologica de IKKB

Para inibir a atividade da quinase IKKj, nés usamos o inibidor Composto A (CA),
que tem como alvo especifico a quinase IKKf (ZIEGELBAUER et al., 2005). As
concentracbes utilizadas variaram com o0s experimentos e estdo indicadas nas
legendas das figuras. Alternativamente, também utilizamos o inibidor de IKK},
denominado TPCA-1 (Sigma-Aldrich) na concentragdo de 8uM. Para ambos os

inibidores, utilizamos como controle as células tratadas com mesmo volume do veiculo

Dimetilsulféxido (DMSO).

10.6 Analise de expressao relativa por RT-gPCR

A analise por RT-gPR foi realizada conforme descrito no item 4.7 do capitulo 1,

sendo mostradas abaixo as sequéncias dos ‘primers” utilizados neste capitulo.

Alvo Primer foward (5’-3’) Primer reverse (5’-3’) pg?::::;:a:j:n)
ALDH (1A1) GACAAAGTAGCCTTCACAGGATCA TCCCGGCAGCTTCTTTGA 200
CXCR4 CCAGTAGCCACCGCATCT GGTGGGCAGGAAGATTTTATTG 200
IKKB GCCCTTCCTCCCCAACTG CCGATCCACACGGGAGTACTTG 200
BMI-1 CCCACCTGATGTGTGTGCT GGTCTCCAGGTAACGAACAATACA 200
ABCG2 ACTGGTTGGTCGTCAGGAA ACTTTGGGCTAAAAAATGATTCTACTG 200
SOX2 CCCGGCGGAAAACCAA GCCGGGCAGCGTGTACT 400
OCT4 TCGAGCAATTTGCCAAGC GCCTCAAAGCGGCAGATG 400
NANOG CCTCAGCCTCCAGCAGAT CAGTTGTTTTTCTGCCACCTCTT 400
E-Caderina GCCTCCTGAAAAGAGAGTGGAAG TGGCAGTGTCTCTCCAAATCCG 400
N-Caderina CCTCCAGAGTTTACTGCCATGAC GTAGGATCTCCGCCACTGATTC 400
Snail TGCCCTCAAGATGCACATCCGA GGGACAGGAGAAGGGCTTCTC 400
Slug ATCTGCGGCAAGGCGTTTTCCA GAGCCCTCAGATTTGACCTGTC 400
Vimentina AGGCAAAGCAGGAGTCCACTGA ATCTGGCGTTCCAGGGACTCAT 400
HMBS GGCAATGCGGCTGCAA GGGTACCCACGCGAATCAC 600

10.7 Analise proteica por Western blotting

O western blotting foi realizado conforme descrito no item 4.4 do capitulo 1,
com a utilizacdo dos anticorpos primarios descritos abaixo e os mesmos anticorpos

secundarios conjugados a HRP descritos anteriormente.
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ALVO Fabricante Cdédigo Diluicdo
Phospho-P65 (Ser536) Cell Signaling #3033 1:1000
P65 total Cell Signaling #3034 1:1000

IKKB Cell Signaling #2684 1:1000
Phospho-IkBa (Ser32) Cell Signaling #2859 1:500
IkBa total Cell Signaling #9242 1:1000
a-Tubulina Cell Signaling #3873 1:2000

10.8 Ensaio de migragao e invasao

Os ensaios de migracao e invasao foram realizados utilizando placas de 24 pogos
com insertos ‘transwell” com poros de 8um (Corning) revestidos (ensaio de invaséo) ou
nao (ensaio de migracdo) com matrigel. Para tanto, as células foram plaqueadas nos
insertos (4x10* células/inserto) em meio RPMI sem soro. Foi utilizado o meio RPMI
com 10% de soro fetal bovino nos pogos (abaixo do inserto), como quimioatrativo. Apds
a adicao das células, as placas foram incubadas durante 24 horas a 37°C a 5% de
CO,. Em seguida, as células que ndo migraram foram retiradas da parte superior da
membrana do inserto com o auxilio de um cotonete e as células que migraram para a
parte inferior da membrana foram lavadas 2 vezes com PBSA e fixadas pela imersao
do inserto em paraformaldeido 4% por 2 min e em metanol por 20 min. Os insertos
foram novamente lavados com PBSA e as células coradas com solugao de cristal
violeta 0,5% por 20 min, lavadas 3x com PBSA e deixadas para secar a temperatura
ambiente. Imagens foram obtidas através do microscépio invertido IX51 (Olympus) e as
células de cinco campos de visao randémicos foram fotografadas em trés experimentos
independentes. A quantificagcdo da porcentagem de area total ocupada pelas células foi

realizada utilizando o soffware ImageJ.

10.9 Geragao de lentivirus

A geracgao dos diferentes lentivirus nao replicantes foi feita em células HEK293T
(1x10° céls/placa) aderidas em placas de 10cm de didmetro e transfectadas com os os
vetores de empacotamento lentiviral: 2,6ug do pCMV-dR8.2 dvpr e 0,235ug do pCMV-
VSVG; conjuntamente a 2,6ug das seguintes construgdes lentivirais de intereresse:
pTRIPz com os shRNAs controle e de interesse (Dharmacon), pSORE6-GFP ou
pCTRL-GFP (sem o SOREG6 na regido promotora do GFP), gentilmente cedidos pela
Dra. Lalage Wakefiled do “National Cancer Institute” (EUA), seguindo o protocolo do

reagente de transfec¢cdo Lipofectamina 3000 (Thermo Fisher). Apds 16h da
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transfeccdo, o meio de cultura destas células foi descartado e adicionado 10 ml de
meio DMEM com 10% SFB fresco. O sobrenadante com os lentivirus foram coletados
com 24h e 48h apds a troca anterior do meio, sendo adicionado novamente 10ml de
meio na coleta de 24h. Essas 2 coletas foram misturadas e filtradas em filtros de
0,45um e aliquotas de 1ml de lentivirus foram feitas e armazenadas a -80°C até sua

utilizagao.

10.10 Transducgao celular

Suspensdes das diferentes linhagens celulares de PDAC foram plaqueadas em
placas de 6 pocos (1x10° céls/poco), acrescidas de 500ul das aliquotas de lentivirus
(MOI~1) e 8 pg/ml de polibreno (brometo de hexadimetrina), totalizando 2ml por poco.
Apos 48h de transducéo, o meio de cultura foi descartado apropriadamente e reposto
com 2ml do meio completo préprio para cada linhagem, acrescido de puromicina (1
Mg/ml) para selegdo durante 5 dias, sendo adicionado meio novo com puromicina a
cada 2 dias. Como controle para a eficacia da puromicina em matar as células nao
transduzidas, fizemos, a cada transducdo, um pogo “mock”, com células que nao

receberam o lentivirus.

10.11 Selecao de clones com “knockdown” por shRNA

Apos a selecdo das células transduzidas com puromicina, uma parte delas foi
distribuida em baixa densidade (2.000 células/placa) em placas de 10cm de didametro
para crescimento de colbnias clonais espacadas. Posteriormente, cinco clones de cada
transducdo foram isoladamente tripsinizados, utilizando anéis de clonagem e graxa de
silicone (vedante), para assegurar a individualidade, e entdo expandidas

separadamente.

A avaliagao funcional do “knockdown” de cada clone foi realizada por meio de
Western blotting para detecg¢ao da inibigdo dos niveis da proteina IKKB apds cinco dias
de indugao do respectivo shRNA com 2ug/ml de doxiciclina no meio de cultura. Os dois
clones que apresentaram a maior redugao nos niveis de IKKp foram os selecionados

para prosseguir nos demais experimentos.

10.12 Analise estatistica

Realizada conforme o descrito no item 4.13 do capitulo 1.



68

11. RESULTADOS

11.1 Identificagao de CITs por marcadores de superficie nas linhagens de PDAC

Diante da falta de consenso na literatura sobre os marcadores de superficie
ideais ou mais eficazes na identificagcao de CITs pancreaticas, decidimos realizar uma
analise inicial da abundancia dos marcadores previamente descritos (HERMANN et al.,
2007; JAISWAL et al., 2012; LI, C. et al.,, 2007) em nossas linhagens pancreaticas.
Para isso, realizamos a titulagdo individual dos anticorpos para CD24, CDA44,
CD326/ESA e CD133 nas linhagens de PDAC disponiveis em nosso laboratério, e as
porcentagens de células positivas para cada marcador em cada linhagem e diluicao

utilizada encontram-se apresentadas na Tabela 3.

Diferentemente do esperado, observamos uma grande variagdo na propor¢ao de
células positivas para cada marcador nas diferentes linhagens. Além disso, em
algumas linhagens, certos marcadores ndo foram detectados, como o CD24, que
estava ausente nas linhagens AsPC-1 e Mia PaCa-2, e o ESA, que nao foi encontrado
na linhagem Mia PaCa-2 (Tabela 3 e Fig. 19). Os resultados da titulagdo também
indicaram a necessidade de altas concentracbes dos anticorpos para marcar
totalmente as populagdes positivas e separa-las das negativas, crucial para uma boa
purificacdo de ambas as populac¢des (positiva e negativa) na separagao celular ativada
por fluorescéncia (FACS, do inglés “Fluorescence Activated Cell Sorting”) (Fig. 19).

Outro problema que detectamos foi que, nas maiores concentragdes testadas
(1:25), a populagéo positiva para CD133 apresentou uma fluorescéncia muito préxima
a das células negativas (sem marcagao), o que pode ser indicativo de baixas
quantidades dessa proteina na superficie dessas células, dificultando assim sua
utilizacdo para uma boa separacdo das populacdes. Ainda sobre esse marcador, a
linhagem PANC-1 estranhamente exibiu um alto percentual de células positivas para
CD133, em torno de 20%, frequéncia esta bem superior as demais linhagens de PDAC,

que ficaram entre 2-7%, e a frequéncia de 2-4% encontrada por Hermann et al. (2007).



AsPC-1- células positivas (%)

Tabela 3. Titulagdo dos primeiros marcadores de superficie para CITs pancreaticas.

CTRL Diluigdo do anticorpo
marcador | negativo® 1:200 1:100 1:50 125 | Treseme
CD24 0,28 - 0,29 0,30 0,37 nao
CDh44 0,15 - 5,91 29,8 56,3 sim
CD326/ESA 0,21 111 30,2 76,1 --- sim
CD133 0,25 --- --- 1,56 2,72 sim
BXPC-3 - células positivas (%)
marcador CTI?L . Dilui¢ao do anticorpo Presente
negativo™  1:200  1:100 1:50 1:25
CD24 0,42 - 2,60 9,21 30,0 sim
CDh44 0,51 --- 4,60 19,7 52,2 sim
CD326/ESA 0,23 6,39 27,1 60,7 - sim
CD133 0,16 - - 1,41 2,50 sim
PANC-1 - células positivas (%)
marcador CTI?L i Dilui¢ao do anticorpo Presente
negativo™  1.200 1:100 1:50 1:25
CD24 0,07 --- 6,18 10,1 25,8 sim
CDh44 0,33 --- 9,72 28,8 63,6 sim
CD326/ESA 0,45 14,8 41,2 54,4 - sim
CD133 0,11 - - - 22,4 sim
Mia PaCa-2 - células positivas (%)
marcador CTBL % ilul¢Zo do anticorpo Presente
negativo 1:200 1:100 1:50 1:25
CD24 0,06 --- 0,072 0,074 0,084 nao
CD44 0,11 --- 3,89 9,51 28,6 sim
CD326/ESA 0,32 0,35 - 0,36 ---- nao
CD133 0,06 --- ---- --- 7,64 sim

*CTRL negativo: células sem marcagdo com anticorpo fluorescente
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Visando nos aproximarmos dos experimentos realizados com os marcadores de
CITs, tumorais extraidas diretamente do tumor em
camundongos, modelo PDX e de metastases (HERMANN et al., 2007; LI, C. et al.,

2007), incluimos uma linhagem derivada de xenotumor pancreatico de paciente,

que envolviam células

denominada aqui como PDX8, que foi gerada e cedida pelo grupo do Prof. Eduardo

Reis (MORAES, 2018). Nessa linhagem, decidimos testar apenas a maior
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concentragao dos anticorpos, uma vez que os resultados com as linhagens anteriores

de PDAC indicavam a necessidade de altas concentracdes.
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Figura 19. A proporgcao de células positivas para os marcadores de CITs CD24, CD44, ESA e
CD133 é variavel em diferentes linhagens pancreéticas. As linhagens celulares indicadas foram ou
ndo submetidas a marcagdo com os anticorpos CD24-FITC, CD44-PE e CD133-PE-Cy7 na diluicao de
1:25 ou CD326-APC na diluicdo 1:50 e analisadas por citometria de fluxo. O espalhamento frontal e
lateral foi utilizado para selecionar células viaveis e individuais (“singlets”) para analise. Os graficos de
histogramas representam o nimero de eventos registrados (“count”) em fungéo do nivel de fluorescéncia
emitida nos canais indicados (FITC, PE, APC ou PE-Cy7) escolhidos de acordo com o anticorpo
utilizado, usando uma escala logaritmica. O limiar para detecgdo de células positivas foi definido
arbitrariamente em cada caso (linhas horizontais separando células positivas de negativas) com base no
histograma obtido para as células ndo marcadas nas mesmas condigbes e a porcentagem de células
positivas esta indicada. Os graficos mostrados sobrepdem os histogramas obtidos com as células
controle ndo marcadas (azul) e os obtidos para as células as marcadas com anticorpo (vermelho).

Diferentemente das outras linhagens, a PDX8 mostrou uma grande porcentagem
de células positivas para todos os marcadores (Fig.19). Quase todas as células se
mostraram positivas para CD133, CD24 e ESA (>97%), gerando agora uma dificuldade
na obtengdo de células negativas para estes marcadores nessa linhagem. Ademais, as

frequéncias observadas divergiram bastante das frequéncias relatadas na literatura,
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tanto de CITs de PDAC quanto de outros tipos tumorais, bem como néo refletiram o
postulado de que as CITs compreendem uma populagdo minoritaria das células

tumorais.

Assim, mediante todas essas intercorréncias observadas experimentalmente nos
experimentos de citometria de fluxo com esses marcadores, optamos por buscar outras
alternativas para investigarmos as CITs pancreaticas e prosseguirmos com a analise

da importancia da IKKp para o fenétipo tronco-tumoral pancreatico.

11.2 Enriquecimento de CITs pancreaticas por cultura de tumoresferas

Dadas as dificuldades em encontrar um marcador de superficie que pudesse
identificar consistentemente CITs nas nossas linhagens pancreaticas, procedemos com
a cultura de tumoresferas, que sabidamente enriquece para CITs pancreaticas
(GAVIRAGHI et al., 2011; SASAKI et al., 2019; YIN et al., 2011) e que ja tinha sido
utilizada e testada em nosso laboratério para estudar CITs pulmonares (RODRIGUES
et al., 2020a; SCALABRINI, 2022; RODRIGUES et al., 2020b).

BxPC-3

100 pm

100 pm 100 pm

Figura 20. Tumoresferas geradas a partir das diferentes linhagens de PDAC. Imagens
representativas de microscopia em campo claro (“brightfield”) em microscopio invertido das culturas de
tumoresferas das linhagens indicadas 14 dias apds o plaqueamento. A barra amarela corresponde a
100uM.
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Para validar o enriguecimento de CITs em tumoresferas de PDAC, nods
realizamos cultura de tumoresferas para cada uma das linhagens de PDAC (Fig. 20) e
avaliamos se havia aumento de expressdo de genes associados a biologia das CITs
nas tumoresferas (Fig. 21). NO0s observamos que, em comparagdo com células
cultivadas de forma aderente tradicional, as tumoresferas de PDAC apresentam um
aumento de na expressao de diversos genes com sabida expressdo enriquecida em
CITs, em especial o ALDH, que se encontra aumentado nas tumoresferas de todas as
linhagens, bem como o CXCR4, que s6 n&o esta aumentado nas tumoresferas da

linhagem AsPC-1, seguido dos genes de pluripoténcia OCT4 e NANOG, que estdo
aumentados nas tumoresferas de 3 das 5 linhagens.
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Figura 21. Tumoresferas de linhagens de PDAC apresentam aumento de expressdo de genes
associados a biologia das CITs. As linhagens indicadas na figura foram plaqueadas para cultura na
forma aderente ou para cultura de tumoresferas e o RNA foi extraido apds 14 dias. A expressdo dos
genes indicados na figura foi avaliada por RT-qPCR (método AACt) usando HBMS como controle
endogeno para normalizagdo. Os graficos de barras representam a média + 1 desvio padréo (SD) de 3
experimentos independentes. A significancia estatistica foi avaliada através do teste Student-t ndo
pareado com correcdo pelo método Bonferroni-Dunn (NS, nao significativo, *p<0,05; **p<0,01,
***p<0,001) comparando o grupo “aderentes” com o grupo “tumoresfera”.
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11.3 A inibigao farmacolégica de IKKp reduz o fenétipo tronco-tumoral em PDAC

Tendo em vista os nossos resultados e os relatos da literatura mostrando que
tumoresferas apresentam enriquecimento de CITs (GAVIRAGHI et al., 2011; SASAKI et
al., 2019; YIN et al., 2011), ndés resolvemos avaliar se a inibicdo farmacologica da IKK
com o inibidor Composto A € capaz impactar a formacao de tumoresferas. O Composto
A é um inibidor ATP-competitivo com alta seletividade para IKKB e que também ja
havia sido utilizado no nosso laboratério em estudos com cancer de pulmao
(BASSERES et al, 2014; RODRIGUES, 2018).

No primeiro momento, testamos a eficiéncia do Composto A na inibicado da
quinase IKKB nas células pancreaticas ainda aderentes, utilizando a concentragao de
5uM do Composto A, a qual ja era utilizada no laboratério para linhagens pulmonares
(BASSERES et al, 2014; RODRIGUES, 2018). Para avaliar a inibicdo de IKKp medimos

o percentual de fosforilagdo do seu substrato IkBa no residuo Ser32 (Fig. 22).

AsPc-1 BxPc3 Panc-1
DMSO M DMSO CA 5uM DMSO CA 5uM
30 15 30 30 15 30 Tempo (min)
“—--—i —— e ——_ |5
0,73 0,64 1,0 060 0,50 1,0 084 067
— N ——— = G— IkBa total
1,0 1,56 1,32 1,0 1,13 1,50 10 0,95 1,20

—— ——— e — — G G = a-Tubulina

Figura 22. O Composto A inibe a atividade de IKKB em células de PDAC. As células de cada
linhagem indicada foram cultivadas na forma aderente e tratadas com 5uM do Composto A (CA) ou com
volume idéntico do veiculo (DMSO) pelos tempos indicados na imagem. Os extratos proteicos foram
coletados e avaliados através de Western Blotting com os anticorpos especificos para as proteinas
indicadas. As bandas proteicas relativas a P-lkBa (ser32) foram normalizadas pelo 1kBa total, este ja
normalizado pelo controle enddgeno (a-tubulina) e a quantificagdo relativa das bandas foi feita em
relagcdo a amostra referéncia em cada caso (DMSO) usando o software ImageJ.

Conforme previsto, observamos uma redugédo de 15-50% (variando de acordo
com a linhagem e o tempo de tratamento) na fragdo de IkBa fosforilada (valores abaixo
das bandas de P-lkBa) nas células tratadas com o inibidor em comparagdo com o
grupo controle tratado com DMSO (veiculo). Além disso, notamos um aumento nos
niveis totais de IkBo (valores abaixo das bandas de IkBa), o que indica uma

estabilizagcdo da proteina decorrente da inibicdo de sua degradagéo proteolitica devido
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a sua nao fosforilagado (Fig. 22). Esses resultados indicam que o Composto A esta

agindo conforme esperado, reduzindo a ativagdo candnica do NF-«xB.

Em seguida, avaliamos se o Composto A & capaz de inibir a formagao de
tumoresferas de PDAC. Para estes ensaios, o inibidor foi adicionado apenas no
momento do plaqueamento das células em placas de baixa adesdo. Ao contrario do
esperado, ndo observamos diferenga significativa para nenhuma das linhagens no
numero de tumoresferas formadas (Fig. 23). Em paralelo, avaliamos a expresséo de
genes associados a biologia das CITs nas tumoresferas formadas na presenga ou
auséncia de Composto A. Os resultados foram bastante heterogéneos entre as
linhagens (Fig. 24). BMI-1 e OCT-4 ndo apresentaram diferenga significativa ou, ao
contrario do esperado, apresentaram expressdo aumentada em algumas linhagens. O
ALDH, CXCR-4 e ABCG2 apresentaram, dependendo da linhagem, expressao
inalterada, significativamente aumentada ou significativamente diminuida. O NANOG
foi o unico gene que apresentou expressao significativamente reduzida pelo Composto
A em 3 das 4 linhagens analisadas.
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Figura 23. O composto A nao afeta significativamente a capacidade de formagado de tumoresferas
de linhagens de PDAC. As células indicadas foram plaqueadas em culturas para formagdo de
tumoresferas, sendo tratadas uma Unica vez no momento do plaqgueamento com 5uM Composto A (CA)
ou volume idéntico do veiculo (DMSO) e o numero de tumoresferas formadas foi contado apds 14 dias
de cultura. Os graficos de barras representam a média £ 1 desvio padrdo (SD) de 3 experimentos
independentes. A significancia estatistica foi avaliada através do teste Student-t (ns, nao significativo).
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Figura 24. O Composto A tem efeito heterogéneo sobre a expressao de genes associados a
biologia das CITs em PDAC. As células indicadas foram plaqueadas em culturas para formacgao de
tumoresferas, sendo tratadas uma Unica vez no momento do plaqgueamento com 5uM Composto A (CA)
ou volume idéntico do veiculo (DMSO) e o RNA foi extraido apds 14 dias de cultura. A expresséo génica
foi analisada por qRT-PCR (método AACt) usando HBMS como controle endégeno para normalizagao.
Os graficos de barras representam a média + 1 desvio padréo (SD) de 3 experimentos independentes. A
significancia estatistica foi avaliada através do teste Student-t ndo pareado com corregao pelo método de
Bonferroni-Dunn (NS, nao significativo, *p<0,05; **p<0,01, ***p<0,001) comparando o grupo CA com o
grupo DMSO.

11.4 Geragao do modelo SORE6-GFP e validagao nas linhagens de PDAC

Como a inibicdo farmacologica da IKKB nao afetou a formagéo de tumoresferas
em linhagens de PDAC e, tendo em vista a conhecida heterogeneidade de CITs
(CABRERA; HOLLINGSWORTH; HURT, 2015; MARJANOVIC; WEINBERG;
CHAFFER, 2013; MOHAN et al., 2021; PISCO; HUANG, 2015), nés levantamos a
possibilidade de que a IKKpB pudesse afetar preferencialmente uma populagao de CITs
que nao é enriquecida pela cultura de tumoresferas, principalmente levando em
consideragdo que a inibicdo de IKKB resultou em uma inibicdo consistente na
expressao de NANOG nas tumoresferas das linhagens investigadas (Fig. 24). Para
investigar esta possibilidade, empregamos uma estratégia alternativa, que consistiu na
geracéo de linhagens reporter para elementos do promotor de NANOG, denominadas
linhagens SOREG (do inglés “Sox2-Oct4 responsive element 6x”), modelo previamente

utilizado na literatura para avaliar CITs em linhagens de outros tipos tumorais, como
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cancer de mama, gastrico e linfoma (MOHAN et al., 2021; PADUA et al., 2020; TANG,
B. et al., 2015).

Mais especificamente, o modelo SORE6 foi desenvolvido pelo grupo de
WAKEFIELD et al. e consiste em um vetor lentiviral contendo o gene repérter da
proteina fluorescente verde (GFP) sob o controle do promotor minimo do
citomegalovirus (MCMV) acrescido do elemento regulatério SOREG6 (Fig. 25). Este
elemento contém 6 codpias concatenadas de um elemento composto de resposta aos
fatores de transcrigdo SOX2 e OCT4 (do inglés “SOX2/0CT4 Response Element’,
SORE) proveniente do promotor do gene NANOG (TANG, B. et al., 2015).. Assim,
nesse modelo, a expressao de GFP depende da presenca e atividade dos fatores de
transcricao de pluripoténcia, SOX2 e/ou OCT4. Promotores baseados em por¢des dos
promotores de SOX2, OCT4 ou NANOG tém sido utilizados no monitoramento da
reprogramacgao para pluripoténcia e estes tém atividade elevada em CITs (HOTTA et
al., 2009; LEVINGS et al, 2009; SCHMIDT; PLATH, 2012). Além disso, essa
construcdo leva a expressdo de uma versao desestabilizada da proteina GFP com
meia vida curta dentro das células devido a presenca de uma sequéncia que a
direciona para degradacdo proteassomal (sequéncia ‘“degron” da ornitina
descaboxilase), garantindo que a expressdo de GFP nao ira perdurar na célula apos a
inativagdo de SOX2 e/ou OCT4 e garantindo que apenas as células que possuem

atividade destes fatores sejam identificadas.

Promotor

r—s Gene Reporter Promotor Selecio
—I—[I]—l— GFP desestabilizado Puro +
SR core® MCMVp PGKp 3'LTR
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Figura 25. Esquema do vetor lentiviral SORE6 com repérter GFP para CITs. O esquema mostra a
regido inserida no genoma celular apds a infecgdo lentiviral, contendo o gene para resisténcia a
puromicina (Puro) sob expressao constitutiva a partir do promotor humano PGK (PGKp) e o gene
reporter GFP desestabilizado sob o controle de expressédo do promotor minimo CMV (mCMVp) acrescido
de 6 repeticdes do elemento responsivo aos fatores de transcricao OCT4 e SOX2, denominado SORE6
(do inglés “Sox2-Oct4 Responsive Element 6x”). A desestabilizagdo do repérter GFP é causada pela
insercdo da sequéncia “degron” da ornitina descarboxilase, que encaminha essa proteina para
degradacéo pelo proteassomo. Adaptado de (TANG, B. et al., 2015).
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Para gerar linhagens pancreaticas com integracdo estavel da construgao
SOREG-GFP, nés primeiramente realizamos a transducdo lentiviral de 4 linhagens
celulares de PDAC (AsPC-1, PANC-1, BXPC-3 e PDX8). Como controle, as mesmas
linhagens foram transduzidas com a construgdo controle (CTRL-GFP), na qual o
elemento SORE6 esta ausente do promotor do gene repérter GFP. Em seguida,
procedemos com a selecdo com o antibiético puromicina para eliminar as células nao
transduzidas. Infelizmente, a linhagem PDX8 nao se mostrou infectavel pelos lentivirus
em repetidas tentativas, sendo que todas as células desta linhagem morreram na etapa
de selegcado com o antibiotico puromicina. Com relagéo as outras 3 linhagens, obtivemos
células estaveis que resistiram a selecdo com puromicina, mas que apresentaram

frequéncias distintas de células GFP-positivas (Fig. 26).

A linhagem BxPC-3 nao apresentou células GFP-positivas, ja que ndo houve
diferenga em relacdo a mesma linhagem portadora do vetor CTRL-GFP. A linhagem
PANC-1 apresentou frequéncia de células GFP-positivas muito baixa (menos de 1% na
comparagado com o controle), sendo a linhagem AsPC-1 a que apresentou a maior
porcentagem de células GFP-positiva (cerca de 5%) (Fig. 26). Como a BxPC-3 nao
apresentou células GFP-positivas e a PANC-1 apresentou uma frequéncia muito baixa,
0 que torna inviavel a analise de experimentos que afetem a frequéncia de CITs e que
dificulta a purificacdo de células GFP-positivas para experimentos subsequentes, nos
optamos por dar seguimento aos estudos apenas com a linhagem AsPC-1-SORES®.

Para validar que as células AsPC-1-SORE6 GFP-positivas sdo enriquecidas em
CITs, noés realizamos purificagao por citometria acoplada a separacao celular ativada
por fluorescéncia das células GFP-positivas e negativas para ensaios subsequentes
(Fig. 27). Nos conseguimos uma boa eficiéncia na separagédo das ceélulas, visto que
nas amostras purificadas (p6s-“sorting”), mais de 94% das células estavam dentro das

respectivas areas de selegao (“gates”) de interesse.
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Figura 26. A proporcao de células GFP positivas nas linhagens de PDAC portadoras da
construcdo SOREG6-GFP é variavel. Cada linhagem foi transduzida com MOI de 1 de lentivirus
contendo o vetor repérter SORE6G-GFP ou CTRL-GFP (sem os elementos SORE6 no promotor)
conforme indicado na figura, seguido da selecdo com 1ug/ml de puromicina por 5 dias. As linhagens
foram analisadas para presenca de células fluorescentes (GFP-positivas) por citometria de fluxo. O
espalhamento frontal e lateral foi utilizado para selecionar células viaveis para andlise. Os graficos de
pontos representam o numero de eventos registrados separados em relagdo ao espalhamento frontal
(eixo y) usando uma escala linear e a intensidade de emissao de fluorescéncia no canal FITC (eixo x,
canal de emissao do GFP) usando uma escala logaritmica. O limiar para detecgao de células GFP-
positivas foi definido arbitrariamente em cada caso (representado por quadrantes) com base no padréao
obtido para as células controle (CTRL-GFP) e a porcentagem de células positivas esta indicada em cada
caso.
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Figura 27. Estratégia empregada para purificagdo (“sorting”) das células AsPC-1-SORE6 GFP-
positivas e negativas, com a validagao pés “sorting”. A citometria de fluxo acoplada a separagéo
celular ativada por fluorescéncia foi utilizada para purificacéo das células GFP-positivas e negativas. As
células selecionadas em cada passo estdo indicadas pelas areas de selecéo (“gates”) em cada grafico
(A) O espalhamento frontal e lateral foi utilizado para selecionar células viaveis para analise. (B) As
células viaveis foram analisadas por espalhamento frontal e altura frontal para excluir células agregadas
e selecionar células unicas. (C) As células unicas foram analisadas para emissao de fluorescéncia nos
canais PE e FITC para selegao de células GFP-positivas e negativas para purificacdo. Esta selecao foi
feita com base no perfil das células CTRL-GFP (sem o SORE6 no promotor, ndo mostrado). (D)
Citometria de fluxo das células GFP-negativas apos a purificagdo. (E) Citometria de fluxo das células

GFP-positivas apés a purificagdo.

Em seguida nés avaliamos, inicialmente, a capacidade de diferenciagdo das
células GFP-positivas. Uma das caracteristicas de CITs é que elas sdo capazes de se
diferenciar em células nao-CITs, enquanto a interconversao de células nao-ClTs para
CITs, embora possivel, € mais rara. Consistentemente, nés observamos que as células
GFP-positivas, ao serem colocadas novamente em cultura, foram capazes de dar
origem a células GFP-negativas, bem como de se autorrenovarem mantendo uma
fracdo GFP-positiva (de cerca de 14%) apds mais de 21 dias de cultura (Fig. 28). Ja as
células GFP-negativas ndo foram capazes de originar células GFP-positivas sob as
mesmas condi¢des de cultivo, o que nesse modelo indicaria que nao foram capazes

adquirir um fenétipo tronco (Fig. 28).
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Figura 28. Células SORE6 com fenétipo tronco (GFP-positivas) ddo origem a células sem fenétipo
tronco (GFP-negativas). As células AsPC-1 SORE6 GFP-positivas e GFP-negativas foram purificadas
por citometria de fluxo acoplada a separagao celular ativada por fluorescéncia (ver Fig. 26) e plaqueadas
em cultura aderente por 21 dias. (A) Imagens de microscopia 21 dias apdés o plaqueamento das
populacdes GFP-positiva e GFP-negativa purificadas. Esquerda) Imagem registrada usando campo claro
(“bright field”); Centro) imagem registrada com filtro para deteccéo da fluorescéncia emitida por GFP;
Direita) Sobreposicao das imagens de campo claro e de fluorescéncia. (B) Apds 21 dias em cultura, as
células oriundas das populagdes GFP-positiva e GFP-negativa foram avaliadas por citometria de fluxo. O
espalhamento frontal e lateral foi utilizado para selecionar células viaveis para analise. Os graficos de
pontos representam o numero de eventos registrados separados em relagdo ao espalhamento frontal
(eixo y) usando uma escala linear e a intensidade de emissao de fluorescéncia no canal FITC (eixo x,
canal de emissao do GFP) usando uma escala logaritmica. O limiar para deteccao de células GFP-
positivas foi definido arbitrariamente (representado por quadrantes) com base no padrao obtido para as
células controle (CTRL-GFP, nao mostrado) e a porcentagem de células positivas esta indicada em cada
caso.
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Condizente com um enriquecimento de CITs, as células GFP-positivas foram
capazes de formar 2,1 vezes mais tumoresferas do que as células GFP-negativas (Fig.
29-A). A observacado das tumoresferas ao microscépio mostrou que as tumoresferas
oriundas das células GFP-positivas, ndo s6 eram maiores que as formadas pelas
células GFP-negativas, mas também apresentavam uma alta proporgdo de células
GFP-positivas. Por outro lado, o fato de que as células GFP-negativas foram também
capazes de formar tumoresferas indica que o enriquecimento para CITs com base no
reporter GFP n&o é absoluto, ou que células ndo-CITs sdo capazes de adquirir 0
fendtipo tronco quando submetidas a cultura de tumoresferas. O fato das tumoresferas
geradas por células GFP-negativas apresentarem algumas células GFP-positivas apoia
esta segunda opcédo (Fig. 29-A). Além disso, consistente com o fendtipo mais
agressivo das ClITs, quando comparadas as células GFP-negativas, as células GFP-
positivas demonstraram maior capacidade migratéria (Fig. 29-B). Finalmente, as
células GFP-positivas mostraram um aumento significativo de expressédo de NANOG e
OCT4 em relagdo as células GFP-negativas, o que, ndo s6 é condizente com a
estratégia usada para selegdo, mas também é condizente com um enriquecimento do
fenétipo tronco nesta populacdo (Fig. 29-C). E interessante que, enquanto as
tumoresferas de AsPC-1 apresentam aumento de ALDH (Fig. 24), as células AsPC-1
SORE6 GFP-positivas apresentam diminuicdo deste marcador de CITs (Fig. 29-C),
indicando a possibilidade de que esta linhagem possua diferentes populagbes celulares

com caracteristicas tronco-tumorais.
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Figura 29. As Células AsPC-1-SORE6 GFP-positivas apresentam aumento de caracteristicas
associadas ao fenétipo tronco-tumoral. As populagdes GFP-positiva e GFP-negativa da linhagem
AsPC-1-SOREG6 foram purificadas por citometria de fluxo conforme descrito na Fig. 27. (A) As células
GFP-positivas e negativas foram plaqueadas separadamente para cultura de tumoresferas e o numero
de tumoresferas formadas foi contado apds 14 dias (esquerda). As tumoresferas formadas foram
avaliadas por sobreposicao de imagens de microscopia de campo claro (“brightfield”) e de fluorescéncia
(direita). (B) As células GFP-positivas e GFP-negativas foram submetidas a ensaio de migragao celular
“transwell” e a area ocupada por células migratérias foi mensurada. Esquerda) Quantificagao da area
migrada. Direita) Imagens representativas. (C) A expressado dos genes indicados nas populagdes GFP-
positiva e GFP-negativa foi analisada por RT-gPCR (método AACt) usando HBMS como controle
enddgeno para normalizagdo. Em todos os casos, os graficos de barras representam a média £ 1 desvio
padrao (SD) de 3 experimentos independentes. A significAncia estatistica foi avaliada através do teste
Student-t ndo pareado com corregdo pelo método de Bonferroni-Dunn (NS, nao significativo, *p<0,05;
**p<0,01, ***p<0,001) comparando o grupo GFP-positivo (GFP pos) com o grupo GFP-negativo (GFP
neg).

11.5 A Inibicao farmacolégica da IKKB no modelo celular SORE6-GFP reduz
transitoriamente a proporcao de células GFP-positivas

Para avaliar se a inibigdo farmacoldgica de IKKpB reduz o fenétipo tronco-tumoral
em um modelo alternativo a cultura de tumoresferas para enriquecimento de CITs, nés,

em um primeiro momento, avaliamos, nas células AsPC-1 SORE6-GFP originais n&o
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purificadas, se a inibicdo de IKKB com o Composto A alteraria o percentual de células
GFP-positivas enriquecidas em CITs. O Composto A reduziu o percentual de células
GFP-positivas, mas esta reducao foi transitoria, ocorrendo apenas no tempo de 24h,
sendo que nao foram observadas diferencgas estatisticas na proporcéao de células GFP-

positivas nos tempos subsequentes (Fig. 30).

Uma possivel explicacdo par este efeito transitorio, € que a inibicdo de IKKB
pode afetar tanto CITs quanto n&o-CITs, mas com cinética diferente. Assim, as CITs
seriam afetadas por esta inibicdo antes das células ndo-ClITs, ocasionando a reducao
da populacdo GFP-positiva observada em 24h. Posteriormente, as células ndao-ClTs
seriam afetadas, reduzindo a populacdo GFP-negativa e causando um aumento na
proporcao de células GFP-positivas, que retorna a proporgao observada na auséncia
de tratamento. Isto é corroborado pelo aparente aumento de células GFP-positivas no
decorrer do tratamento, mesmo que este aumento ndo seja estatisticamente

significativo.
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Figura 30. A inibigao farmacolégica de IKKp em células AsPC-1 SORE6-GFP nao purificadas reduz
transitoriamente a propor¢ao de células GFP-positivas. As células AsPC-1 SOREG6-GFP néo
purificadas foram tratadas com o inibidor farmacolégico da IKKB (Composto A — CA) na concentragéo de
10uM ou volume idéntico do veiculo dimetilsulféxido (DMSO) pelos tempos indicados, sendo trocado o
meio com adi¢ao de inibidor “fresco” a cada 24h. Esquerda) A proporgao de células GFP-positivas foi
analisada por citometria de fluxo. O espalhamento frontal e lateral foi utilizado para selecionar células
viaveis para analise. Os graficos de histogramas representam o nimero de eventos registrados (“count”,
eixo y) usando uma escala linear em fungao da intensidade de emissao de fluorescéncia no canal FITC
(eixo x, canal de emissdo do GFP) usando uma escala logaritmica. O limiar para detecgdo de células
GFP-positivas foi definido arbitrariamente (linhas horizontais separando células positivas de negativas)
com base no padrédo obtido para as células controle (CTRL-GFP, ndo mostrado) e a porcentagem de
células positivas esta indicada em cada caso. Direita) O grafico de barras representa a média + 1 desvio
padrao (SD) de 3 experimentos independentes. A significancia estatistica foi avaliada através do teste
Student-t multiplo (ns, nao significativo, *p<0,05) comparando o grupo CA com o grupo DMSO.

Tendo em vista que a linhagem AsPC-1 SOREG6-GFP original possuia um

percentual baixo de células GFP-positivas de cerca de 4% (Fig. 26), enquanto células
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oriundas do cultivo de células GFP-positivas purificadas possuiam um percentual maior
de cerca de 14% (Fig. 28), nés achamos que esta populagdo mais enriquecida para
células GFP-positivas pudesse mostrar de forma mais confiavel o impacto da inibicdo
de IKKB sobre as CITs. Portanto, nés repetimos o tratamento com o Composto A
usando esta populacdo com maior percentual de células GFP-positivas. Entretanto,
embora o padrdo observado anteriormente de reducéo da proporg¢ao de células GFP-
positivas em 24h seguida de um retorno a proporg¢ao inicial em tempos subsequentes
(Fig. 30) tenha se repetido, ele teve menor amplitude relativa e as diferengas

observadas n&o foram estatisticamente significativas (Fig. 31).
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Figura 31. A inibicdo farmacoldgica de IKKB em células oriundas de cultura de células GFP-
positivas purificadas da linhagem AsPC-1 SORE6-GFP nao afeta significativamente a proporgao
de células GFP-positivas. A populagdo GFP-positiva da linhagem AsPC-1-SORE6-GFP foi purificada
por citometria de fluxo conforme descrito na Fig. 27 e cultivada por 21 dias para diferenciagdo. (A) Apos
21 dias de cultivo, as células foram tratadas com o inibidor farmacoldgico da IKKB (Composto A — CA) na
concentragado de 10uM ou volume idéntico do veiculo dimetilsulféxido (DMSO) pelos tempos indicados,
sendo trocado o meio com adi¢cdo de inibidor “fresco” a cada 24h. Esquerda) A proporgédo de células
GFP-positivas foi analisada por citometria de fluxo. O espalhamento frontal e lateral foi utilizado para
selecionar células viaveis para analise. Os graficos de histogramas representam o numero de eventos
registrados (“count”, eixo y) usando uma escala linear em fungdo da intensidade de emissdo de
fluorescéncia no canal FITC (eixo x, canal de emissdo do GFP) usando uma escala logaritmica. O limiar
para detecgéo de células GFP-positivas foi definido arbitrariamente (linhas horizontais separando células
positivas de negativas) com base no padréo obtido para as células controle (CTRL-GFP, ndo mostrado)
e a porcentagem de células positivas esta indicada em cada caso. Direita) O grafico de barras
representa a média + 1 desvio padrao (SD) de 2 experimentos independentes em ftriplicata técnica. A
significancia estatistica foi avaliada através do teste Student-t multiplo (ns, ndo significativo).

Em conjunto, estes resultados indicam que a inibigdo farmacoldgica de IKKp nao
apresenta seletividade significativa para a populagdo GFP-positiva enriquecida para
CITs e corrobora os resultados obtidos com tumoresferas, indicando que a inibicdo
farmacolégica de IKKB em modelos celulares de PDAC nao parece afetar

significativamente o fenoétipo tronco.
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11.6 Silenciamento génico de IKKp

A inibicdo farmacoldgica da quinase IKKB com o Composto A em células de
PDAC, exceto por causar uma reducdo na expressdo de NANOG, nao afetou
significativamente o fendtipo tronco-tumoral em dois modelos de enriquecimento de
CITs. No entanto, isto ndo descarta o envolvimento da IKKpB neste fendtipo, tendo em
vista que inibidores farmacolégicos podem atuar sobre outros alvos (efeitos “off-
target”), podendo, desta forma, afetar vias independentes que atuem para, por
exemplo, contrabalancgar os efeitos da inibicado de IKKp sobre o fendtipo tronco-tumoral.
Ademais, a inibicdo farmacoldgica afeta a capacidade catalitica da IKKB, mas nao
funcbdes independentes da atividade de quinase, que podem ser importantes para

mediar sua acao sobre CITs.

Portanto, para melhor caracterizar o papel da IKKB sobre o fendtipo tronco-
tumoral, n6s resolvemos usar uma abordagem alternativa para inibicdo da IKKB, mais
especificamente, a inibicdo da sua expressao por abordagens envolvendo interferéncia
de RNA. Uma abordagem utilizada foi gerar células com a expressao induzivel de um
shRNA (do inglés, “short hairpin RNA”) para IKKB a partir do vetor pTRIPz (ver
métodos), que ja se encontrava disponivel no laboratorio. Para isso, procedemos com a
infeccdo lentiviral das células AsPC-1, seguida da selecdo de clones estaveis
resistentes a puromicina. Em seguida, tratamos separadamente cada clone com
doxiciclina para induzir a expressao do shRNA de interesse e avaliar o nivel de inibicao
de expressao da IKK[ atingido em cada clone. Esta analise nos permitiu identificar dois
clones, 1B11 e IB120, que apresentaram reducao de 34% e 79% respectivamente na
expressao proteica de IKKB (Fig. 32). Infelizmente, ndo pudemos usar o clone 1B120
nos ensaios subsequentes de tumoresferas porque este apresentou persistente
contaminagdo por leveduras, mesmo nos estoques, e o tratamento que com

Anfotericina B comprometeu bastante as células deste clone.
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Figura 32. Clones da linhagem AsPC-1 com expressao induzivel por doxiciclina de um shRNA
para IKKP apresentam reducao na expressao proteica de IKKB. Apds a selecdo clonal das células
AsPC-1 transduzidas com vetor lentiviral pTRIPz para expressao induzivel de um shRNA para IKKp
(AsPC-1-shIKKp), os clones foram expandidos separadamente e tratados ou ndo com 1pg/ml de
doxiciclina (Doxi) por 4 dias, seguido do preparo de extratos de proteina total. A expressao de IKKp foi
avaliada por western blotting com os anticorpos indicados. As bandas proteicas relativas a IKKB foram
normalizadas pelo controle endégeno (a-tubulina) e a quantificagdo relativa das bandas foi feita em
relagcdo a amostra referéncia em cada caso (sem Doxi) usando o software ImageJ.

Apos a selecao de clones com inibicdo induzivel por doxiciclina da expresséo de
IKKB, nos avaliarmos como esta inibigdo afeta a capacidade de formagédo de
tumoresferas. Pela razao relatada acima, usamos o clone IB11 nestes experimentos.
Inesperadamente pudemos observar que o indutor doxiciclina € capaz de impactar
significativamente a capacidade destas células de formarem tumoresferas, uma vez
que células AsPC-1 controle expressando um shRNA sem alvos conhecidos (shCTRL)
apresentaram uma reducgédo de mais de 60% no numero de tumoresferas formadas na
presenca de doxiciclina. Entretanto, as células AsPC-1 expressando o shRNA para
IKKB apresentaram uma redugao ainda mais expressiva de 87%. Quando comparamos
as células shCTRL com as células shIKKp na presenca de doxiciclina, observamos que
a inibicdo de IKKp leva a uma reducao de mais de 50% na quantidade de tumoresferas
formadas (Fig. 33-A).
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Figura 33. A inibicdo induzivel da expressao de IKKP por interferéncia de RNA com shRNA em
células AsPC-1 reduz a formagao de tumoresferas. As células oriundas do clone IB11 expressando
induzivelmente um shRNA para IKKB (shIKKB) ou células AsPC-1 expressando induzivelmente um
shRNA controle (shCTRL) foram tratadas com 1ug/ml de doxiciclina (Doxi) por 48h e em seguida
plagueadas em placas anti aderentes para formacdo de tumoresferas. A doxiciclina foi adicionada no
primeiro dia da cultura com reposicao a cada 5 dias e o numero de tumoresferas formadas foi contado
apos 14 dias. (A) Os dois graficos da esquerda representam a porcentagem de tumoresferas formadas
na presenca de indugdo (com Doxi) relativamente ao controle (sem Doxi). O grafico da direita representa
a porcentagem de tumoresferas formadas nas células AsPC-1-shlIKKp relativamente as células AsPC-1-
shCTRL, ambas na presenca de doxiciclina (com Doxi). Em todos os casos, os graficos de barras
representam a média + 1 desvio padrdo (SD) de 3 experimentos independentes. A significAncia
estatistica foi avaliada através do teste Student-t (*p<0,05; **p<0,01; ***p<0,001). (B) Imagens de campo
claro (“brightfield”) representativas das tumoresferas formadas em cada caso.

Para corroborar estes resultados com RNAs de interferéncia distintos para IKKp,
nos transfectamos as células AsPC-1 com uma mistura (“smartpool”) de 5 siRNAs (do
inglés, “small interfering RNAs”) para IKKB. Comparado as células AsPC-1
transfectadas com o siRNA controle, as células transfectadas com os siRNAs para
IKKB apresentaram uma redugao de 82% nos niveis proteicos de IKKB (Fig. 34-A).

Esta reducao foi acompanhada por uma redugdo de 47% no numero de tumoresferas
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formadas (Fig. 34-B), confirmando que a inibicdo da expressao de IKKp interfere nas
propriedades tronco-tumorais das células, reduzindo a proporcao de ClTs capazes de

formar tumoresferas.
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Figura 34. A inibicdo da expressdo de IKKB por interferéncia de RNA com siRNAs em células
AsPC-1 reduz a formagao de tumoresferas. As células AsPC-1 foram transfectadas com 50nM do
smartpool siRNA para IKK (silKKB) ou siRNA controle (siCTRL, sem alvos conhecidos) e, apés 96h, foi
obtido o extrato proteico de parte das células, sendo que a outra parte foi plaqueada para formagao de
tumoresferas. (A) A expressao de IKKp foi avaliada por western blotting com os anticorpos indicados. As
bandas proteicas relativas a IKKB foram normalizadas pelo controle endégeno (a-tubulina) e a
quantificagdo relativa das bandas foi feita em relagdo a amostra referéncia (siCTRL) usando Imaged. (B)
O numero de tumoresferas formadas foi determinado apdés 14 dias de cultura. O grafico representa a
média + 1 desvio padrdo (SD) de 3 experimentos independentes. A significancia estatistica foi avaliada
através do teste Student-t (*p<0,05). (C) Imagens de campo claro (“brightfield”) representativas das
tumoresferas formadas.

11.7 A inibicdo de IKKB reduz a migragdo e invasao celular diminuindo a
transicao epitélio-mesenquimal

Como as ClITs sao consideradas responsaveis pela disseminagcao metastatica
(CELIA-TERRASSA; JOLLY, 2020; STEINBICHLER et al., 2020), e como a IKKp reduz
o fendtipo tronco-tumoral em células tumorais pancreaticas, nos hipotetizamos que a
inibicao de IKKp iria afetar paralelamente outras propriedades malignas relacionadas a
capacidade metastatica. Para testar esta hipétese, nds avaliamos os efeitos da inibicao

da IKKpB sobre a capacidade migratoria e invasiva das células tumorais de PDAC, uma
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vez que a aquisicdo de capacidade migratoria e invasiva € uma caracteristica

importante para a disseminagao metastatica.

Usando os dois modelos anteriores de inibicdo da expressdo de IKKB por
interferéncia de RNA, pudemos observar que a inibicao de de IKKB nas células AsPC-
1, tanto por transfeccédo com uma mistura de siRNAs para IKKp (Fig. 35-A e C), quanto
por indugao da expressao de um shRNA para IKKB por doxiciclina (Fig. 35-B), resultou
em uma expressiva redugado na migragao celular, de 48-95% dependendo do modelo e
clone analisado. Corroborando a importancia de IKKB para a metastase, as redugoes
observadas na migragao celular parecem dependentes do nivel de inibigdo de IKKp,
sendo maior (aproximadamente 80% em relagdo ao siCTRL) no modelo de transfecgéo
com siRNAs, que também apresentou a maior redug¢ao na nos niveis proteicos de IKKp
(reducao de 92%). Além disso, no ensaio de invasao com as células transfectadas com
siRNA (Fig. 35-C), obtivemos uma reducdo de aproximadamente 1/3 na area invadida

por células com knockdown de IKKB em relagéo as células siCTRL.

Levando em consideragao a diminui¢do na capacidade migratoria e invasiva das
células apés a inibicdo da expressao de IKKB, também investigamos a expressao de
genes associados a transig¢ao epitélio-mesenquimal (Fig. 36). Esse processo envolve a
perda das adesdes célula-célula por parte das células epiteliais e a aquisicao de
caracteristicas mesenquimais, que conferem maior motilidade e capacidade invasiva,
importantes para a geragcdo de metastases (HEERBOTH et al., 2015; MITTAL, 2018).
Como resultado principal, pudemos observar que a reducdo de IKKB gerou um
aumento na expressao relativa do marcador epitelial E-caderina concomitantemente a
redugao do marcador mesenquimal N-caderina, indicando assim que IKKB tem papel
importante na aquisicdo de um fendtipo mais mesenquimal pelas células de PDAC e
corroborando o observado na Figura 35, em que a redugado de IKKB diminui a de

migracgéo e invasédo das células AsPC-1.
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Figura 35. A inibigcao de IKKp por interferéncia de RNA reduz a migragao e invasao celular. (A e C)
As células AsPC-1 foram transfectadas com 50nM do smaritpool siRNA para IKKB (silKKB) ou siRNA
controle (siCTRL, sem alvos conhecidos) e, apds 96h, foi obtido o extrato proteico de parte das células,
sendo que a outra parte foi plaqueada para os ensaios de migracao. (B) As células oriundas de 2 clones
expressando induzivelmente um shRNA para IKKB (IB11 e IB120) ou células AsPC-1 expressando
induzivelmente um shRNA controle (C1) foram tratadas com 1ug/ml de doxiciclina (Doxi). Apds por 96h,
foi obtido o extrato proteico de parte das células, sendo que a outra parte foi plaqueada para os ensaios
de migracéo. (A e B, Painel superior) A expressao de IKKp foi avaliada por western blotting com os
anticorpos indicados. As bandas proteicas relativas a IKKB foram normalizadas pelo pelo controle
endogeno (a-tubulina) e a quantificagdo relativa das bandas foi feita em relagcdo a amostra referéncia
(siCTRL em A e C1 em B) usando o software ImageJ. (A a C) As células foram submetidas ao ensaio de
migracdo ou invasao ‘transwell” e, apés 24h e 48h respectivamente, as células que migraram ou
invadiram foram coradas com cristal violeta e quantificadas. (Esquerda em A, B e C) Quantificagao da
area ocupada por células migratérias/invasivas. Os graficos de barras representam a média + 1 desvio
padrao (SD) de 3 experimentos independentes. As analises estatisticas foram realizadas através teste
student-t comparando os grupos siCtrl e silKKB (A e C) ou One-way ANOVA comparando os grupos C1,
IB11 e IB120 (B), onde *** p < 0,001 e **** p < 0,0001. (Direita em A, B e C) Imagens representativas de
3 experimentos independentes.
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Figura 36. A inibicdo de IKKp por interferéncia de RNA afeta a expressado de genes envolvidos na
transicdo epitelial-mesenquimal (EMT). As células AsPC-1 foram transfectadas com 50nM do
smartpool siRNA para IKKB (silKKB) ou siRNA controle (siCTRL, sem alvos conhecidos) e, apos 96h, a
expressao dos genes indicados foi analisada por RT-gPCR (método AACt) usando HBMS como controle
enddgeno para normalizagdo. Em todos os casos, os graficos de barras representam a média £ 1 desvio
padrao (SD). A significancia estatistica foi avaliada através do teste Student-t (*p<0,05, **p<0,01,
***p<0,001 e **** p < 0,0001) comparando os grupos siCtrl e silKKf.

Com relagdo aos demais marcadores mesenquimais, obtivemos resultados
constrastantes para os dois principais fatores de transcricdo que medeiam a transigao
epitélio-mesenquimal, com a reducdo na expressio relativa de Snail e um aumento
mais significativo de Slug, acompanhado de um aumento na expressao relativa de
vimentina, filamento intermediario associado a motilidade celular
(GEORGAKOPOULOS-SOARES et al., 2020; USMAN et al., 2021). Assim, embora as
células com inibicao de IKKpB apresentem redugao da capacidade migratoria e invasiva,
nao podemos afirmar que esta reducao se deva a uma inibicdo da transicdo epitelial-
mesenquimal (EMT), ja que nem todos os marcadores de EMT analisados apresentam

uma alteragao de expressao coerente com a inibicdo do fendtipo mesenquimal.

Tendo em vista que a inibicdo farmacolégica de IKKB com o Composto A nao
afetou o fendtipo tronco-tumoral, enquanto a inibicdo da sua expressao por
interferéncia de RNA reduziu este fendtipo, ndés nos perguntamos se a inibigdo da
migracao celular também seguiria 0 mesmo padrdo. A estratégia inicial era usar o
Composto A nestes ensaios, mas ao descongelarmos e testarmos uma nova aliquota
deste inibidor, verificamos que o mesmo n&o inibiu a atividade de IKKB, medida através
da fosforilagdo da subunidade p65 do NF-«xB (Fig. 36). Neste momento resolvemos

adquirir um inibidor diferente da IKKp, o TPCA-1, pois o uso de um inibidor diferente
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nos permitiria determinar se a redugdo na migragdo observada com inibicdo da

expressao de IKKp € dependente ou ndo da atividade quinase desta proteina.
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Figura 37. Uma nova aliquota do Composto A nao inibe a fosforilagdo de alvos da IKKB. As células
AsPC-1 foram tratadas com o inibidor farmacoldgico da IKKB (Composto A) nas concentragdes indicadas
ou volume idéntico do veiculo dimetilsulféxido (DMSQ) por 30min, seguido da preparacdo de extratos
proteicos. A inibicdo da atividade de IKKp foi avaliada por western blotting com os anticorpos indicados.
As bandas proteicas relativas a Fosfo-p65 foram normalizadas pelo p65 total, este ja normalizado pelo
controle enddgeno (a-tubulina) e a quantificacédo relativa das bandas foi feita em relagdo a amostra
referéncia (DMSQ) usando o software ImageJ.

Primeiro, testamos a atividade do inibidor TPCA-1 e determinamos que o0 mesmo
na concentracdo de 8uM inibiu efetivamente a fosforilagcido de p65 no residuo 536, que
é alvo da IKKp (Fig. 38-A). Interessantemente, o TPCA-1 parece ser um inibidor mais
efetivo da IKKB do que o Composto A, promovendo uma redugdo maior e mais
duradoura da fosforilagdo do substrato p65 (62% em 24h) do que a redug¢ao observada
na fosforilacdo do substrato IkBa pelo composto A (45% em 30 minutos) (Figs. 38 e
22, respectivamente). Além disso, o TPCA-1 reduziu em cerca de 39% a capacidade
migratéria (equivalente a reducdo de 11.67% na area ocupada) das células AsPC-1
(Fig. 38-B), indicando que a atividade de quinase da IKKp participa do seu mecanismo

pré-migratério.
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Figura 38. A inibicdo farmacolégica de IKK com TPCA-1 reduz a migracao celular. As células
AsPC-1 foram tratadas com o inibidor farmacoldgico da IKKB (TPCA-1) na concentracédo de 8uM ou
volume idéntico do veiculo dimetilsulféxido (DMSO). (A) Extratos proteicos foram preparados nos tempos
indicados e a inibicao da atividade de IKKp foi avaliada por western blotting com os anticorpos indicados.
As bandas proteicas relativas a Fosfo-p65 foram normalizadas pelo p65 total, este ja normalizado pelo
controle enddgeno (o-tubulina) e a quantificacdo relativa das bandas foi feita em relagdo a amostra
referéncia (DMSO) usando o software Imaged. As imagens mostradas sido representativas de 2
experimentos independentes. (B) As células foram submetidas ao ensaio de migragao “transwell” apos
24h de tratamento com o inibidor TPCA-1 e as células que migraram foram coradas com cristal violeta e
quantificadas. Esquerda) Quantificacdo da area ocupada por células migratérias. O grafico de barras
representa a média + 1 desvio padrao (SD) de 3 experimentos independentes. As analises estatisticas
foram realizadas através teste student-t (**p<0,01) comparando os grupos DMSO e TPCA-1. Direita)
Imagens representativas de 3 experimentos independentes.

Quando avaliados em conjunto, os resultados deste capitulo indicam que a
quinase IKKB promove o fendtipo tronco-tumoral e migratorio/invasivo em PDAC e
sugerem a inibicao efetiva desta quinase como uma abordagem adjuvante promissora

para a terapia de PDAC, podendo diminuir a proporgdo de CITs migratorias e

impactando, desta forma, a disseminagcao metastatica e a sobrevida dos pacientes.
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12. DISCUSSAO

O adenocarcinoma ductal pancreatico (PDAC), que representa mais de 90% dos
tumores de pancreas, ainda € uma doenca extremamente letal, com uma sobrevida
média de 6 meses e uma sobrevida global de 5 anos de menos de 10% (NEVALA-
PLAGEMANN; HIDALGO; GARRIDO-LAGUNA, 2020; PARK; CHAWLA; O’REILLY,
2021). Uma razéo importante para explicar a letalidade do PDAC é o comportamento
agressivo da doencga, sendo frequente a disseminagao metastatica, responsavel por
90% das mortes devido ao cancer e que tem, consequentemente, uma relagao direta
com um pior prognostico (CHAFFER; WEINBERG, 2011). Interessantemente, através
de modelagem matematica de dados radiologicos e patologicos, foi possivel determinar
que os pacientes portadores de PDAC ja possuem células com capacidade metastatica
no momento do diagndstico, mesmo quando o tumor primario ainda apresenta um
pequeno volume (HAENO et al, 2012). Além disso, um estudo com animais
geneticamente modificados cujas células tumorais expressavam um marcador
fluorescente mostrou que as células tumorais entram na corrente circulatéria antes
mesmo do aparecimento de tumores histologicamente detectaveis (RHIM et al., 2012),
corroborando a nogédo de que a disseminagdo metastatica seja um evento precoce na

evolucédo do PDAC.

As alteracbes moleculares e funcionais que conferem a capacidade de uma
subpopulacdo das células presentes na massa tumoral de invadirem a circulagao e
migrarem para sitios distantes, estdo associadas a alteragbes no programa de
expressao génica que resultam na aquisicdo e manutencdo de um fendtipo tronco-
tumoral pelas células iniciadoras de tumor (CITs) (PATTABIRAMAN; WEINBERG,
2014). Apesar da descoberta das CITs pancreaticas ter ocorrido em 2007, ainda nao
existe um consenso na literatura quanto a quais marcadores de superficie ou conjunto
desses sao mais eficientes ou ideais para o isolamento/deteccdo dessa subpopulacéo
tumoral. Os dois primeiros grupos que detectaram essas células em PDAC, utilizaram
dois modelos diferentes com analise de CITs oriundas diretamente de tumores
propagados em camundongos, chegando a marcadores distintos: CD133+ (HERMANN
et al., 2007) e CD24+/CD44+/ESA+ (LI, C. et al., 2007).

No entanto, outros relatos na literatura questionam a eficiéncia desses

marcadores quando explorados em linhagens de PDAC propagadas in vitro. Por
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exemplo, o estudo de JAISWAL et al. (2012) utilizou duas linhagens de PDAC em
ensaios de inoculacido subcutanea de 100 células com diferentes combinag¢des para os
marcadores CD24/CD44/ESA/SP, em camundongos atimicos (Balb/c nude). Eles
encontraram a combinagdo CD24-/CD44-/ESA+/SP como a mais tumorigénica, sendo
SP (Side population) células capazes de fazer o efluxo do corante fluorescente Hoechst
33342, resultando em um numero total de tumores/inoculagbes de 31/62 (50%),
superior quando comparado com a combinacdo CD24+/CD44+/ESA+, que apresentou
23/76 (30%).

Ainda no estudo de JAISWAL et al. (2012), o grupo avaliou a porcentagem de
células positivas para os marcadores CD24/CD44/ESA/CD133 individualmente em
cinco linhagens de tumores pancreaticos, sendo duas delas também avaliadas por nos
(PANC-1 e BxPC-3). Assim como em nossos resultados, foi constatada uma grande
variabilidade na expressdao desses marcadores entre as diferentes linhagens.
Entretanto, ao compararmos nossos resultados de porcentagem de células positivas
para esses marcadores nas linhagens PANC-1 e BxPC-3, encontramos diferengas
significativas. Por exemplo, enquanto quase todas as células (>90%) foram positivas
para CD44 e ESA no estudo de JAISWAL et al., n6s identificamos apenas 52-64% e
54-61%, respectivamente. Além disso, eles ndo detectaram células CD133+ nessas
duas linhagens, enquanto ndés encontramos 22,5% (PANC-1) e 2,5% (BxPC-3).
Alternativamente, outro estudo realizado por KURE et al. (2012) também avaliou os
mesmos marcadores em linhagens de tumores pancreaticos, incluindo PANC-1 e Mia
PaCa-2. Eles também chegaram a porcentagens de células positivas bastante
diferentes das nossas em ambas as linhagens, principalmente em relagdo ao marcador
ESA.

Essas divergéncias nos levam a acreditar que a expressao desses marcadores
nao é muito estavel e pode ser influenciada por mecanismos ainda nao totalmente
compreendidos, como possiveis variagbes nas condigdes de cultivo, grau de
confluéncia celular, numero de passagens, entre outros fatores que ao nosso
entendimento dificultam a sua utilizagdo na identificagdo de CITs em linhagens
pancreaticas propagadas in vitro por muito tempo, tendo em vista que a linhagem
PDX8, que possivelmente por ter menor tempo de cultivo, apresentou percentuais bem
mais altos para todos os marcadores testados (Fig. 19). Além disso, embora estes

marcadores de superficie ja tenham sido utilizados para identificar populagbes



96

celulares enriquecidas em CITs em PDAC e outros tumores (ATASHZAR et al., 2020;
EUN; HAM; KIM, 2017; LI, X. et al., 2015; WALCHER et al., 2020), eles ndo estédo
consistentemente expressos em CITs de todos os tumores estudados, o que indica que
subpopulacdes celulares com propriedades tronco-tumorais também podem ser
heterogéneas quanto a expressao destes marcadores, o que parece ser o caso em
PDAC. Isto € corroborado pelo fato de que outros marcadores vém sendo reportados
para CITs pancreaticas, como DLCK1, nestina, ALDH1, ABCG2 e CXCR4 (GZIL et al.,
2019). Esta heterogeneidade impediu a identificagdo de um ou alguns marcadores de
superficie universais a serem utilizados para identificar CITs pancreaticas no nosso

estudo e nos fez recorrer a estratégias alternativas para separar as CITs pancreaticas.

Uma das estratégias que resolvemos perseguir para identificar CITs
pancreaticas envolveram uma abordagem funcional através da cultura de tumoresferas
que sabidamente enriquece para células com propriedades tronco-tumorais
(HERREROS-POMARES et al., 2019; LEE et al., 2016; MA et al., 2019). Porém, como
0 enriquecimento obtido com esta estratégia ndo é muito alto, resolvemos também
identificar células com uma alta atividade de fatores de transcricdo que promovem
pluripoténcia. Neste sentido, os fatores de transcricado OCT4 e SOX2 sdo apontados
como funcionalmente atrelados as CITs, advindo do seu bem estabelecido papel na
manutengao de pluripoténcia das células tronco normais e sua utilizagado na geragao de
células tronco pluripotentes induzidas (iPSCs, do inglés ‘“induced pluripotente stem
cells”) em conjunto aos demais fatores de Yamanaka (KLF-4 e c-MYC) (FATMA;
SIDDIQUE, 2021; GZIL et al., 2019; MOHAN et al., 2021).

Comparado com outros genes de pluripoténcia, diferentes estudos tem
demonstrado que OCT4 tem expressao universal em CITs de diversos tipos de cancer,
como mama, hepatico, prdstata, melanoma, osteossarcoma, ovario, pulmao e
pancreatico (WEN et al., 2010; WU et al., 2015; ZEINEDDINE et al., 2014; ZHANG, Q.
et al., 2020), promovendo a capacidade de autorrenovagdo, aumento na resisténcia a
quimioterapicos e maior fendtipo invasivo das células tumorais (BLISS et al., 2016;
PATEL et al., 2012; WU et al., 2015). Similarmente, SOX2 também mostra expressao
aumentada em diversos tipos de tumores (AL MAMUN et al., 2020), incluindo o
pancreatico (HERREROS-VILLANUEVA, M. et al., 2013), promovendo proliferacéo

celular, quimiorresisténcia, sobrevivéncia celular e a transicdo epitélio-mesenquimal,
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favorecendo, desta forma, o fendtipo metastatico (AL MAMUN et al.,, 2020;
HERREROS-VILLANUEVA, M. et al., 2013).

Reforcando ainda mais a importancia desses marcadores de pluripoténcia no
fendtipo tronco tumoral, CITs de linhagens de cancer de mama obtidas por diferentes
modelos, incluindo cultura de tumoresfera, tiveram seus perfis de expressao analisados
por RT-qPCR de células unicas, gerando a estratificagdo das CITs em trés subgrupos:
CITs quiescentes, progenitoras e progenitoras-like (AKRAP et al., 2016; MOHAN et al.,
2021). Todas elas apresentaram a expressao dos genes de pluripoténcia OCT4, SOX2
e NANOG, sendo a maior expressdo nas ClTs quiescentes e decrescendo conforme
diferenciam-se nas progenitoras e depois em progenitoras-like, sendo que o0s
marcadores de superficie associados a CITs, como CD44, tem o padrdo inverso,
passando a ser expressos em quantidade crescente na medida em que as CITs se
diferenciam e aumentam sua capacidade proliferativa (AKRAP et al., 2016; MOHAN et
al., 2021).

Por se tratarem de fatores de transcricdo, diferentes sistemas de expressao de
genes reporteres contendo na regido promotora motivos de ligagdo para esses fatores
foram desenvolvidos visando a investigagao, rastreio e purificacdo de CITs (ADACHI et
al., 2018; GERRARD et al., 2005; IGLESIAS et al., 2014; TANG, B. et al., 2015). Dentre
esses sistemas, optamos pelo SORE6-GFP capaz de avaliar a atividade transcricional
de ambos, principalmente do SOX2 em complexo com OCT4, validado na identificacéo
de CITs com maior potencial tumorigénico, metastatico e quimiorresistente em cancer
de mama (TANG, B. et al., 2015), prostata (VADDI et al., 2019) e gastrico (PADUA et
al., 2020). Modificando o sistema SOREG6 para expressdo do gene suicida da TK
(timidina quinase) ao invés da GFP, VADDI et al. (2019) ainda foram capazes de
mostrar em experimentos in vivo, com linhagens celulares de cancer de prostata, a
importancia de células com atividade transcricional de SOX2/OCT4 nao s6 no inicio da
tumorigénese, mas também na progressdo de tumores ja formados e na
quimiorresisténcia dos mesmos, uma vez que a eliminagao das células SOREG-TK+
pelo tratamento com ganciclovir levou a um bloqueio no desenvolvimento dos tumores
em animais xenotransplantados e a um aumento na eficacia no tratamento com

Docetaxel.
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Para o cancer de pancreas, o unico relato na literatura com o sistema SOREG-
GFP é o trabalho de SMIGIEL et al. (2017), que utilizou esse modelo apenas para
mostrar um aumento de células GFP-positivas (CITs) numa linhagem de PDAC apds o
tratamento com oncostatina M, ndo avaliando funcionalmente ou diferencialmente as
células positivas e negativas. Neste trabalho, apesar de ainda ndo termos realizado
validacédo in vivo do potencial tumorigénico das com células tumorais pancreaticas
SOREG-GFP-positvas (ensaio padrdao ouro para CITs), nossos resultados in vitro
mostram-se promissores na identificacido e isolamento de CITs, visto que as células
GFP-positivas foram capazes de formar maior numero de tumoresferas e mostraram
maior capacidade migratoria em comparagao as negativas. O uso das células SOREG-
GFP também possibilitou contornarmos a utilizagdo de grandes quantidades de
anticorpos para os marcadores de superficie e assim levarmos para a separagao
celular um maior numero de células totais, visto que CITs compreendem uma

subpopulagédo minoritaria.

Uma ampla gama de papéis € atribuida as ClITs, incluindo a formac¢&o do tumor,
recorréncia tumoral, invasdo e formacdo de metastases em diversos tipos de cancer
humanos (ATASHZAR et al., 2020; KUSOGLU; BIRAY AVCI, 2019). Dentre as varias
vias imbricadas com essas propriedades, a via do NF-xB se destaca como uma das
mais intensamente investigadas (KALTSCHMIDT, C. et al., 2019; RINKENBAUGH,;
BALDWIN, 2016). O NF-xB possui diversos genes alvos envolvidos em diversas
fungdes, incluindo genes que promovem a transicao epitelial-mesenquimal (EMT), que
tem um papel proeminente na regulagdo das células iniciadoras de tumores
(KALTSCHMIDT, C. et al., 2019; MIN et al., 2008). Nesse contexto, o NF-kB tem papel
chave no controle da transcricdo de genes como SNAIL, SLUG, ZEB1, ZEB2 e Twist,
que reprimem o fendtipo epitelial e promovem fendtipo mesenquimal, estando
diretamente ligados a invasao e a agressividade do cancer, além de correlacionarem-
se com menor sobrevida dos pacientes (KALTSCHMIDT, C. et al., 2019; MIN et al.,
2008). Como a principal via para a ativagdo do NF-kB (via candnica) depende da
quinase IKKB (BASSERES, D S; BALDWIN, 2006), nés hipotetizamos que a IKKp seria
importante para as caracteristicas tronco-tumorais e metastaticas em PDAC. De fato, a
propria IKK ja foi implicada na plasticidade celular de diferentes canceres (GOKTUNA;
DIAMANTI; CHAU, 2018), promovendo o fendétipo tronco-tumoral e metastatico, por

meio da transicao epitélio-mesenquimal (EMT), em tumores, como mama (CHEN, C. et
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al., 2015; LIU, MANRAN et al, 2010; MAGLIOZZI et al., 2013), colorretal
(SCHWITALLA; FINGERLE; et al., 2013; SCHWITALLA; ZIEGLER; et al., 2013) e
pulmao (RODRIGUES et al., 2020).

Condizente com a nossa hipotese, os nossos resultados mostraram que a
quinase IKKp regula propriedades associadas ao processo metastatico em PDAC, visto
que sua inibicado por RNA de interferéncia ou farmacolégica reduziram
significativamente a capacidade migratéria e invasiva destas células. Apesar da
participacéo da IKKB na metastase de PDAC ainda ser pouco explorada na literatura,
em linhagens de cancer de mama sua relevancia no processo metastatico ja foi
demonstrada por meio de experimentos independentes em camundongos, com
inoculagao ortotépica das células tumorais e nos quais a administracdo oral de dois
inibidores distintos desta quinase (BI-5700 e IMD-0354) resultaram em expressivas
reducdes de metastases pulmonares (CHEN, C. et al., 2015; HUBER et al., 2010).
Complementarmente, a IKKB mostra-se importante na EMT de células tumorais de
mama, nas quais a superexpressao de IKKP gera a redugao de E-caderina (marcador
epitelial), aumento de Vimentina (marcador mesenquimal) e alteragdo morfoldgica
mesenquimal (fusiforme) em ensaios in vitro, mesmo na auséncia de indugao por TGF-
B, sendo o efeito aumentado na presenca desse indutor de EMT (HUBER et al., 2004),
assim como a inibi¢ao farmacolégica de IKKp € capaz de inibir/atenuar a EMT in vitro e
in vivo, observando-se em ambos o0 aumento de marcacgao para E-caderina e reducao
de fibronectina (outro marcador mesenquimal) em comparagdo aos controles n&o
tratados (HUBER et al., 2010). Similarmente, nds observamos que o silenciamento da
expresséo da IKKp por interferéncia de RNA em PDAC, também causou um aumento
na expressidao do marcador epitelial E-caderina e uma reducdo na expressao dos
marcadores mesenquimais Snail e N-caderina, enfatizando a importédncia da via
IKKB/NF-kB no EMT e fendtipo invasivo. Entretanto, nestas mesmas analises
observamos um aumento na expressdo de Vimentina e Slug, que também s&o
marcadores mesenquimais, indicando a possibilidade de que a IKKB possa ter um
efeito parcial sobre a EMT em PDAC, talvez iniciando o processo, sendo necessario

outros fatores para que a transicao se complete.

Além dos efeitos sobre o fenotipo migratério e EMT, observamos também que a

inibicdo de IKKB por interferéncia de RNA afetou propriedades funcionais de CITs,
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levando a diminuicdo na formacido de tumoresferas in vitro, caracteristica que esta
correlacionada com a capacidade tumorigénica (WEISWALD; BELLET; DANGLES-
MARIE, 2015). Interessantemente, CHEN et al. (2015) mostraram que a inibicdo
farmacoldgica de IKKB com IMD-0354, além de diminuir a capacidade metastatica de
células tumorais de mama, também reduziu a capacidade de formagdo de
tumoresferas, de células positivas para o marcador ALDH e da expressao dos genes
de células tronco SOX2, OCT4 e NANOG. Comparativamente, nosso grupo mostrou
resultados semelhantes em linhagens de adenocarcinoma pulmonar com a inibicdo de
IKKB, por siRNA e farmacoldégica (Composto A), também resultando na redugédo de
formacdo de tumoresferas e na expressdao dos mesmos genes de células tronco
(RODRIGUES et al., 2020). Apesar das observacdes desses estudos anteriores, ndo
observamos o0 mesmo efeito com a inibicdo farmacoldgica de IKKB (Composto A) nas
linhagens de PDAC, a qual n&o gerou alteragdes no numero de tumoresferas formadas
e nem mesmo alterou o percentual de células GFP positivas no modelo SORE6-GFP

com a célula AsPC-1.

Ja quanto as discrepancias observadas entre o silenciamento da expressao da
IKKB por interferéncia de RNA (mais efetivo) e a sua inibigcdo farmacoldgica nos nosso
resultados, ndo encontramos dados na literatura que corroborem ou possam explicar,
mas, ao nosso ver, estas discrepancias podem ser explicadas por duas hipoteses
possiveis e ndo excludentes: 1) Os inibidores utilizados, apesar de seletivos para IKKp,
sao do tipo ATP-competivos, permitindo ainda atividades residuais da quinase ao longo
dos ensaios, visto que ainda detectamos fosfo-P65 no tratamento com TPCA-1 e fosfo-
IkBa nas amostras tratadas com o Composto A; 2) A inibicdo farmacolégica de IKKf
nao deve comprometer formacdo do complexo IKK, o qual apesar de funcionalmente
comprometido pela inibicdo da sua principal unidade catalitica (IKK) ainda seria capaz
de desempenhar parcialmente suas agdes por meio da atividade catalitica da IKKa, o
que pode nao acontecer no knockdown de IKK(, sem o qual ndo haveria a estruturagéo
do complexo IKK. Neste sentido, ndo podemos excluir a possibilidade de que o efeito
da IKKB sobre as propriedades tronco-tumorais possa ser independente da sua
atividade de quinase, levantando a possibilidade de que novas estratégias, além da
inibicdo farmacologica da atividade de quinase, tenham que ser desenvolvidas ao se

explorar a IKKB como alvo terapéutico anti-metastatico.
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13. CONCLUSOES

1. O modelo SORE6-GFP é um modelo promissor para seleg¢ao/identificacao de
CITs pancreaticas, ja que as células GFP-positivas apresentam expressao
aumentada dos fatores de pluripoténcia OCT4 e NANOG e possuem uma maior
capacidade de formar tumoresferas e maior capacidade migratéria em relagao
as células GFP-negativas;

2. Embora a inibicdo farmacolégica de IKKB tenha afetado a expressdo de
NANOG, ela foi ineficaz de interferir no fendtipo das CITs, sem alterar a
formacédo de tumoresferas ou alterando transitoriamente a populacdo SOREG6-
GFP-positiva, indicando uma baixa seletividade pelas CITs.

3. Por outro lado, a inibicdo da expressdo de IKKB por interferéncia de RNA
reduziu significativamente a formagao de tumoresferas, corroborando a
importancia da IKKB para a biologia das CITs pancreaticas, mesmo que
independentemente da sua atividade de quinase.

4. Tanto a inibicdo farmacolégica com TPCA-1, quanto a inibicdo da expresséo de
IKKB por interferéncia de RNA foram capazes de reduzir a capacidade
migratoria de células de PDAC, sendo que a inibicdo por interferéncia de RNA
reduziu também a capacidade invasiva. Estas alteragcdes funcionais foram
acompanhadas por alteragdes de expressao génica sugestivas de uma
diminui¢do no programa de transigao epitelial-mesenquimal.

5. Em conjunto estes resultados apoiam a nossa hipdtese de que a IKKB promove
o fendtipo tronco-tumoral e metastatico e sugere que esta quinase seja um bom
alvo terapéutico anti-metastatico a ser explorado em PDAC através de
estratégias que, n&do soO inibam a atividade catalitica desta quinase, mas

também que reduzam a sua abundancia celular.
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Anexo 1 — Sequéncia completa do 3’'UTR de PTEN humana com os insertos
clonados

LEGENDA:
Sitios dectados para: miR-494-3p miR-221-3p miR-19b-3p miR-21-5p
miR-29a/b-3p Primers da clonagem Insertos clonados

Sequéncia completa do 3’'UTR de PTEN humana (~6.4 kb)

ATTTTTTTTTATCAAGAGGGATAAAACACCATGAAAATAAACTTGAATAAACTGAAAATGGACCTTTTTTTT
TTTAATGGCAATAGGACATTGTGTCAGATTACCAGTTATAGGAACAATTCTCTTTICCTGACCAATCTTGT
TTTACCCTATACATCCACAGGGTTTTGACACTTGTTGTCCAGTTGAAAAAAGGTTGTIGTAGCTGTGTCAT
GTATATACCTTTTTGTGTCAAAAGGACATTTAAAATTCAATTAGGATTAATAAAGATGGCACTTTCCCGTT
TTATTCCAGTTTTATAAAAAGTGGAGACAGACTGATGTGTATACGTAGGAATTTTTTCCTTTTGTGTTCTG
TCACCAACTGAAGTGGCTAAAGAGCTTTGTGATATACTGGTTCACATCCTACCCCTTTGCACTTGTGGCA
ACAGATAAGTTTGCAGTTGGCTAAGAGAGGTTTCCGAAGGGTTTTGCTACATTCTAATGCA
AATGCTCAGAAAGGAAATAATTTTATGCTGGACTCTGGACCATATACCATCT
CCAGCTATTTACACACACCTTTCTTTAGCATGCTACAGTTATTAATCTGGACATTCGAGGAATTGGCCGC
TGTCACTGCTTGTTGTTTGCGCATTTTTTTTTAAAGCATATTGGTGCTAGAAAAGGCAGCTAAAGGAAGT
GAATCTGTATTGGGGTACAGGAATGAACCTTCTGCAACAT ATATAAA
AATAATGTCATAGGTAAGAAACACAGCAACAATGACTTAACCATATAAATGTGGAGGCTATCAACAAAG
AATGGGCTTGAAACATTATAAAAATTGACAATGATTTATTAAATATGTTTTCTCAATTGTAACGACTTCTCC
ATCTCCTGTGTAATCAAGGCCAGTGCTAAAATTCAGATGCTGTTAGTACCTACATCAGTCAACAACTTAC
ACTTATTTTACTAGTTTTCAATCATAATACCTGCTGTGGATGCTTCATGTGCTGCCTGCAAGCTTCTTTTT
TCTCATTAAATATAAAATATTTTGTAATGCTGCACAGAAATTTTCAATTTGAGATTCTACAGTAAGCGTTTT
TTTTCTTTGAAGATTTATGATGCACTTATTCAATAGCTGTCAGCCGTTCCACCCTTTTGACCTTACACATT
CTATTACAATGAATTTTGCAGTITTGCACATTTTTTAAATGTCATTAACTGTTAGGGAATTTTACTTGAATA
CTGAATACATATAATGTTTATATTAAAAAGGACATTTGTGTTAAAAAGGAAATTAGAGTTGCAGTAAACTT
TCAATGCTGCACACAAAAAAAAGACATTTGATTTTTCAGTAGAAATTGTCCTACATGTGCTTTATTGATTT
GCTATTGAAAGAATAGGGTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTTAAATGTGCAGTGTTGAATCATTTCTT
CATAGTGCTCCCCCGAGTTGGGACTAGGGCTTCAATTTCACTTCTTAAAAAAAATCATCATATATTTGATA
TGCCCAGACTGCATACGATTTTAAGCGGAGTACAACTACTATTGTAAAGCTAATGTGAAGATATTATTAA
AAAGGTTTTTTTTTCCAGAAATTTGGTGTCTTCAAATTATACCTTCACCTTGACATTTGAATATCCAGCCAT
TTTGTTTCTTAATGGTATAAAATTCCATTTTCAATAACTTATTGGTGCTGAAATTGTTCACTAGCTGTGGT
CTGACCTAGTTAATTTACAAATACAGATTGAATAGGACCTACTAGAGCAGCATTTATAGAGHTFGATGGC
AAATAGATTAGGCAGAACTTCATCTAAAATATTCTTAGTAAATAATGTTGACACGHFFCCATACCTTGTC
AGTFTCATTCAACAATT T FAAATTTTAACAAAGCTCTTAGGATTTACACATTTATATTTAAACATTGATAT
ATAGAGTATTGATTGATTGCTCATAAGTTAAATTGGTAAAGTTAGAGACAACTATTCTAACACCTCACCAT
TGAAATTTATATGCCACCTTGTCTTTCATAAAAGCTGAAAATTGTTACCTAAAATGAAAATCAACTTCATGT
TTTGAAGATAGTTATAAATATTGTTCTTTGTTACAATTTCGGGCACCGCATATTAAAACGTAACTTTATTG
TTCCAATATGTAACATGGAGGGCCAGGTCATAAATAATGACATTATAATGGGCTITTGCACTGTTATTAT
TTTTCCTTTGGAATGTGAAGGTCTGAATGAGGGTTTTGATTTTGAATGTTTCAATGTTTTTGAGAAGCCTT
GCTTACATTTTATGGTGTAGTCATTGGAAATGGAAAAATGGCATTATATATATTATATATATAAATATATAT
TATACATACTCTCCTTACTTTATTTCAGTTACCATCCCCATAGAATTTGACAAGAATTGCTATGACTGAAA
GGTTTTCGAGTCCTAATTAAAACTTTATTTATGGCAGTATTCATAATTAGCCTGAAATGCATTCTGTAGGT
AATCTCTGAGTTTCTGGAATATTTTCTTAGACTTTTTGGATGTGCAGCAGCTTACATGTCTGAAGTTACTT
GAAGGCATCACTTTTAAGAAAGCTTACAGTTGGGCCCTGTACCATCCCAAGTCCTTTGTAGCTCCTCTTG
AACATGTTTGCCATACTTTTAAAAGGGTAGTTGAATAAATAGCATCACCATTCTTTGCTGTGGCACAGGT
TATAAACTTAAGTGGAGTTTACCGGCAGCATCAAATGTTTCAGCTTTAAAAAATAAAAGTAGGGTACAAG
TTTAATGTTTAGTTCTAGAAATTTTGTGCAATATGTTCATAACGATGGCTGTGGTTGCCACAAAGTGCCT
CGTTTACCTTTAAATACTGTTAATGTGTCATGCATGCAGATGGAAGGGGTGGAACTGTGCACTAAAGTG
GGGGCTTTAACTGTAGTATTTGGCAGAGTTGCCTTCTACCTGCCAGTTCAAAAGTTCAACCTGTTTTCAT
ATAGAATATATATACTAAAAAATTTCAGTCTGTTAAACAGCCTTACTCTGATTCAGCCTCTTCAGATACTC
TTGTGCTGTGCAGCAGTGGCTCTGTGTGTAAATGCTATGCACTGAGGATACACAAAAATACCAATATGAT
GTGTACAGGATAATGCCTCATCCCAATCAGATGTCCATTTGTTATTGTGTTTGTTAACAACCCTTTATCTC
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TTAGTGTTATAAACTCCACTTAAAACTGATTAAAGTCTCATTCTTGTCATTGTGTGGGTGTTTTATTAAATG
AGAGTTTATAATTCAAATTGCTTAAGTCCATTGAAGTTTTAATTAATGGGCAGCCAAATGTGAATACAAAG
ITTTCAGTTTTTTTTTTTCCTGCTGTCCTTCAAAGCCTACTGTTTAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAACATGGC
CTGAGAGTAGAGTATCTGTCTACTCATGTTTAATTAAGGAAAAACACTTATTTTTAGGGCTTTAGTCATCA
CTTCATAAATTGTATAAGCACATTAAATAGCGTTCTAGTCCTGAAAAAGTCCAAGATTCTTAGAAAATTGT
GCATATTTTTATTATGACAGATGTTTGAAGATAATTCCCCAGAATGGATTTGATACTTTAGATTTCAATTTT
GTGGCTTTTGTCTATTATTCTGTACTCTGCCATCAGCATATGGAAAGCTTCATTTACTCATCATGACTTGT
GCCATATAAAAATTGATATTTCGGAATAGTCTAAAGGACTTTTTGTACTTGAATTTAATCATGTTGTTTCTA
ATATTCTTAAAAGCTTGAAGACTAAAGCATATCCTTTCAACAAAGCATAGTAAGGTAATAAGAAAGTGTAG
TTTGTACAAGTGTTAAAAAAATAAAGTAGACAATGTTACAGTGGGACTTATTATTTCAAGTTTACATTTTCT
CCATGTAATTTTTTAAAAAGTAAATGAAAAAATGTGCAATAATGTAAAATATGAAGTGTATGTGTACACAC
ATTTTATTTTTCGGTATCTTGGGTATACGTATGGTTGAAAACTATACTGGAGTCTAAAAGTATTCTAATTTA
TAAGAAGACATTTTGGTGATGTTTGAAAAATAGAAATGTGCTAGTTTTGTTTTTATATCATGTCCTTTGTA
CGTTGTAATATGAGCTGGCTTGGTTCAGTAAATGCCATCACCATTTCCATTGAGAATTTAAAACTCACCA

GTGTTTAATATGCAGGCTTCCAAAGGCTTATGAAAAAAATCAAGACCCTTAAATCTAGTTAATTTGCTGCT
AACATGAAACTCTTTGGTTCTTTTATTTTTGCCAGATAATTAGACACACATCTAAAGCTTAGTCTTAAATG
GCTTAAGTGTAgctATTGATTAGTGCTGTTGCTAGTTCAGAAAGAAATGTTTGTGAATGGAAACAAGAATA
TTCAGTCCAAACTGTTGTAAGGACAGTACCTGAAAACCAGGAAACAGGATAATGGAAAAAGTCTTTTAAA
GATGAAATGTTGGAGCCAACTTTCTTATAGAATTAATTGTATGTGGCTATAGAAAGCCTAATGATTGTTGC
TTATTTTTGAGAGCATATTATTCTTTTATGACCATAATCTTGCTGTTTTTCCATCTTCCAAAAGATCTTCCT

TCTAATATGTATATCAGAATGTGGGTAGCCAGTCAGACAAATTCATATTGGTTGGTAGCTTTAAAAAGTTT
GTAATGTGAAGACAGGAAAGGACAAAATAGTTTGCTTTGGTGGTAGTACTCTGGTTGTTAAGCTAGGTA

TTTTGAGACTACTTCCCCATCACAACAACAATAAAATAATCACTCATAATCCTATCACCTGGAGACATAG

CCATCGTTAATATGTTAGTGACTATACAATCATGTTTTCTTCTGTATATCCATGTATATTCTTTAAAAATGA
AATTTATACTGTACCTGATCTCAAAGCTTTTTAGCTTAGTATATCTGTCATGAATTTGTAGGATGTTCCATT
GCATCAGAAAACGGACAGTGATTTGATTACTTTCTAATGCCACAGATGCAGATTACATGTAGTTATTGAG
AATCCTTTCGAATTCAGTGGCTTAATCATGAATGTCTAAATATTGTTGACATTAGGATGATACATGTAAAT
TAAAGTTACATTTGTTTAGCATAGACAAGCTTAACATTGTAGATGTTTCTCTTCAAAAATCATCTTAAACA
TTTGCATTTGGAATTGTGTTAAATAGAATGTGTGAAACACTGTATTAGTAAACTTCATCACCTTTCTACTT

CCTTATAGTTTGAACTTTTCAGTTTTTGTAGTTCCCAAACAGTTGCTCAATTTAGAGCAAATTAATTTAACA
CCTGCCAAAAAAAGGCTGCTGTTGGCTTATCAGTTGTCTTTAAATTCAAATGCTCATGTGACTTTTATCAC
ATCAAAAAATATTTCATTAATGATTCACCTTTAGCTCTGAAAATTACCGCGTTTAGTAATTATAGTGGGCT

TATAAAAACATGCAACTCTTTTTGATAGTTATTTGAGAATTTTGGTGAAAAATATTTAGCTGAGGGCAGTA
TAGAACTTATAAACCAATATATTGATATTTTTAAAACATTTTTACATATAAGTAAACTGCCATCTTTGAGCA
TAACTACATTTAAAAATAAAGCTGCATATTTTTAAATCAAGTGTTTAACAAGAATTTATATTTTTTATTTTTT

AAAATTAAAAATAATTTATATTTCCTCTGTTGCATGAGGATTCTCATCTGTGCTTATAATGGTTAGAGATTT
T TGAGGCTTGTAGTCATGGTTCTAGTGTTTCAGTTTGCCAAGTCTGTTTACTG
CAGTGAAATTCATCAAATGTTTCAGTGTGGTTTTCTGTAGCCTATCATTTACTGGCTATTTTTTTATGTAC

ACCTTTAGGATTTTCTGCCTACTCTATCCAGTTGTCCAAATGATATCCTACATTTTACAAATGCCCTTTCA

GTTTCTATTTTCTTTTTCCATTAAATTGCCCTCATGTCCTAATGTGCAGTTTGTAAGTGTGTGTGTGTGTG
TCTGTGTGTGTGTGAATTTGATTTTCAAGAGTGCTAGACTTCCAATTTGAGAGATTAAATAATTTAATTCA

GGCAAACATTTTTCATTGGAATTTCACAGTTCATTGTAATGAAAATGTTAATCCTGGATGACCTTTGACAT
ACAGTAATGAATCTTGGATATTAATGAATTTGTTAGTAGCATCTTGATGTGTGTTTTAATGAGTTATTTTCA
AAGTTGTGCATTAAACCAAAGTTGGCATACTGGAAGTGTTTATATCAAGTTCCATTTGGCTACTGATGGA
CAAAAAATAGAAATGCCTTCCTATGGAGAGTATTTTTCCTTTAAAAAATTAAAAAGGTTAATTATTTTGACT
AAAAAAAAAAAAAAAAAAA




