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APRESENTACAO

O presente estudo compreende duas abordagens paralelas de identificacao
de biomarcadores para o diagndstico precoce do céncer de pancreas e 0
desenvolvimento de novas drogas em modelos in vitro. Conforme formato
requerido pelo Programa de Pos-Graduacdo em Genética e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, esta tese estad dividida em:
Introducdo; Objetivos; Capitulos (que substituirdo as sec¢bes de Material e
Métodos e Resultados descritas sob forma de artigos cientificos publicados ou
submetidos); Discussao e Conclusdes.

O desenvolvimento desse estudo ocorreu a partir de uma colaboracao
entre o Laboratério de Medicina Gendmica, o Laboratério de Pesquisas em
Céancer, o Grupo de Vias Biliares e Pancreas do Servigo de Cirurgia do Aparelho
Digestivo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre e a International Agency for
Research on Cancer (IARC, Lyon - Franca). Os estudos foram orientados pela
Profé. Patricia Ashton-Prolla, co-orientados pelo Prof. Rafael Roesler e
supervisionados pelo Prof. Alessandro Osvaldt e Prof. Pierre Hainaut. O
recrutamento dos individuos e/ou amostras biolégicas incluidos nesse projeto foi
realizado no Servico de Cirurgia do Aparelho Digestiva do Hospital de Clinicas de
Porto Alegre. O presente trabalho foi realizado com fomento recebido do Fundo
de Incentivo a Pesquisa e Eventos do Hospital de Clinicas de Porto Alegre (FIPE-
HCPA, projeto GPPG 10-0162) e do Conselho Nacional de Desenvolvimento
Cientifico e Tecnoldgico (CNPq) pelo Edital MCT/CNPqg/CT-AGRO/CT-BIOTEC n°
442/2099 - Rede Genoprot. A aluna Patricia Izetti recebeu bolsa de doutorado no
Programa Doutorado em Pesquisa Médica da Coordenacao de Aperfeicoamento
de Pessoal de Nivel Superior (CAPES).
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RESUMO

O adenocarcinoma ductal pancreatico € uma neoplasia cuja incidéncia &
quase igual a mortalidade. Os principais fatores que contribuem para a baixa
sobrevida no cancer de pancreas incluem a sua biologia tumoral agressiva, o
diagnéstico tardio e a baixa eficacia dos tratamentos atualmente disponiveis. Com
0 presente estudo, objetivamos identificar biomarcadores com potencial
diagnéstico, bem como novas terapias que possam contribuir para o controle do
cancer de pancreas. Para isso, foram propostas duas diferentes linhas de
investigacdo: o estudo de biomarcadores salivares como possiveis ferramentas
para a deteccao do cancer de pancreas e a avaliacdo de novas drogas (isoladas e
em combinacdo) em linhagens de adenocarcinoma ductal pancreatico. Dessa
forma, os objetivos especificos desse trabalho foram: 1) estudar a expressao dos
genes KRAS e DPM1 na saliva de pacientes com adenocarcinoma ductal
pancreatico, pancreatite crénica e controles sem doenca pancreatica; 2) avaliar a
reativacado farmacoldgica da proteina p53 mutante pelo composto PRIMA-1 em
linhagens tumorais de adenocarcinoma ductal pancreatico e 3) investigar o efeito
da combinacdo do composto PRIMA-1 com o inibidor de desacetilase de histonas
butirato de sédio.

Para os estudos de expressao génica, foram conduzidas analises por PCR
guantitativo em tempo real (QRT-PCR) para determinar a expressdo dos genes
KRAS e DPM1 em amostras de saliva. Em relacdo aos estudos com linhagens
celulares de adenocarcinoma ductal pancreético, foram selecionadas trés tipos
com diferentes padrées de expressao da proteina p53: PANC-1 (TP53 p.R273H),
CAPAN-2 (TP53 wild-type) e BxPC-3 (TP53 p.Y220C) foram utilizadas como
modelos in vitro. Para avaliar a resposta celular as drogas, foram realizados
estudos de viabilidade celular (MTT), apoptose (AnexinaV/FITC), ciclo celular
(BrDU), western-blot e transfecgéo por siRNAs.

Em relac@o as analises de expressdo génica em saliva, encontramos uma
diferenca significativa na expressdo de KRAS em amostras de cancer de
pancreas, quando comparado aos niveis de expressdo em amostras de individuos

controles. No entanto, uma alta expressao foi detectada também em amostras de
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pacientes com pancreatite cronica, sugerindo uma baixa especificidade para esse
marcador. Nos estudos com novas terapias, observamos que o emprego do
composto PRIMA-1 induziu a apoptose de forma seletiva nas células com p53
mutante (PANC-1), reducéo na sintese de DNA e parada no ciclo celular (G2/M)
12h apdés o tratamento na dose de 75 uM, efeito que foi intensificado pela
associacdo com o inibidor de desacetilase de histonas butirato de sodio.

Os resultados encontrados indicam que o gene KRAS pode ser um
potencial biomarcador para o diagnéstico ndo invasivo de doencas pancreaticas,
merecendo estudos complementares e com um numero maior de amostra.
Também indicam que o composto PRIMA-1 é capaz de controlar a proliferacao e
induzir apoptose de forma sustentada em células de cancer de pancreas com
mutacdes no gene TP53, sugerindo um novo alvo potencial para o tratamento
dessa neoplasia, especialmente em combinacdo com outros compostos como 0s

inibidores de desacetilases de histonas.
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ABSTRACT

Pancreatic ductal adenocarcinoma is a cancer for which incidence rates are
almost equal to mortality. The main factors that contribute to the poor survival in
pancreatic cancer include its aggressive tumor biology, its late diagnosis and low
efficacy of currently available treatments. In this study, we aimed to identify
biomarkers with diagnostic and prognostic potential as well as new therapies for
pancreatic cancer control. In order to achieve this goal, two different strategies
were proposed: the evaluation of salivary biomarkers as potential tools for the
detection of pancreatic cancer and the evaluation of new drugs - alone and in
combination - in pancreatic ductal adenocarcinoma cell lines. Thus, the specific
aims of this study were: 1) to study the expression of KRAS, DPM1, MBD3L2 and
ACRV1 mRNAs in salivary samples from patients with pancreatic ductal
adenocarcinoma, chronic pancreatitis and controls without pancreatic lesions; 2) to
evaluate pharmacological reactivation of mutant p53 by PRIMA-1 in pancreatic
cancer cell lines and 3) to investigate the effect of combining PRIMA-1 with the
histone deacetylase inhibitor Sodium Butyrate.

For gene expression studies, quantitative real-time PCR (qRT-PCR)
analyses were performed to determine the expression of KRAS, DPM1, MBD3L2
and ACRV1 mRNAs in salivary samples. The in vitro studies were conducted in
three different types of cell lines: PANC-1 (TP53 p.R273H), Capan-2 (wild-type
TP53) and BxPC-3 (TP53 p.Y220C). Studies of cell viability (MTT), apoptosis
(Annexin-V / FITC), cell cycle (BrDU), western blot and transfection by siRNAs
were performed in order to evaluate the cell lines response to PRIMA-1.

A significant difference in KRAS expression was found when comparing
samples of pancreatic cancer with those from subject controls. However, a high
expression was also detected in samples from chronic pancreatitis patients,
suggesting a low specificity for this marker. In the study with new therapies, we
observed that PRIMA-1 induced apoptosis selectively in cells with mutant p53
(PANC -1), as well as reduction in DNA synthesis and cell cycle arrest (G2/M)
after 12h treatment at the dose of 75 pM. Furthermore, PRIMA-1 effects were
enhanced by combination with the MDM2/p53 interaction inihibitor Nutlin-3, with
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several chemotherapic compounds and with the histone deacetylase inhibitor
sodium butyrate.

Our results indicate that the KRAS gene may be a potential biomarker for
the non-invasive diagnosis of pancreatic disease, deserving further studies in
larger series. They also indicate that PRIMA-1 is able to control the proliferation
and to induce apoptosis in a sustained manner in pancreatic cancer cells with
TP53 mutations, suggesting a potential new target for the treatment of this tumor,
especially in combination with different compounds such as histone deacetylase

inhibitors.
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1. INTRODUCAO

O cancer de pancreas € uma neoplasia cuja incidéncia é quase igual a
mortalidade. Nos Estados Unidos, as estimativas para o ano de 2013 indicavam
45.220 novos casos de neoplasia de pancreas e 38.460 mortes, configurando a
guarta causa de morte entre todos os canceres (American Cancer Society, 2013).
No Brasil, dados do Instituto Nacional de Cancer (INCA) estimam que o cancer de
pancreas represente 2% de todos os tipos de cancer e que seja responsavel por
4% do total de mortes por cancer (INCA, 2014).

Aproximadamente 95% dos tumores pancreaticos tém origem no pancreas
exocrino e sdo histologicamente classificados como adenocarcinoma ductal
pancreatico, sendo que os demais 5% sdo tumores originados de células
enddcrinas e acinares. A sobrevida em 5 anos do adenocarcinoma ductal
pancreatico € baixa quando comparada a outros tipos tumorais, variando de 5 a
10% de acordo com diferentes séries e sendo de aproximadamente 2% nos casos
metastaticos ao diagnostico (Jemal et al.,, 2011). Os principais fatores que
contribuem para esta baixa sobrevida sdo a biologia tumoral agressiva, o
diagnéstico tardio e a baixa eficacia dos tratamentos em casos avancgados.
Poucos sao os casos (15-20%) em que h& condi¢cdes de ressecabilidade cirdrgica
no momento do diagndstico. A maioria dos pacientes apresenta sintomas mais
especificos somente em fases tardias, ndo havendo um método rotineiro de
rastreamento que possa identifica-los em um estagio precoce da doenca. Estudos
com ecoendoscopia em pacientes de alto risco tém obtido resultados promissores
na identificagdo de lesGes precursoras, no entanto, mais estudos sdo necessarios
para avaliar o impacto sobre a sobrevida desses pacientes (Canto et al., 2013).
Em relacdo ao tratamento clinico, diferentes estudos com novas terapias tém sido
conduzidos para a definicAo do melhor tratamento adjuvante e paliativo para o
cancer de pancreas, mas poucos tém tido éxito na diminuicdo das taxas de

progressao, recidiva e 0bito por essa neoplasia (Ghosn et al., 2014).
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1.1. EPIDEMIOLOGIA DO CANCER DE PANCREAS

No Brasil, ndo dispomos de publicacdes rotineiras e atualizadas sobre a
ocorréncia do cancer de pancreas, uma vez que as taxas de incidéncia desse
tumor registradas pelo INCA ndo sdo publicadas junto a estimativa anualmente
liberada das 10 neoplasias mais frequentes no pais. Em relacdo a taxas
brasileiras de mortalidade, entre os anos de 2001 e 2011, o cancer de pancreas
foi a sexta causa de morte por cancer entre os homens, atras do cancer de
pulmao, prostata, estbmago, es6fago e do cancer colorretal (Atlas de Mortalidade
por Cancer do INCA, 2013). Ja entre as mulheres, o cancer de pancreas foi o
sétimo em mortes por cancer, seguindo o cancer de mama, pulmao, colorretal,
colo de utero e estbmago. Os estados do Sul do Brasil apresentam as maiores
taxas de mortalidade entre homens e mulheres por céncer de pancreas: Rio
Grande do Sul (5,78/100.000), Santa Catarina (4,69/100.000) e Parana
(4,65/100.000). A Figura 1 mostra a representacdo espacial das taxas de

mortalidade por cancer de pancreas divididas por sexo e estado.
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Figura 1. Representacdo espacial das taxas ajustadas de mortalidade por cancer de
pancreas, por 100.000 habitantes, entre os anos de 2001 e 2011. Adaptada do Atlas de

Mortalidade do Instituto Nacional de Cancer 2013.
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Os principais fatores de risco relacionados ao cancer de pancreas incluem:
idade avancada, sexo masculino, tabagismo, etnia afro-americana, obesidade,
diabetes, histéria pessoal de pancreatite crbnica, alcoolismo, histéria familiar,
exposicao ocupacional a solventes a base de hidrocarbonetos clorados e fibrose
cistica (Wynder et al., 1973; Gold et al., 1998; Ardengh et al. 2008; Vincent et al.,
2011). Alguns estudos tém identificado também os grupos sanguineos nao-O e a
ocorréncia de infeccdo pelo Helicobacter pylori como fatores de risco. A idade
avancada é o fator de risco demografico mais relevante, com 80% dos
carcinomas pancreaticos ocorrendo em individuos entre 60 e 80 anos. Em relagéo
aos fatores ambientais, o tabagismo é o fator de risco mais importante e
consistente. Estudos epidemioldgicos sugerem que até 30% dos casos de cancer
de pancreas podem ser associados ao cigarro, estimando-se um risco relativo de
10 vezes para tabagistas que consomem mais de 40 cigarros durante o dia
(Lowenfells e Maisonneuve, 2004). O alcoolismo é outro fator que tem sido
associado ao cancer de pancreas, porém de forma mais inconsistente. Apenas no
grupo de individuos tabagistas essa relacdo tem sido descrita de forma mais
consoante entre os diferentes estudos (Lowenfells e Maisonneuve, 2004).

Considerando estudos envolvendo pacientes com pancreatite cronica, 0s
riscos relativos descritos variam de 4 a 14 vezes em relacdo a individuos
saudaveis. Observa-se um aumento da incidéncia proporcional ao tempo de
evolucdo da doenca, sendo que a cada década had aumento no risco de
aproximadamente 2%. A incidéncia € de 1,8% aos 10 anos apdés o diagndéstico de
pancreatite e 4% apo6s 20 anos. (Malka et al., 2005). A pancreatite hereditaria,
também denominada pancreatite familiar, esta associada a mutacées no gene
PRSS1 e acrescenta um risco ainda mais significativo (53 vezes) de
desenvolvimento do cancer de pancreas. A pancreatite hereditaria deve ser
suspeitada em pacientes com uma idade precoce ao diagnostico (<25 anos), dois
episodios prévios de pancreatite aguda sem etiologia definida, hist6ria familiar
positiva e auséncia de outras causas, como alcoolismo e calculos biliares
(Lowenfells et al., 1997; Brand et al., 2007). O padrdo de heranca é autossémico
dominante com penetrancia incompleta (Joergensen et al., 2010).

21



Em relacdo a historia familiar de cancer de pancreas, 10% dos pacientes
com esse diagnéstico tém ou terdo um parente de primeiro ou segundo grau
acometido por esse tumor (Brand et al., 2000). Individuos com mais de trés
familiares de 1° grau com o diagndstico apresentam um risco 32 vezes maior de
desenvolver a doenga. Pelo menos sete sindromes de predisposi¢do hereditaria
ao cancer estdo associadas a um risco elevado para o cancer de pancreas:
Sindrome de Peutz-Jeghers, Sindrome de Céancer de Mama e Ovario Hereditarios
(HBOC, do inglés Hereditary Breast and Ovarian Cancer), Sindrome de Lynch,
Sindrome do Melanoma Mdltiplo Familiar Atipico (FAMM, do inglés Familial
Atypical Multiple Mole Melanoma), Sindrome de Li-Fraumeni e suas variantes,
Sindrome de Von-Hippel Lindau e Anemia de Fanconi (Tabela 1). Pacientes
afetados pela sindrome de Peutz-Jeghers apresentam um risco cumulativo vital
para o desenvolvimento de cancer de pancreas de 36% (Giardiello et al., 1987) e,
de acordo com uma metandlise englobando seis estudos, apresentam um risco
132 vezes maior para o desenvolvimento dessa neoplasia (Giardiello et al., 2000).
A segunda principal sindrome de predisposicdo hereditaria ao cancer de
pancreas, a Sindrome do Cancer de Mama e Ovario Hereditarios, eleva o risco de
desenvolvimento da neoplasia em 3-9 vezes quando detectadas mutacdes no
gene BRCA2 (van Aperen et al., 2005). J& em familias com a Sindrome do
Melanoma Multiplo Familiar Atipico, caracterizada pela presenca de 50 ou mais
nevos displasicos e melanoma maligno em dois ou mais familiares de primeiro
e/ou segundo graus, observa-se um risco cumulativo para a ocorréncia do cancer
de pancreas de 17%, em grande parte relacionado a mutacdes germinativas no
gene CDKNZ2A (Vasen et al., 2000).

A fibrose cistica, condicdo genética autossdmica recessiva associada a
mutacdes no gene CFTR, leva a insuficiéncia pancreatica e também esta
associada a um aumento no risco de cancer de pancreas, de aproximadamente

2,6 vezes (Maisonneuve et al., 2003).
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Tabela 1. Sindromes de predisposicao hereditaria associadas ao cancer de pancreas.*

Sindrome

Gene

Peutz-Jeghers

Sindrome de Cancer
de Mama e Ovario
Hereditarios (HBOC)

Sindrome de Lynch

Sindrome do
Melanoma Mudltiplo
Familiar Atipico
(FAMM)

Sindrome de Li-
Fraumeni e variantes

Von-Hippel Lindau

Anemia de Fanconi

Mutado

LKB1/
STK11

BRCAZ2
PALB2

MLH1
MSH2
MSHG6
PMS2

pl6/
CDKNZ2A

TP53

VHL

FANCC
FANCG

Principais caracteristicas

Hamartomas gastrointestinais, pigmentacao
mucocutanea, cancer de mama, colorretal, ovario,
testiculos e pancreas.

Céancer de mama, ovario, prostata, melanoma e
pancreas.

Cancer colorretal, duodeno, pancreas e vias
biliares, ovario e endométrio.

Nevos atipicos multiplos, melanoma e cancer de
pancreas

Sarcomas, cancer de mama, sistema nervoso
central, prostata, melanoma, pancreas, leucemia e
carcinoma adrenocortical.

Hemangioblastomas de sistema nervoso central e
retina, carcinoma renal, cistos renais,
feocromocitoma, tumores cisticos e solidos de
pancreas, cistoadenoma de epididimo e tumores
de saco endolinfatico.

Baixa estatura, anomalias esqueléticas, leucemia e
anemia aplastica, cancer de mama e péancreas.

* Referéncias: Gatti et al., 1999; Lowenfells e Maisonneuve, 2004, Brand et al., 2007 e

Gonzalez et al., 2009.

Os fatores de risco, uma vez identificados, podem ser categorizados em

trés escalas de risco para o cancer de pancreas conforme a forca de associacéo

com o tumor: baixo, moderado e alto. O risco baixo é aquele aumentado de 1 a 5

vezes, o0 moderado de 5 a 10 vezes e o0 elevado, superior a 10 vezes se

comparado a populacdo geral (Ardengh et al., 2008). A Tabela 2 detalha essa

categorizagao.
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Tabela 2. Categorias dos pacientes segundo o risco de desenvolverem cancer de

pancreas em relacao a populagéo geral (Brand et al., 2007; Ardengh et al., 2008).

Risco baixo (aumentado 1-5 vezes)

Sexo masculino

Negros

Judeus de ascendéncia Ashkenazi

Obesos

Fumantes

Diabéticos

Individuos com infecgdo por Helicobacter pylori

Individuos com histéria de qualquer tipo de cancer em um parente de 1° grau

Individuos com cancer colorretal (ndo polipose)

Individuos com histéria familiar de cancer de pancreas em um parente de 1° grau

Individuos com mutacgéo genética em BRCA1

Risco moderado (aumentado 5-10 vezes)
Individuos com histéria familiar de cancer de pancreas em dois parentes de 1° grau
Individuos com fibrose cistica

Individuos com pancreatite crénica

Individuos com mutacéo genética BRCA2 ou PALB2

Risco alto (aumentado mais de 10 vezes)

Individuos com sindrome de Peutz-Jeghers
Individuos com pancreatite hereditaria

Individuos com histéria familiar de cancer de pancreas em dois parentes de primeiro
grau, diabéticos ha 3 anos ou menos e fumantes

Individuos com histéria familiar de cancer de pancreas em trés ou mais parentes de 1°,
2° ou 3° grau

Possivelmente: individuos com mutagées BRCAL1 e BRCA2, com pelo menos um
parente de 1° e 2° grau com cancer de pancreas
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1.2. ASPECTOS DA PATOLOGIA DOS TUMORES PANCREATICOS

Entre os diferentes tipos histologicos, o adenocarcinoma ductal pancreético
€ a neoplasia pancreatica mais comum, correspondendo a 90-95% de todos os
tumores pancreédticos e originando-se de células ductais que compdem o
pancreas exoécrino. Em relacdo aos demais tumores malignos originados de
componentes exocrinos, algumas variantes histolégicas de carcinoma podem ser
encontradas, tais como: carcinoma adenoescamoso (associada a um pior
prognaostico), carcinoma coloidal, carcinoma medular, carcinoma com células em
anel de sinete, carcinoma com células gigantes semelhantes a osteoclastos e
subtipo indeterminado. As neoplasias enddcrinas, por sua vez, sdo representadas
pelos tumores originarios e nao-originarios das ilhotas pancreaticas. Insulinomas,
glucagonomas, somatostatinomas, VIPomas e PPomas sao exemplos de tumores
enddcrinos origindrios das células das ilhotas de Lagerhans, enquanto
gastrinomas, tumores produtores de ACTH e os tumores carcinddes fazem parte
do grupo nao-originario das ilhotas (Tabela 3). As neoplasia pancreéticas
enddcrinas sao relativamente raras, apresentando uma incidéncia de 1 caso por
100.000 pessoas ao ano, mas tém um melhor progndéstico que os tumores
exocrinos do pancreas (Tejani and Saifi, 2014).
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Tabela 3. Tumores neuroendécrinos do pancreas.*

Peptideos

Tipo Histolégico  biologicamente Malignidade Principais sinais e sintomas
ativos secretados

Insulinoma Insulina 10% Sintomas hipoglicémicos

Eritema migratorio necrolitico,
Glucagonoma Glucagon 75% intolerancia a glicose, perda
ponderal.

Somatostatinoma Somatostatina >70% Diabetes mellitus, colelitiase,

diarreia
VIPoma VIP 50% Diarréia profusa, hlPocaIemla,
desidratacao.
PPoma i 90% Dor abdominal, ictericia, perda

ponderal.

Dor abdominal, diarreia,
Gastrinoma Gastrina 50% ulceragdes pépticas, refluxo
gastroesoféagico.

ACTHoma ACTH >95% Sindrome de Cushing.
Tumor carcingide Serot_o_nlna, 60-88% Diarréia, rupor, d_or, asma,
taquicinas cardiopatia.

* Adaptada de Jensen RT. Endocrine tumors of the gastrointestinal tract and pancreas. In:
Kasper DL, Braunwald E, Fauci AS, Hauser SL, Longo DL, Jameson JL, Loscalzo J,
editors. Harrison's principles of internal medicine. 17 th edition. New York: McGraw-Hill
Medical Publishing Division; 2008. p. 2347-58.

1.2.1 Caracteristicas anatomopatoldgicas e moleculares dos

adenocarcinomas ductais pancreaticos

O adenocarcinoma ductal pancreatico € uma neoplasia de caracteristicas
infiltrativas que comumente apresenta-se com invasdo vascular e perineural na
avaliacdo anatomo-patologica. A maioria dos tumores ocorrem na cabeca do
pancreas (65%) e associam-se a uma apresentacdo clinica mais precoce, com
ocorréncia de ictericia obstrutiva e pancreatite secundaria. Ja os tumores de
corpo (15%) e cauda (10%) costumam ter um diagnéstico mais tardio,

apresentando um pior prognostico (Corbo et al.; 2012). Dois aspectos séo
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caracteristicos dos adenocarcinomas ductais pancreaticos: alta invasividade e
intensa reacdo ndo-neoplasica no tecido adjacente, composta por fibroblastos
linfocitos e matriz extracelular (denominada “reacdo desmoplasica”).
Microscopicamente, observa-se a formacéo de estruturas tubulares ou agregados
celulares, exibindo um padréo de crescimento invasivo e infiltrante em camadas
profundas do tecido epitelial. As glandulas malignas séo atipicas, irregulares,
pequenas e geralmente revestidas por células epiteliais cubdides a colunares
anaplasicas.

Os tumores compativeis com a histologia de adenocarcinoma ductal
pancreatico sdo compostos por diferentes elementos, incluindo células
neoplasicas malignas, células tronco tumorais e componentes estromais. Estudos
recentes sugerem que as ceélulas malignas costumam apresentar mais de 60
alteracdes genéticas, as quais podem ser agrupadas em 12 principais vias de
sinalizacao (Jones et al., 2008 — Figura 2). Tais achados sugerem que o cancer
de pancreas seja uma neoplasia extremamente complexa e heterogénea do ponto
de vista molecular, possivel razdo pela sua agressividade e alta taxa de
resisténcia a diferentes terapias. Dessa forma, tratamentos combinados com
diferentes alvos e tratamentos individualizados de acordo com o perfil molecular
tumoral de cada paciente podem ser a Unica forma efetiva de controle dos casos
inoperaveis, progressoes e recidivas.

Em relacdo as células tronco tumorais pancreaticas, sabe-se que elas
compdem aproximadamente 5% do tecido tumoral, sendo capazes de gerar tanto
células malignas maduras, quanto novas células tronco tumorais. Essas células
tronco tumorais sdo altamente resistentes as diferentes terapias, mas alteracdes
mais comuns nesse grupo celular, como mutacdes nos genes Wnt/B-catenina,
Notch e Sonic Hedhog, podem ser alvos terapéuticos em potencial.

Os adenocarcinomas ductais pancreaticos também séo caracterizados por
um estroma denso, pouco vascularizado, composto de elementos celulares e ndo
celulares, responsaveis pela secre¢do autdcrina e paracrina de fatores de
crescimento tais como: PDGF (fator de crescimento derivado de plaquetas, do
inglés Platelet-Derived Growth Factor) e TGF-B (do inglés Transforming Growth

Factor B). As células pancreaticas estreladas também sédo elementos de grande
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importancia no estroma tumoral. Sob o estimulo dos fatores de crescimento,
essas células produzem fibras de coldgeno que contribuem para a hipdxia
tumoral.

Figura 2. Principais alteracbes nas vias de sinalizacdo celular detectadas no
adenocarcinoma ductal pancreético (Samuel e Hudson, 2012).
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1.3. ASPECTOS MOLECULARES DA CARCINOGENESE DO
ADENOCARCINOMA DUCTAL PANCREATICO

Atualmente existem claras evidéncias da progressdao do epitélio
pancreatico nao-neopldsico para lesdes precursoras ndo-invasivas e
adenocarcinomas invasivos. A primeira evidéncia clinica e morfologica da relagéo
entre as lesdes precursoras e a ocorréncia do adenocarcinoma ductal pancreatico
foi descrita ha mais de um século, com a identificacdo de lesBes pancreaticas
intraductais sincronicas e adjacentes a lesbes de adenocarcinoma no tecido
ductal pancreético (Hulst, 1905). Apesar do imenso hiato temporal, apenas nas
tltimas duas décadas conseguiu-se um avanco significativo na compreensao dos
mecanismos envolvidos na carcinogénese pancreatica, bem como em relacéo as
alteracdes moleculares relacionadas ao processo tumorigénico. As trés principais
lesbes precursoras relacionadas a progressao para o adenocarcinoma invasor
sdo as neoplasias intraepiteliais pancreaticas (PanINs, do inglés “pancreatic
intraepithelial neoplasia®), as neoplasias cisticas intraductais mucinosas
papiliferas (IPMNs, do inglés “intraductal papillary mucinous neoplasm”) e o0s
cistoadenomas mucinosos (MCN, do inglés “mucinous cystadenoma”). A deteccéo
e eliminacdo dessas lesdes precursoras podem impedir o aparecimento do
adenocarcinoma invasivo, contribuindo para a reducdo da mortalidade

relacionada ao cancer pancreatico.

1.3.1 Modelo de carcinogénese das PanINs

As PanINs sdo as lesbes pancreaticas precursoras mais comuns e
costumam ser dividias em quatro principais categorias: PanIN 1A, PanIN 1B,
PanIN 2 e PaNIn 3. Com base nos perfis genéticos e histolégicos dessas lesdes
precursoras, foi desenvolvido um modelo de progressdo do ducto pancreatico
normal para displasias de baixo grau (PanIN 1A e 1B), displasias de alto grau
(NIPan 2 e 3) e, finalmente, para o adenocarcinoma ductal pancreéatico (Hubran et
al, 2000) (Figura 3).
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As lesdes precursoras PanIN 1A e 1B s&o caracterizadas pelo crescimento
das células ductais com uma abundante producdo de mucina e, no caso das
PanINs 1B, a arquitetura papilar substitui a arquitetura plana. Além da presenca
de mutacdes em proto-oncogenes, essas lesdes sdo caracterizadas pela ativacéo
da via de sinalizagdo autdcrina do fator de crescimento epidermal EGF, com a
superexpressao de ligantes como o fator de transformacao do crescimento, TGF-
a e de receptores como o EGFR. Com a progressao das lesbes, as células
adquirem alteracbes nucleares moderadas (PanIN 2) e mais severas, com

mitoses anormais e invasao do lumen (PanIN 3) (Schneider et al, 2005).
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Figura 3. Modelo de progressdo das PanINs para o adenocarcinoma ductal pancreéatico.
Adaptado de Corbo et al., 2012.

Em relagéo as principais alteragcdes moleculares detectadas nessas lesdes
precursoras, sabe-se que as mutacdes ativadoras do oncogene KRAS séo as

primeiras e principais alteracdes genéticas detectadas durante a progressao

30



tumoral, ocorrendo em 90-95% dos adenocarcinomas ductais pancreaticos. As
proteinas codificadas por este gene pertencem a classe monomérica das
GTPases e, dessa forma, mutacdes no gene KRAS resultam em um ganho de
funcdo constitutivo, pois a proteina RAS permanece em seu estado ativo mesmo
na auséncia de sinais externos, favorecendo a proliferagéo celular e supresséo da
apoptose. De forma semelhante, a hiperexpressdo da glicoproteina
transmembrana HER-2, codificada pelo gene HER-2/neu (ErbB2) é uma alteracéo
precoce, ja sendo detectada nas PanINs 1A e hiperplasias sem atipia. Outra
alteracdo detectada ja nas PanINs 1 e 2 é a hiperexpressao do gene SHH, o qual
codifica a proteina sinalizadora Sonic Hedgehog.

No que concerne as alteracfes em genes supressores de tumor, 80 a 95%
dos adenocarcinomas ductais pancreaticos apresentam perda de funcéo do gene
supressor pl6INK4A, também denominado CDKN2A. A proteina codificada
pertence a familia dos inibidores de quinase dependentes de ciclina, e atua
impedindo a fosforilagdo da proteina do retinoblastoma (RB1) e consequente
liberacdo dos fatores de transcricdo E2F. Esses fatores, quando liberados, ativam
a transcricdo de um conjunto de genes cujos produtos sdo essenciais a
progressao para a fase de sintese do ciclo celular (S). Desse modo, a inativacao
do gene pl6INK4A resulta na fosforilacdo inadequada da proteina RB1,
facilitando a progressao do ciclo celular de G1 para S (Maitra e Hruban, 2008). O
gene pl6INK4A pode estar inativado no cancer de pancreas por delegdes
homozigéticas (40%), mutacdes intragénicas com perda do segundo alelo (40%) e
silenciamento génico por hipermetilacdo da regido promotora (15%) (Caldas et al.,
1994). Essa inativacao ocorre a partir das PanINs 1B, sendo detectada em 50%
das PanINs 2 e 85% das PanINs 3.

O gene TP53, um dos principais genes supressores tumorais, encontra-se
mutado em 50-75% dos casos de cancer de pancreas (Rozenblum et al, 1997).
Tais mutagbes sdo eventos mais tardios na transformacdo neoplasica, assim
como as alteracdes nos genes BRCA2 e SMAD4/DPC4. As modificagdes no gene
TP53 e suas consequéncias, bem como o potencial da proteina p53 como alvo

terapéutico, serao discutidas mais adiante.
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Outra alteracdo encontrada com frequéncia ao longo do processo da
carcinogénese pancredtica € a perda de fungcdo do gene supressor
SMAD4/DPCA4, o qual codifica a proteina SMAD4, um importante componente da
via de sinalizacdo TGF-B que regula negativamente a proliferagdo de células
epiteliais. Essa regulacao se d& pelo bloqueio da transicdo G1/S e pela promocgao
da apoptose. Sabe-se que o gene SMAD4/DPC4 encontra-se em uma regidao que
esta deletada em 28% das PanINs 3 e aproximadamente 30% dos casos de
adenocarcinoma ductal pancreéatico, sendo considerada uma alteracdo mais

tardia.

1.3.2 Modelo de carcinogénese dos IPMNs

Os IPMNs séo lesbes precursoras que ocorrem no ducto pancreatico
principal ou em suas ramificacbes. Em geral, esse tipo de lesdo € mais
frequentemente encontrada na cabeca do 6rgdo pancreatico e, em um terco
dessas lesdes, encontra-se um componente de carcinoma invasivo (Matthaei et
al., 2011). Aproximadamente 60% dos IPMNs localizados no ducto principal
apresentam displasia de alto grau e 45%, um componente de carcinoma invasor.
A importancia clinica da deteccao precoce desse tipo de lesao ja foi demonstrada
por diferentes estudos, em que pacientes com IPMNs ndo invasivos submetidos a
ressecc¢ao cirdrgica apresentaram taxa de sobrevida em 5 anos acima de 90%,
enquanto pacientes que apresentavam IPMNs ja com componente invasivo
detectavel, apresentaram uma sobrevida de apenas 50% em 5 anos (Salvia et al.,
2004; Sohn et al., 2004). Em revisdo publicada recentemente, Yamaguchi e
colaboradores sugeriram que adenocarcinomas ductais pancreaticos originados
de lesbes IPMN sdo menos agressivos que o0s originados de PaniINs,
apresentando uma taxa de sobrevida média em torno de 47 meses (Yamaguchi et
al., 2011).

Em 2006, foram definidos os Critérios de Sendai para nortear o manejo dos
IPMNs considerando a possibilidade de progressédo para adenocarcinoma. Tais
critérios recomendam a ressec¢ao cirargica nos casos de: 1) IPMN de ducto

principal ou 2) IPMN de ducto secundario sintomatico, > 3 cm, com nédulo mural
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associado ou dilatagdo ductal. Além disso, também deve ser indicada intervencao
cirdrgica nos casos de citolégico sugestivo de atipia nuclear (Tanaka et al., 2006).

Estudos recentes com andlises de exoma identificaram 26 mutacoes
somaticas recorrentes entre os IPMNs (Wu et al., 2011a). As alteracbes mais
communs foram detectadas no coédon 12 do genes KRAS e, em menor
frequéncia, no cédon 13 do mesmo gene (Wu et al., 2011b). O segundo gene
mais acometido por mutacdes foi o GNAS, oncogene que atua como um
transdutor de sinal entre receptores hormonais e adenilil ciclases. Em estudo
posterior, do mesmo grupo, foi sugerido que mutacées no gene GNAS sejam
especificas de lesdes pancreédticas do tipo IPMN, uma vez que nao foram
identificadas em outros tipos de neoplasias pancreaticas e, no caso de
adenocarcinomas, s6 o foram quando os mesmos eram provenientes de lesGes
precursoras do tipo IPMN (Wu et al., 2011Db).

1.3.3 Outros modelos de carcinogénese

Outro possivel modelo de progressdao do adenocarcinoma pancreatico
ocorre a partir de lesdes do tipo cistoadenoma mucinoso (MCN), mais raras que
as PanINs e os IPMNs (Crippa et al., 2010). As alteragbes moleculares
identificadas na progressdo dessas lesbes sdo muito semelhantes as
apresentadas pelas PanINs, com a ativacao do gene KRAS ja sendo observada
nas displasias de baixo grau e mutacdes nos genes TP53 e SMAD4/DPC4
ocorrendo em displasias mais avancadas. A expressdao aumentada dos genes
MUC5A e MUC esta associada a carateristicas ndo invasivas das MCNs,
enquanto a expressdo dos genes MUC1 associa-se a propriedades invasivas
(Luttges et al., 2002).

1.3.4 O gene TP53 e a proteina p53 na carcinogénese pancreatica

O gene supressor tumoral TP53 (OMIM #191170), que codifica a proteina
p53, ocupa uma posicdo de destague nesse complexo processo de

carginogénese. Inicialmente identificado como um gene com funcdo de reparo do
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DNA, o TP53 foi intitulado “Guardidao do Genoma”, termo utilizado para ressaltar a
sua importante fun¢cdo como supressor tumoral, uma vez que esta envolvido no
bloqueio do processo de proliferacdo em células com alteracdes génicas, levando
a parada no ciclo celular e/ou apoptose. Esta localizado no braco curto do
cromossomo 17 (17p13.1) e possui onze exons, sendo o primeiro ndo codificante.

O gene TP53 é um dos mais frequentemente afetados no adenocarcinoma
ductal pancreético, sendo inativado por muta¢des do tipo “missense”, ou perda de
sentido, com a substituicdo de um Unico aminoacido que nao impede a producao
de uma proteina completa e relativamente estavel. Essas mutacdes podem ser
classificadas em dois grandes grupos estruturais, de acordo com o seu efeito na
estabilidade da proteina p53: mutacbes de contato com o DNA e mutacles
conformacionais. As mutacées de contato ocorrem por uma alteracdo em um
residuo diretamente envolvido na interacdo da proteina p53 com o DNA, porém
sem afetar a estrutura protéica. J& nas mutacdes conformacionais, ocorre uma
modificacdo em um determinado residuo que afeta dramaticamente a
conformacao da regido de ligacdo com o DNA, expondo residuos que néo estao
normalmente expostos na conformacao selvagem da proteina p53. Em ambos os
grupos, independente do tipo de mutacdo, a proteina resultante perde da sua
capacidade de ligar-se aos seus genes alvos como fator de transcricdo. Como
resultado, ocorre uma perda de fungdo, com consequente diminuicdo na
capacidade de supressao tumoral (Joerger e Fersht, 2007; Joerger e Fersht,
2008; Oren e Rotter, 2010).

Além da perda da atividade normal da proteina p53, alguns mutantes
podem apresentar um efeito dominante negativo sobre a forma selvagem da p53,
guando tem-se alelos selvagem e mutado. Nesses casos, pode ocorrer a
formacdo de homodimeros com moléculas mutantes e selvagens de p53,
resultando na conformacéo de heterotetrameros que, mesmo contendo moléculas
selvagens, nédo apresentam fungéo transcricional (Chan et al., 2004; Lubin et al.,
2010). Dessa forma, a estrutura mutante tem a capacidade de “sequestrar’ as
formas selvagens, mantendo-as em heterotetrameros defeituosos de p53.

Por fim, além da perda de fungéo e do efeito dominante negativo, algumas

proteinas mutantes adquirem uma nova atividade transcricional, além de
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propriedades distintas daquelas observadas na molécula selvagem, conferindo
uma estrutura mutante com ganho de fungao. Esse ganho de fung&o pode conferir
propriedades oncogénicas ao mutante. Acredita-se que esse efeito oncogénico
observado ocorre principalmente pela regulacdo positiva ou negativa de genes
como MAP23K3, c-myc, PCNA, FOS, BCL-2, NFKb2 e diversos outros
associados a proliferagdo, migracdo, invasdo, resisténcia a quimioterapicos e
progressao tumoral (Deb et al., 1992; Frazier et al., 1998; Brosh e Rotter, 2009;
Dell’Orso et al., 2011).

Em relacdo a estrutura da proteina p53, cinco sdo os dominios existentes,
cada um responsavel por funcdes especificas (Hollstein et al., 2010 - Figura 4). A
regido N-terminal da proteina possui dois subdominios iniciais de transativacao,
no qual se encontra o sitio de ligacdo da proteina MDM2 e um dominio rico em
prolina, envolvido na interagdo proteina-proteina e na funcao pré-apoptética da
proteina p53. Na regido central, h4& um dominio de ligacdo ao DNA, altamente
conservado evolutivamente, que inclui os exons 5 ao 8 e é responsavel pela
ligacdo da proteina p53 aos seus genes alvos. A regido C-terminal € formada pelo
dominio de oligomerizacao, o qual possui papel fundamental para a conformacao
quaternaria da proteina p53. Por fim, h4 um dominio final de regulacéo, regiao
relacionada a fosforilagéo da proteina p53 (Levine, 1997; Hollstein et al., 2010)
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Figura 4. A) Representagdo esquemética da frequéncia de mutacdes somaticas
recorrentes nos diferentes cédons do gene TP53. Modificado de IARC TP53 database
2014. B) Representacado dos éxons 1 a 11 do gene TP53 e C) representacéo da proteina
p53 com seus respectivos dominios funcionais. Cada cor corresponde ao dominio da

proteina e seus respectivos éxons codificantes.

Alteracdes sométicas no gene TP53 ocorrem em praticamente todos o0s
tipos tumorais, sendo descritas em 50-70% dos tumores pancreaticos (Redston et
al., 1994; Rozemblum et al., 1997) e 30-50% dos tumores de ovario, esbdfago,
colon, cabeca e pescoco e pulméo (Olivier et al., 2010). Aproximadamente 90%
das mutacbes no gene TP53 encontram-se entre os cédons 125 e 300, em
regides denominadas “hotspots”. Essa regido génica compreende os éxons 5 ao 8
que correspondem ao dominio de ligacdo da proteina p53, e mutacfes nessa

regido prejudicam a funcdo da proteina como fator de transcricdo. No cancer de
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pancreas, as principais mutacdes ocorrem em trés codons preferenciais: 175, 248
e 273 (IARC TP53 Database, 2014) (Figura 5).
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Figura 5. Espectro das muta¢cdes no gene TP53 no cancer de pancreas. Adaptado de
“The Universal Mutation p53 Database” (http:/p53.iarc.fr).

A proteina p53 atua como um fator de transcricdo ativada por danos ao
DNA, hipoxia, estresse oxidativo, deprivacdo energética, encurtamento
telomérico, entre outros (Figura 6). Alguns fatores como a natureza e a
intensidade do estresse e o tipo celular determinam o tipo de resposta celular a a
ser desencadeada. Uma das principais formas de controle tumoral pela proteina
p53 se da pelo blogueio do ciclo celular e pela inducao de apoptose. Quando
ativada por quebras bifilamentares no DNA, a proteina ATM fosforila e estabiliza a
proteina p53, a qual induz a transcricdo do gene p21 que sera responsavel pela
inducdo da parada no ciclo celular. Outra importante atividade supressora de
tumor mediada pela proteina p53 é a inibicdo do crescimento e proliferacédo
celular pela ativacdo dos genes Gadd45 e 14-3-3 sigma. A senescéncia, um
mecanismo de parada do ciclo celular até o0 momento tido como irreversivel,

também pode ser induzida via p53. Lesdes pré-malignas, por exemplo, parecem
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ser eficientemente desviadas da progressdo maligna por senescéncia mediada

pela proteina p53.
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Figura 6. Mecanismos ativadores da proteina p53 e suas atividades supressoras
tumorais.

Em condicbes normais, a proteina p53 encontra-se em baixos niveis
celulares, e seu principal regulador é a proteina Mdm2 pela formacdo de um
complexo p53/Mdm2. Este complexo possibilita o redirecionamento da proteina
p53 do nudcleo para o citoplasma, onde a proteina Mdm2 age como uma
ubiquitina-ligase, possibilitando a degradacéo da p53 pelos proteossomos.

Na presenca de situacdes de estresse celular que levam ao dano do DNA, a
p53 é rapidamente induzida e as células normais aumentam sua expressao para
qgue o ciclo celular seja blogueado até que haja o reparo do DNA. Por outro lado,
proteinas p53 mutantes podem se tornar mais estaveis ou escapar a0 mecanismo

regulatorio da proteina Mdm2, acumulando-se na célula.
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1.4 ESTUDOS DE EXPRESSAO GENICA NO CANCER DE PANCREAS

Um dos estudos mais relevantes para a compreensao da biologia
molecular do cancer de pancreas foi conduzido por Jones e colaboradores e
publicado em 2008 (Jones et al., 2008), tendo identificado 63 alteracbes genéticas
recorrentes no adenocarcinoma ductal pancreatico, na maioria mutacdes pontuais
que afetam 12 principais vias de sinalizacdo. Metodologias de analise em larga
escala baseadas em plataformas de microarranjos para avaliar os padrdes de
expressdo génica tém sido usadas extensivamente para a busca de genes
diferencialmente expressos no cancer de pancreas. Desde a publicacdo de Gress
e colaboradores (Gress et al., 1996), a qual identificou 369 ESTs (do inglés
“Expressed Sequence Tags”) diferencialmente expressos no adenocarcinoma
ductal pancreético, o uso de plataformas de microarranjos tem sido aplicada
recorrentemente (Buchholz et al., 2001, Badea et al., 2008; Sergeant et al., 2012).
Além da plataforma de microarranjos, outras técnicas como a analise de
transcriptoma utilizando SAGE (do inglés “Serial analysis of gene expression”)
também tém encontrado resultados promissores para a melhor compreenséo do

cancer de pancreas (Hustinx et al., 2004; Yang et al., 2010).

1.5 MODIFICACOES EPIGENETICAS

Existem dois principais mecanismos epigenéticos envolvidos na
carcinogénese: as modificacdo no padrdao de acetilacdo das histonas e a
metilacdo do DNA. A metilacdo do DNA, na qual grupos metila quimicamente se
ligam a citosina, é o processo epigenético mais bem estudado, inclusive no
cancer de pancreas (Tan et al., 2009), estando associada ao silenciamento da
expressdo génica e a progressdo tumoral. A metilacdo ocorre quase que
exclusivamente nas repeticoes de citosinas ao lado de guaninas - as chamadas
ilhas CpG — e, quando o DNA encontra-se hipermetilado, a cromatina fica inativa,
impedindo a transcricdo dos genes. Ja os mecanismos de modificacdo das
histonas reestruturam a conformacéo da cromatina, o que interfere na regulacao

da transcricdo de genes localmente ou globalmente. A cromatina contendo lisinas
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hipoacetiladas nas caudas das histonas possui uma estrutura compacta
repressiva da transcricdo. Por outro lado, a presenca de certas lisinas acetiladas
na cauda das histonas esta associada com cromatina menos condensada
(eucromatina) e genes transcricionalmente ativos (Figura 7). No contexto de
silenciamento por desacetilagdo de histonas, 0s genes supressores de tumor se
tornam inativos, o que contribui para o desenvolvimento tumoral (Koutsounas, et
al. 2013; Womann et al., 2013; Menditi et al., 2007).

HAT

Figura 7. Alteragbes na conformacdo da cromatina pelas enzimas modificadoras de

histonas. HDAC: histonas desacetilases; HAT: histonas acetiltransferases.

1.5.1 Modificagfes em histonas

Niveis estacionarios de acetilacdo no nucleo das histonas resultam do
balanco das atividades antagonistas das histonas acetiltransferases (HATS) e
histonas desacetilases (HDACs) (Wade et al., 2001) (Figura 6). O desequilibrio no
processo de acetilacdo e desacetilagdo das histonas em regides promotoras,
apresentado por varias classes de tumores, contribui para a desregulacdo da
expressdo génica e associa-se a carcinogénese e progressao do cancer,
tornando-se alvo de intensa investigacdo nos ultimos anos (Lehrmann et al., 2002;
Villar-Garea et al., 2004). A consequéncia da atividade alterada dessas enzimas

modificadoras de histonas levando a uma maior acetilacdo ou desacetilacdo e
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consequente expressao de oncogenes ou silenciamento de genes supressores de
tumor ainda ndo € bem compreendida no processo de carcinogénese pancreatica
(Seligson et al.,, 2005). Ja existem varias evidéncias indicando que a
desregulacdo no processo de acetilacdo das histonas contribui para o
desenvolvimento e progressao do céncer de pancreas (Peulen et al., 2013), mas
mais estudos sobre o0 seu papel no diagndstico, prognostico e tratamento sao
necessarios.

Diferencas nos niveis de expressdo das histonas modificadas possuem
relagdo com desfechos clinicos avaliados em certos tipos de céncer, tais como
préstata, rim, pulméo, estdmago, ovario e cancer de mama (Seligson et al., 2009;
Elsheikh et al., 2009). Elsheikh et al. (2009), por exemplo, investigou o padrdo de
expressdo das histonas acetiladas H3K9ac, H3K18ac e H4Kl2ac em 880
amostras de cancer de mama, tendo encontrado uma correlagdo significativa com
variaveis clinico-patologicas e prognostico. Niveis baixos a moderados de
acetilacao foram observados em carcinomas com progndstico mais reservado.

Em relacdo ao cancer de pancreas, apenas um estudo prévio avaliou a
correlacdo entre a expressdo de histonas acetiladas detectadas por
imunohistoquimica em amostras de céancer de pancreas com 0 prognostico
observado (Manuyakorn et al., 2010). Nesse estudo observou-se que niveis
baixos de histonas 3 acetiladas na lisina 18 (H3K18ac) foram preditores
independentes de sobrevida, bem como de uma pior resposta ao tratamento com
5-fluorouracil, no caso de pacientes estadio | e Il. No entanto, nenhum estudo
posterior foi conduzido para avaliar a acetilagio em outras lisinas e outras
histonas descritas como biomarcadores em outros tipos de tumores, nem em

pacientes com doenca pancreética avancada (estadios Il e 1V).

1.6 PAPEL DOS MICRORNAS NO CANCER DE PANCREAS
Os microRNAs (miRNAs) sdo uma classe de pequenos RNAs de fita

simples, de 18 a 25 nucleotideos de tamanho, resultantes de uma sequéncia de

clivagens enzimaticas a partir de uma molécula precursora. Esses pequenos
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RNAs fazem parte da classe de RNAs nédo codificantes (ncRNAs), 0s quais sé&o
categorizados em funcdo do seu tamanho: RNAs longos (IncRNAS) possuem
tamanho maior do que 200 nucleotideos e os RNAs curtos, menores que 200
nucleotideos (Clark and Mattick, 2011). Os principais ncRNAs curtos identificados
até o momento incluem os micro RNAs (miRNAs), small nuclear RNAs (ShnRNAS),
small nucleolar RNAs (snoRNAs), Piwi-interacting RNAs (piRNA) e os
transcription initiation RNAs (tiRNAS).

A organizacdo gendmica dos miRNAs € bastante diversa e representa 1-
4% do genoma humano, estimando-se que regulem aproximadamente 30% de
todos os transcritos génicos. Estudos recentes sugerem que 70% dos genes
codificadores de miRNAs localizam-se em introns e éxons e os 30% restantes, em
regioes intergénicas (Rachagani et al, 2010). Esses genes também parecem estar
frequentemente localizados em regides gendmicas associadas ao cancer e em
pontos de quebra cromossémicos, bem como em regides de frequente perda de
heterozigosidade, sugerindo um possivel envolvimento dos miRNAs na iniciacédo e
na progressao de diversos tumores humanos (Rachagani et al, 2010).

A associagdo entre miRNAs e cancer foi proposta pela primeira vez em
2002, em um estudo envolvendo leucemia linfocitica crénica e a delecao
cromossbémica 13gl14. Em relagdo ao adenocarcinoma ductal pancreético, um dos
primeiros estudos foi publicado em 2006, por Lee e colaboradores (Lee et al.,
2006), e encontrou um aumento na expressao dos miRNAs -155, -21, -221, -424,
-301 e -100.

O miRNA mais extensivamente estudado no cancer de pancreas, até o
momento, € o miR-21, que também tem sido associado a muitas outras
neoplasias. O miR-34a, componente da via de p53, é outro MIRNA com
importante papel no adenocarcinoma ductal pancreatico, parecendo atuar como
um supressor tumoral e encontrando-se subexpresso nesses tumores (Chang et
al, 2007; Tarasov et al 2007; Hermeking, 2010). Atualmente sabe-se que existem
diversos mecanismos responsaveis pela reducdo nos niveis de expressdo de
miR-34a, como a supressdo do gene TP53 (Chang et al, 2007), a delecao da
regido gendmica responsavel por sua transcricdo (Calhoun et al, 2006) e a

metilacdo aberrante do seu promotor (Lodygin et al, 2008). Em um estudo com
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linhagens de cancer de pancreas com mutacdes no gene TP53, a transfeccéo de
miR-34a foi capaz de restaurar a fungcdo supressora de tumor da proteina p53 e
de inibir a expresséao de Bcl-2, diminuindo assim as taxas de crescimento celular e
invasdo e induzindo a apoptose e parada no ciclo celular (Ji, 2009). Estudos
posteriores mostraram que pacientes cuja expresséao tecidual de miR-34a é alta,
apresentam melhor progndstico apos resseccao cirdrgica, com maior sobrevida

do que os pacientes com baixos niveis de miR-34a (Jamieson et al, 2012).

1.7 BIOMARCADORES PARA O DIAGNOSTICO PRECOCE

Poucos sdo os métodos diagndsticos atualmente disponiveis capazes de
detectar com precisdo e precocemente o0 adenocarcinoma ductal pancreatico na
populacdo geral, antes do inicio dos sintomas. Na sua fase inicial, o cancer
pancreatico pode gerar apenas um desconforto na regido epigastrica, associada
ou nédo a irradiacdo para a regido dorsal. Com a sua progressao, sintomas mais
perceptiveis como perda ponderal, fraqueza, nauseas e vomitos, ictericia e acolia
podem ocorrer. Diferentes técnicas para a identificacdo do adenocarcinoma ductal
pancreatico em fase inicial tém sido testadas, como a realizagdo de
ecoendoscopia em pacientes de alto risco, mas os resultados ainda sao iniciais e
controversos. Testes com biomarcadores (proteinas, mRNAs, microRNAs e
outras moléculas) também tém sido desenvolvidos e propostos para o diagndstico
de lesdes pancreaticas precursoras, na tentativa de detectar o tumor em estadios
ressecaveis e curaveis. Biomarcadores podem ser detectados no soro, plasma,
tecido, saliva, urina, entre outros fluidos e materiais bioldégicos. No caso de
tumores malignos, os biomarcadores podem, ainda, ser capazes de auxiliar no
estadiamento, predicdo de prognostico e resposta terapéutica, bem como na

deteccéo de recidivas.

1.7.1 Biomarcadores séricos e plasmaticos
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Entre os véarios biomarcadores circulantes identificados até o momento, o
CA19-9 (antigeno carboidrato 19-9) tem sido o mais extensamente estudado no
cancer de pancreas, embora também possa estar elevado em pacientes com
cancer de esb6fago, estbmago, vias biliares e cancer colorretal (Kannagi, 2007),
além de condi¢cbes benignas como pancreatite cronica, cistos de ovario,
insuficiéncia cardiaca, tireoidite de Hashimoto, artrite reumatoide, diverticulite e
hiperbilirubinemia (Kim et al. , 2004). O CA 19-9 é um carboidrato relacionado ao
grupo sanguineo Lewis, apresentando como valor de referéncia o limite de
37U/ml. Cerca de 5% da populacdo é Le (a-b-), ou seja, incapaz de expressar o
marcador CA 19-9.

Devido aos seus baixos valores de sensibilidade (70-80%) e especificidade
(68-91%), o CA19-9 ndo € um marcador indicado para o rastreamento do cancer
de pancreas, nem mesmo em pacientes de alto risco, servindo apenas para
complementacdo na avaliagdo clinica durante o processo diagnéstico e para a
predicdo de recidivas ou metastases apds o tratamento cirdrgico, quimio ou
radioterapicos (Passerini et al., 2012).

Estudos mais recentes tém tentado avaliar o papel da expressédo de
mMiRNAs circulantes como possiveis marcadores diagndsticos para a deteccéo do
cancer de pancreas. Em 2012, uma analise genémica de larga escala realizada
em amostras de soro de pacientes com adenocarcinoma ductal pancreatico,
identificou 44 miRNAs superexpressos e 19 miRNAs subexpressos, sendo que
apenas sete apresentavam niveis de expressdo significativamente diferentes
entre casos e controles: miR-20a, -21, -24, -25, -99a, -185 e -191. O estudo
mostrou, ainda, que pacientes com altos niveis de miR-21 exibiam uma menor
taxa de sobrevida quando comparados a pacientes com baixos niveis de
expressdo. Os autores criaram, entdo, um painel com os sete mMIRNAs
diferencialmente expressos e avaliaram a sua expressdao em um grupo de 55
pacientes com suspeita de adenocarcinoma ductal pancreatico. O painel
demonstrou uma sensibilidade de 83,6% para o diagnostico da neoplasia nesses
pacientes, valor superior as taxas de sensibilidade do marcador CA19-9 (56,4%) e
do CEA (36,4%) encontradas nestas mesmas amostras (Liu et al, 2012).
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1.7.2 Biomarcadores salivares

Os achados iniciais com biomarcadores séricos impulsionaram o
desenvolvimento de novas tecnologias para o estudo gendmico e protedmico e,
nesse contexto, a avaliacdo de biomarcadores presentes na saliva surge como
uma metodologia interessante, considerando a nao invasividade do método e o
relativo baixo custo.

Os primeiros estudos a avaliarem a expressao de biomarcadores na saliva
de pacientes com cancer oral foram publicados ha mais de duas décadas (Negri
et al., 1988; Therkildsen et al., 1993), mas apenas no ano 2000 foi publicado o
primeiro trabalho demonstrando uma associacdo entre um biomarcador salivar e
um cancer em sitio distante da cavidade oral (Streckfus et al., 2000). Nesse
estudo, Streckfus e colaboradores identificaram niveis significativamente mais
altos da proteina Her-2/neu em amostras de saliva de pacientes com cancer de
mama, quando comparadas a pacientes saudaveis. Desde entdo, diferentes
estudos tém avaliado alteracbes genbmicas, protebmicas, epigenéticas e
transcriptbmicas na saliva de pacientes afetados por cancer (Bonne et al., 2012),
incluindo adenocarcinoma ductal pancreatico (Zhang et al., 2010; Sugimoto et al.,
2010). No entanto, entre todos as metodologias para deteccéo de biomarcadores
salivares descritas até 0 momento, as analises de transcriptoma tém apresentado
as maiores taxas de sensibilidade e especificidade, apresentando maior potencial
de translacéo para a pratica clinica (Bonne et al., 2012).

O Unico estudo de analise transcriptdmica em saliva de pacientes com
cancer de pancreas, publicado por Zhang et al. (2010), encontrou um perfil
significativamente diferente entre pacientes com cancer e controles sem cancer,
obtendo uma sensibilidade de 90% e especificidade de 95% a partir da deteccao
dos mRNAs KRAS, MBD3L2, ACRV1 e DPM1 (Figura 8). Tais resultados foram
considerados animadores e sugerem um papel importante da avaliagdo de

biomarcadores salivares na investigagédo de tumores do pancreas.
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Figura 8. A) Curva ROC para o painel de 4 biomarcadores salivares (KRAS,
MBD3L2, ACRV1 e DPM1) descrito por Zhang e colaboradores (2010). B)
Comparacéo entre os resultados do qRT-PCR para os quatro biomarcadores
combinados no grupo de pacientes sem cancer (pancreatite cronica e controles

saudaveis) e com cancer de pancreas.

1.8 FATORES E MARCADORES PROGNOSTICOS

Vérios sdo os fatores determinantes de prognostico no adenocarcinoma
ductal pancreatico: localizacdo, extensdo do tumor primario, grau histolégico,
presenca ou auséncia de invasdo perineural, ocorréncia de metastases
linforregionais e a distancia. Parametros laboratoriais, como baixos niveis de
hemoglobina (<12g/dl) e albumina (<2,8g/dl) pré-operatérios, também sao
descritos como relacionados a um pior prognostico (Ruiz-Tovar et al., 2011). No
pés-operatorio, a identificagdo de margens positivas na analise anatomo-
patolégica também esta associada a um progndéstico mais reservado.

Estudos mais recentes tém sugerido que a identificacdo de células
tumorais circulantes (CTCs, do inglés circulating tumor cells) na corrente
sanguinea de pacientes com adenocarcinoma ductal pancreéatico pode ser um

importante fator de mau progndstico, merecendo ainda uma melhor
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caracterizacdo e analise em larga escala para que possa ser empregada na
pratica clinica (Tjensvoll K et al., 2014).

1.8.1 Estadiamento do cancer de pancreas

O Comité Conjunto Americano em Cancer (AJCC, do inglés American Joint
Committee on Cancer) e a Unido Internacional para o Controle do Cancer (UICC,
do inglés Union for International Cancer Control) estabeleceram a combinagéo do
sistema de estadiamento TNM para o cancer de pancreas, baseado no tamanho
do tumor primario e/ou invasdo de estruturas adjacentes e na presenca ou
auséncia de metastases nodais ou a distancia para propor um estadiamento que
reflita essas diferencas em termos progndsticos entre os diferentes pacientes com

adenocarcinoma ductal pancreatico (Tabelas 4A e 4B).
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Tabela 4A. Classificacdo TNM proposta pela AJCC/UICC.

Tumor Pimério (T)

Tx O tumor primério ndo pode ser avaliado

Tis Carcinoma in situ

TO N&o h& evidéncia de tumor primario

Tl Tumor limitado ao pancreas, < 2 cm em sua maior dimensao

T2 Tumor limitado ao pancreas, > 2 cm em sua maior dimensao

T3 Tumor que se estende além do pancreas, mas sem envolvimento do plexo

celiaco ou artéria mesentérica superior

T4 Tumor que envolve o plexo celiaco ou artéria mesentérica superior
Linfonodos (N)

NX Os linfonodos regionais ndo podem ser avaliados
NO Auséncia de metastase em linfonodos regionais
N1 Metéastase em linfonodos regionais*

Metéstase a distancia (M)

Mx A presenca de metastase a distancia ndo pode ser avaliada
MO Auséncia de metastase a distancia
M1 Metéstase a distancia

*Linfonodos regionais: linfonodos peripancreaticos superiores, inferiores, anteriores e posteriores,
esplénicos e celiacos

Tabela 4B. Estadiamento do cancer de pancreas.

Estadiamento

Estadio O Tis NO MO
Estadio 1A T1 NO MO
Estadio 1B T2 NO MO
Estadio 1A T3 NO MO
Estadio 1B T1,T2,T3 N1 MO
Estadio Il T4 Qualquer N MO
Estadio IV Qualquer T Qualquer N M1



1.8.2 Biomarcadores prognosticos

Poucos sdo os estudos de biologia molecular com amostras de
adenocarcinoma ductal pancreatico que identificaram painéis de expressao
génica e imunohistoquimica capazes de estratificar pacientes de acordo com o
seu prognostico. Winter e colaboradores (2012) analisaram a expressdo por
imunohistoquimica de 13 biomarcadores previamente descritos por Harsha et al
(2009) como potenciais determinantes prognosticos, estratificando os pacientes
em grupos de sobrevida <12 meses e >30 meses. Ao final do estudo, que
envolveu a técnica de “Tissue Microarray” (TMA), os pesquisadores identificaram
os marcadores MUC1 e mesotelina como os melhores preditores de sobrevida
entre todos os marcadores analisados. O estudo encontrou, ainda, uma maior
associacao entre os biomarcadores MUC1, MSLN e MUC2 e a sobrevida dos
pacientes avaliados quando comparados com fatores preditores clinico-
patolégicos (tamanho tumoral, grau, positividade de linfonodos e margens). Outro
estudo mais recente, realizado em amostras de suco pancreatico coletadas do
ducto pancreético principal no intraoperatério, identificou uma associacdo entre
altos niveis das proteinas S100A8, A9 e mucinas com pior prognoéstico (Chen et
al., 2014).

Em relacdo aos fatores progndsticos associados a resisténcia terapéutica,
Tsiaousidou e colaboradores (2013) identificaram trés biomarcadores (B7H4, DJ-1
e HSP27) associados a resisténcia ao tratamento com gencitabina e pior
sobrevida. No entanto, mais estudos sé&o necessarios a fim de determinar o real

valor desses biomarcadores na pratica clinica.

1.9 NOVAS TERAPIAS NO TRATAMENTO DO CANCER DE PANCREAS

Mais de 70 anos ap0s a primeira descricdo da técnica da
duodenopancreatectomia por Whipple e colaboradores (1935), a reseccéo
pancreatica ainda permanece como a unica modalidade terapéutica com potencial

curativo no tratamento do cancer de pancreas. Devido a extenséo locorregional
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e/ou disseminacdo metastética, até 80% dos tumores s&o irressecaveis no
momento do diagnostico. Além disso, mesmo quando submetidos a cirurgia,
apenas 20% dos pacientes ainda estdo vivos ao final de 5 anos, devido as altas
taxas de recidiva locorregional ou a distancia (Kyriazanos et al., 2011).

Mesmo estando claro que a cirurgia isolada néo € capaz de curar a maioria
dos casos ressecaveis, ndo ha um consenso com relagdo a melhor estratégia
para o0 tratamento adjuvante desses casos. Atualmene, o0 tratamento
quimioterapico com gencitabina é tido como padrdo, mas novos agentes e
esquemas de quimio e radioterapia, incluindo associacdes como o FOLFIRINOX
(5-fluouracil, oxaliplatina e irinotecano), tém obtido resultados promissores,
embora ainda sejam poucas as perspectivas terapéuticas para 0S casos
irressecaveis e/ou inoperaveis, bem como recidivados (Conroy et al., 2011; Ghosn
et al., 2014). Em relacdo a radioterapia, estudos mais recentes com técnicas de
radiocirurgia esterotaxica corpérea (SBRT) - a qual consiste na administracdo de
altas doses de radiacdo consideradas ablativas apenas na regido tumoral - tém
conseguido altas taxas de controle local (Trakul et al., 2014), mas mais estudos e
um maior tempo de follow-up sdo necessarios para definir o real beneficio desse

tipo de tratamento.

1.9.1 Novas drogas alvo-moleculares

As drogas alvo-moleculares compreendem substancias que agem
destruindo células tumorais por meio de moléculas especificas que interferem no
crescimento e na proliferacdo da célula neoplasica. Nas ultimas duas décadas,
foram desenvolvidas drogas como os inibidores de tirosina-quinases, que
bloqueiam o processo de multiplicacao celular (ex. erlotinib, imatinib, sorafenib), e
0s anticorpos monoclonais, que reconhecem e se ligam a locais especificos da
membrana celular impedindo o envio de sinais de estimulo para a multiplicacéo
e/ou sobrevivéncia celular (ex. trastuzumab, rituximab e cetuximab). Ja os
inibidores da angiogénese possuem o0 potencial de diminuir e/ou prevenir a

formacao de novos vasos tumorais, 0S quais permitem o crescimento e invasao
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das células neoplasicas (ex. bevacizumab). No tratamento do adenocarcinoma
ductal pancreatico, a droga alvo molecular mais investigada e com os melhores
resultados obtidos até o momento € o erlotinib, inibidor do receptor de
crescimento epidérmico (EGFR, do inglés “epidermal growth fator receptor”).
Além disso, alguns estudos também demonstraram um potencial sinergismo das
drogas erlotinib e cetuximab (também inibidor do EGFR) com a radioterapia em
casos avancados, sugerindo que a inibicdo da via de sinalizacdo EGFR possa
contribuir para a reversao da radioresisténcia tipica dos tumores pancreaticos
(Silvestris et al., 2014).

1.9.2 p53 como alvo terapéutico

Tratamentos farmarcoldgicos que tém a proteina p53 como alvo incluem
terapias direcionadas a proteina p53 mutante e a proteina p53 selvagem (Figura
9). Diferentes compostos foram identificados com potencial para reativacdo da
proteina p53 mutante a partir de estudos estruturais, funcionais e regulacionais.
Um dos primeiros compostos descobertos foi a Elipticina (Ellipticine), um alcalbide
que demonstrou efeitos citotdxicos e antiproliferativos especificamente em células
com mutacdo no gene TP53 (Shi et al., 1998; Peng et al., 2003). Estudos
posteriores, no entanto, mostraram que tal composto apresentava muitos efeitos
nao direcionados ao alvo principal, atuando também sobre outras enzimas, entre
elas a topoisomerase Il. Em 1999, outro composto reativador da proteina p53
mutante foi descoberto, o CP-31398, com capacidade de estabilizar o dominio de
ligacdo da proteina mutante, induzir genes alvos da p53 como o p21 e reduzir o
crescimento tumoral (Foster et al., 1999; Takimoto et al., 2002). Outras drogas
identificadas e desenvolvidas com propriedades semelhantes, mas menos
estudadas até o momento, incluem os compostos SCH529074, MIRA-1, MIRA-3,
STIMA-1, RETRA e NSC319726 (Zache et al., 2008; Demma et al., 2010; Yu et
al., 2012).
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Figura 9. Drogas ativadoras da proteina p53 e os seus diferentes mecanismos de

acao.

Ha pouco mais de 10 anos, outra molécula restauradora da funcédo
supressora da proteina p53 foi descrita por Bykov e colaboradores (Bykov et al.,
2002) e denominada PRIMA-1 (do inglés p53-dependent reactivation and
induction of massive apoptosis). PRIMA-1 é um composto de baixo peso
molecular que restaura a conformacdo selvagem a proteina p53 mutante,
possibilitando a sua ligacdo ao DNA, com consequente inducéo de genes alvos e
apoptose em células tumorais com mutacdes no gene TP53 (Bykov et al., 2002;
Bykov et al., 2005; Wiman, 2010). Um dos mecanismos de acao propostos para o
composto PRIMA-1 inclui a modificacdo covalente dos grupos tidis no dominio de
ligacdo da proteina p53 mutante (Lambert et al., 2009)

Diferentes estudos tém demonstrado o efeito da PRIMA-1 em linhagens de
leucemia (Nahi et al., 2006), hepatocarcinoma (Shi et al., 2008), cancer de mama
(Liang et al., 2007; Liang et al., 2009), cabeca e pescoco (Roh et al., 2011),
tiredide (Messina et al.,, 2012) e pulmao (Magrini et al.,, 2008). Até o momento,

nenhum estudo avaliou a resposta de linhagens celulares de adenocarcinoma
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ductal pancreatico com p53 mutante a esse composto, 0 que seria de grande
interesse considerando a alta frequéncia de mutacdes no gene TP53 entre os
tumores malignos do pancreas.

De todas as moléculas reativadoras da proteina p53 mutante, 0 composto
PRIMA-1 parece apresentar o maior potencial para a translagdo para a pratica
clinica, uma vez que resultados preliminares de um ensaio clinico Fase 1
demonstraram ser uma droga segura, sem grandes toxicidades e com um perfil
farmacodinamico favoravel (Lehmann et al., 2012).

Em relacdo as drogas que tém como alvo a proteina p53 selvagem, o0s
compostos que atuam na via de sinalizagdo da proteina Mdm2 com a p53 sdo as
gque vém demonstrando um maior potencial terapéutico, sendo as principais a
Nutlina-3 e o composto RITA (do inglés “reactivation of p53 and induction of tumor
apoptosis”). A Nutlina-3 € uma imidazolina que interage com a proteina Mdmz2,
especificamente na regido de ligacdo a proteina p53, impedindo a interacdo entre
as duas proteinas e permitindo maior atividade a proteina p53 (Essmann &
Schulze-Osthoff, 2011). JA& o composto RITA, identificado por Issaeva e
colaboradores em 2004, apresenta a capacidade de ligar-se a regido N-terminal
da proteina p53, induzindo uma mudanca conformacional que impede a sua
ligacdo a proteina reguladora Mdm2. Dessa forma, a proteina p53 selvagem
permanece livre para exercer seus efeitos de inducdo de apoptose na células
neoplasica. Alguns estudos mais recentes tém sugerido que o composto RITA
também pode apresentar um potencial de reativacdo das proteinas p53 mutantes
por conta dessa mudanca conformacional que ele induz, mas mais estudos sdo
necessarios para confirmar esse outro possivel modelo de acdo (Zhao et al.,
2010).

1.9.3 Drogas moduladoras de modificagdes epigenéticas
As enzimas desacetilases de histonas (HDACs) podem ser divididas em

quatro diferentes classes e tém sido minuciosamente estudadas devido a dois

motivos principais: por interferirem na rota de tumorigénese de diversos tipos de
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cancer e porgue pequenas moléculas inibidoras das HDACs (iHDAC) possuem a
capacidade de interferir na atividade destas enzimas e atingir efeitos biolégicos
significativos em modelos pré-clinicos de cancer, tornando-se novos potenciais
terapéuticos (Iwanoto et al., 2013).

Os inibidores das HDACs permitem a acetilacdo das histonas e convertem
a heterocromatina em uma estrutura menos condensada, possibilitando a
codificacdo de varios genes supressores envolvidos na inibicdo do crescimento
tumoral (Ouaissi et al., 2008), incluindo o gene TP53 (Bukreeva et al., 2009).
Aproximadamente 60% dos tumores de péancreas apresentam expressao da
enzima HDAC1 detectada por imunohistoquimica, mas os estudos sobre o
envolvimento dessa enzima na carcinogénese pancreatica, bem como o seu
papel como alvo terapéutico, ainda séo limitados. Estudos prévios com iHDACs
em linhagens de cancer de pancreas encontraram respostas satisfatorias no seu
uso isolado (Ouassi et al., 2011; Wang et al., 2012), mas publicacdes recentes
tém sugerido que tais inibidores tenham um potencial ainda maior como adjuvante
em tratamentos combinados com quimioterapicos e/ou drogas alvo-moleculares
(dos Santos et al., 2009; Abujamra et al., 2010; Sung et al., 2011; Venkannagari et
al., 2012; Qiao et al., 2013).

A acetilacdo das histonas induzida pelos iIHDACs leva a um aumento na
expressdo de genes supressores de tumor e uma diminuicdo na proliferacao
celular por uma parada no ciclo celular na fase G1 e/ou G2 do ciclo celular, com
consequente apoptose e diferenciacao terminal de células transformadas. Alguns
estudos em pacientes com leucemia aguda, em que a expressao alterada de
determinados genes estd claramente relacionada ao inicio e a progressdo da
doenca, demonstraram efeitos positivos com o emprego dos inibidores de
desacetilases de histonas, inclusive como monoterapia (Leone et al., 2008).
Estudos clinicos em andamento nos Estados Unidos ja comprovaram a segurancga
desses compostos, inclusive com uma baixa taxa de efeitos adversos, o que
favorece a sua aplicabilidade na pratica clinica.

Existem diferentes compostos inibidores das desacetilases de histonas: 1)
acidos graxos de cadeia curta (derivados do &cido butirico e acido valproico); 2)
acidos hidroxamicos (SAHA, do inglés “Suberoylanilide Hydroxamic Acid”,
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Piroxamida, Tricostatina A e acido cinamico-bishidroxamico); 3) tetrapeptideos
ciclicos (Trapoxin, Apicidin e depsipeptideo) e 4) benzamidas (Entinostat, entre
outros). O butirato de sodio, derivado do acido butirico, € um dos principais acidos
graxos de cadeia curta e evidéncias recentes tém sugerido que ele pode atuar
reduzindo e inibindo a formacao de neoplasias.

Em relacdo ao cancer de pancreas, alguns estudos in vitro demonstraram o
potencial in vitro do butirato de sédio, reduzindo a capacidade de invasdo das
células pancreaticas (Farrow et al., 2003) e tornando-as mais suscetiveis as vias
intrinsecas e extrinsecas da apoptose (Natoni et al. 2005). No entanto, nenhum
estudo avaliou o seu papel como adjuvante no tratamento com drogas
reativadoras de genes supressores, 0 que poderia ser interessante, uma vez que

entre 0s seus mecanismos de acdo esta o0 aumento da transcricdo desses genes.

55



2. OBJETIVOS

O objetivo geral do presente estudo consistiu em identificar biomarcadores e
novas terapias para o cancer de pancreas. Para isso, avaliamos o papel de
biomarcadores salivares para o diagnostico precoce e a resposta ao tratamento

com drogas alvo-moleculares em modelos in vitro.

Os obijetivos especificos foram:

2.1 Estudar a expresséo dos genes KRAS, DPM1, MBD3L2 e ACRV1 na saliva de
pacientes com adenocarcinoma ductal pancreatico, pancreatite crénica e

controles sem evidéncias de lesdes pancreéticas;

2.2 Avaliar a reativacdo farmacoldgica da proteina p53 mutante pelo composto
PRIMA-1 em linhagens tumorais de adenocarcinoma ductal pancreatico,

2.3 Investigar o efeito da combinacdo do composto PRIMA-1 com o inibidor de

desacetilase de histonas butirato de sédio.
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ABSTRACT

Background: Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is a leading cause of
cancer-related deaths worldwide and detection of early disease through screening
is likely the best way to meaningfully prolong survival. The development
of biomarkers for screening holds enormous promise for increasing early detection
and impacting mortality, and salivary mRNAs could be an interesting alternative in
this scenario. In this study, we have assessed the expression of four salivary
biomarkers for pancreatic cancer previously described in the literature.

Methods: We analyzed the expression levels of KRAS, DPM1, ACRV1 and
MBD3L2 mRNAs in salivary samples from 25 patients with PDAC, 10 chronic
pancreatitis and 10 control subjects. mMRNA expression was assessed by qRT-
PCR using TagMan mRNA Assays.

Results: High levels of KRAS expression differentiated pancreatic cancer from
controls, with a 72% sensitivity and 80% specificity (AUC=0.808, 95% CI: 0.662 —
0.954, P=0.005). However, no differences were observed when comparing KRAS
expression levels in PDAC and chronic pancreatitis patients, suggesting that this
marker may not have the power to distinguish malignant from benign diseases.
DPM1 was not differentially expressed across the groups and no dectable
expression of ACRV1 and MBD3L2 was observed.

Conclusion: Our results suggest that salivary KRAS expression may possess a
discriminatory power for the detection of patients with pancreatic disease, but not
for distinguishing pancreatic cancer from chronic pancreatitis patients. This
preliminary report provide evidence for the extended investigation of KRAS as a
salivary biomarker for pancreatic diseases, contributing for the development of
clinical validation studies in combination with other markers to increase its

specificity.

Keywords: Salivary biomarkers; KRAS; pancreatic ductal adenocarcinoma.
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INTRODUCTION

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is one of the most aggressive
malignant tumors and a leading cause of cancer-related deaths worldwide. The
reason behind the dismal prognosis of PDAC is multifactorial, being related to late-
stage presentation, lack of effective treatment protocols, early locoregional
recurrence and absence of clinically useful biomarkers that can detect pancreatic
cancer in its precursor forms or earliest stages (Ballehaninna et al., 2012).

The early detection of pancreatic cancer offers the promise of improved
mortality rates through surgical resection, but the current strategies lack the
necessary sensitivity and specificity to make widespread screening applicable.
The search for potentially useful biomarkers for pancreatic cancer is further
complicated by the existence of several benign pancreatic disorders such as
chronic pancreatitis, which has a significant phenotypic and even genetic overlap
with early pancreatic cancer. Considering the need for non-invasive and accurate
methods to detect PDAC in its early stages, saliva has been suggested as an
advantageous sample for use in easy, safe and non-invasive diagnostic assays
(Lee and Wong, 2009).

Salivary constituents (including DNA, RNA, protein and bacteria) have been
linked to several systemic diseases and, more recently, to non-oral cancers
(Brooks et al., 2008; Xie et al., 2013; Lau et al., 2013). The composition of saliva is
thought to vary according to the disease status, with changes corresponding to
immunological, hormonal and cancer biomarker levels in the body. Since saliva is
readily accessible by noninvasive methods, it holds a potential promise for a
simple non-invasive source of biologic material for the study of diagnostic and
prognostic biomarkers (Farrel et al., 2012). Recently, Zhang and cols. (2010)
demonstrated that fours messenger-RNAs (mMRNAs KRAS, MBD3L2, ACRV1 and
DPM1) detected in salivary samples could correctly distinguish pancreatic cancer
patients from cancer unaffected subjects with a sensitivity and specificity of 90%
and 95%, respectively. In this study we aimed to replicate the findings of Zhang et
al. (2010) in a different population set and determine whether these four salivary
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biomarkers, individually or in combination, could be useful as diagnostic tools for
pancreatic cancer detection.

MATERIAL AND METHODS

Patients and samples

This study was approved by the Institutional Research Ethics Committee
(Hospital de Clinicas de Porto Alegre), under the registration number 10-0162, and
followed the principle of prospective specimen collection and retrospective
evaluation design. Written informed consent and questionnaire data sheets were
obtained from all individuals who agreed to enter the study. Three different groups
of patients were studied: (1) patients with pancretic ductal adenocarcinoma, (2)
patients with chronic pancreatitis and (3) controls without evidence of pancreatic
disease. Inclusion criteria for the PDAC group consisted of histopathologically
confirmed diagnosis and no previous chemo or radiation therapy prior to saliva
collection. Patients with locally advanced or metastatic pancreatic cancer were
included. For patients who underwent surgery, definitive tumor stage was
established on the basis of operative findings and complementary exams. For
those patients unsuitable for surgical treatment, tumors were staged by means of
computed tomography and/or magnetic resonance imaging, as well as histological
evaluation of biopsy samples. Criteria for recruitment of individuals to the control
group included absence of clinical symptoms of inflammatory or neoplastic
pancreatic disease and a normal abdominal computed tomography scan obtained
within the last six months before recruitment.

Clinical data (age at diagnosis, gender, comorbities, smoking and drinking
history, tumor differentiation, TNM category, staging and ressecability) were
obtained from patient interviews and review of medical records. Participants were
not allowed to eat, drink, smoke or perform oral hygiene one hour prior to saliva
collection. Whole saliva was collected between 9 and 11 a.m. and preserved using
the RNA Oragene kit RE-100 (DNA Genotek Inc.), according to the manufacturer’s
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instructions. MRNA purification was done using the mirVana PARIS kit (Ambion),
starting from 500 pl of saliva and eluting the extracted material into 50 pl of pre-
heated RNAse-free water, according to the manufacturer’s instructions for liquid
samples. All samples were quantified wusing a NanoDrop ND-1000

spectrophotometer (Thermo Scientific).

MRNA detection

MRNA expression was quantified in duplicates by qRT-PCR using human
TagMan RNA Assay kits (Applied Biosystems). The reverse transcription reaction
was carried out using a TagMan reverse-transcription kit (Applied Biosystems),
following manufacturer's instrunctions. After reverse transcription, 1 pl cDNA
solution was amplified using 5ul of Tagman 2x Universal Master Mix with no
AmpErase UNG (Applied Biosystems), 0.5ul of gene specific primers/probe and
3.5ul nuclease-free water, in a final volume of 10ul. Quantitative PCRs were run
on a StepOne Real-Time PCR system (gRT-PCR) (Applied Biosystems). The
reaction mix was incubated as recommended by the manufacturer. mMRNA
expression was normalized using the 222t method (Livaket al., 2001; Schmittgen
et al., 2008).

Statistical analyses

Considering the non-parametric characteristic of our samples, Mann-
Whitney test was used to evaluate differences in mRNAS expression across
different study groups. All statistical significance tests were two-sided and P-
values <0.05 were considered significant. Receiver operating characteristic (ROC)
curves and the area under the ROC curve (AUC) were used to assess the
feasibility of using KRAS and DPM1 mRNA expression for detecting PDAC. The
sensitivity and specificity for the biomarkers were estimated by identifying the
cutoff point of the predicted probability that yielded the highest sum of sensitivity
and specificity. All analyses were performed using the IBM Statistical Product and
Service Solutions (SPSS) software version 22.0.

To perform univariate logistics, we categorized absolute expression values,

considering all samples above the median as “high expression” and all below the

62



median as “low expression”. We also categorized the following clinical features:
differentiation grade (moderate/well differentiated vs. poorly differentiated); Cal19-9
seric levels (< 37 U/ml vs. > 37 U/ml); clinical staging (I/ll vs. lllI/IV), presence or

absence of metastatic disease (MO vs. M1) and tumor resection.

RESULTS

A total of 45 subjects were recruited for this study, including 25 patients with
PDAC, 10 patients with chronic pancreatitis and 10 controls. The information on
individual characteristics, such as age, gender, smoking and drinking history is
presented in Table 1. No significant differences was observed in age, gender and

tobacco/alcohol use among the individuals included in the three groups.

MRNA expression profiles in salivary samples

The median value of KRAS and DPML1 fold-change expression was 6.78
(mean 8.02 £ 7.26, minimum 0.03, maximum 30.72) and 3.16 (mean 4.30 + 4.01,
minimum 0.06, maximum 19.34), respectively. KRAS expression was significantly
higher in patients with pancreatic cancer (P=0.011) when compared with the
controls (median fold changes 7.37 and 2.97, respectively), but its expression
levels were very heterogeneous and also elevated in the salivary samples from
patients with chronic pancreatitis (median fold change 7.73) (Figure 1). DPM1
expression, on the other hand, was more equally distributed across the different
groups (Figure 2), not reaching a statistically significant difference among groups.
The mRNA levels of the ACRV1 and MBD3L2 genes were also evaluated by qRT-
PCR, but no expression was found in any of the samples, even after 45 cycles
(data not shown).

The clinical utility of KRAS and DPM1 mRNAs biomarkers for PDAC
detection was further assessed by ROC curve analysis (Table 2). For the
diagnostic discrimination between pancreatic cancer patients vs. controls, the
sensitivity for the KRAS salivary detection was 72% and the specificity, 80%, with
an area under the curve (AUC) value of 0.808 (95% CI: 0.662 — 0.954, P=0.005).
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However, the KRAS biomarker failed to discriminate patients with pancreatic
cancer from patients with crhonic pancreatitis, yielding an AUC value of 0.548
(95% CI: 0.353 — 0.743, P=0.661), a sensititivy of 56% and specificity of 50%. For
pancreatic cancer vs. noncancer subjects (chronic pancreatitis + controls), the
AUC value was 0.678 (95% CI: 0.523 — 0.833; P = 0.042), yielding a sensitivity of
60% and specificity of 65%. For patients with pancreatic disease (cancer + chronic
pancreatitis) vs. controls, KRAS expression levels yielded a ROC-plot AUC value
of 0.811 (95% CI: 0.677— 0.946; P = 0.003), with 74.3% sensitivity and 80%
specificity.

The AUC values for DPM1 expression are described in Table 2, but did not
reach any statistical significancy due to its low discriminatory power. When the
logistic regression model was perfomed with the combination of KRAS and DPM1
MRNA biomarkers, the AUC value for discriminitating pancreatic cancer from
noncancer patients raised to 0.722 (95% CI: 0.573 — 0.871; P = 0.011) with 64%
sensitivity and 65% specificity, and for patients with pancreatic disease vs.
controls, the AUC raised to 0.860, yielding a sensitivity value of 77.1% and
specificity of 80%.

KRAS gene expression and clinical features in PDAC patients

Finally, we sought to investigate the association between KRAS salivary
expression and clinical variables, such as age at diagnosis, Cal9-9 levels, tumor
differentiation, staging and resectability in the group of patients with PDAC, but no
correlation was observed (Table 3). There was a slight difference at the age at
diagnosis, with patients with high levels of KRAS mRNA (>6.78) being diagnosed
at an early age when compared with patients presenting low levels of expression,
but this difference did not reach statistical significance (53.82 £ 11.3 vs. 57.48 +
15.3, respectively, P=0.145). Patients with advanced disease (Ill/IV) also
presented higher levels of KRAS when compared with patients at early stages
(I/11), but no statistical difference was found (50% vs. 22.2%, P=0.174).
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DISCUSSION

Salivary biomarkers for the detection of systemic diseases have emerged in
the last decade with the availability of high throughput omics technologies and
systems biology tools (Lau et al., 2013). Because collection is noninvasive and
easily performed, using saliva for the early detection of systemic diseases could
be a significant advantage, especially for tumors with a challenging assessment
such as pancreatic cancer. In this preliminary study, we found that KRAS was
significantly more expressed in patients with PDAC when compared with controls
subjects (P=0.011), as previously suggested by Zhang et al. (2010). The ROC
curve analysis indicated 72% sensitivity and 80% specificity (AUC = 0.808, 95%
Cl: 0.662-0.954) for the diagnostic discrimination between pancreatic cancer
patients and non-affected controls with the KRAS salivary expression (P=0.005).
However, KRAS mMRNA levels were also elevated in patients with chronic
pancreatitis, suggesting that this biomarker may not possess the power to
discriminate patients with malignant disease from patients with benign pancreatic
disorders (AUC= 0.548, 95% CI: 0.353 — 0.743, P=0.661). Even when combined
with DPML1 results, no differences were found between patients with PDAC and
chronic pancreatitis. Finally, MBD3L2 and ACRV1 expression was undetectable in
our sample set.

Taken together, the majority of our findings was not consistent with the
previous study from Zhang et al. (2010), which found that the combination of
KRAS, DPM1, MBD3L2 and ACRV1 RNA biomarkers could differentiate
pancreatic cancer patients from noncancer subjects with a 90% sensitivity and
95% specificity. When analyzing the ROC-curve results for the combination of
KRAS and DPM1 mRNA biomarkers, we found an AUC value of only 0.722 for
discrimitating pancreatic cancer patients from noncancer subjects, with a 64%
sensitivity and 65% specificity rates. For discriminating patients with pancreatic
disease (PDAC + chronic pancreatitis) vs. controls, the AUC value was 0.860 in
our sample, yielding a sensitivity value of 77.1% and specificity of 80%.

Regardless of successfully discovering and validating discriminatory

salivary biomarkers for cancers, including pancreatic, ovarian, breast, and lung
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cancer, it is not yet known how a disease developing distally from the oral cavity
could exert its profile into the saliva (Zhang et al., 2010; Lee et al., 2012; Xiao et
al.,, 2012). Lau et al. (2013) have recently demonstrated that tumor-derived
exosomes, which are cell-derived vesicles that contain proteins and functional
MRNAs, could provide the scientific and mechanistic rationale for the systemic
connection between pancreatic tumors and salivary secretions, since the
suppression of exosome biogenesis in an engineering in vivo model resulted in the
ablation of salivary biomarkers development.

Although this preliminary report may be limited by small sample size, our
results suggest that KRAS mRNA is significantly and differentially expressed in
saliva from patients with pancreatic cancer and chronic pancreatitis, when
compared with individuals with no evidence of pancreatic disease. Despite its
relatively low sensitivity and specificity rates, this salivary marker could become a
suitable tool for the screening of patients with pancreatic disease, deserving
further investigation. This study provides a preliminary basis for future studies that
should be designed to better elucidate the potential of KRAS as a salivary

diagnostic biomarker.
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Table 1. Demographic information of subjects included in the study.

Pancreatic Chronic Control
Characteristics Cancer Pancreatitis (n=10) P value
(n=25) (n=10) B

Age (years)

<70 19 (76%) 10 (100%) 10 (100%) 0.063

>70 6 (24%) 0 (0%) 0 (0%) '
Sex

Male 10 (40%) 8 (80%) 7 (70%) 0.057

Female 15 (60%) 2 (20%) 3 (30%) '
Smoking

Yes 9 (36%) 5 (50%) 1 (10%) 0151

No 16 (64%) 5 (50%) 9 (90%) '
Drinking

Yes 5 (20%) 6 (60%) 2 (20%) 0.488

No 20 (80%) 4 (40%) 8 (80%) '

SD = standard deviation
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Figure 1. Relative fold change of KRAS mRNAs in the saliva of patients with pancreatic

ductal adenocarcinoma, chronic pancreatitis and controls.
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Figure 2. Relative fold change of DPM1 mRNAs in the saliva of patients with pancreatic

ductal adenocarcinoma, chronic pancreatitis and controls.
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Table 2. ROC-curve results for KRAS, DPM1 and the combination of both markers in PDAC detection.

. AUC S e Fold-

Groups and biomarker evaluated* (95% Cl) Sensitivity  Specificity change P value
Pancreatic cancer vs. controls (KRAS) © GG%EiOg 954) 72% 80% 4.85 0.005
Pancreatic cancer vs. noncancer subjects (KRAS) © 52%'67(;3 833) 60% 65% 6.85 0.042
Pancreatic disease vs. controls (KRAS) © 67%313 946) 74.3% 80% 4.85 0.003
Pancreatic cancer vs. controls (DPM1) © 52%7_03 884) 64% 70% 3.14 0.063
Pancreatic cancer vs. noncancer subjects (DPM1) © 47%?38 800) 64% 70% 3.22 0.120

o 0.686 o o
Pancreatic disease vs. controls (DPM1) (0.508 — 0.864) 57.1% 60% 2.97 0.076
Pancreatic cancer vs. controls (KRAS and DPM1) © 72%.%5(? 984) 76% 80% 7.62 0.001
Pancreatic cancer vs. noncancer subjects (KRAS 0.722 o o
and DPM1) (0.573 -0.871) 64% 65% 9.50 0.011
Pancreatic disease vs. controls (KRAS and DPM1) 0.860 77.1% 80% 7.38 0.001

(0.746 — 0.974)

* Noncancer subjects: chronic pancreatitis patients and controls; pancreatic disease: pancreatic cancer and chronic pancreatitis patients
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Table 3. Pancreatic cancer patients characteristics (n=25).

KRAS mRNA expression

Variables Low High
(n=15) (n=10) P value

Mean age at diagnosis (xSD) 57.48 +15.3 53.82+11.3 0.145
Cal9-9 seric level

< 37 U/mi 12 (66.7%) 6 (33.3%) 0.399

> 37 U/ml 3 (20%) 4 (14.3%) '
Tumor differentiation*

Well and moderate 6 (60%) 4 (40%) 0.597

Poor 3 (75%) 1 (25%) '
Tumor Stage

-1 7 (77.8%) 2 (22.2%) 0.174

-1v 8 (50%) 8 (50%) '
Metastasis status

MO 5 (55.6%) 4 (44.4%) 0.734

M1 10 (66.7%) 6 (60%) '
Tumor resection

Yes 5 (71.4%) 2 (28.6%) 0.399

No 10 (55.6%) 8 (44.4%) '

SD = standard deviation

* Assessed only in cases with primary tumor tissue, not described in metastatic tissues.

71



References

Ballehaninna UK, Chamberlain RS. The clinical utility of serum CA 19-9 in the diagnosis,
prognosis and management of pancreatic adenocarcinoma: an evidence based appraisal.
J GastrointestOncol. 2012;3(2):105-19.

Brooks MI, Jianghua W, Li Y, Zhang R, Elashoss D, et al. (2008) Salivary protein factors
are elevated in breast cancer patients. Mol Med Report. 1: 375-378

Farrell JJ, Zhang L, Zhou H, et al. Variations of oral microbiota are associated with
pancreatic diseases including pancreatic cancer. Gut. 2012;61(4):582-8.

Lau C, Kim Y, Chia D, Spielmann N, Eibl G, Elashoff D, Wei F, Lin YL, Moro A, Grogan T,
Chiang S, Feinstein E, Schafer C, Farrell J, Wong DT. Role of pancreatic cancer-derived
exosomes in salivary biomarker development. J Biol Chem. 2013 288(37):26888-97

Lee YH e Wong DT (2009) Saliva: an emerging biofluid for early detection of disease. Am
J Dent 22: 241 — 248

Lee YH, Kim JH, Zhou H, Kim BW, Wong DT (2012) Salivary transcriptomic biomarkers
for detection of ovarian cancer: for serous papillary adenocarcinoma. J Mol Med (Berl).
90(4):427-34.

Livak KJ e Shmittgen TD (2001) Analysis of relative gene expression data using real-time
quantitative PCR and the 2-AACt method. Methods 25: 402 — 408

Shmittgen TD e Livak KJ (2008) Analyzing real-time PCR data by the comparative Ct
method. Nature Protocols 3: 1101 — 1108.

Xiao H, Zhang L, Zhou H, Lee JM, Garon EB, Wong DT (2012) Proteomic analysis of
human saliva from lung cancer patients using two-dimensional difference gel
electrophoresis and mass spectrometry. Mol Cell Proteomics. 11(2):M111.012112.

Xie Z, Chen G, Zhang X, Li D, Huang J, Yang C, Zhang P, Qin Y, Duan Y, Gong B, Li Z.
Salivary microRNAs as promising biomarkers for detection of esophageal cancer. PLoS
One. 2013;8(4):e57502.

Zhang L, Farrell JJ, Zhou H, Elashoff D, Akin D, et al.. (2010) Salivarytranscriptomic

biomarkers for detection of resectable pancreatic cancer. Gastroenterology 138: 949 —
957

72



4. CAPITULO I

PRIMA-1, a mutant p53 reactivator, induces
apoptosis and enhances chemotherapeutic

cytotoxicity in pancreatic cancer cell lines

Autores: Patricia lzetti, Agnes Hautefeuille, Ana Lucia Abujamra, Caroline
Brunetto de Farias, Juliana Giacomazzi, Barbara Alemar, Guido Lenz, Rafael

Roesler, Gilberto Schwartsmann, Alessandro Bersch Osvaldt, Pierre Hainaut,
Patricia Ashton-Prolla

Periddico: Investigational New Drugs

Situacéao: Publicado.

73



PRIMA-1, a mutant p53 reactivator, induces apoptosis
and enhances chemotherapeutic cytotoxicity in

pancreatic cancer cell lines

Patricia Izettit>3, Agnes Hautefeuille*, Ana Lucia Abujamra®°®, Caroline Brunetto
de Farias®®%, Juliana Giacomazzil, Barbara Alemarl?, Guido Lenz’, Rafael
Roesler368 Gilberto Schwartsmann36°, Alessandro Bersch Osvaldtl®, Pierre

Hainaut!!, Patricia Ashton-Prollal?12

1 Laboratério de Medicina Genbémica, Centro de Pesquisa Experimental, Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, Rua Ramiro Barcelos, 2350 - Porto Alegre-RS, Brazil. Zip code: 90035-003

2 Programa de Pdés-Graduacdo em Genética e Biologia Molecular, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul, Av. Bento Gongalves, 9500 - Prédio 43323M - Porto Alegre-RS, Brazil. Zip code:
91501-970

3 Laboratério de Pesquisas em Céancer, Centro de Pesquisa Experimental, Hospital de Clinicas de
Porto Alegre, Rua Ramiro Barcelos, 2350 - Porto Alegre-RS, Brazil. Zip code: 90035-003

4 International Agency for Research on Cancer, 150 Cours Albert Thomas, 69372 - Lyon, France.
Zip code: 69372

5 Instituto do Cancer Infantil do Rio Grande do Sul, Rua Ramiro Barcelos, 2350 - Porto Alegre-RS,
Brazil. Zip code: 90035-003

6 Instituto Nacional de Ciéncia e Tecnologia Translacional em Medicina, Rua Ramiro Barcelos,
2350 - Porto Alegre-RS, Brazil. Zip code: 90035-003

7 Laboratério de Sinalizacdo e Plasticidade Celular, Universidade Federal do Rio Grande do Sul,
Av. Bento Goncalves, 9500 - Prédio 43431 - Porto Alegre-RS, Brazil. Zip code: 91501-970

8 Laboratorio de Neurofarmacologia e Biologia de Tumores Neurais, Departamento de
Farmacologia, Instituto de Ciéncias Basicas da Saude, Universidade Federal do Rio Grande do
Sul, Rua Sarmento Leite, 500 - Sala 211 - Porto Alegre-RS, Brazil. Zip code: 90050-170

9 Servigo de Oncologia Clinica, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Rua Ramiro Barcelos, 2350 -
Porto Alegre-RS, Brazil. Zip code: 90035-003

10 Servico de Cirurgia do Aparelho Digestivo, Hospital de Clinicas de Porto Alegre, Rua Ramiro
Barcelos, 2350 - Porto Alegre-RS, Brazil. Zip code: 90035-003

74



11 International Prevention Research Institute, 95 Cours Lafayette, 69006 - Lyon, France. Zip

code: 69006

12 Departamento de Genética, Universidade Federal do Rio Grande do Sul, Av. Bento Gongalves,
9500 - Prédio 43323M - Porto Alegre-RS, Brazil. Zip code: 91501-970

Corresponding author:

Patricia lzetti, MD

Laboratorio de Medicina Gendmica
Hospital de Clinicas de Porto Alegre
Rua Ramiro Barcelos, 2350
90035-903 Porto Alegre RS Brazil
e-mail: patriciaizetti@gmail.com
Phone number: + 55 51 3359-7661

Fax number: +55 51 3359-8000

75



ABSTRACT

TP53 mutation is a common event in many cancers, including pancreatic
adenocarcinoma, where it occurs in 50-70% of cases. In an effort to reactivate the
p53 mutant protein (mtp53), several new drugs are being developed, including
PRIMA-1 and PRIMA-1MYAPR-246 (p53 reactivation and induction of massive
apoptosis). PRIMA-1 has been shown to induce apoptosis in tumor cells by
reactivating the mutant p53, but its effect in pancreatic cancer remains unclear.
Here we investigated the effects of PRIMA-1 on cell viability, cell cycle and
expression of p53-regulated proteins in PANC-1 and BxPC-3 (mutant TP53), and
CAPAN-2 (wild-type TP53) pancreatic cancer cell lines. Treatment with PRIMA-1
selectively induced apoptosis and cell cycle arrest in mtp53 cells compared to
CAPAN-2 cells. The growth suppressive effect of PRIMA-1 was markedly reduced
in mtp53 transfected with p53 siRNA, supporting the role of mutant p53 in PRIMA-
1 induced cell death. Moreover, treatment with the thiol group donor N-
acetylcysteine completely blocked PRIMA-1-induced apoptosis and reinforced the
hypothesis that thiol modifications are important for PRIMA-1 biological activity. In
combination treatments, PRIMA-1 enhanced the anti-tumor activity of several
chemotherapic drugs against pancreatic cancer cells and also exhibited a
pronounced synergistic effect in association with the Mdm2 inhibitor Nutlin-3.
Taken together, ourdata indicate that PRIMA-1 induces apoptosis in p53 mutant
pancreatic cancer cells by promoting the re-activation of p53 and inducing
proapoptotic signaling pathways, providing in vitro evidence for a potential

therapeutic approach in pancreatic cancer.

Key words: pancreatic cancer, p53, PRIMA-1, apoptosis
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INTRODUCTION

Pancreatic cancer is the fourth-leading cause of cancer deaths in the United
States and the only of the most commonly diagnosed cancers for which both the
incidence and death rates are increasing, despite advances in cancer therapy [1].
The impairment of drug delivery caused by the low density of vasculature within
pancreatic tumors, the multiple subsets of genes undergoing genetic changes [2]
and the existence of cancer stem cells that aberrantly activate developmental
signaling pathways [3] make pancreatic cancers highly resistant to treatment.
Some recent therapeutic agents and different combination chemotherapy
regimens such as FOLFIRINOX (5-Fluorouracil/lrinotecan/Oxaliplatin) have shown
some promise in increasing the response rate to pancreatic adenocarcinoma
treatment [4], but the results are still modest and new therapies capable of
extending survival and down-staging inoperable tumors are needed. Sequential
stages of disease progression have been well characterized at the molecular level,
involving activating mutations in oncogenes (e.g. K-RAS) and inactivation of
tumour-suppressor genes (e.g. TP53, DPC4, p16/CDKN2A and BRCA2) [5]. The
development of molecular profiling technologies has fueled efforts to personalize

cancer treatment and target specific somatic alterations present in these cancers

[6].

TP53 is the most frequently mutated gene identified in human cancer and is
inactivated in 50-70% of the pancreatic adenocarcinomas, ranking this disease
among those with the highest frequency of TP53 inactivation [7-8]. Most TP53
mutations are missense and result in accumulation of mutant p53 protein, with
potentially gain-of-function and dominant-negative properties. Mutations in TP53
clearly occurs in the progression of precursors lesions to pancreatic
adenocarcinoma [9], and the p53 mutant phenotype, rather than genetic loss of

TP53, associates with promotion of metastasis in murine models [10].
The development of new therapies that are able to selectively kill cancer cells is a

very attractive scenario for resistant diseases such as pancreatic cancer, and

targeting the p53 mutant protein could represent a unique model for the treatment
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of this particular cancer. PRIMA-1 (p53 reactivation and induction of massive
apoptosis) is a small molecule that has the ability to convert mutant p53 to an
active conformation, restoring DNA binding and transcriptional activity [11-12].
PRIMA-1 and its methylated form PRIMA-1MeYAPR-246 have been shown to
induce p53-mediated apoptosis and cell-cycle arrest in different types of cancer,
such as leukaemia [13], breast [14], head and neck [15], melanoma [16] and
thyroid carcinoma [17], and to suppress the growth of tumor xenografts carrying
mutant p53 proteins in vivo [16,18]. More recently, PRIMA-1 was also linked to

autophagy induction in breast and colon cancer cells [19].

Given the number and complexity of roles that p53 plays in tumorigenesis and
aggressive tumor biology, the use of PRIMA-1 to restore the suppressive activity
of mutant p53 could be a powerful strategy to control pancreatic cancer
progression and to improve the effectiveness of existing chemotherapeutic
regimens. We have tested this hypothesis by examining the effects of PRIMA-1,
alone or in combination with different types of drugs, on the growth and survival of
pancreatic adenocarcinoma cell lines with different p53 mutation status. Our
results demonstrate that PRIMA-1 suppresses the growth of pancreatic cancer
cells expressing mutant p53 in vitro by reactivating the p53 pathway, inducing p53-
dependent growth arrest and apoptosis, and enhancing the antitumor activity of

several chemotherapeutic agents currently used in this type of cancer.

MATERIAL AND METHODS

Cell culture, transfections and drugs. The mutant p53 (mtp53) expressing
pancreatic cancer cell lines PANC-1 (p.R273H) and BxPC-3 (p.Y220C) and the
wild type p53-expressing Capan-2 cells (wtp53) were used in this study. The three
cell lines were obtained from ATCC (Manassas, VA, USA) and were sequenced to
confirm mutation and wild type status. PANC-1 and Capan-2 cells were grown in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium supplemented with L-glutamine and 4.5¢g/L of

D-Glucose (Gibco®, Life Technologies, USA) and BxPC-3 cells were grown in
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RPMI-1640 Medium (LGC Biotecnologia), all supplemented with 10% fetal bovine
serum (Life Technologies, USA), gentamicin (4 mg/ml; Nova Pharma, Brazil), and
Fungizone (250 mg/kg; Invitrogen, USA). Cells were kept at a temperature of
37°C, a minimum relative humidity of 95%, and an atmosphere of 5% CO:2 in
air. All cell lines were tested with the VenorGeM Mycoplasma PCR-based
Detection Kit and confirmed to be free of Mycoplasma spp. contamination (Sigma-
Aldrich, USA). For siRNA silencing of TP53 mRNA in PANC-1, cells were plated in
six-well plates at 3 x 10° cells per well and transfected with 5nM p53-specific
siRNA (Cell Signaling, USA) or a scrambled siRNA control (Cell Signaling, USA)
using Hiperfect Transfection Reagent (Qiagen, Germany) in optiMEM medium
(Gibco, Invitrogen, UK). Two subsequent transfections at 1 day intervals were
performed to obtain maximum TP53 mRNA inhibition. PRIMA-1 was obtained from
Sigma-Aldrich® (USA) and dissolved in 100% dimethyl sulphoxide (DMSO) for

cellular treatments.

Direct sequencing of TP53 mutations Genomic DNA was extracted from
untreated cells and the exonic and flanking intronic regions of the TP53 gene were
amplified by PCR according to the protocol used at the International Agency for
Research on Cancer (IARC) (http://www-p53.iarc.fr/p53sequencing.html). The
resulting PCR products were sequenced and the locations and types of mutation

were determined and confirmed by a second PCR reaction and sequencing.

MTT assay. Cell viability was measured by MTT assay (Sigma-Aldrich, USA) after
treatment with PRIMA-1. Briefly, cells were seeded in each well of 96-well plates in
100 ul culture medium and incubated overnight at 37°C in an atmosphere of 5%
CO2. The next day, the medium was removed and cells washed with PBS and
treated with vehicle control (DMSO, dimethylsulfoxide) or different concentrations
of PRIMA-1 for 12 to 48h; the medium was replaced with MTT solution diluted in
medium once the treatment was completed. The plates were further incubated at
37°C under 5% CO2 for 4 h and then left at room temperature until completely dry.
DMSO was then added and the absorbance was read at 492 nm using a

microplate enzyme-linked immunoassay reader (ELISA). The relative growth
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activity was determined as the percentage absorbance of treated cells compared
to those of vehicle treated cells (control).

Cell apoptosis and death assay. The Annexin V-FITC apoptosis detection kit
(BD Biosciences, USA) was used to detect apoptosis and propidium iodide (PI) to
detect DNA fragmentation or cell death. Cells were grown in 6-well plates
overnight and the next day, the medium was removed and cells washed and
treated with 25-100 yM PRIMA-1 for 6, 24 and 48h. Once the treatment was
completed, cells were harvested and washed twice with ice-cold PBS,
resuspended in 1x binding buffer, and stained with Annexin V-FITC and PI,
according to the manufacturer’s instructions. The percentage of Annexin V-FITC-
positive and Pl-positive cells was determined from the fluorescence of 10,000 cells
by a BD FACSCanto (BD Biosciences, USA). Data were analysed using the

CellQuest™ software (BD Biosciences, USA).

BrdU Incorporation Assay. BrdU incorporation assay (BD Pharmingen, USA)
was used to evaluate the synthesis of DNA. Cells were seeded in a 6-well plate,
followed by treatment with PRIMA-1 at 25, 50 and 75 uM or vehicle control for 12,
16, 24 and 36h. Cells were incubated with BrdU 10 mM for 2 h before completion
of the treatment schedule, followed by fixation with cold ethanol 70%. Later than,
cells were washed with PBS and incubated with 2 M HCI for 20 min at room
temperature. After this, cells were washed twice with PBS and incubated with 0.1
M sodium borate (Na2B40O7, pH 8.5), for 3 min at room temperature. Finally, cells
were incubated with the anti-BrdU FITC-conjugated antibody for 20 min in the

dark, co-stained with Pl and analyzed by flow cytometry.

Western blotting. Cells were treated with vehicle control, 50 and 75 uM PRIMA-1
before harvesting after 24 h treatment. Whole-cell lysates were prepared using
RIPA-like buffer. For the detection of p53, Mdm2, p2l/wafl, Bax, cleaved
caspase-3 and actin, western blotting was performed according to standard
procedures. Briefly, the proteins were separated using polyacrylamide gel

electrophoresis and transferred to a nitrocellulose membrane using a Trans-Blot
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transfer system from Bio-Rad®, blocked overnight in PBS containing 1% nonfat
dry milk and 0.1% Tween 20, and incubated for 1 h with primary antibodies. After
rinsing the membrane to remove unbound primary antibody, the membrane was
incubated with a secondary antibody for 1 h and rinsed. Proteins were detected by
ECL chemiluminescence and bands were quantified using ImageJ densitometry
software. The values obtained from densitometric analysis were used to make

relative comparisons of band intensity between lanes.

Clonogenic assay. Cells were treated with 10-25 uM of PRIMA-1 or vehicle
control (DMSO) for 48h, harvested, and then plated in triplicate culture dishes. The
cells were then cultured in drug-free medium for 10-14 days until colony counts
had stabilized. Colonies were counted after fixation with 70% ethanol and staining
with 0.5% crystal violet (Sigma, USA), and the number of colonies in each drug-
treatment group was expressed as a percentage of the number of colonies in
vehicle-treated control dishes. Only colonies containing 50 or more cells were

scored.

Statistical analysis. Values were expressed as mean + standard error of the
mean (SEM) number of cells. The mean values for control cells were taken as
100% in MTT analyses. Drug interaction was assessed at different concentration
ratios using the combination index (Cl) [20-21], where CI<1, C=1 and CI>1
indicate synergistic, additive and antagonistic effects, respectively. Data were
treated with one-way analysis of variance (ANOVA) and non-parametric tests if
needed. Values of p<0.05 were considered statistically significant. SPSS version

16.0 was used for data handling and statistical analyses.

RESULTS
TP53 status and p53 protein expression in pancreatic cancer cell lines

Direct sequencing of TP53 confirmed the presence of the p.R273H mutation in
PANC-1 cells (Fig. 1A), the p.Y220C mutation in BxPc-3 (Fig. 1A) and the TP53

wild-type status in Capan-2 cells. A summary of the mutations in the three
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pancreatic cancer cell lines is presented in Fig. 1B. Information on the genotype of
these cell lines provides a background for understanding how alterations in these
pathways contribute to the different responses seen with PRIMA-1 treatment. p53
protein was detected in the three cell lines by Western blotting, independent of the

p53 mutation status (Fig. 1C).

PRIMA-1 inhibits the growth of pancreatic cancer cell lines

Incubation of cells with PRIMA-1 for 24 h was associated with an inhibitory effect
on growth, which was more prominent in cell lines with TP53 mutations (PANC-1
and BxPC-3, p<0.05). PANC-1 cells, which also harbor a mutation in the oncogene
KRAS (mutated in 90% of pancreatic cancers), showed a slightly increased
response compared to BXPC-3, with ICso values for PRIMA-1 treatment of 65.6uM
and 68.7 uM, respectively (Fig. 2A). PRIMA-1 at 75uM reduced cell growth by 66%
and 56.5% in PANC-1 and BxPC-3 cells, respectively, compared to 30% in Capan-
2 cells (p<0.05). The time-response analysis showed that whereas the number of
p53-mutated pancreatic cancer cells continuously declined during the entire time
course measured (from 12 to 48 h), Capan-2 cells were only slightly affected from

12 to 36 h after treatment and moderately reduced after 36 h (Fig. 2B).

Reactivation of p53 by PRIMA-1 decreases the long-term clonogenic

potential of pancreatic cancer cells

The extent to which clonogenic PANC-1, BxPC-3 and Capan-2 cells survived
growth inhibition following treatment for 48h with PRIMA-1 was also measured.
PANC-1 and BxPC-3 viable vehicle-treated cells were associated with a greater
number of residual clonogenic cells, compared with the same cells treated with 50
and 75uM PRIMA-1 (Fig. 2C). In contrast, no significant reduction of clonogenic

potential was seen in Capan-2 cells (wtp53).

PRIMA-1 induces cell cycle arrest and decreases DNA synthesis
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Next, we tested if PRIMA-1 was able to modulate cell cycle dynamics in pancreatic
cancer cells. Treatment of mtp53 PANC-1 cells with 75uM PRIMA-1 for 16h
caused a G2/M arrest, but no effect was seen in wtp53 Capan-2 cells (Fig. 3A).
The increase of PANC-1 cell population at the G2/M phase (29.3 to 53.4%, Fig.
3B) was accompanied by a slight decrease of cell population in the G1 phase.
Time-response analysis in Capan-2 cells showed that even when treated for 36h,
the G2/M arrest was only observed with higher PRIMA-1 doses (75 pyM and 100
MM, data not shown).

PRIMA-1 also induced a time-dependent reduction of BrdU incorporation in PANC-
1 treated cells, characterizing slow or impaired DNA replication 16h after treatment
(Fig. 4). BrdU incorporation was barely detected in S and G2 phases after 24hour-
treatment. At this point, with 75 uM PRIMA-1 treatment, PANC-1 cells arrested in
G2 and BrdU incorporation was decreased (Fig. 4). This behavior is consistent
with a fast progression of PANC-1 cells through S phase supporting a cytostatic
effect of the p53 reactivating drug.

PRIMA-1 selectively induces apoptosis and cell death in mutant p53-

expressing pancreatic cancer cells

Treatment of PANC-1 cells (TP53-p.R237H) for 24 hours increased the proportion
of early apoptotic cells (Annexin+/Pl-) from 1.8% at vehicle-control treatment to
10.4% at 100 uM PRIMA-1 treatment (Fig. 5A, P<0.05). The proportion of late
stage apoptotic and necrotic cells (Annexin+/Pl+) also increased significantly from
2.0% to 73.1% at 100 uM treatment (Fig. 5A, p<0.01). The high percentage of
Annexin V+/PIl+ marked cells at 100 uM, with practically no cells in a viable state,
suggests that 100 uM might be a highly toxic dose. When comparing the Annexin-
V results for PANC-1 and Capan-2 (TP53 wild-type) cell lines, we observed a
significantly reduced response in the wtp53 cells (Fig. 5B), reinforcing the p53-
mutant dependent effect of PRIMA-1.

83



SiRNA silencing of TP53-R237H PANC-1 cells decreased responsiveness to
PRIMA-1 treatment

To determine whether p53 was actually responsible for the main mechanism of
PRIMA-1 cytotoxicity observed in PANC-1 cells, we used a small interfering RNA
(sip53) to transiently knock-down the expression of mutant TP53 mRNA in PANC-
1 cells, before PRIMA-1 treatment (Fig. 5B). The inhibitory effect of siRNA
transfection on the expression of p53 protein in PANC-1 cells is shown in Figure
5C. FACS analysis demonstrated that PRIMA-1 treatment at 25, 75 and 100 uM
for 24 h had no impact on the apoptotic rate of sip53-transfected cells, as
compared with cells transfected with scramble siRNA, non-transfected, and cells
carrying a wild-type TP53 gene (Capan-2, Fig. 5B). These results suggest that
PRIMA-1 exerts its antitumor effect essentially through p53-dependent pathways

in pancreatic cancer cells.

N-acetylcysteine suppresses PRIMA-1-induced cytotoxicity and apoptosis

One of the main mechanisms involved in the mutant p53 reactivation includes
covalent modification of thiol groups in the mutant protein core domain [22]. To
investigate whether modification of thiols played a role on the biological effects of
PRIMA-1 in pancreatic cancer, we pretreated PANC-1 cells with 5mM of the thiol
antioxidant N-acetylcysteine (NAC) followed by addition of 100 uM PRIMA-1. NAC
completely blocked PRIMA-1 induced growth suppression and apoptosis (Fig. 5D,
Fig. 5E), supporting the hypothesis that thiol modifications are important for
PRIMA-1 biological activity also in pancreatic cancer cells. In addition, these
results also suggest that PRIMA-1 may exert its effect in part through restoring
redox-dependent effects to mutant p53, since p53-induced apoptosis requires
oxidative activation of certain downstream targets, which are blocked with low

intrinsic oxidative levels within the cells.

PRIMA-1 leads to activation of p53-dependent apoptotic pathways
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Treatment of the PANC-1 cells with PRIMA-1 for 24h activated the intrinsic
(mitochondrial mediated) apoptotic pathway by increasing Bax protein expression
and enhancing caspase-3 cleavage in a dose-dependent manner, as confirmed
through densitometric analysis (Fig. 6A). The same effect was not observed in the
time-dependent analysis, with Bax protein presenting stable levels from 6 to 48h
treatment and cleaved caspase-3 levels showing only a small increase (Fig. 6A),
suggesting that these effects are more dose than time-dependent. Interestingly,
p2l/wafl expression decreased in a dose-dependent way with PRIMA-1
treatment, probably in response to caspase-3 activation. This p21/wafl down-
regulation may explain the lack of G1/S arrest and the progression to a G2/M
arrest, also contributing to convert growth arrest into apoptosis. PRIMA-1
significantly increased Mdm2 protein levels, probably through restoration of the
p53 wild-type function and upregulation of MDM2 gene. A small reduction in the
expression of p53 protein was observed at 75 pM (Fig. 6A), perhaps because
MDMZ2 increased levels resulted in augmented proteasomal degradation of p53.

PRIMA-1 enhances the cytotoxicity of chemotherapeutic agents active
against mutant p53 pancreatic cancer cells

Concurrent treatment with PRIMA-1 25 yM (IC20) and cisplatin (CDDP) resulted in
a synergistic antitumor effect in PANC-1 cells (Fig. 6B, 6C), with increased
apoptosis induction. A synergistic effect was also observed when PRIMA-1 at 25
MM was combined with gemcitabine (pyrimidine analog) and erlotinib (tyrosine
kinase inhibitor), drugs that are currently mainstays of pharmacological treatment
in pancreatic cancer, but not with irinotecan, a topoisomerase | inhibitor (Fig. 6C).
The combination of PRIMA-1 with proteasome inhibitor bortezomib also induced a
synergistic growth inhibition of pancreatic cancer cells; synergism that has not
been previously described for PRIMA-1 molecules.

Nutlin-3 increases PRIMA-1 responses in PANC-1 cells

Next, since Mdm2 was upregulated with PRIMA-1 treatment, consequently

decreasing the reactivated p53 protein levels, we sought to determine whether
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Nutlin-3, a molecule that binds in the p53-binding pocket of Mdm2 and displaces
p53 from the complex, could increase the responses to PRIMA-1. The mtp53
PANC-1 cell lines were exposed to serial concentrations of PRIMA-1 (25-100 uM)
and Nutlin-3 (1-20 uM), either alone or in combination, and analyzed by MTT
assay after 24h of treatment. Only a small response was observed with Nutlin-3
treatment alone, but a significant synergism was detected with the combined
Nutlin-3 and PRIMA-1 treatment, especially at 5 yM and 50 uM, respectively (Fig.
6D).

DISCUSSION

The p53 protein plays multiple suppressive roles and is involved as effector in
nearly each of the “hallmarks of cancer” [23]. Thus, therapeutic strategies for
restoring p53 function in tumor cells are promising and may synergize with many
forms of therapies specifically addressing particular hallmarks. These strategies
include increasing the activity of wild-type p53 in cells that retain wild-type alleles,
and/or restoring the suppressive activity of mutant p53. Such strategies could
significantly improve response in challenging malignancies such as pancreatic
ductal adenocarcinoma, which is refractory to most chemotherapeutic agents. In
this study, we evaluated the response of pancreatic cancer cells to the small
molecule PRIMA-1, currently considered the p53 reactivating molecule with the
highest potential to translate into the clinical setting and impact on cancer
treatment [24,25]. Here we show that PRIMA-1 effectively restored p53-dependent
suppression, inducing apoptosis and inhibiting tumor growth in pancreatic cancer
cells with mutant TP53. PRIMA-1 treatment resulted in p53-dependent
transactivation and increased expression of target genes, such as BAX and
MDM2. This is in agreement with previous reports that p53 reactivating molecules
reestablish the DNA binding activity of mutant p53, restoring its capacity to

transactivate downstream genes [17,26].

Treatment with PRIMA-1 showed different responses according to the mutational

status of TP53 in the three cell lines used. The p53 reactivating molecule caused
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prominent growth inhibition and effectively induced apoptosis in mutant TP53-
bearing cells, similarily to previous reports [12,15], but no response was seen in
Capan-2 cells (wild type TP53) up to 75uM treatment. High-dose treatment with
PRIMA-1(100 uM) induced cell death to some degree in Capan-2 cells, suggesting
that PRIMA-1 may exert a discreet effect in wild-type cells, but only in higher
doses. Moreover, the experiments conducted with the sip53 transfection suggest
that the effects of PRIMA-1 in PANC-1 cells were indeed dependent on p53, since
efficient depletion of mutant p53 by siRNA significantly reduced the cytotoxic
effects of PRIMA-1 (Fig. 5B). Similar results were also observed in previous
reports [15], but further studies are required to elucidate the underlying

mechanism.

Restoration of functional p53 with PRIMA-1 treatment led to the activation of the
proapoptotic protein Bax and the cleavage of caspase-3 (Fig. 6A). Previous
reports have shown that p53 reactivation by small molecules triggers transcription-
dependent apoptosis through pathways involving TRAIL or FasL [27-28], as well
as transcription-independent apoptosis [29]. A decrease in p21l/wafl expression
with PRIMA-1 treatment was also observed through western blot analysis, in a
dose and time-dependent way (Fig. 6A). This observation is somewhat surprising,
since the p53 response element in p21l/wafl promoter is considered as a high-
affinity target for wild-type p53 binding and transcriptional activation. A possible
explanation may involve caspase-3 activation, which cleaves p21 and may thus
prevent p2l/wafl-mediated growth arrest, thus leading cells to enter apoptosis
[30]. This could also explain why cells passed through G1/S checkpoint and S
phase and arrested at G2/M despite p53 downstream effects. Several studies
have suggested that p2l/wafl exerts a negative regulation effect on p53-
dependent apoptosis [31], and p21/wafl reduction could actually contribute to an
increased apoptotic response following PRIMA-1 treatment. Defects in p53-
dependent induction of p21/wafl or deficiency in caspase-mediated cleavage of
p21/wafl usually results in increased p53-dependent apoptosis [30]. Similarly, p53
point mutants that cannot transactivate the p21 gene are more potent inducers of

apoptosis than wild-type p53 [32-33].
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By co-treating PANC-1 cells with NAC during PRIMA-1 treatment, we found that
this antioxidant was able to prevent the apoptotic response in cells exposed to
different concentrations of the p53-reactivating molecule. Apoptosis is induced by
multiple pathways [34], but reactive oxygen species (ROS) metabolism seems to
be central in the apoptotic process that is triggered in response to PRIMA-1
treatment. Previous studies have also reported that NAC completely inhibits
PRIMA-1-induced apoptosis [22], primarily by forming adducts with the Michael
acceptor methylene quinuclidinone (MQ), one of the decomposition products of
PRIMA-1.

An interesting synergism of PRIMA-1 with gemcitabine, erlotinib, cisplatin,
doxorubicin, and bortezomib was observed after co-treatment for 24h. Regimens
based on the first two drugs have become the mainstay of chemotherapeutic
treatment in pancreatic cancer, but the clinical results are still unsatisfactory. The
co-treatment with PRIMA-1, especially at lower doses, could reduce the dose of
chemotherapeutic drugs used in the clinical setting, minimizing potential side
effects in cancer patients. The ability of p53 reactivating molecules to synergize
with DNA-damaging drugs such as cisplatin (CDDP) has been well-established
previously [15,18,35], and it can be partially explained by the induction of mutant
p53 levels through increased p53 phosphorylation that results from DNA-damage
responses. The synergism between PRIMA-1 and the proteasome inhibitor
bortezomib, conversely, has been less evaluated and deserves further
assessment. The increased response following bortezomib and PRIMA-1
treatment may be associated to a reduction on proteasomal degradation of the
reactivated p53 protein, which is then able to exert its functions and induce growth
inhibition and apoptosis. The reason for the lack of synergism involving PRIMA-1
and irinotecan also deserves further exploration, but it could potentially be
explained by antagonistic effects between the reactivated p53 protein and
irinotecan, since wild-type p53 leads to activation of topoisomerase | while
irinotecan inhibits this enzyme [36].
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Finally, based on our hypothesis of degradation of the reactivated p53 protein by
the upregulated Mdm2, we considered combining PRIMA-1 with Nutlin-3 in order
to increase pancreatic cancer cells responses to PRIMA-1 treatment. Nutlin-3 is a
molecule that targets the p53-binding pocket of Mdm2 and inhibits p53/Mdm2
interaction, diminishing ubiquitination and proteasomal degradation of p53, leading
to its stabilization and activation of its pathway. Our results showed that the
combination of PRIMA-1 50uM with Nutlin-3 5uM for 24h was very synergic (Fig.
6D), presenting practically the same response as PRIMA-1 at 100uM (Fig. 2A).

Our data suggest that PRIMA-1 restores p53 pathways in pancreatic cancer cells
with mutant TP53, resulting in cell-cycle arrest and apoptosis. This small
reactivating molecule also enhanced the inhibitory effects of chemotherapeutic
drugs that are currently used to treat pancreatic cancer, in addition to a synergistic
effect in co-treatment with the Mdm2 inhibitor Nutlin-3. Whether these results can
be generalized to other types of p53 reactivating molecules is unknown, but it
certainly provides the basis for testing these compounds in pancreatic cancer
models, especially those with similar mechanisms of action. However, some
limitations of this study should be considered while interpreting these findings.
First, the experiments were limited to three cell lines. Second, only one siRNA was
used to silence the TP53 gene and, although a scrambled siRNA was used as
control, we cannot rule out the occurrence of other off-target effects of the sip53
influencing the results. Third, only two methods were used to assess apoptosis:
Annexin V-FITC assay and Caspase-3 cleavage detection by Western blotting.
Other forms of non-apoptotic programmed cell death could be involved in the
response to PRIMA-1 treatment, deserving further investigation. Russo et al. [19]
recently showed that PRIMA-1 was linked to autophagy induction in breast and
colon cancer cells, finding a pronounced effect in mutant p53 cells and an
enhanced cytotoxic effect of PRIMA-1 in cells lacking the p53 protein, concluding
that a deregulated autophagy could favor cell death induced by this molecule.
Finally, an important issue that remains to be addressed is the effect of PRIMA-1
against pancreatic cancer in vivo. PRIMA-1 has already been used in xenograft

mouse models, with a good correlation between data obtained in cell cultures and
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in the xenografts [16,18,37], but no studies have been performed to confirm its
effects on mouse models of pancreatic cancer. The first clinical study with the
methylated form of PRIMA-1, APR-246, has been recently published and showed
that this drug is safe and presents a favorable pharmacokinetic profile in humans
[38]. In summary, our study shows that targeting mutant p53 may become an
interesting therapeutic option for pancreatic cancer and provides an experimental
basis for future in vivo studies and future clinical testing of PRIMA-1 in pancreatic

cancer.
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Fig.1 A) Electropherogram displaying the Capan-2 status, the p.R273H mutation in
PANC-1 cells and the p.Y220C mutation in BxPc-3 cells; B) Genotype of the three
pancreatic cancer cells lines studied according to the literature (Deer et al., 2010). WT -
wild-type, HD - homozigous deletion. C) Detection of p53 protein by Western-blotting in
PANC-1, Capan-2 and BXPC-3 cells.
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in PANC-1 cell increased by combined treatment for 24 h with PRIMA-1 + CDDP and, to a
lesser extent, with PRIMA-1 + Gemcitabine, compared with either agent alone. C) Growth
inhibition relative to control, assayed by MTT, after treatment with PRIMA-1 and
chemotherapeutic agents alone or in combination with 25uM PRIMA-1 for 24 h. The IC20
concentrations were chose: PRIMA-1 25 uM, CDDP 50 uM, Gemcitabine 1 upM,
Doxorubicin 1 yM, Irinotecan 100 yM, Erlotinib 25 yM, Bortezomib 1 uM. D) The effects of
the MDM2 inhibitor Nultin-3 were examined in PANC-1 cells treated for 24 h, alone and in
combination with PRIMA-1 at several concentrations.

* indicates statistical significance (p < 0.05). Error bars represent standard error of the

mean.
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ABSTRACT

PRIMA-1, a small-molecule that reactivates the mutant p53 protein, is an
appealing candidate for the treatment of highly resistant tumors with p53
mutations, such as pancreatic cancer. However, use of PRIMA-1 as single agent
in a safe dosage may be insufficient for cancer therapy. Histone deacetylase
inhibitors (HDACI) are a class of targeted agents that can modulate epigenetic
changes and affect gene expression. Because of their broad antineoplastic activity
and few side effects, HDACis have been candidates for use in combination with
anticancer agents in several types of cancer, but no previous studies have
evaluated its synergism with pharmacological reactivators of the mutant p53
protein. In the present study, we explored whether the anticancer effects of the
mutant p53 reactivating molecule PRIMA-1 could be enhanced by the HDACI
sodium butyrate (NaB). PANC-1 cells (p53 mutant) were treated with NaB alone or
in combination with PRIMA-1, and the effects on proliferation and cell death were
analyzed. The co-treatment with PRIMA-1 (25 pg/ml) and NaB (5 mmol/l)
significantly increased the growth-inhibitory effect and apoptosis on pancreatic
cancer cells, in comparison with single agent NaB or PRIMA-1 treatments. The
combination also appears to induce senescence, as observed by the increased
number of cells positive for B-galactosidase. To shed light on the underlying
mechanism of the synergistic action of NaB and PRIMA-1, we determined TP53
MRNA levels by real-time gRT-PCR and observed that NaB significantly induced
mutant TP53 gene expression, especially after 48 h treatment (p< 0.05). In
conclusion, NaB significantly improved the antitumor effect of PRIMA-1 on p53
mutant pancreatic cancer cells, providing an alternative strategy for pancreatic

cancer control.

Key words: pancreatic cancer, histone deacetylase inhibitor, sodium butyrate,
PRIMA-1, p53
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INTRODUCTION

Pancreatic ductal adenocarcinoma (PDAC) is one of the most aggressive
human malignancies and is quite resistant to conventional treatments.
Gemcitabine, the standard chemotherapeutic agent for PDAC, and emerging
combinations such as FOLFIRINOX, offer only a small benefit, slightly affecting
the course of this disease (Conroy et al., 2011). The development of new effective
treatments, capable of reversing the biology of this aggressive disease, without
increasing toxicity, remains a critical requirement (Koutsounas et al., 2013).

Mutation of the TP53 tumor suppressor gene is the most common genetic
alteration in human cancer, and 50-70% of all pancreatic cancers carry point
mutations in the TP53 gene (Lacroix et al., 2006). Mutations in the p53 pathway
are thought to play a key role in promoting tumor cell survival and tumor cell
resistance to chemotherapeutic drugs. Therefore, restoring wild-type p53 function
to the mtp53 seems a promising avenue of research for cancer therapy (Foster et
al., 2002; Wang et al., 2003). PRIMA-1 (p53 reactivation and induction of massive
apoptosis) is a small molecule that has the ability to convert mtp53 to an active
conformation, restoring sequence-specific DNA binding and transcriptional
activation of mtp53 and leading to p53-mediated cell-cycle arrest and death
(Bykov et al., 2002). Thus, it seems an interesting alternative for pancreatic cancer
treatment, since its target is inactivated in up to 70% of pancreatic ductal
adenocarcinomas.

Histone deacetylases (HDAC) represent a family of enzymes that regulate
paramount cellular activities including epigenetic silencing of tumor suppressor
genes and modulation of protein functions. Several HDAC inhibitors (HDACI) have
been recently approved for the treatment of hematological malignancies, however,
in solid malignancies, the HDACis have shown limited efficacy when used in
monotherapy, including in pancreatic cancer (de Bono et al., 2008; Zafar et al.,
2012). As an alternative, a growing body of evidence has tested HDACI
compounds in combined therapy strategies (Ellis et al., 2010), with promising
effects in pancreatic cancer in vitro (Piacentini et al., 2006; Bai et al., 2006; Chun

et al., 2009; Iwahashi et al., 2011) and in experimental tumors (Donadelli et al.,
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2007). Unfortunately, these results have not yet translated into clinical trials (Pili et
al., 2012).

Sodium butyrate (NaB), an HDACI that targets the zinc-dependent histone
deacetylases (Class | and Il HDACS), increase the expression of several genes
involved in cell cycle and apoptosis, including TP53 (Bukreeva et al., 2009).
Considering that PRIMA-1 could have its effects enhanced by the induction of the
mutant p53 protein, we sought to investigate whether the combination with NaB
could have synergistic effects on proliferation, apoptosis and senescence of p53

mutant pancreatic cancer cells.

MATERIAL AND METHODS

Cell culture and drugs. The mutant p53 (mtp53) expressing pancreatic
cancer cell line PANC-1 (p.R273H) was used in this study. The cell line was
obtained from ATCC (Manassas, VA, USA) and sequenced to confirm p53
mutation status. PANC-1 cells were grown in Dulbecco’s modified Eagle’s medium
supplemented with L-glutamine and 4.5g/L of D-Glucose (Gibco®, Life
Technologies, USA), 10% fetal bovine serum (Life Technologies, USA),
gentamicin (4 mg/ml; Nova Pharma, Brazil), and fungizone (250 mg/kg; Invitrogen,
USA). Cells were kept at a temperature of 37°C, a minimum relative humidity of
95%, and an atmosphere of 5% CO:2 in air. PRIMA-1 and NaB were acquired
from Sigma® and dissolved in 100% dimethyl sulphoxide (DMSO) for cellular
treatments.

Cell viability assay. Cell viability was measured by MTT assay (Sigma-
Aldrich, USA) after treatment with PRIMA-1 and NaB. Briefly, cells were seeded in
each well of 96-well plates in 100 ul culture medium and incubated overnight at
37°C in an atmosphere of 5% CO2. The next day, the medium was removed and
cells washed with PBS and treated with vehicle control (DMSO, dimethylsulfoxide),
PRIMA-1 and/or NaB for 12 to 48h at different concentrations and them the
medium was replaced with MTT solution diluted in medium once the treatment

was completed. The plates were further incubated at 37°C under 5% CO2 for 4 h
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and then left at room temperature until completely dry. DMSO was then added and
the absorbance was read at 492 nm using a microplate enzyme-linked
immunoassay reader (ELISA). Viability was determined as the percentage
absorbance of treated cells compared to those of vehicle treated cells (control).

Cell apoptosis and death assay. The Annexin V-FITC apoptosis detection
kit (BD Biosciences, USA) was used to detect apoptosis and propidium iodide (PI)
to detect DNA fragmentation or cell death. Cells were grown in 6-well plates
overnight and the next day, the medium was removed and cells washed and
treated with 25-100 yM PRIMA-1 and/or with NaB 1-10 mM for 24 h. Once the
treatment was completed, cells were harvested and washed twice with ice-cold
PBS, resuspended in 1x binding buffer, and stained with Annexin V-FITC and PI,
according to the manufacturer’s instructions. The percentage of Annexin V-FITC-
positive and Pl-positive cells was determined from the fluorescence of 10,000 cells
by a BD FACSCanto (BD Biosciences, USA). Data were analysed using the
CellQuest™ software (BD Biosciences, USA).

Senescence-associated B-galactosidase (SA-B-gal) staining PANC-1
cells cultured on chamber slides were fixed in 2% formaldehyde/0.2%
glutaraldehyde after NaB, PRIMA-1 and cotreatment for 72h. SA-B-gal staining
was performed using a SA-B-gal staining kit (Sigma, USA).

gRT-PCR qRT-PCR was carried out using a TagMan RNA reverse-
transcription kit (Applied Biosystems). The cDNA solution was amplified using
TagMan 2x Universal Master Mix with no AmpErase UNG (Applied Biosystems)
and the quantitative PCR run on a StepOne real-time PCR System (Applied
Biosystems). The reaction mix was incubated at 95°C for 10 min, followed by 40
cycles of 95°C for 15s and 60°C for 1 min. The expression of the TP53 gene was
normalized using the 222t method using GAPDH expression as endogen control.

Statistical analysis. Values were expressed as mean + standard error of
the mean (SEM) number of cells. The mean values for control cells were taken as
100% in MTT analyses. Drug interaction was assessed at different concentration
ratios using the combination index (CI) (Chou et al., 1994; Mercalli et al., 2007),
where CI<1, C=1 and CI>1 indicate synergistic, additive and antagonistic effects,

respectively. Data were treated with one-way analysis of variance (ANOVA) and
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non-parametric tests if needed. Values of p<0.05 were considered statistically
significant. SPSS version 18.0 was used for data handling and statistical analyses.

RESULTS

HDAC inhibition and mutant p53 reactivation reduced pancreatic cancer cell

growth in vitro

To evaluate the role of HDAC inhibition in the mutant p53 pancreatic cancer
cells, we first examined their time-dependent and concentration-dependent growth
inhibition in the presence of NaB (Figure 1A). Our results showed only a small
inhibitory effect of NaB treatment alone on PANC-1 cells (TP53-p.R237H), with a
23% growth reduction observed at 5 mM and 37% at 10 mM. Incubation of cells
with PRIMA-1 75 uM for 24 h was associated with a significant inhibitory effect,
showing a growth reduction of almost 70% in PANC-1 cells (Figure 1B). However,
the same was not observed with 25 and 50 uM treatments, which showed a grow

reduction of approximately 20 and 30%, respectively.

In order to explore whether HDAC inhibition could enhance the anticancer
effects of PRIMA-1, we evaluated the combination of NaB at 5 mM with PRIMA-1
at 25 pM, which significantly increased the growth-inhibitory effect on mtp53
pancreatic cancer cells, in comparison with single agent NaB or PRIMA-1
treatments (Figure 1C). Combining a higher dose of NaB (10mM) with PRIMA-1 25
MM caused an even higher response, with a 70% growth reduction in PANC-1

cells, similarly to the response seem with PRIMA-1 75 uM.
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Figure 1. A) Dose-response of the MTT assay with mtp53 cell lines treated with different
concentrations of NaB for 24h. B) Dose—response of the MTT assay after treatment with
different concentrations of PRIMA-1. C) Dose—response of the MTT assay after treatment
with PRIMA-1 and NaB. (*) indicates statistical significance (p < 0.05). Error bars

represent standard error of the mean.

PRIMA-1 and NaB synergize to induce apoptosis and cell death in PANC-1
cells

Treatment of PANC-1 cell lines with NaB 5mM for 24h caused a small
increase in Annexin-V positive cells when compared with NaB 1mM, which was
maintened constant even with higher doses (10mM). However, when NaB 5mM
was combined with PRIMA-1 25 pM, a significant increase in the proportion of
early apoptotic (Annexin+/Pl-) and late stage apoptotic/necrotic cells
(Annexin+/Pl+) was observed (Figure 2). The cotreatment with NaB 5 mM and
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PRIMA-1 50 uM presented a proportion of apoptotic cells very similar to the
treatment with PRIMA-1 alone at 100 yM, suggesting that this combination could

be very interesting for decreasing the toxicity related with PRIMA-1 treatment.
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Figure 2. Flow cytometric analysis of cells undergoing apoptosis after different treatment
strategies for 24h.

Co-treatment with NaB and PRIMA-1 induces senescence in mutant p53

cancer cells

Recent studies have proposed that the induction of premature senescence
is an important mechanism by which HDAC inhibitors exert their anticancer effect,
including NaB (Xiao et al., 1997; Terao et al., 2001). We then sought to examine if
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the combination of the p53 reactivating molecule with NaB could induce
senescence in PANC-1 cells. As shown in Figure 3, the results indicate that the
number of SA-B-gal positive senescent cells was markedly increased with higher
doses of NaB/PRIMA-1 treatment, as well as the percentage of positive cells,
endorsing that this combination can induce senescence in mtp53 cancer cells in a
dose-dependent manner (Figure 4).
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Figure 3. Effects of PRIMA-1 and NaB on pancreatic cancer cells senescence.
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Figure 4. Percentage of senescent cells after treatment with NaB/PRIMA-1

combination. * P< 0.05

111



NaB enhances p53 mRNA expression

We then evaluated the effects of NaB on TP53 mRNA expression levels, in
order to investigate if the molecular mechanism by which NaB synergised with
PRIMA-1 could be related to the modulation of gene expression by the
deascetylase inhibitor. NaB 5mM significantly increased the expression of TP53
MRNA following 12h of exposure (Figure 5A), increasing the levels of the targeted
protein for PRIMA-1. Transcription induction secondary to NaB treatment was also
time-dependent, with increasement in TP53 mRNA levels after 6h of NaB

treatment (Figure 5B).
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Figure 5. Fold-change levels of TP53 mRNA expression secondary to NaB treatment.
Ctrl: control. * P <0.05

DISCUSSION

To our knowledge, this is the first study to investigate the combined effect of
PRIMA-1 and an HDACi on cancer cells. In this study, we have found that the
histone deascetylase inhibitor sodium butyrate (NaB) cooperated with PRIMA-1 to
affect p53 mutant pancreatic cancer cells. We have shown that the p53
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reactivating molecule and NaB interacted to promote cell death, senescence and
Cl analysis indicated that this interaction was synergistic. These results are in
concordance with a previous report on the cooperative induction of p53 target
genes by Nutlin-3, a p53/MDM2 interaction inhibitor, with the histone deacetylase
inhibitors NaB, vorinostat, MS-275 and apicidin in cancer cells lines (Palani et al.,
2012).

To date, at least ten different HDACIs, including NaB, valproic acid, MS-
275, CI-994, FK228, belinostat and LAQ824 are in phase Il or Il clinical trials
(Koutsounas et al., 2013). Among these, the short-chain fatty acid NaB induces
apoptosis in a variety of cancer cells and different tissue-specific targets have
been identified. Natoni et al., (2005) have previously demonstrated the ability of
NaB to sensitize pancreatic cancer cells to both intrinsic and extrinsic apoptosis,
representing a good adjuvant for anticancer treatment. This effect seems to be
primarily exerted at the transcriptional level, as evidenced by previous gRT-PCR
analysis (Xiao et al., 1997). Here we have showed that the mutant p53 reactivating
molecular PRIMA-1 was able to significantly control pancreatic cancer cell growth
when combined with NaB, in smaller doses than the necessary when used alone.
Our results demonstrated that the co-treatment with NaB and PRIMA-1 resulted in
increased levels of apoptosis in mutant p53 pancreatic cancer cells, highlighting a
new interesting intervention for the treatment of pancreatic cancer.

Co-treatment with PRIMA-1 and NaB induced senescence in a dose-
dependent manner, confirming previous reports on the induction of senescence
with NaB and others types of HDACis (Terao et al., 2001). In order to investigate
the ability of NaB to induce p53 mRNA expression, and to explain the observed
synergism with PRIMA-1, a gRT-PCR analysis was conducted. A significant
increase in p53 MRNA levels was detected with NaB treatment at 5 mM, in a time-
dependent manner. Our results not only confirmed the transcriptional effects of
NaB, but added new information to the possibilities of combined therapies
involving HDAC inhibitors and mutant p53 reactivating drugs. Numerous studies
have shown that the level of TP53 mMRNA generally increases after cell exposure
to NaB (Bukreeva et al., 2009), but no previous study have confirmed these effects
in pancreatic cancer cells with mutant TP53.

114



The reactivation of the p53 tumor pathway, mediated by agents such as
PRIMA-1, is a promising strategy for anticancer therapy, including pancreatic
cancer. However, the antineoplastic activity of PRIMA-1 applied as single agent
may be insufficient for a significative tumor response or very toxic when delivered
at high doses. Hence, PRIMA-1 may have to be combined with other treatment
regimens to achieve a successful outcome. In a previous study from our group,
Izetti et al. (in press) showed that the concurrent treatment with PRIMA-1 25 uyM
and four different drugs (cisplatin, gemcitabine, erlotinib and the proteasome
inhibitor bortezomib) induced a synergistic growth inhibition and apoptosis in p53
mutant pancreatic cancer cells. However, a synergistic effect with non-
chemotherapic drugs such as sodium butyrate, which has showed to have less
adverse effets in clinical studies, could be a more interesting approach. Herein, we
have described that the antineoplastic efficacy of PRIMA-1 at lower doses can be
considerably enhanced by cotreatment with sodium butyrate. In conclusion, our in
vitro findings provide an alternative strategy for pancreatic cancer control that
should be confirmed by future in vivo studies.
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6. DISCUSSAO

Os resultados desta tese seréo discutidos separadamente para cada uma
das linhas de investigacdo abordadas: 1) estudo de biomarcadores salivares
como possiveis ferramentas para a deteccdo do céancer de pancreas e 2)
avaliacdo de novas drogas e combinacdes terapéuticas em linhagens de

adenocarcinoma ductal pancreético.

6.1. Estudo de biomarcadores salivares em pacientes com doenca

pancreatica

Muitos estudos tém demonstrado o potencial da saliva como fonte de
material bioldégico para deteccdo de biomarcadores de diagnostico de doencas
sistémicas, tais como sindrome de Cushing, hepatites virais, Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (AIDS) e diferentes tipos de cancer (Wong et al., 2006;
Bonne et al., 2012). A facilidade para a coleta da saliva e a ndo invasividade do
método sdo aspectos atrativos para 0 seu uso na pratica clinica, o que tem
estimulado o interesse crescente e desenvolvimento de novas tecnologias para
analises desse tipo de fluido.

Recentemente, Zhang et al. (2010) demonstraram que o perfil
transcriptbmico salivar de pacientes com cancer de pancreas € significativamente
diferente do perfil de controles sem cancer, obtendo uma sensibilidade de 90% e
especificidade de 95% com a deteccdo de quatro principais biomarcadores
MRNA: KRAS, MBD3L2, ACRV1 e DPM1. Com o estudo descrito no Capitulo | da
presente tese, objetivamos validar o estudo de Zhang e colaboradores em uma
amostra atendida e recrutada consecutivamente no Servico de Cirurgia do
Aparelho Digestivo do Hospital de Clinicas de Porto Alegre, a fim de determinar a
aplicabilidade clinica desses quatro marcadores em nosso contexto. A analise
desses resultados podera permitir, além da validagdo, uma estimativa sobre o
potencial uso dos mesmos em futuros estudos para rastreamento de pacientes de
alto risco a partir do fluido salivar. Nossos resultados demonstraram uma clara

associacao entre a expressdo do gene KRAS e o diagndstico de adenocarcinoma
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ductal pancreético, encontrando-se sete vezes mais expresso nha saliva de
pacientes acometidos do que na de controles sem lesdo pancreatica (fold-change
de 7,37, P=0,011). No entanto, uma alta expressdo também foi detectada em
pacientes com pancreatite crénica (fold-change de 7,73), ndo sendo possivel a
discriminacdo, a partir da expressdo de KRAS, entre afeccdes benignas e
malignas do pancreas. Em relacdo ao biomarcador DPM1, ndo foi possivel
estabelecer qualquer associacao estatisticamente significativa entre os diferentes
grupos, apenas quando interpolado com os resultados da expressao de KRAS.
Nesse caso, encontramos uma sensibilidade de 77,1% e especificidade de 80%
para a discriminacdo entre pacientes com doencas pancredticas (cancer e
pancreatite crénica) e controles sem doenca (AUC=0.860, 95% CI: 0.746 - 0.974,
P=0.001). Além disso, ao contrario do que fora descrito por Zhang e
colaboradores, ndo encontramos niveis de expressdo detectaveis dos genes
ACRV1 e MBD3L2 em nenhuma das amostras de saliva avaliadas.

Estudos de transcriptoma com outros tipos tumorais confirmaram o
potencial dos biomarcadores salivares como preditores diagnosticos. Zhang e
colaboradores (2012), em um estudo envolvendo cancer de pulméo, identificaram
um painel de sete mMRNAs (BRAF, CCNI, EGRF, FGF19, FRS2, GREB1 e LZTS1)
capazes de discriminar pacientes afetados de controles saudaveis. Outro estudo,
com cancer de ovario, também determinou um painel capaz de discriminar casos
de controles saudaveis com uma sensibilidade de 85,7% e especificidade de
91,4% (MRNAS AGPAT1, B2M, BASP2, IER3 e IL1B) (Lee et al., 2012).

Em relagdo as andlises de metaboloma em contetudo salivar, Sugimoto e
colaboradores (2010) analisaram amostras de 18 pacientes com céancer de
pancreas em comparacdo a amostras de 87 individuos saudaveis, obtendo uma
AUC (area sob a curva) de 0,993 para a discriminacdo dos casos com doenca a
partir de 57 metabdlitos diferencialmente expressos. Apesar dos resultados
relativamente promissores, o0s estudos de proteoma apresentam maior
complexidade para translagéo a pratica clinica, sendo normalmente preteridos em
relacdo aos marcadores transcriptomicos.

O diagnostico precoce € um fator chave para o controle de qualquer

neoplasia, uma vez que permite 0 manejo da doengca em momentos mais
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suscetiveis a um tratamento curativo. Ter uma metodologia de facil captagdo em
larga escala e ndo onerosa como as andlises de transcriptoma de fluido salivar, e
gue consiga altas taxas de sensibilidade e especificidade para a deteccédo de
lesbes em estadios precoce, € uma das principais esperancas para o efetivo
controle do cancer. Muitos anos foram necessérios para que se conseguisse
tecnologias de estabilizacdo do RNA presente no contetdo salivar, uma vez que
apos a coleta se nao for mantido de forma adequada, ocorre rapida fragmentacao
e perda da informacéo transcriptbmica. Apenas na ultima década € que avancos
tecnologicos permitiram o desenvolvimento de reagentes e recipientes especificos
para a estabilizacdo do contetdo coletado (Park et al., 2006), possibilitando
resultados mais promissores a partir da analise de mRNAs salivares. Por esse
atraso temporal, o maior numero de estudos sobre analise salivar ainda séo
provenientes da protedmica (Streckfus et al., 2012), embora os estudos de
transcriptoma venham apresentando as maiores taxas de sensibilidade e
especificidade para a deteccdo de neoplasias, com maior probabilidade de
translacéo para a pratica clinica (Zhang et al., 2010; Lee et al., 2012; Zhang et al.,
2012).

Uma questdo que ainda merece extensa investigacao diz respeito aos
mecanismos pelos quais o conteldo secretado na saliva correlaciona-se a
presenca de uma neoplasia em sitio tdo distante anatdémica e vascularmente
como o cancer de pancreas. Recentemente, Lau e colaboradores (2013)
demonstraram que exossomos derivados do tumor (contendo proteinas, mMRNAs e
microRNAS) poderiam ser a conexao entre tumores distantes da cavidade oral e
as secrecOes das glandulas salivares. Em um estudo experimental com modelos
in vivo com adenocarcinoma ductal pancreatico, os pesquisadores observaram
uma significativa redugcdo nos niveis dos biomarcadores secretados na saliva
apos a supressao da biogénese dos exossomos. Dessa forma, hipotetizaram que
tais exossomos poderiam ser liberados na corrente sanguinea, atingindo as

glandulas salivares onde induziriam a secrecdo de contetdos tumor-especificos.
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6.2. Avaliagdo de novas drogas para o tratamento do adenocarcinoma ductal
pancreatico

O desenvolvimento de novas drogas é parte importante do processo de
controle do cancer e, nas ultimas duas décadas, o principal foco tem sido as
drogas alvo-moleculares. Nesse contexto foi identificado e desenvolvido o
composto PRIMA-1 (ou sua forma metilada PRIMA-1MET/APR-246), droga
reativadora da proteina p53 mutante que apresenta um grande potencial para
tratamento e, teoricamente, pouca influéncia em tecidos saudaveis sem mutagéo
no gene TP53. Apesar de ja ter sido testada em uma série de tumores, como
leucemia (Nahi et al., 2004), cancer de mama (Russo et al.,, 2010), melanoma
(Bao et al., 2011) e cancer de tiredide (Messina et al., 2012), nenhum estudo
prévio avaliou o seu papel em linhagens de adenocarcinoma ductal pancreético, o
que é de fundamental importancia considerando que 50-70% desses tumores
apresentam mutagdes no gene TP53. Nossos resultados demonstraram que o
tratamento com PRIMA-1 induziu a apoptose de forma seletiva nas células com
proteina p53 mutante (PANC-1) quando comparado as células com p53 selvagem
(CAPAN-2), em que apenas altas doses da droga (100 uM) foram capazes de
induzir alguma resposta. Além disso, observamos parada no ciclo celular em
G2/M apos o tratamento com 75 UM por 12h e uma reducéo de 50% na sintese de
DNA apés o tratamento na mesma dose por 24h. O silenciamento do gene TP53
por um siRNA reduziu significativamente o efeito toxico da PRIMA-1, sugerindo
que seus efeitos sdo p53-dependentes. Esses resultados estdo de acordo com
estudos prévios que encontraram resultados semelhantes em linhagens de cancer
de cabeca e pescoco, cancer de pulméo pequenas células e tiredide (Roh et al.,
2011; Zandi et al., 2011, Messina et al., 2012;)

Para avaliar possiveis sinergismos entre o composto PRIMA-1 e outras
drogas atualmente disponiveis na pratica clinica, fizemos o tratamento combinado
com seis diferentes quimioterdpicos e drogas alvo-moleculares, obtendo um
importante efeito sinérgico com cisplatina, gencitabina, erlotinibe, doxorrubicina e
bortezonibe em linhagens com p53 mutante. Apenas com o0 composto irinotecano

nao foi possivel observar um aumento na resposta ao tratamento, talvez pelos
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efeitos antagonistas entre as duas drogas: o irinotecano inibe a enzima
topoisomerase | enquanto a proteina p53 reativada pela PRIMA-1 leva a sua
ativacdo (Gobert et al., 1999). Roh e colaboradores (2011), ao estudar a acéo de
diferentes drogas ativadoras e reativadoras de p53 em linhagens de carcinoma
epiderméide de cabeca e pescoc¢o, encontraram resultados semelhantes em
relacdo aos sinergismos com cisplatina e erlotinibe, demonstrando um aumento
no controle da proliferacdo. Além de avaliar a combinacdo com diferentes drogas
quimioterapicas, também testamos a associacdo de PRIMA-1 com dois diferentes
compostos: o inibidor da interacdo Mdm2/p53, Nultina-3 (Capitulo 1), e o inibidor
de desacetilase de histonas butirato de sédio (Capitulo Ill), combina¢bes que até
o momento ndo foram avaliadas em nenhum tipo tumoral e que também se
demonstraram sinérgicas. No caso da combinacdo com o inibidor de HDACs
butirato de sédio, além de reducdo na proliferacdo e inducdo de apoptose,
observamos ainda a inducdo de senescéncia em células com a proteina p53
mutante, a qual aumentou de forma dose-dependente e atingiu resposta maxima
na combinacédo de PRIMA-1 50 uM com butirato de sédio 5mM.

A fim de confirmar se 0 mecanismo de acdo do composto PRIMA-1
realmente envolve modificacdes nos grupos tidis, como previamente descrito
(Lambert et al., 2009), incubamos as linhagens suscetiveis (PANC-1) por 24h com
o antioxidante N-acetilcisteina e PRIMA-1 e avaliamos as taxas de resposta.
Nossos experimentos com MTT e anexina-V/FITC demonstraram que a
associacdo com o composto N-acetilcisteina bloqueou completamente a apoptose
e a supressdo da proliferacdo celular previamente induzidas por PRIMA-1. Tais
resultados estdo em concordancia com um estudo publicado por Lambert e
colaboradores em 2009, que demonstrou que 0 co-tratamento com a N-
acetilcisteina reduzia significativamente a resposta das linhagens ao composto
PRIMA-1 por conta da formacao de adutos entre o seu produto de decomposicéo,
MQ (do inglés “methylene quinuclidinone”, responsavel pelos efeitos biologicos da
PRIMA-1), e a N-acetilcisteina, reacdo que se da por duas principais modificacfes
nos grupos tiois: substituicdo de um grupo metoxilo e adicdo nucleofilica a uma

ligacéo dupla entre dois carbonos.
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Em conjunto, os dados apresentados nos Capitulos Il e Il demonstram que
o composto PRIMA-1 é capaz de controlar a proliferacéo e induzir a apoptose de
forma sustentada em células de adenocarcinoma ductal pancreatico com
mutacdes no gene TP53, além de apresentar sinergismo com compostos
quimioterapicos e alvo moleculares, produzindo evidéncia para futuros estudos in

Vivo e clinicos em cancer de pancreas, de forma isolada ou em combinacdes.
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7. CONSIDERACOES FINAIS E CONCLUSOES

As consideracdes finais serdo apresentadas separadas por grupo, de

acordo com os resultados obtidos a partir dos objetivos propostos originalmente.

Com relagcdo ao estudo da expressédo dos genes KRAS, DPM1, MBD3L2 e
ACRV1 na saliva de pacientes adenocarcinoma ductal pancreatico,

pancreatite crénica e controles sem evidéncias de lesdes pancreaticas:

Nossos resultados sugerem que a deteccao da expressao salivar de KRAS
pode contribuir para a identificacdo de individuos acometidos por doencas
pancreaticas, sem poder, no entanto, diferenciar pacientes com cancer
pancreatico de pacientes com doencas benignas como a pancreatite cronica.
Dessa forma, estudos complementares sdo necessarios, com um maior tamanho
amostral e associacdo com outros possiveis marcadores, a fim de determinar o
real potencial desse biomarcador para a deteccdo do cancer de pancreas com

alta sensibilidade e especificidade.

Na amostra avaliada, ndo houve uma diferenca significativa entre os trés
grupos quanto a expressdo do mRNA DPM1 e ndo foram detectados quaisquer

niveis de expressdo dos mRNAs dos genes MDBL2 e ACRV1.

Com relacdo a reativacdo farmacologica da proteina p53 mutante pelo
composto PRIMA-1 em linhagens tumorais de adenocarcinoma ductal

pancreético:

Identificamos um grande potencial para o tratamento do cancer de
pancreas com a droga reativadora de p53 PRIMA-1, com significativa reducéo da
proliferagdo celular, inducdo de apoptose, parada no ciclo celular, inducdo de
genes alvo e efeito sinérgico no controle tumoral quando associada a diferentes

quimioterapicos. Também observamos um efeito sinérgico importante com o
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composto inibidor da interacdo MDM2/p53 Nutlina-3. Tais achados dao suporte
para o desenvolvimento de estudos complementares in vivo, bem como futuros

ensaios clinicos envolvendo tumores pancreéticos.

Com relagcéo ao efeito da combinagdo do composto PRIMA-1 com o inibidor

de desacetilase de histonas butirato de sodio:

Além de uma resposta significativa no tratamento isolado em linhagens de
cancer de pancreas TP53-mutantes, o composto PRIMA-1 também apresentou
uma resposta extremamamente satisfatoria quando combinada ao inibidor de
desacetilase de histonas butirato de sodio. Foram observadas respostas
semelhantes entre o tratamento isolado com PRIMA-1 na dose de 100 uM e sua
combinacdo na dose de 50uM e com butirato de sodio de 5mM. Tal achado tem
grande importancia para a futura translacdo do composto PRIMA-1 para a pratica
clinica, uma vez que a possibilidade de reducéo de dose pela combinacdo com o
butirato de sédio reduz o risco de potenciais efeitos adversos, permitindo

esquemas terapéuticos mais seguros e eficazes.
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Abstract

ATM: To determine the prevalence of a family history
suggestive of Lynch syndrome (LS) among patients
with colorectal cancer (CRC) followed in a coloprocol-
ogy outpatient dinic in Brazil.

METHODS: A consscutive sample of patients with
(RLC were interviewed regarding personal and family
historiss of cances, Clinical data and pathology features
of the tumar were obtained from chart review.

RESULTS: (f the 212 CRC patients recruited, &1 (23%)
reported a family history of CRC, 45 (21.2%) were di-
agnosed under age 50 years and 11 {5.2%) had more
than one primary CRC. Family histories consistert with
and revised Bethesda oiteria for LS were

identified in 22 {10.4%) and 100 (47.2%) patients,
ﬁectwely' . Twenty parcent of the ELIMHS
features of the high micosatellite instability phe-

, which was associated with at CRC
e i e st wih v s
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Abstract

About 5-10% of breast and ovarlan carcinomas are hereditary and most of these result from germline mutations in
the BRCAT and BRCAY geres Inowomen of Ashlenar lawish ascendance, up 10 30% of bresst and ovarlan
carcinomas may be attributable to mutations in these genes, where 3 founder mutations, ce8 &tdel [185del80)
and cSletdup B3NN In BRCAT and cS9diade (6174deT) In BRCAZ, are commanly encountensd it has been
sugagested by some suthars that screening for founder mutatons shoukd be undertaken in all Bazilan women
with breast cancer Thus, the goal of this study was 1o determine the pravalence of thee founder muBthans,
commanly dentfied in Ashkenazl individuals in a sample of non-Ashbenarl canceraffeced Brazilian women with
chearky defined risk factos for hesditary bresst and ovarian cancer (HBOD) symdromes. Amang 137 uninslated
Bmzilian women from HBOC fmilies, the BACATC SX86dup mutation was idenitified In seven individuals (5%). This
mrevalence 5 similar o that encountered in non-Ashkenazl HBOC familes in other populations. Howsaser, amaong
rathents with bilateral beast cancer, the fequency of cS2etdup was significantly higher when compared 1o
nathents with unilateral beast tumors {1207% v 1.2%, p = G003] The BRCAT c 68 690 and BRCAY  Sodade
mutations did not ooowr In this sample We conclude that soreening non-Ashkenaz] breast cancer-afiected women
from the ethnically heterogeneous Bazilan populations for the BACAT cad_gbdel and BRCAS ¢ S%ede B nat
justified, and that sceening for BRCA I S2eadup shoulkd be considered in high risk patients, ghven its praalence as
a single maration. In high-risk patlents, a negative sceening result should always be followed by comprehensive

gene BRCAY gere

BRCA gene testing. The finding of a sgnificantly higher frequency of BRCAT ¢ 5266dup in women with bilatera
breast cancer, a5 weall a5 edstence of other as yat unkdentified founder mautations in this population, should be
further assessed In a langer well characterzed highsksk cohort

Keywords: Sereditary breast cancer, Hereditary breast and owvarlan cancer Syndrome, Founder matations, BRCAT

Introduction

Breast camcer is the maost common mom -cutamemes malig-
mancy in Brazilian women of all ages. In the Southern
arad Southeastern States of Brazil, the estimated breast
camcer incidence rates for 2000 reached 6454 and 6430
per 1O wommen, the highest in the country [1].

* Comesporabroe: pencladinopa ungabe

Labomndio deMadicm Grrdemic, Certmo de Fesquis Eqperirmencal
Hoepisl de Oinices de Foimo Mogee. Bun Bamir o Eacdos 73500 IDAs-003
Foimn Mogre; FS. Bl

Full lisn of aurkor informadon & availble ot o ond of the ardde

() BioMed Centra

In spite of contineous «forts 1o improve sarly detection
amd treatmoent, bresst cancer remains the leading cuse
of deaths by cancer in Brazilian women Furthermaors,
marlality mates by this type of cancer are still increasng

It is estimated that 5-100% of bresst cancers am heredi-
tary, ardng from highly penstrant gemmline mutations in
cancer predisposition genes [4]). A dgnilicnt prpoction
of individ wals with hereditary bresst cancer have muta-
tigsiis in the tumor suppressor genes SECA T (OMIM #
113705) and BRCA? (OMIM # 600185) [5]. Carriers of
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ARQGAMGED

CHEK2 1100DELC GERMLINE MUTATION:
a frequency study in hereditary breast and
colon cancer Brazilian families

Jamile ABUD', Jodo Carlos PROLLA? and
The Study Group on Hereditary Breast and Colorectal Cancer®

ABSTRACT - Canrerr - CHER? encodes a cell cycle checkpoint kinase that plays an important sole in the DMNA damage repair path-
way, activaied mainky by 4 TM (| Ataxia Telangiectasia Mmtzied) in msponse 1o double-stranded [XWA breaks A permline mration
in CHEKZ, 1100deiC, has been described as a low penetrance allele in 2 significant nunsber of Sumilies with breast and coloescial
cancer in certain countries and is also associzied with increassd risk of cosntralateral hreast cancer in women previously affiscied by
the disease. About 5%-107% of all bresst and colorectal cancers are associzied with heseditary peedisposition and its recognition is
of great importance for genetic counseling and ancer sk management. Ofjectives - Here, we have assessed the fequency of the
CHER2 1 100delC mutation in the germiise of 59 unrelxed Brazilian individmls with clinical criteria for the heseditary breast and
coloeecial cancer syndrome. Methady - A long-rmnge PCE strategy iblkoaed by gene sequencing was ussd. Reswirs - The 1 1i0de i
mrtEtion was encountered in the germlbine of one (1. 7%) ndividual in this high nsk cobort. This indicates that the CHERZ 1 1i0de iC
is not commsonly encountzred in Bras s families with muohiple dizgeoses of breast and colomctal cander. Comclitiian - Thes: results
should be confirmed in a buger senies of Bumilies and farther testing should be endertaken o investigate the molecular mechanisms
mnderlying the hereditary beeast and colomctal cancer phenotype.

HEAIDNNGS - Breast neoplasms, genetics. Colonic neoplasms, gesetics. Protein-serine-th esonine-kinzse, gesetics. Genetic predisposition

o dimmasn.

INTRODUCTION

The CHEK? gene (OMIMA604373, also known
asg CHED) is the mammalian homologue of the Sac-
charomyess cerevisipe BADSI and Schizosaccharo-
miyees pormbe Cdsl penes. In humans, it s located in
22g12 1, and encodes a sl cyele checkpoint kinase
that iz implicated in DNA damage responges™ '™,
Following the occurrence of double-stranded DMA
breaks, CHEK? i3 activated through phosphorylation
by ATM. Activated CHEK? then phosphorylates
critical cell-cycle proteing, including Cde25A and
Cde23C phosphatases, PIK3 kinase and the E2F]
transcription factor, as well as proteins involved in
DMA mepair (such as breal ) and in regulation of cell
death (such a2 p33-mdn? and pml-1). This reflecis
the wide mediator role of CHEK? in the signaling
pathways in regponse to DNA damage, with direct
impact on downstream effectors within the cell cycle

Duclarsd conlict of rieest of ol :.Imrl'nl-
! ara de Pim-Goad E ] Cilrcum G J'

checkpoints, DMNA repair and apoptosis machineries.
Thesse findings have been well documented in cells with
a functional deficiency of CHER

CHER? has been considered a candidate tumor
suppresdor gene, and germline mutations in this gens
soem o predispose to Familial breast cascer (BC) and
other malignancies’™ . In 1999 sermline mutations
in CHEK? were agsociated with the Li-Fraumeni
syndrome (LFS) phenotype'™. However, a strong asso-
ciation with the syndrome and this variant has never
been confirmed™. Also in 1999, Bell et al ™ described
for the first time the 11 00delC mutation in exon 10 of
CHER in families with breast andlor ol oectal cancer,
and association with an intermediate relative nsk for
the oocurrence of these tumor has been confirmed in
subsequent reports’™ 442, Megjers-Heijboer et al ® in
thie Metherlands inveatigated the Mequency of CHER?
1100l in 55 families with mukiple breast and colo-
rectal cancer diagnodes and encountered the rmutation
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ANEXO A

CARTA DE APROVACAO DO PROJETO (GPPG 10-0162)

S HCPA - HOSPITAL DE CLINICAS DE PORTO ALEGRE
GRUPO DE PESQUISA E POS-GRADUAGAOD

COMISSAQ CIENTIFICA E COMISSAO DE PESQUISA E ETICA EM SAUDE

A Comissdo Cientifica e a Comisséo de Pesquisa e Etica em Sadde, que é reconbecida pela Comissdo
Macional de Etica em Pesquisa (COMEP)MS como Comité de Etica em Pesquisa do HCPA e pele Office For
Human Research Protections  (OHRP)USDHHS, como Instituional Review Board (IRBO0DDOS21)
analizaram o projeto:

Projeto: 100162 Versdo do Projeto:  17/06/2010 Versdo do TCLE:  17/06/2010

Pesquisadores:

ALESSANDRO BERSCH OSVALDT
PATRICIA LISBOA IZETTI RIBEIRO
GUILMERME BALDOD

GABRIEL DE SOUZA MACEDD
WINIAM PIERRI BERSCH
BARBARM ALEMAR BESERRA
GILBERTO SCHWARTSMANN
URSLILA DA SILVEIRA MATTE
PATRICIA ASHTON PROLLA

Titulo: BIOMARCADORES EM CANCER DE PANCREAS: ESTUDOS GENOMICOS E
FROTEOMICOS EM MATERIAL BIOLOGICO

- Este projeto foi Aprovado em seus aspectos éticos e metodolégicos, inclusive quanto ao seu Termo de
Consentimento Livee e Esclarecido, de acordo com as Diretrizes & Normas Intermacionais e Macionais,
ezpecialmente as Resolugdes 196/96 e complementares do Conselha Nacional de Satde. Os membros do
CEP/HCPA ndo participaram do processo de avaliagio dos projetos onde conslam como pesquisadores.
Toda @ qualguer alteracdo do Projelo, assim como os eventos adversos graves, deverdo ser comunicados
imediatamente ac CEP/HCPA. Somente poderfio ser utilizados os Termos de Consentimento onde conste 2
aprovagado do GPPGIHCPA

- De acordo com a regulameniagio da Resolugdo 3400/2004 do CMNS/MS o CEPHCPA foi credenciadi,
atraves da Carta Circular N° 037 CONER/CNSIMS de 11 de agosto de 2004, para dar aprovagao final para
este projeto.

e ’/ Porto Alegre, 01 de julho de 2010

i
;S C
Prof Nadlﬂ}g._.(:lausel!
Cnurdanadcra/lBPFG g CEF/HCFA
I )

Iy
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ANEXO B ) )
TERMO DE CONSENTIMENTO - CASOS DE CANCER DE PANCREAS

ANEXO Il

Terme de Consentimento Livre e Esclarecido - Casos

BIOMARCADORES EM CANCER DE PANCREAS: ESTUDOS GENOMICOS E
PROTEOMICOS EM MATERIAL BIOLOGICO

Pesquisadores: Patricia zetti, Barbara Alemar, Alessandro Bersch Osvaldt, Gabrisl
Macedo, Cleandra Gregdric Silve, Ursula Matte, Patricia Ashton-Prolla

Consentimento Informado para Armazenamento de Material Biolégico e Estudos
Maleculares em Pacientes com Doengas do Pancreas

O Grupo de Oncogenética e Grupo de Vias Biliares e Péncreas do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre estio realizando um estudo para procurar novas alternativas
para o diagndstico de doenges do pancreas. Nesse estudo serSo avaliados materiais
biologicos de pessoas com e sem doengas pancredficas, Por meio desle esludo,
convidamos pessoas com alteragBes do pdncreas a doar sangue e salva dos quais
serdo extraides DNA, RNA e proteinas (materal genético e protedmica). A partir do
estudo deste material, pretendemos comrelacionar os achados moleculares a fim de
identificar marcadores associados ao desenvolvimento de doengas do parcreas. lsso
podera contribuir para o estabelecimento de estratégias que visem & defecclo e o
manejo precoce dessas doengas.

Este material serd estocado no Hospital de Clinicas de Porlo Alegre & podera ser
utlizado para futuros estudes sobre fatores genéticos associados a diversas doengas do
pancreas. Os dados pessoais e clinicos constantes do prontudrio dos participanies
serdo digitados em um banco de dados e mantidos sob sigilo. Todass as analises
laboratoriais serdo realizadas sem identificagio nominal das pessoas. A quaniidade de [ Theiade |
saliva & sangue doado para estes estudos néo iro prejudicar sua salde.

Se vocd desejar parficipar do estudo, qualsquer perguntas que vocé tiver em
relagio &s coletas & aos procedimentos que serdo feitos no futuro serfio respondidas
por membros da equipe de cirurgia que estd |he acompanhendo ou por membres da m
equipe de pesquisa. Se vocd ndo desejar participar do estudo, a sua decisao nao
afetard seu acompanhamento médico ou cirirgico no Hospital de Clinicas de Poro
Mlegre, Se vocé deseja participar e concorda em doar estes materiais para pesquisa,
por faver, responda &5 perguntas a seguir:

Comité ¢ Etica em Pasqusez
GPPGIHCEA
VERSAO APROVADA

29 103 22
Vi Annde s

143



1. Vioed concorda que as suas amostras oblidas neste estudo sejam armazenadas e
utiizadas neste estudo sobre doengas de pancreas?

O gim O ndo

2. Voci quer ser informado sobre os resultados destes estudos?
O sim O nao

Se vocd respondeu "sim” a esta pergunts, serd avisado sobre qualquer informagio oblida neste
esludo,

3. Se vocé respondeu “sim® & pergunta anterior, e por alguma razéo estver
impossibilitado de receber estes resultados, vocé deseja que estes sejam transmitidos a
alguma pessoa proxima a wocs?

I sim (neste caso, indicar nome e felefone J
O néo

4. Vocd concorda que suas amostras sejam armazenadas para uso futuro em outras
pesquisas ndo relacionadas a doengas do pancreas?

O zim O néo

S8 vocd mspondey “sim” a esta questio, serd contaledo para concedsr ou nde sua autorizecio
para o uso do maltenal bivddgico doado na realizecio de novas estedas, bem como o E&rE para
recaber o5 resulfados dog MesMos, CAS0 aSsim deseje,

5. Vocé concorda que suas amostras sejam enviadas para centros de pesquisa no
exterior, para realizacio de andlises compiementares?

O sim O néo

As amosiras serfo envisdas sem identificagio, & o5 resultsdos obldos ndo travdo beneficio
direfo para vood,

O armazenamento da amostra ndo implica em gualquer custo. O pericdo de e
armazenamento & de 5 anos, mas seu consentimento pode ser retirado a qualquer P
momento se vocé mudar de idéla, e neste caso as suss amostras serdio destruldas.

Este documento ndo torna obrigatdria a realizagdo de nenhum dos procedimentos
acima mencionados. Em nenhuma hipétese haverd quebra de sigilo quanto acs seus Fabrica do
dados pessoais ou a liberagso de amostras identificadas ou resultados para terceiros | L
sem a sua autorizaio por escrito. Se publicados em revistas cientificas, os resultados
desse estudo serfio apresentados de forma andnima, sem identificacdo dos
participantes,
Comété da Elica em Pesquiza
GPPGIHCPA
VERSAD APROVADA
29 03 21z
e AAMeZ
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Para que se cumpram os efeitos legais, o presente documento composto de trés
paginas foi elaborado em duas vias de iqual teor, ambas firmadas e rubricadas peins:
envolvidos (paciente e pesquisador) abaixo identificados.

Declaro que li e compreendi as informac8es acima, e recebi uma via assinada e
rubricada deste documento. Declaro, ainda, que tive minhas dividas esclarecidas por

Nome do entrevistador Assinatura do entrevistador
Ass.
Assinatura do paciente
Nome completo:
Data de nascimento; Data:
Testemunha:
Nome e assinatura

Pesquisadores responsévels: Em caso de divida os pesquisadores e o comité de ética poderfio fornecer
esciarecimentos. Tolefones para contato: Pesquisadores - Dr. Alessandro Osvald!, Dra Patricia Ashton-
Prolla, Dra. Patricia lzetti @ mestranda Bérbara Alamar: (51) 3350.7881
Comité do Etica HCPA (51) 3359-8304.

Rubrica do
pesquisador

Comité de Eiica #m Pesomes
GPPG/HCPA
VERSAO APROVADA

29 03 2ok
W Noor62
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ANEXO C
TERMO DE CONSENTIMENTO - CASOS DE PANCREATITE
CRONICA

Tarma de Consantimanto Livre & Esclarecido - Controle

BIOMARCADORES EM CANCER DE PANCREAS: ESTUDOS GENOMICOS E
PROTEOMICOS EM MATERIAL BIOLOGICD

Sub-projetn: Papel dos Blomarcadores ldentificados em Saliva na Deteccio Pracoce do
Cancar de Fancreas

Autores: Patricia lzetti, Alessandro Bersch Csvaldt, Vivian Bersch, Guilherme Baldo, Gabriel
Macedo, Barbara Alemar, Ursula Matle, Patricia Ashlon-Prolla, Gilberto Schwartsmann

Consantimanto Informado para Armazenamento de Material Bloldgleo & Estudos
Moleculares em Saliva de Grupo Controle com Pancreatite Crénica

Estamos convidando individuos com pancreatils cronica e sem evidéncias clinicas
ou radinlogicas de cancar a doar amostras de saliva para estudos maoleculares do material
genatico & protedmico (DMA, RMA e proteinas). A parlir do eshsdo deste materal,
pretendemos comelacionar o8 achados maleculares em salva de pacientes saudiveis,
pacientas com pancreatie crénica & pacientes com cincer de pdncreas, a fim de identificar
marcadores associados a0 desemdalvimento de lesbas neopldsicas benignas & malignas.
lsso podess condribuir para o desanvalvimento de estratégias que visem a defeccio & o
diagnostico pracoce do céncer de pdncreas. uma doenga de alla moralidade

Esta material serd estocado no Hospital de Clinicas de Parto Alegre para fulwos
estudos sobre fatores gendticos associados a diversas doencas do pancreas. Os dados
pessoals e clinicos constantes do seu prontuano serdo digitados em um banco de dados &
mantidos sob sigilo. A& quantidade de saliva doada para estes estudos futuros néo irdo
prejudicar sua sadde. & saliva serd coletada am Bpenss um momsnto, apds avidincias
radiclogicas de auséncia de neoplasia pancredlca.

Cluaigguer perguitas que vook liver em relagio a estas coletas e aos estudos que
serdo feitas no fuluro poderdo ser respondidos por membros da equips de cirurgss que esta
e acompanhando. Se vocé deseja padicipar e concorda em doar esles maleriais para
futurcs estudos, por favor responda &8 pergunias abaixo

1. Vocé concorda que as suas amosiras sejam amazenadas & ulihzadas para asledos
sabre doangas de pancreas?

O sim O ndno "ﬂ:-P.'I:"- i GFIPG
JERSAD APROVAL

2. Vocé quer ser informado sobre os resultados destes estudos T Cl 03 [ &gl

O =im O ndo e WO -Olg L S

Sa vosd respondan S sera avsado sobve quaiguer wonmacdo ohiiada mastas asfudog.
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3. S vocd respondeu sim & pergunta anterior, @ por alguma razdo astiver impossibilitado
de recebar estes resultados, vood deseja que estes sejam transmitidos a alguma pessoa
Praxima a voos?

Ol s {neste caso, guer 7 S

O nao

4. Vocé concorda que as SUAs AMosiras sejam armazenadas para futuro wso em oulras
pesguisas ndo relacionadas a doencas do pamcreas 7

O sim O nao

Ons: Essas posquisas ndo efivaivét & doenca qua wood esfd irelendodnvesligando o serdo
resizadas sam wentificagdo da amoslrs, sem menfuwn bensficia direls para vocd ou saus famiaras,
mias com polencal beralicio para o prograsss medies @ claniifico.

5. Vocé concorda que as suas amostras sejam enviadas para oulros centros para
pesquisa?

O sim O nao

Ohs: Para evenival roalzegdo de exames com pofencial baneficle diralo pars vood ou Zeus
farilavas; quavidn ndo howver banefics dirate & amosira 2erd snviads ser idenbifcacio,

0 armazenamanto da amostra ndo implica em qualguer custo adicional ou dferanca
na realizacio de seus examesicirurglas ou outros  bratamentos. O periodo de
armazenaments & de S0 anos, mas seu consentimento pode ser refirado a qualquer
momento se vook mudar de idéda, ¢ neste caso as suas amostras serBo destruidas, Esle
documenta ndo toma obrigatara a realizagio de nenhum dos procedimentos acima
mencionados, Em nenhuma hipotese havera quebea de sigile guamMo acs seus dados
pessoais ou a liberagdo de amostras identificadas ou resullades para ferceiros sem a sua
autonzagao por ascrto.

Declare que || & compreendi as informag@ies acima & tve minkas dovidas

esclaracidas por

—n 5

Mame da enlrévistadar

ASSE,

Assinatura oo pacants

MNome compledn:
Drata:

Pesquisadores responsdveis: Dr. Alessandro Osvaldt e Dra Palricla Ashion-Proka

Talafone para condado: (51) 3359-TEE1 HCRA | GPPG
VERSAD APROVAL

pa)ts
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ANEXO D

TERMO DE CONSENTIMENTO — CONTROLES

AHEND IV

Termo de Consentimento Livre & Esclarecido - Controlea

BIOMARCADORES EM DOENGAS DO PANCREAS: ESTUDOS GENOMICOS E
PROTEOMICOS EM MATERIAL BIOLAGICD

Fesquisadores: Patricla zett, Barbara Alemar, Mlessandro Bersch Osvaldt, Gabriel
Macadn, Cleandra Gregdrio Sika, Lisula Mate, Patdcia Ashion-Pralia

Consentimento Informado para Armazenamento o Estudos Molecidarss sm
Material Bioldgico de Pacientes som Doengas do PAncreas

0 Grups de Onoagenética & Grupo de Vies Biliares & Pincreas do Hospital de
Clinicas de Porto Alegre esifio realizando um estudo pare procurar novas alermativas
para o dagndslicd de doengas do plincreas. Messe esiude serdc avallados maleriais
biakdgicos de pesscas com @ sem doenga do pdncress. Vool esid sendo convidado
pama pariiciper desse eshudo porque NS0 lem nenhuma dosnca neopldsics do paANCeas.
O estudo ervolve & colela de sangue & saliva para andlses de mancadores gendticos @
e projeinas. & parlic do eshude desta malerial, prelendemcs comelacionar os achados
moleculares am malesisie bicksgicas de packentes sauddveis, paciantas com pancreatite
crinica @ pacienins cAnger de pancreas, a fim de identificar marcadores assaciados g
deserrvohimento de lesfes neoplisicas benignas & malignas. Isso poderd contribuir
para o estabelecimento de estralégias que visem & detecslo @ o mansjs precoce das
doRncas do pancrass.

Este material sard estocado ne Hospitel de Clinicas de Paro Alegre & poders sar
uliizade para futuras estudos sobre falores gendticos assoriados 8 diversas doencas do
pincrees. Os dados pessoais e clinkos constanes do pronfudno dos parlicpantes
serda digiados am um banco de dados e mantidos sob sigio. Todas as endlises
laboratonials serdo reslizadas sem identificacdo nominal das pesscas. 4 quaniideds e
saliva & sangui dosdo pars esbes estudos nio o prejudicar sus salds,

Se wotl dessjar pariciper do estudo, quasquer perguntas gue vock Thver am
relacio &6 coledas @ Aos procedimenios gue serdo telios ro Ruluro serkg responddas
por membros da equipe de cirurgia que estd the acompanhanda cu par membos Ba
mquips de pesguisa Se wook ndo despler paricipar do estudo, o sua declsfio nAo
afetard seu mcompanhaments médico ou cindrgico no Hosplal de Clinicas de Poro
Alagre. Se vocd desej pariicipar @ conconds em doar estes materials para pasguisa,
por fawar, respands & perguntas & ssquir

Gomith de Etch am
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1. Vock concorda gue as suas amostras obiidas neals estudo sejam amazenadas @
utiizadas neele esinds sobre dosncas de pdncreas?

O aim O ndio

2. Mool quer saf Fformado sobre os resutledos desbes esiudoa’?
O sim © ndo

Sa vood mEpanden sim° & asie papunia, sevd aviaado sabie quaigusr nformapso chlide nesa

3 e voch respondel “sim” & pergunia anteror, @ por slgura razlo estheer
impossibiltado de receber estes resullados, vool deseis que esles sejam transmiticas o
piguma peEs0E prixima a vook

0 sim {nasie caso, indicer nome @ lalafone }
O ndo

4, Vock conconda que suss amasiras sejam armazenacdas pers uso fulwo em culras
mmmumpudqﬂm?
nAn

5o vood mEDONGE BT B esta quesiio, sard confalios PR CONCRdEr U N0 us SulDTICES
TR O R0 o fadtevial biokdgioo doado na reabracic de noved saludng, bem como o sed g
moeber os msulados 005 TIRMOE, CRSD ARRTM Jasa.

5 Voob concords que suas amcsiras sejam enviadas para cenfros de pesguisa no
exinriar, para reslizagdo de andlises complementares 7

A3 amagiag serdo emiadas sem ienifoaclo, @ od mslsdes abdioios ndo fmddo bemefion
direle pars vood

O armazenaments da amosim ndo implica em qualguer cusio. O periodo de
afmazenamento & de 5 Bnos, Mas deu consenfimenio pode sar reliraco 8 guaiques
momenis ag wocd mudar de idéin, & neste CRSC B8 SUBS AMOSITAs serdo destruidas,
Este documento ndo toma obigaldds & reakzacho de nenhum dos procedimenics b d]
Boima mencionados, vool pode mudar de Wéle & qualguer mamento. Em nenhuma [
hipitess haverd guebra de siglo guario acs seus dados pesscals ou & lberagio de
amosires identficadas ou resultedes para ferceinos sem 8 sua auarzaclo por @ecTo
Se pubficados em revisies cieriificas, os resubtados desse eshudo serdo epresentados —p—r-
de forma andnima, sam identificacho dos panicpanies.

mmnmmﬂmm.upmmmmm
paginas fol elaborado em duas vias de igual tsor, ambas firmadas & rubrcadas pelos
ermvolvides (paciente & pesquisador) abaio entificados.

Comid de EBcs am Pesquss
EMPEHCPA

VERSAD APROVADA
£9 08 (2041
W Aaod 62
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Declaro que |l & compreendi as informegdes acima, & recebi uma via assinads &
futricada deste documento. Daclaro. ainda, qua tius minkas A'nides escloracides por

Nome do entrevistador Assinatura 0o enirevistador
Ass —
Assinstura do pacienie
Nome completo:
Data de nascimeono. Data
Testemunha:
Nome o sssinsturs

Pesquisadorss responsdvels: Em caso de divids o peequisadones & 0 comitt de des pode-do domecer
uacisracaimentos. Telefores pars contata Pesquisadores < Or. Alessande Osvakdt, D Patricas Ashian-
Frola, Dvs, Putdcs Izet & mestranda Birbasa Alemar (51) 3386- 7681
Comith de Eica HCPA (51) 3358-8304

‘omits da Elcs s Pegsqusy
GPPGHCFA
VERSAD APROVADA

29 03 /20A
W AaaMbZ
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