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RESUMO

Ramos CRN. O uso de inibidores de PARP em uma linhagem celular de cdncer de mama com
deficiéncia no gene RAD50. Dissertagao (Mestrado). Barretos: Hospital de Cancer de
Barretos; 2019.

JUSTIFICATIVA: Sabe-se atualmente que tumores de mama e de ovario com mutagao
germinativa nos genes BRCA1 ou BRCA2 s3ao mais sensiveis ao tratamento com inibidores de
PARP do que as células wild-type. No entanto, pouco se sabe acerca do efeito dos inibidores
de PARP em tumores com mutagdes em outros genes envolvidos nas vias de reparo ao DNA
por recombinacdo homodloga. OBJETIVO: Avaliar se a auséncia da proteina codificada pelo
gene RAD50, envolvido no mecanismo de reparo ao DNA por recombina¢cdo homdéloga, é
capaz de predizer a resposta aos inibidores de PARP. MATERIAIS E METODOS: Para atender
o objetivo deste trabalho, uma linhagem celular de cadncer de mama foi editada
geneticamente com a técnica de CRISPR/Cas9 visando eliminar o gene RAD50. Na sequéncia,
ensaios in vitro de viabilidade celular, analise de ciclo celular e apoptose foram realizados com
a linhagem construida. Adicionalmente, para saber a frequéncia de pacientes com alteracdes
genéticas no gene RAD50 e que potencialmente se beneficiariam de um tratamento com
inibidor de PARP, foi feita uma consulta ao banco de dados TCGA (The Cancer Genome Atlas).
RESULTADOS: Os clones T47D RAD50 2G, T47D RAD50 5A e T47D RAD50 6B, foram avaliados
guanto a capacidade proliferativa de forma indireta pelo ensaio de viabilidade celular, sendo
que os clones 2G (p <0,001), 5A (p < 0,001) e 6B (p < 0,01), proliferam de forma mais lenta
qgue a linhagem parental em 72 horas. Quando analisamos a proliferacdo em relacdo ao
tempo, o clone T47D RAD50 6B (p < 0,0009) prolifera mais lentamente em comparacdo com a
linhagem parental em 24 horas. O indice combinatério (IC) de niraparib combinado com
carboplatina teve efeito de sinergismo nos clones, diferente da linhagem parental, onde o
efeito foi antagonista. Em relagdo as vias de sinalizacao de sobrevivéncia e proliferacao, o
clone 6B, teve um aumento significativo na fosforilagdo de ERK nos tratamentos de niraparib
e niraparib combinado com carboplatina (p < 0,005). Para avaliar o efeito do tratamento dos
inibidores de PARP na morte celular por apoptose, foi avaliada a clivagem de PARP, Caspase-
3 e Caspase-9. Quando as linhagens construidas sdao tratadas com rucaparib em combinacao
com carboplatina, observa-se um aumento significativo da clivagem de PARP, Caspase-3 e
Caspase-9. A apoptose tardia também demonstrou-se aumentada no tratamento de rucaparib
combinado com carboplatina. Na analise do ciclo celular, observa-se aumento no nimero de
células em G2/M nos tratamentos de niraparib e rucaparib como monoterapia, assim como
nos tratamentos de niraparib e rucaparib combinados com carboplatina. Em relagao a
sinalizacdo de danos no DNA, apds os tratamentos com niraparib combinado com
carboplatina, rucaparib e rucaparib combinado com carboplatina, ha um aumento na
fosforilagdo de H2AX. CONCLUSAO: E possivel inferir que a deficiéncia de RAD50 pode ser um
bom biomarcador preditor na resposta aos inibidores de PARP. Pois o tratamento com os
inibidores de PARP em monoterapia ou combinados com carboplatina, demonstraram efeito
nas linhagens celulares construidas, levando a parada no ciclo celular em G2/M e posterior
morte celular por apoptose.

PALAVRAS-CHAVE: Inibidores de PARP; Letalidade sintética; Reparo de DNA; Recombinacao

Homoéloga; Cancer de mama; Terapia-alvo.



ABSTRACT

Ramos CRN. The use of PARP inhibitors in a breast cancer cell line deficient in the RAD50 gene.
Dissertation (Master’s degree). Barretos: Barretos Cancer Hospital; 2019.

BACKGROUND: It is now known that breast and ovary tumors with germline mutation in
BRCA1 or BRCAZ2 genes are more sensitive to treatment with PARP inhibitors than wild-type
cells. However, little is known about the effect of PARP inhibitors on tumors with mutations
in other genes involved in DNA repair pathways by homologous recombination. AIM: To
evaluate whether the absence of the protein encoded by the RAD50 gene, involved in the
mechanism of DNA repair by homologous recombination, is able to predict the response to
PARP inhibitors. MATERIAL AND METHODS: To meet the objective of this work, a breast
cancer cell line was genetically edited using the CRISPR/Cas9 technique to eliminate the
RAD50 gene, which acts on DNA repair by homologous recombination. Subsequently, in vitro
cell viability assays, cell cycle analysis and apoptosis were performed with the cell line
constructed. In addition, in order to know the frequency of patients with genetic alterations
in the RAD50 gene and who would potentially benefit from treatment with PARP inhibitor, an
analysis was made to the TCGA (The Cancer Genome Atlas) database. RESULTS: The clones
T47D RAD50 2G, T47D RAD50 5A and T47D RAD50 6B, were evaluated for indirect proliferative
capacity by the cell viability assay, clones 2G (p <0.001), 5A (p <0.001) and 6B (p <0.01),
proliferate more slowly than the parental cell line in 72 hours. When we analyzed the
proliferation over time, clone T47D RAD50 6B (p <0.0009) proliferated more slowly compared
to the parental cell line in 24 hours. The combinatorial index (Cl) of niraparib combined with
carboplatin had a synergistic effect on the clones, different from the parental line that the
effect was antagonistic. Regarding survival and proliferation signaling pathways, clone 6B had
a significant increase in ERK phosphorylation in the treatments of niraparib and niraparib
combined with carboplatin (p <0.005). To assess the effect of treatment of PARP inhibitors on
cell death by apoptosis, cleavage of PARP, Caspase-3 and Caspase-9 was evaluated. When the
constructed cell lines are treated with rucaparib in combination with carboplatin, a significant
increase in the cleavage of PARP, Caspase-3 and Caspase-9 is observed. Late apoptosis has
also been shown to be increased in the treatment of rucaparib combined with carboplatin. In
the cell cycle analysis, there was an increase in the number of cells in G2/M in the treatments
of niraparib and rucaparib as monotherapy, as well as in the treatments of niraparib and
rucaparib combined with carboplatin. Regarding DNA damage signaling, after the treatments
with niraparib combined with carboplatin, rucaparib and rucaparib combined with
carboplatin, there is an increase in phosphorylation of H2AX. The frequency of changes in DNA
damage repair genes by homologous recombination in breast tumors was 39% in 1098 cases,
and in RAD50 the frequency of alterations found was 1.4%. CONCLUSIONS: It is possible to
infer that RAD50 deficiency may be a good predictor biomarker in response to PARP inhibitors.
Because treatment with PARP inhibitors alone or combined with carboplatin, demonstrate the
effect of cellular constructs, leading to a cell cycle arrest in G2/M and subsequent cell death
by apoptosis.

KEYWORDS: Inhibitors of PARP; Synthetic lethality; DNA repair; Homologous Recombination;

Breast cancer; Target therapy.



1 INTRODUCAO

1.1 O Cancer de Mama

O cancer de mama é uma doenca heterogénea, representada por diversos tipos
histoldgicos e diferentes comportamentos clinicos. Possui altas taxas de incidéncia e
mortalidade em todo o mundo e é considerado uma doenga multifatorial, vinculada a diversos
fatores de risco tais como: densidade da mama aumentada, histéria de menarca precoce ou
menopausa tardia, obesidade apds a menopausa, uso de contraceptivos orais ou reposicao
hormonal no periodo pés-menopausa, nuliparidade, numero de bidpsias prévias e primeira
gravidez apds os 30 anos de idade. E o segundo tipo de cancer mais comum no mundo e o
mais frequente entre as mulheres (excluindo os casos de pele ndo melanoma), com um
nimero estimado de 2,1 milhdes de novos casos diagnosticados em 20182

Em geral, cerca de 5-10% de todos os casos de cancer tem carater hereditario e os
tumores de mama (juntamente com os tumores de ovario) sdo os principais componentes da
Sindrome de Cancer de Mama e Ovario Hereditarios (Hereditary Breast and Ovary Cancer
Predisposition Syndrome- HBOC)3. Individuos portadores desta sindrome possuem variantes
germinativas patogénicas nos genes BRCAI1 ou BRCA2, que s3ao os principais genes
relacionados a HBOC*”. Pacientes com HBOC possuem um alto risco cumulativo vital para
desenvolvimento de cancer, sendo, para cancer de mama, de 40 - 87% para portadores de
variantes no gene BRCA1 e 27 - 84% para BRCA2®. Dentre as diversas funcdes ja estabelecidas
para os genes BRCA1 e BRCA2, destaca-se o seu papel na manutencdo da integridade
gendmica, através da atuacdo no reparo de danos ao DNA por recombinacdo homdloga®. Além
dos genes BRCA1 e BRCA2, existem outros genes associados a um aumento no risco de cancer
de mama hereditario, tais como TP53, PTEN, CDH1, STK11 e PALB2. Variantes nesses genes
respondem por aproximadamente 25% dos casos de cancer de mama hereditério™®.

Além dos genes de alto risco, acima mencionados, existem ainda genes de moderado e
baixo risco ja associados a um aumento no risco de cancer de mama hereditario, tais como
ATM, BRIP1, BLM, CHEK2, FANCA, FANCC, FANCM, MRE11A, NBN, RAD50, RAD51B, RAD51C,
RAD51D, RECQL e XRCC2, mas as evidéncias ainda ndo sdao bem estabelecidas para alguns

desses genes, devido que as variantes patogénicas nestes genes s3o raras’.



Dentre a diversidade de fun¢bes associadas aos genes envolvidos na predisposicdo e
desenvolvimento do cancer de mama hereditario, destaca-se o envolvimento com as mais
diversas vias de reparo de danos ao DNA, com a participacdo de genes tais como BRCAI,

BRCA2, TP53, PTEN, CDH1, STK11, NF1, PALB2, ATM, CHEK2 e NBN*? .

1.2 Mecanismos de reparo de danos ao DNA

O genoma humano adquiriu, ao longo da evolucdo, uma série de mecanismos de
resposta aos danos no DNA, tais como:

(/) Reparo de erros de pareamento (Mismatch Repair-MMR): Esse tipo de erro decorre
principalmente da incorporagao incorreta de nucleotideos durante a replicagdo do DNA,
ocasionando a incompatibilidade de bases!?. Além disso, erros de replicacdo pela DNA
polimerase-a (maquinaria de replicagdo regular) podem resultar em bases incompativeis (A —
G ou C — T) e esse mau-pareamento é reparado pelo sistema MMR. O processo de MMR
comega com as proteinas MSH2-MSH6 que reconhecem e se ligam aos pares de bases nao
correspondentes. Assim, MLH1 e PMS2 s3o recrutados para o complexo. Subsequentemente,
as bases incompativeis sdo reconhecidas, ocorre a clivagem das bases incorretas por uma
exonuclease e a DNA polimerase - a preenche a lacuna de fita simples de DNA, assim
ocorrendo o reparo no DNA?3,

(if) Reparo por excisdo de bases (Base Excision Repair-BER): E o principal responsavel
pelo reparo dos danos causados pelo metabolismo celular. Os danos de base sdo gerados por
espécies reativas de oxigénio (ROS), radiacdo ionizante e indiretamente também por radiacao
ultravioleta (UV) (via geracdo de ROS). Além disso, esse tipo de lesdo pode ser o resultado de
varios produtos quimicos como, por exemplo, drogas quimioterapicas (adriamicina,
mitomicina C, psoraleno, dentre outras)’®>. Em BER, a base danificada é removida por
diferentes glicosilases de DNA (dependendo do dano) e pela endonuclease APE1. Isto resulta
em uma extremidade hidroxila (OH") livre, no qual ambas as extremidades livres sdo ligadas
por poli (ADP-ribose) polimerase (PARP) e um polinucleotideo quinase (PNK) para facilitar a
sintese de reparo pela DNA polimerase - B e ocorrer a ligacdo de um novo nucleotideo no
ponto onde ocorreu a les3o por XRCC1 e Ligase 11113,

(iif) Reparo por excisdo de nucleotideos (Nucleotide Excision Repair-NER): Representa o

sistema de reparo mais importante para remover lesdes de crosslinks de DNA que podem ser



causadas pela radiacdo UV (dimeros de timidina), produtos quimicos ou ROS. No NER, existem
dois modos de ativagao da via: A via NER do genoma global examina constantemente o
genoma e reconhece os danos causados, e é realizada por XPC. O segundo modo de ativacao
da via ocorre quando a RNA polimerase 1l é bloqueada por um dano durante a transcri¢ao.
Esta polimerase deve ser deslocada para tornar o dano acessivel para o reparo. Nessa fase
atuam principalmente as proteinas CS-A e CS-B e, depois desta etapa de reconhecimento,
ambas as vias sao idénticas: ocorre o desenrolamento do DNA por TFIIH e, apds XPA confirmar
que existe dano no DNA, ERCC1 e XPF clivam na extremidade 5’ do dano e XPG na extremidade
3’,gerando um fragmento entre 24-32 oligonucleotideos no local da lesdo, que vai ser
reestabelecido pela DNA polimerase 6/ com o auxilio da proteina acesséria da replicagdo
PCNA13,

(iv) Reparo por recombinacdo homdloga (Homologous Recombination Repair-HRR): O
HRR é o principal sistema de reparo quebras de fita dupla no DNA, os quais podem ser
causados por vdrios fatores ambientais tais como radiacdo UV, radiacao ionizante, produtos
quimicos genotoéxicos, processos enddgenos incluindo a geracdo de espécies ROS e a
replicacdo!®.

O HRR apresenta uma grande precisao de reparo, dado que utiliza, como molde para o
conserto da regido danificada, a mesma regido do DNA da cromatide-irma do cromossomo
afetado?’3. Para facilitar a recombinac3o homaéloga (RH), o DNA é ressectado no local da lesdo
na dupla fita (Double Strand Break, DSB) para formar uma regido estendida 3’ de DNA de fita
simples (single strand DNA, ssDNA). Este processo é rigorosamente regulado pelo ciclo celular
e envolve vdrios fatores, incluindo o complexo MRN (MRE11-RAD50-NBN), CtiP, EXO1, DNA2
e a helicase BLM. O ssDNA gerado é prontamente revestido pela proteina de replicagdo A
(RPA) para estabilizacdo de estruturas secunddrias e preparacdo para formacao de filamentos
da nucleoproteina RAD51. A formacdo eficiente de filamentos ocorre com a ajuda dos
pardlogos RAD51 (RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2 E XRCC3), bem como de BRCA2. Durante
a invasdo das fitas, o filamento da nucleoproteina RAD51 procura por homologia na
cromatide-irma e realiza a invasdo da cadeia. RAD54 promove a sintese de DNA com a
migracao pela bifurcacao na fita do DNA homaélogo através da dissociacdao de RAD51 ao DNA
heteroduplex. Em seguida, a DNA polimerase | sintetiza o DNA e a DNA ligase | liga o DNA
recém sintetizado a sequéncia de DNA nado danificado. Por fim, as resolvases promovem a

dissociacdo das juncées holliday, resultando em uma fita de DNA que possui parte do DNA da



cromatide-irma e essa via definitivamente reduz as chances de degeneracdo na sequéncia de DNA,
apos a quebra de DNA de dupla - fita®.

(v) Reparo por juncdo de extremidades ndo homdlogas (Non Homologous End Joining -
NHEJ): Esse mecanismo de reparo envolve o reparo de danos em quebras de dupla fita no
DNA, e, diferentemente do HRR, o NHEJ é um sistema de reparo suscetivel a erros. No NHEJ
as duas extremidades da dupla-fita quebrada sdo diretamente ligadas uma a outra. De
maneira mais detalhada, o heterodimero Ku (formado por Ku70 e Ku80) é recrutado para a
lesdo e liga-se as extremidades livres de DNA, seguido pelo recrutamento da subunidade
catalitica da DNA ginase (DNA-PKcs) e de Artemis que é fosforilado por DNA- PK. A interacao
proteina-proteina entre as moléculas de DNA-PKcs promove uma ponte entre as
extremidades do DNA e, a ligacdo desses fatores (Ku70/Ku80; DNA-PK; Artemis) na lesdo do
DNA realiza o recrutamento de DNA Ligase IV e seu fator associado XRCC4. PNK interage
fisicamente com XRCC4, que também esta localizado nos sitios de quebras. O processamento
por Artemis, juntamente com o preenchimento das lacunas no DNA é realizado por uma DNA
Polimerase da familia X, permitindo que a DNA Ligase IV junte o corte e repare a quebra do
DNA?, Por ser menos preciso o NHEJ pode gerar dele¢des ou inser¢des no DNA, levando a
perda de informacgdes importantes e, possivelmente, gerando instabilidade genémica®3.

Os trés primeiros sistemas listados (MMR, NER e BER) representam mecanismos de
reparo de lesGes de fita-simples do DNA (Single Strand Break-SSB), enquanto que os ultimos
dois (HRR e NHEJ) atuam no reparo de lesdes de quebras no DNA de fita-dupla (Double Strand
Break-DSB), sendo o HRR o reparo de maior fidelidade deste dois. Os diferentes mecanismos
de reparo sdao orquestrados por numerosas enzimas para garantir a integridade do DNA,
essencial para a sobrevivéncia da célula'* 17,

Alteragdes nos mecanismos de reparo, comumente presentes em diferentes tipos
tumorais, tém justificado o uso de diversos tratamentos de quimioterapia e de radioterapia.
Um exemplo é o uso de sais de platina (cisplatina ou carboplatina), frequentemente
administrados em combinag¢do com o paclitaxel em pacientes com cancer avancado de ovario.
Os sais de platina produzem liga¢Oes cruzadas interfilamentares e intrafilamentares no DNA,
lesdes que, em situacao de normalidade, seriam reconhecidas pelo sistema de reparo ao DNA
e concomitantemente reparadas por uma combinacdo de NER e HRR. Esses quimioterapicos

mostram-se eficientes em pacientes com cancer de ovario e mama porque estes tumores



geralmente possuem defeitos no reparo por recombinacdo homodloga levando assim a uma

grande instabilidade gendmica e consequentemente a morte celular & %°,

1.2.1 Defeitos nos mecanismos de reparo do DNA e sua aplicagao na quimioterapia

Os tumores possuem uma alta taxa de mutacBes somadticas e isso se deve a alta
instabilidade genética causada, principalmente, pela deficiéncia no reparo de danos ao DNA%”
21 Uma estratégia de combate a esses tumores é o desenho de drogas que tém como alvo a
via do reparo de danos ao DNA, levando as células tumorais a morte celular, pois o acimulo
de danos no DNA ndo seria compativel com a funcionalidade celular. Inibidores de
topoisomerase tais como irinotecano (um inibidor da topoisomerase |) usado principalmente
no tratamento de tumores colorretais e etoposideo (inibidor da topoisomerase Il) usado para
o tratamento de varios tumores como de testiculo, sarcoma de ewing’s, cancer de pulmao,
linfoma, leucemia linfocitica e gliobastoma multiforme, podem ser considerados como a
primeira geracdo de inibidores direcionados a replicacdo e checkpoints'® 22, A inibicdo de
topoisomerase | pode induzir mutagdes deletérias, aberra¢gdes cromossémicas e quebras de
DNA dupla - fita?3. Por outro lado a inibicdo da topoisomerase |l impede a religacio do DNA,
causando quebras no DNA 22, A segunda geracdo de inibidores para mecanismos semelhantes

a estes pode ser exemplificada pelos inibidores de PARP?,

1.3 Inibidores de PARP

As proteinas PARP1 e PARP2 s3ao membros da superfamilia PARP. Estas enzimas
catalisam a polimerizagdo de unidades de ADP-ribose a proteinas-alvo (PARsylation) utilizando
NAD* como substrato e liberando nicotinamida no processo. Esta modificacdo
frequentemente modula a conformac3o, estabilidade ou a atividade da proteina-alvo?.

PARP1 inicia o mecanismo de reparo do DNA com lesdes de fita-simples — BER, através
do reconhecimento do dano no DNA. A atividade catalitica de PARP1 resulta na auto-
PARsylation de PARP1 e na posterior PARsylation de uma série de proteinas adicionais, tais
como XRCC1 e histonas H1 e H2B, como visto na Figura 1. Quando a atividade de PARP é
inibida, o reparo do DNA por este mecanismo é comprometido® 24, O desenvolvimento de
inibidores de PARP comecou com a observacdo de que a nicotinamida, um produto da

atividade catalitica de PARP, é por si sé um inibidor débil de PARP. O rastreio de bibliotecas



quimicas e subsequente refinamento quimico de compostos levou aos inibidores de PARP de
segunda gerag¢dao, como o benzimidazole-4-carboxamida (NU1025). Recentemente, uma
terceira geragao de inibidores clinicamente utilizaveis tem sido relatada, que inclui o rucaparib
e olaparib'® 2°.0 avanco no desenvolvimento de potentes inibidores de PARP (iPARP), levou a
cinco principais iPARP (em ensaios clinicos): veliparib (Abbvie), rucaparib (Pfizer/Clovis),
olaparib (KuDOS/AstraZeneca), niraparib (Merck/Tesaro) e, recentemente, uma geragao mais

potente de iPARP, o talazoparib (Lead/Biomarin/Medivation/Pfizer)?® 7.
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Figura 1 - Ativacdo da via de reparo BER (quebra de fita - simples) mediada por PARP.



1.3.1 Inibidores de PARP e BRCA

Nas células normais, os efeitos da inibicdo de PARP sdo superados pela recombinacao
homdloga, pois a inibicdo de PARP pode atrapalhar a forquilha de replicagdo e levar a DSBs.
No entanto, a recombinacdo homoéloga eficaz é dependente de BRCA1 e BRCA2 funcionais,
entdo, quando esses genes estdo alterados, como é o caso dos pacientes com HBOC ou seja,
portadores de mutacdo germinativa em BRCAs, as DSBs sdo deixadas sem reparo e inibidores
de PARP potentes podem levar a morte celular?®2°, condi¢3o essa que nos remete ao conceito
da letalidade sintética.

A letalidade sintética é definida como a situacdo em que duas mutacdes, quando
acontecem de maneira isolada, ndo apresentam efeito sobre a viabilidade de uma dada célula,
mas que, quando combinadas, levam a instabilidade genética e consequente inviabilidade
celular com posterior morte celular3® 3!, Na terapia do cancer, esse efeito implica que a
inibicdo de um desses genes em um contexto em que o outro é defeituoso deve ser
seletivamente letal para as células tumorais, mas nao téxico para as células normais, levando
potencialmente a uma grande janela terapéutica®'. A demonstracdo de que as células BRCA
mutadas sao sensiveis aos inibidores de PARP tornou-se emblematica para a exploracao da

letalidade sintética na terapia do cancer3?, (Figura 2).
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Fonte: Modificado de Ashwort et al.3?

Figura 2 - O Mecanismo da Letalidade Sintética.



Um dos modelos propostos para a letalidade sintética de PARP/BRCA sugere que 0sS
inibidores de PARP produzem um aumento nas quebras no DNA de fita-simples, que sao
posteriormente convertidas em quebras de dupla-fita durante a replicagdo do DNA, quebras
essas que n3o s3o reparadas nas células com mutacdes nos genes BRCAI ou BRCA2 ?°, como
visto na Figura 3.

Alternativamente, tem sido sugerido que a inibicao de PARP faz com que PARP1 fique
retido nas moléculas intermedidrias produzidas durante o reparo ao DNA, especialmente
durante o reparo por excisdo de base. Concomitantemente, este processo provoca a
obstrucdo da forquilha de replicagdo, que deve ser resolvida por BRCA1 e BRCA2 pela
recombinacdo homodloga, o que ndo acontecerd se o BRCA1 ou BRCA2 estiverem
comprometidos (mutados). Neste caso, quando o DNA é reparado por mecanismos nao
conservadores, como o NHEJ, um grande nimero de aberra¢des cromossémicas é induzido
levando a morte celular?® 32, O mecanismo originalmente proposto, de que a inibicdo de PARP
leva a uma obstrucdo na forquilha de replicacdo e assim gera potenciais quebras de dupla-fita,
foi modificado recentemente como resultado de estudos de Murai e colaboradores em 201233
e 201434, onde a citotoxicidade dos inibidores de PARP foi marcadamente maior do que a de
nado ter PARP1 e por que a citotoxicidade dos inibidores de PARP foi eliminada pela remocao
PARP1 geneticamente, estes estudos sugerem que alguns iPARP (especialmente o rucaparib,
o olaparib, o niraparib e o talazoparib), “prendem” PARP1 no DNA quando o mesmo
reconhece a lesdo de fita-simples, impedindo a auto-PARylation e a liberagdao de PARP1 do
local do dano, interferindo com o ciclo catalitico de PARP1, sendo o talazoparib o mais eficaz
nessa habilidade de prender o PARP1 no DNAZ?® 3335 Na figura 4-A e B esse modelo encontra-

se exemplificado.
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Figura 3 - A letalidade sintética com a inibicdo de PARP em células tumorais com BRCA1
mutado. A inibicdo de PARP causa rupturas persistentes de DNA de fita simples, que devem

ser reparadas pela recombinacdo homodloga dependente da replicacdo de DNA.
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Figura 4 - Mecanismos da inibicdo de PARP. A) Modelo de “Trapping” PARP no DNA descrito
em 2017, onde sugere que PARP fique preso na molécula de DNA, assim impedindo o reparo

e B) parada da forquilha de replicagdo em consequéncia do “sequestro” de PARP.

Em 2005, Farmer e colaboradores?® utilizaram os inibidores de PARP KU0058684 e
KU0058948 em células com mutacdes nos genes BRCA1 ou BRCA2, demonstrando que a
inibicdo de PARP nestas células leva a instabilidade cromossdmica, parada do ciclo celular e
subsequente apoptose. Os autores destacam que este efeito pode ser devido ao acimulo de
danos no DNA que ndo podem ser reparados via HRR (em células mutadas para os genes

BRCA1 ou BRCA2), nem pela via do reparo por BER (pelo uso dos inibidores de PARP). Nestas
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condicdes (auséncia de BRCAI ou BRCA2 e inibicdo de PARP), seja qual for o caso, ambos os
mecanismos de reparo ndao podem reparar o dano ao DNA, criando potenciais quebras de
dupla-fita letais (DSB)?.

Em consonancia com os achados de Farmer e colaboradores, diversos estudos afirmam
gue mutacdes somaticas e alteracdes epigenéticas em BRCA aumentam a sensibilidade a
agentes quimioterapicos, como a platina, assim como aos inibidores de PARP. Mutagdes
somaticas em BRCA apresentam uma frequéncia de 6-8% dentre os casos de cancer de ovdrio,
resultado que demonstra que a pesquisa de mutagdes somaticas nestes tumores possa elevar
o numero de candidatos para o tratamento com inibidores de PARP3’ 38, A hipermetila¢3o da
regido promotora de BRCA1 apresenta frequéncia variada (11-89%) em tumores primarios de
ovario de alto-grau3®4!l. Esses eventos de silenciamento fazem com que estes pacientes
apresentem o fendtipo “BRCAness”, ou seja, auséncia de expressdao de BRCA1 no tumor,
tornando-os possiveis candidatos ao tratamento com inibidores de PARP#2,

Recentemente, mecanismos similares foram descritos para outros genes envolvidos nas
vias de reparo do DNA, o que sugere ainda que esta abordagem pode ser mais extensamente
aplicavel no tratamento de canceres esporddicos com deficiéncia da via de recombinacdo
homodloga ou fendtipo BRCAness, ou ainda em tumores hereditarios com mutagdes em outros
genes que ndo BRCA1/2, como ATM, PTEN, PALB2, genes esses também relacionados ao
reparo de danos ao DNA. Neste sentido, McCabe e colaboradores*® demonstraram, através
de diversos tipos de ensaios celulares, que a deficiéncia nos genes RAD51, RPA1, DSS1, RAD54,
ATM, ATR, CHEK1, CHEK2, NBN (NBS1), FANCD2, FANCA, e FANCC, leva a um aumento na
sensibilidade aos inibidores de PARP, sugerindo que genes relacionados a via HRR podem
conferir sensibilidade a inibidores de PARP. Os autores afirmam ainda que mais estudos
devem ser feitos para saber os efeitos de inibidores de PARP no tratamento de outros tipos

tumorais®3-.

1.3.2. Inibidores de PARP: Ensaios clinicos

O inibidor de PARP mais estudado até hoje é o olaparib, tendo sido testado em ensaios
clinicos concluidos de fase |, Il e lll para cancer de ovario e mama. O primeiro estudo com este
inibidor foi realizado em pacientes com cancer de ovario e portadores de mutacdes

germinativas em BRCA, embora ja tenha sido demonstrado que os inibidores de PARP sdo
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também ativos em pacientes com cancer de ovadrio sem mutacdes neste gene*®>, Nesse
estudo (estudo de fase Il, chamado estudo 19°°) se avaliou a eficacia da monoterapia com
olaparib, como tratamento de manutencdo em pacientes com cancer de ovario seroso
sensivel a platina, recidivante e de alto grau, e que tiveram resposta a quimioterapia mais
recente baseada em platina. Os pacientes do estudo foram randomizados, sendo 136
pacientes (31 BRCA mutados) no grupo olaparib e 129 (28 BRCA mutados) no grupo placebo.
Verificou-se entdo que a sobrevida livre de doenca (SLD) foi significativamente maior no grupo
que recebeu olaparib do que no grupo placebo (mediana da SLD foi de 8,4 meses no grupo
que recebeu olaparib versus 4,8 meses no grupo placebo Hazard ratio - HR 0,35 [95% IC 0,25-
0,49], p < 0,001)°.

Na sequéncia, tendo como base os resultados obtidos nos estudos de fase Il
(principalmente os publicados por Ledermann®® e Kaufman®?!), iniciaram-se diversos estudos
de fase Ill, em que cabe destacar o SOLO-2/ENGOT-OV21. Esse estudo conseguiu demonstrar
gue pacientes com cancer de ovario recidivados, com mutacdes em BRCA, tiveram uma maior
SLD, no qual pacientes que receberam o tratamento com olaparib tiveram uma SLD de 19,1
meses versus 5,5 meses para o grupo controle (que recebeu placebo e também apresentava
mutacdo) (HR 0,30 [95% IC 0,22 - 0,41], p < 0,0001)>2.

Em dezembro de 2014, em carater de aprovacao acelerada, o FDA (Food and Drug
Administration) aprovou o uso de olaparib em pacientes com cancer de ovdrio metastatico
gue receberam até trés linhas de tratamento e com muta¢des germinativas deletérias em
BRCA®3. Em 2017, outros dois inibidores de PARP foram aprovados pelo FDA: o rucaparib* e
o niraparib>> e em 2018, o inibidor de PARP talazoparib também foi aprovado pelo FDA.

O rucaparib foi aprovado pelo FDA para uso em pacientes com mutacdes deletérias em
BRCA (germinativa e/ou somatica) com cancer de ovario avancado que receberam duas ou
mais linhas de tratamento®*. O estudo mais importante com rucaparib é o ensaio clinico
ARIEL2 parte 1 (NCT01968213)°¢, que foi realizado em pacientes com cancer de ovario seroso
de alto-grau ou endometrioide, de tubas uterinas ou carcinoma primario de periténio,
recidivados e sensiveis a terapia com platina. Esses pacientes foram divididos em trés grupos,
com base no status da deficiéncia na recombinacdo homodloga: o grupo BRCA mutant (grupo
com BRCA apresentando mutacdo deletéria, germinativa ou somatica), o grupo BRCA wild-
type com Loss of Heterozygosity — LOH-high (grupo com alta perda de heterozigose) e o grupo

BRCA wild-type e LOH-low (grupo BRCA selvagem e com baixa perda de heterozigose). Para a
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definicdo do ponto de corte (14%) relacionado a perda da heterozigose (LOH high ou low),
foram considerados dados prévios obtidos de analise de dados do TCGA. A sobrevida livre de
doenca (SLD) foi significativamente maior no grupo BRCA mutant versus grupo BRCA wild-type
LOH-Low (HR 0,27 [95% IC 0,16 - 0,44], p < 0,0001) e no grupo LOH-High versus grupo LOH-
Low (HR 0,62 [95% IC 0,42- 0,9], p = 0,011). 5658,

O niraparib foi aprovado para o uso pelo FDA em 2017, como terapia de manutengdao em
pacientes com cancer epitelial de ovdrio, tubas uterinas ou primario de peritonio que tiveram
uma resposta completa ou parcial a quimioterapia baseada em platina®. O ensaio clinico
ENGOT-OV16/NOVA (NCT01847274)%°, foi realizado em pacientes diagnosticados com cancer
de ovdrio, tubas uterinas, ou peritoneal primario com predominantemente tipo histoldgico
seroso de alto-grau, sendo dividido em duas coortes distintas com muta¢dao germinativa em
BRCA (gBRCA) e nao-gBRCA. Aqueles ndao-gBRCA ainda foram sub-divididos em Homologous
Recombination Deficiency- HRD positivo (aqueles que possuiam mutagdo somdtica em BRCA
encontradas pelo teste) e Homologous Recombination Deficiency- HRD negativo (que nao
possuiam nenhuma mutacdo em BRCA, e cujo tumor ndo apresentava um perfil similar ao
daqueles com BRCA mutado). Os pacientes da coorte gBRCA demonstraram uma maior SLD,
que foi de 21 meses no grupo que recebia Niraparib contra 5,5 meses no grupo controle, que
recebeu placebo (HR 0,27 [95% 1C0,17 - 0,41], p < 0,001). Neste trabalho, também foi avaliada
a SLD no grupo ndo-gBRCA, o grupo que receberam niraparib apresentaram uma maior SLD
com mediana de 9,3 meses contra a mediana de 3,9 meses no grupo controle (HR 0,45 [95%
IC, 0,34 - 0,61], p < 0,001), No sub-grupo HRD-positivo, os pacientes também apresentaram
uma aumento significativo na SLD quando tratados com Niraparib (mediana de 12,9 meses)
em comparacdo ao grupo controle (mediana de 3,8 meses), (HR 0,38 [95% Cl 0,24 - 0,59], p <
0,001)°7-%°, Fabbro e colaboradores®!, em 2019 publicaram novos achados do estudo ENGOT-
OV16/NOVA onde eles dividiram os pacientes em 4 coortes distintas, gBRCA < 70 anos, gBRCA
2 70 anos, ndo-gBRCAmut < 70 anos e nGo-gBRCAmut = 70 anos. Para cada grupo recebendo
niraparib foram divididos grupos recebendo placebo com as mesmas caracteristicas dos
grupos recebendo niraparib. No grupo gBRCA < 70 anos a mediana da SLD foi de 15,5 meses
no grupo recebendo niraparib versus 5,8 meses no grupo recebendo placebo HR 0,30 [95% CI
0,17 — 0,47], no grupo gBRCA > 70 anos a mediana da SLD ndo foi alcancada ainda no grupo
que recebeu niraparib, sendo que no grupo placebo a SLD foi de 3,7 meses HR 0,09 [95% ClI

0,01 —0,73], ja para a coorte que ndo possui mutaces germinativas em BRCA, o grupo nao-
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gBRCA < 70 anos a mediana da SLD foi de 7,5 meses no grupo que recebeu niraparib versus
3,9 meses no grupo placebo HR 0,47 [95% CI 0,34 — 0,66], uma redugao de 53% no risco de
progressao, e por fim no grupo ndo-gBRCA = 70 anos a mediana da SLD foi de 11,3 meses no
grupo que recebeu niraparib versus 3,8 meses no grupo placebo HR 0,35 [95% CI 0,18 — 0,71],
com uma reducao de 65% no risco da progressao.

Para o cancer de mama, cabe destacar o ensaio clinico de fase Ill OlympiAD. Este estudo
avaliou pacientes com cancer de mama metastdtico triplo negativo ou Human Epidermal
Receptor (HER-2) negativo, com mutagdes patogénicas em BRCA. O grupo que recebeu
olaparib teve a mediana da SLD significativamente maior em relagdo ao grupo que recebeu
terapia padrdo com 7,0 meses versus 4,2 meses (HR 0,58 [95% IC 0,43 - 0,80], p < 0,001)%?,
estudo que resultou na aprovagdao pelo FDA para o uso de olaparib em pacientes com
mutagdes germinativas em BRCA, com HER-2 negativo e tumor de mama metastatico.

Em 2018 o talazoparib foi aprovado para uso pelo FDA para o tratamento de pacientes
com mutacdes deletérias ou suspeita de mutacdes germinativas em BRCA, que possuem
receptor de fator de crescimento humano 2 (HER2) negativo e com tumor de mama avang¢ado
localmente ou metastatico®. O ensaio clinico de fase 3 (EMBRACA) comparou a eficicia e
seguranca do talazoparib com quimioterapia padrao da escolha do médico para o tratamento
de tumor de mama localmente avangado ou metastatico em pacientes com uma mutagao
germinativa BRCA1/2. Amediana de sobrevida livre de progressdo entre os pacientes no grupo
do talazoparib foi maior do que nos pacientes do grupo de terapia padrao 8,6 meses versus
5,6 meses (HR 0,54 [95% IC 0,41 - 0,71], p < 0,001%4,

A Tabela 1 apresenta um resumo acerca dos principais inibidores de PARP em

desenvolvimento e suas aplicacdes/indicacdes ©°.

1.3.3. RAD50 - Fun¢ao no reparo e associagdo com cancer de mama hereditario

Além dos genes BRCA1 e BRCA2, muitos outros genes de reparo ao DNA estdo sendo
associados aos tumores de mama e/ou ovario hereditarios, como os genes ATM, CHEK2,
BARD1, BRIP1, MRE11, RAD50, NBS1, RAD51C, RAD51D e PALB2%% 4748, 66-71,

O gene RAD50 faz parte do complexo MRN, formado pelas proteinas MRE11, RAD50 e
NBN (NBS1), que estd relacionado ao reparo de danos ao DNA por recombinacdo homologa,

mediada através do recrutamento de diversas proteinas. De maneira resumida, quando
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ocorre uma lesdo de dupla-fita no DNA, o complexo MRN reconhece as extremidades livres 3’
e 5" do DNA promovendo a sinaliza¢do da via de checkpoint em resposta ao dano no DNA, pela
ativacdo do ATM. Dessa forma ambos, MRN e ATM possuem um papel essencial no estagio
inicial da HRR, para o processamento das extremidades dupla fita do DNA, transformando-as
em fita simples, passo crucial para a proxima etapa da HRR”2. A figura 4 ilustra a participacdo
do complexo MRN (e da proteina RAD50) no HRR.

Estudo realizado por Brandt e colaboradores®, em 2017, avaliou a frequéncia de perda
da expressdo da proteina RAD50 por imunohistoquimica em pacientes com cancer de ovario
epitelial. Como resultado dessa analise, observou-se que 10% dos individuos com cancer de
ovario possuiam perda da expressdo proteica de RAD50 e, conforme ja é conhecido, se algum
componente do complexo MRN ndo estiver funcional, perde-se a funcionalidade do complexo
e isso pode ser explorado na sensibilidade a inibidores de PARP®® 73, raz3o pela qual a proteina

RAD50 foi escolhida como modelo experimental do presente estudo.



Tabela 1 - Inibidores de PARP em desenvolvimento. Retirada do artigo de Konecny e Kristleit, 2016°°.

In vitro
Inibigao Citoxicida PARP
Cataliticade | deinvitro | Trapping
Inibidor de
Via | PARP (ICs0) | (Muraiet | (Murai Tratamento Tipo de Cancer
PARP
(Murai et al al 2012, etal
2012, 2014) 2014) 2012,
2014)
¢BRCA1/2mut+ associados
e Monoterapia
eBrCa/OvCa
e Combinacao com
Olaparib ®BRCA-Like tumores
guimioterapia citotodxica
(AZD-2281) | Oral | 1,2 nmolI? ++ ++ eDoengas hematoldgicas avangadas e
e Combinagao com agentes de
(AstraZeneca) tumores sdlidos
terapia alvo
eManutencdo de Estudo apds
e Combinagao com RT
remissdao em OvCa sensivel a platina
Oral e Monoterapia e BRCA1/2 mut+
Veliparib e Combinacao com associadosBrCa/OvCa
(ABT-888) 10,5 nmol |1 + + guimioterapia citotoxica e  BRCA-Like tumores
(Abbvie) e Combinacdo com agentesde | ® Doengas hematoldgicas

terapia alvo

avancadas e tumores sélidos
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e Combinacdo com RT

Talazoparib | Oral
e Doengas hematoldgicas
(BMN 673) 4 nmol I'1 ++++ ++++ e Monoterapia
avangadas e tumores sélidos
(Pfizer)
Oral e  Tumores sélidos avangados
Rucaparib * Monoterapia eOvCa recidivado
21 nmol I ++ ++
(Clovis) e Combinagdes (Carboplatina) | « BRCA1/2 mut+ associados
BrCa/OvCa
Oral * Monoterapia e Doengas hematoldgicas
Niraparib e Combinacses avancadas e tumores sélidos
(MK-4827) (Temozolamida) e BRCA1/2 mut+ associados HER2
(TesaroBio) 50,5 nmol |1 +++ +++ negativo BrCa

e Manutencdo de Estudo apds
remissao sensiveis a platina

eOvCa recidivado

Abreviacoes: BrCa - Cancer de mama; OvCa - Cancer de ovario; Mut - Mutado; RT - Radioterapia
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Fonte: Modificado de Ledermann e colaboradores32.

Figura 5 - O reparo de quebras de dupla-fita no DNA pela Recombina¢do Homologa.
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2 JUSTIFICATIVA

Até recentemente o planejamento oncoldgico baseava-se no conhecimento do sitio,
histologia e estadiamento tumoral. A individualizagdo do tratamento contava também com
informacgdes referentes a caracteristicas clinico-demograficas e comorbidades. Entretanto, o
maior conhecimento da genética do paciente e da biologia tumoral mostrou que a divisao da
doenca pelo sitio e histologia é insuficiente para o correto manejo e acompanhamento dos
pacientes de alto risco.

Sabe-se atualmente que tumores de mama e de ovario com mutagao germinativa nos
genes BRCA1 ou BRCAZ2 s3ao mais sensiveis ao tratamento com inibidores de PARP do que as
células wild-type. De maneira adicional, hipotetiza-se que tumores com mutag¢des em outros
genes envolvidos nas vias de reparo de danos ao DNA por recombinacdo homadloga (que nao
BRCA), poderiam também responder ao uso de inibidores de PARP. No entanto os ensaios
funcionais abordando essa hipdtese ainda sdo raros.

Dessa maneira, considerando o beneficio associado ao tratamento com inibidores de
PARP a pacientes portadores de mutacdo nos genes BRCA, os quais compdem a via de reparo
por recombinacdao homologa (HRR), o presente trabalho parte da hipotese de que ndo apenas
os tumores com mutacao em BRCAI e BRCA2 respondem aos inibidores de PARP, mas que
aqueles tumores com mutacdes em outros genes associados a via HRR também apresentarao
taxas elevadas de sucesso nas terapias com inibidores de PARP. Para isso iremos através do
presente estudo, utilizar uma ampla gama de ensaios funcionais para investigar o papel de
RAD50, um importante componente da via de HRR, na reposta a inibidores de PARP no cancer

de mama.
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3 OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar se a auséncia da proteina codificada pelo gene RAD50, envolvida no mecanismo
de reparo do DNA por recombinacdo homologa, é capaz de predizer a resposta a inibidores

de PARP em uma linhagem celular estabelecida de tumor de mama.

3.2 Objetivos Especificos

e  Criar linhagem celular de tumor de mama com auséncia de expressao dos genes

BRCA1 e RAD50 pela técnica de edigdo génica CRISPR/Cas9.

e Avaliar o efeito da delecdo do gene RAD50 na resposta ao tratamento com os

inibidores de PARP olaparib, niraparib e rucaparib.

e Avaliar o efeito da dele¢do do gene RAD50 na resposta ao cotratamento com os

inibidores de PARP e carboplatina.

e Avaliar o efeito da delecdo do gene RAD50 na proliferacdo, ciclo celular, apoptose

e reparo por recombinagao homologa.

e Avaliar, em dados do The Cancer Genome Atlas (TCGA), a porcentagem de pacientes
com cancer de mama, com altera¢cdes nos genes de reparo de danos ao DNA através de
recombina¢cdo homodloga, que poderiam se beneficiar com o tratamento de inibidores de

PARP.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Andlises moleculares e celulares
A figura 6 representa um fluxograma que ilustra todas as etapas de analises

moleculares, celulares e in silico que foram realizadas no presente projeto.

Edicao Génica Ensaios Celulares

Anilise do reparo por recombinagao
homoéloga das linhagens construidas por

Sistema CRISPR/Cas9 do gene RAD50 citometriade fluxo

‘ —)

Efeito do co-
Efeito dos inibidores tratamento de
de PARP nas inibidores de PARP
Selecdo dos clones celulares com linhagens celulares com Carboplatina
Puromicina e single cell sorting construidas nas linhagens
celulares
* \ construidas
&
Validagdo da edicdo por western Anélise da proliferagio, ciclo celular e
blotting apoptose por citometria de fluxo e

western blotting

Analise da frequéncia das alteragdes nos genes reparo por

Analise in silico recombinagdo homoéloga nos dados do TCGA para tumores de mama

Figura 6 - Fluxograma que ilustra as diferentes partes do estudo.

4.2 Selegao das linhagens celulares

Foram analisadas todas as linhagens de cancer de mama com dados mutacionais
disponiveis na plataforma Cosmic’* para a sele¢do da linhagem a ser utilizada no presente
estudo. Foram avaliados os genes envolvidos em vias de reparo de danos ao DNA (Tabela 2).
Todas as linhagens com variantes patogénicas em pelo menos um desses genes foram
desconsideradas para o estudo. Em relacdo as alteragcdes missense descritas, cuja
patogenicidade ainda ndo esta definida pela literatura, uma intensa analise in silico em bancos
de dados foi realizada, a fim de verificar a possivel patogenicidade das mesmas. Os programas
de predicdo in silico usados foram Mutation Taster, Mutation Assessor, Polyphen, SIFT,
Panther, Align-GVGD, Human Splice Finder, MAPP. Os bancos de dados consultados foram

HGMD-Human Genome Mutation Database e ClinVar.
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Apds analise dos dados mutacionais disponiveis de 43 linhagens celulares de tumores
de mama, foi selecionada, para o presente estudo, a linhagem celular derivada de cancer de
mama T47D, a qual possui subtipo molecular luminal B. Essa linhagem foi gentilmente cedida
pelo Dr. Rui Reis (HCB) e encontra-se disponivel no Centro de Pesquisa em Oncologia

Molecular do Hospital de Cancer de Barretos (Instituicdo executora do projeto).

A linhagem selecionada foi cultivada em meio DMEM (Sigma) suplementado com 10%
de soro fetal bovino (SFB) (Life Technologies) e 1% de Penicilina/ Estreptomicina (PE) (Life
Technologies) a 37 °C, 5% de CO; e 90% de umidade, até atingir confluéncia. Apds confluéncia,
as células foram desagregadas (solugdo tripsina 0,05% / EDTA 0,53 mM- TripLE Express, Life
Technologies), semeadas e mantidas nas condicGes acima descritas para os estudos de

caraterizacgdo bioldgica e de resposta terapéutica abaixo detalhados.
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Tabela 2 - Lista de genes envolvidos nos mecanismos de reparo de danos ao DNA, analisados

nas linhagens celulares com dados de mutacdo na base Cosmic.

REPARO REPARO POR REPARO DE REPARO | OUTROS GENES
POR EXCISAO DE ERROS DE DE DANOS
EXCISAO | NUCLEOTIDEOS | PAREAMENTO | DE DUPLA
DE BASES FITA
APEX1 ATXN3 MLH1 BRCA1 ATM
APEX2 BRIP1 MLH3 BRCA2 ATR
CCNO CCNH MSH2 DMC1 EXO1
LIG3 CDK7 MSH3 FEN1 MGMT
MPG DDB1 MSH4 LIG4 RAD18
MUTYH DDB2 MSH5 MRE11A RFC1
NEIL1 ERCC1 MSH6 PRKDC TOP3A
NEIL2 ERCC2 PMS1 RAD21 TOP3B
NEIL3 ERCC3 PMS2 RAD50 XRCC6BP1
NTHL1 ERCC4 POLD3 RAD51
0GG1 ERCC5 TREX1 RAD51C
PARP1 ERCC6 RAD51B
PARP2 ERCCS RAD51D
PARP3 LIG1 RAD52
poLB MMS19 RAD54L
SMUG1 PNKP XRCC2
DG POLL XRCC3
UNG RAD23A XRCC4
XRCC1 RAD23B XRCC5
RPA1 XRCC6
RPA3
SLK
XAB2
XPA

XPC
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4.3 Analise da autenticidade das linhagens celulares por quimerismo

A linhagem celular T47D selecionada foi autenticada pela analise de STR (short tandem
repeat), de acordo com a International Reference Standard for Authentication of Human Cell
Lines, usando um painel de 9 loci STR’>. Resumidamente, 50 ng de DNA foram amplificados
por PCR multiplex, em um volume total de 10 puL com o kit Qiagen multiplex kit (Qiagen). O
ensaio foi feito por eletroforese capilar no sequenciador ABI PRISM 3500 (Applied Biosystems).

A analise foi feita com o programa GeneMapper versdo 4.1 (Applied Biosystems).

4.4 Método empregado para edi¢do génica

Foi realizada a abordagem de silenciamento génico com o sistema CRISPR/Cas9, que
promove a delecdo de uma regido especifica do gene direcionada pelo RNA-guia (gRNA) de

forma permanente nas células.

4.4.1 Construgao de linhagens celulares com knockout no gene de reparo do DNA

RAD50

4.4.1.1 Construgao dos plasmideos utilizados

Para a construcao das linhagens celulares knockout dos genes de reparo do DNA (RAD50
e BRCA1) foi realizada a transfeccdo com o plasmideo pSpCas9 (BB)-2A-Puro (pX459) V2.0
(Addgene, #62988) que contém o sistema CRISPR/Cas9 (clustered regularly interspaced short
palindromic repeats /CRISPR associated system 9) e sequéncias codificantes que conferem
resisténcia a ampicilina e puromicina. Foi verificada a eficiéncia na resisténcia a puromicina
conferida pelo plasmideo, transfectando o plasmideo pX459 com Lipofectamina 2000 (Thermo
Fisher Scientific), seguindo protocolo do fabricante, na linhagem Vero (ATCC®CCL-81™),
oriunda de tecido do rim do macaco verde africano (Cercopithecus aethiops), seguido de sete
dias com tratamento de puromicina na concentragdo de 2 ug/mL.

Para construcdo dos plasmideos com gRNA de interesse, o plasmideo pX459 foi

utilizado, seguindo o protocolo descrito por Ran e colaboradores 201376, Para tanto, foram
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desenhados dois gRNA para o gene de interesse (RAD50 e BRCA1) e um para o irrelevante,
cuja a sequéncia ndo possui homologia ao DNA humano.

Tabela 3 - Lista de RNA-guias usados no estudo:
Gene N° RNA-guia

1 F5- CACCGTGCTAGTCTGGAGTTGATCA -3’

BRCA1 1 R 5- AAACTGATCAACTCCAGACTAGCAC-3

2 F 5- CACCGAAATCTTAGAGTGTCCCATC -3’

2 R 5- AAACGATGGGACACTCTAAGATTTC- 3’

1 F5- CACCGTACATTTGTACACGATCCCA -3’

RAD50 1 R 5- AAACTGGGATCGTGTACAAATGTAC -3’

2 F 5- CACCGCGAGAAATGATCAGTTCTCT -3’

2 R 5- AAACAGAGAACTGATCATTTCTCGC -3’

Irrelevante 1 F5- CACCGTTGATATTTAAGTTAATAAA -3’
1 R 5- AAACTTTATTAACTTAAATATCAAC -3’

O plasmideo pX459 foi digerido com a enzima de restricdo Bbsl (New England Biolabs) e
o produto da digestao foi submetido a uma eletroforese em gel de agarose a 1%. A banda de
DNA correspondente ao plasmideo pX459 linearizado foi extraido do gel com o Wizard® SV
Gel and PCR Clean-Up System (Promega) de acordo com o protocolo do fabricante.
Paralelamente, os gRNAs especificos para RAD50 e BRCA1 foram anelados e fosforilados
através da enzima T4 PNK (New England Biolabs). Em seguida, com o auxilio da enzima Quick
Ligase (New England Biolabs, USA) foi realizada a ligacdo do plasmideo com os gRNAs.

Com o produto da ligacdo fez-se a transformacdo em bactérias DH5alpha Competent E.
coli (New England Biolabs), para amplificacdo do material genético. Brevemente, em 20 uL de
bactéria, foram acrescentados 2 uL de produto da ligacdo, que foram incubados por 30
minutos em gelo e submetidos a choque térmico, que consistiu em 30 segundos a 42 °Ce 2
minutos em gelo. Foram acrescentados 200 L de meio SOC e as bactérias transformadas
foram cultivadas a 37 °C em meio LB dgar com ampicilina na concentragdo de 0,1 mg/mL. As
colonias bacterianas selecionadas foram cultivadas em agitacdo orbital a 37 °C em meio LB
Broth liquido com 0,1 mg/mL de ampicilina por aproximadamente 16 horas. Posterior a
selecdo, o DNA das bactérias foi extraido com o auxilio do kit Nucleo Spin® Plasmid (Macherey-
Nagel) e quantificado no equipamento NanoDrop (Thermo Fisher Scientific) de acordo com o

protocolo do fabricante.
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4.4.1.2 Confirmagao da inser¢iao dos gRNAs por sequenciamento Sanger

A confirmacao da insercao dos gRNAs foi realizada pela técnica de sequenciamento de
Sanger. Foram adicionados 200 ng de DNA do plasmideo, 1 uL do primer especifico para regiao
de interesse (Seq_U6: 5" GGACTATCATATGCTTACCG 3’), 2 uL de tampado de sequenciamento,
0,3 uL de BigDye™ Terminator (Thermo Fisher Scientific) e 4gua ultrapura em um volume final
de 10 uL de solucdo. A reacdo foi colocada em um termociclador, com o programa de 10
segundos a 96 °C, 5 segundos a 50 °C e 4 minutos a 60 °C, por 30 ciclos.

Em seguida, foi realizada a purificagdo da reacdo de sequenciamento. Apds a
centrifugacdo da placa com as reac¢des de sequenciamento, foi adicionada a cada poco uma
solucdo contendo 25 pL de etanol absoluto, 1 pL de EDTA 125 uM e 1 uL de acetato de sédio
3M. A placa foi agitada por 2 minutos, incubada por 15 minutos a temperatura ambiente e
centrifugada a 2000 xg por 45 minutos. Apds a centrifugacdo, a placa foi imediatamente
vertida na pia, desprezando o sobrenadante. Apds isso a placa foi centrifugada invertida sobre
papel filtro a 190 xg por 1 minuto. Foram adicionados 35 pL de etanol 70% em cada pogo e
realizada outra centrifugacdo a 1670 xg por 15 minutos. Novamente a placa foi invertida na
pia para que o sobrenadante fosse desprezado e, sem desvira-la, passou por uma nova
centrifugacao sobre papel filtro a 190 xg por 1 minuto. A placa foi incubada por 30 minutos a
temperatura ambiente para que todo o etanol evaporasse. As amostras foram ressuspendidas
em 10 pL de Hi-Di™ Formamide (Thermo Fisher Scientific), desnaturadas a 90 °C por 5 minutos
e incubadas em gelo por mais 5 minutos. Para o sequenciamento das amostras foi utilizada a
plataforma 3500 Series Genetic Analyzer (Thermo Fisher Scientific), com o modo de corrida
StdSeq_BDX_50_POP7. Todas analises de sequenciamento foram realizadas com o auxilio do
programa Vector NTI 10.3.0 (Invitrogen).

Apds confirmacdo de que o gRNA foi inserido dentro do plasmideo pX459, foi realizada
a amplificacdo dos plasmideos gerados, em meio LB Broth (Sigma) e a extracdo do DNA
plasmidial utilizando o kit Nucleo Bond® Xtra Maxi (Macherey-Nagel). As quantificacdes do

DNA foram feitas utilizando o equipamento NanoDrop (Thermo Scientific).
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4.4.1.3 Transfecgao do plasmideo nas linhagens celulares

A linhagem T47D mantida em cultura passou pelo processo de dissociacdo com tripsina
no momento em que atingiu confluéncia, foi ressuspendida e contada com auxilio do Countess
(Invitrogen). Em uma placa de 6 pocos foram semeadas 6x10° células por poco e incubadas
por 24 horas nas condi¢Oes de cultivo. As transfecgdes foram feitas utilizando Lipofectamine
3000 (Thermo Scientific), seguindo as recomendacdes do fabricante. Foram realizados quatro
tipos de transfecgdo em uma placa de 6 pogos, sendo que duas contavam com o plasmideo
construido com os gRNA (RAD50 e BRCA1), outra com o plasmideo com o gRNA irrelevante e
a ultima com EGFP (Enhanced green fluorescente protein) como um controle de eficiéncia da
transfeccdo (plasmideo pEGFP.C1) e dois pogos também foram utilizadas células nao
transfectadas, as quais serviram como controle de selecdo através de puromicina. Apds
overnight, foi analisado em microscépio de fluorescéncia o pogo transfectado com EGFP e
detectou-se que as células transfectadas com o plasmideo contendo EGFP possuiam a
fluorescéncia verde. Na sequéncia, as células (excetuando-se as transfectadas com EGFP)
foram transferidas para placas de petri, utilizando trés titulacées de células diferentes para
cada condic3o. Na primeira placa foram cultivadas 108 células, na segunda placa 10° células e
na terceira placa 10* células. Apds 24 horas, iniciou-se a sele¢do com 1,5 pg/mL de puromicina,
definida apds curva de resisténcia, em meio DMEM a 10% de SFB e 1% de PE. O processo de
selecdo foi dado por terminado quando, por andlise visual no microscépio, observou-se que
todas as células do controle com essa concentracdao tratadas por 1 semana estavam
descoladas do poco da placa. A partir desse momento, os clones obtidos foram isolados da
placa com o auxilio de papel filtro embebido em solucdo de tripsina e colocados em placas de
24 pocgos. Os clones foram expandidos para congelamento e extra¢do de proteinas totais para
realizacdo do western blotting a fim de verificar os niveis proteicos apds o knockout de RAD50

pelo sistema CRISPR/Cas9.

4.4.1.4 Isolamento de células através de Cell Sorting

Posteriormente, para purificar os clones corretamente editados para o gene RAD50,
utilizou-se a técnica de Single Cell Sorting para o isolamento das células por citometria de

fluxo. Essa técnica foi realizada no Laboratdrio de Citometria de Fluxo da Fundacdo
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Hemocentro de Ribeirdo Preto, em colaboracdo com a Pesquisadora Patricia Vianna Bonini
Palma. Para esse ensaio, foi utilizado o equipamento FACS Aria™ Fusion (BD Biosciences), que
isolou as populagGes celulares levando em consideracdo o tamanho (FSC) e complexidade
celular (SSC), ja que o sistema utilizado ndo conferia fluorescéncia nem nenhuma outra
marcacao (apenas selecdo positiva para Puromicina). As células isoladas foram semeadas em
duas placas de 96 pocos e aquelas que conseguiram formar col6nias foram expandidas em
pocos de 24 e posteriormente em placas de 6 pogos. O screening dessas novas linhagens

celulares foi inicialmente feito pela técnica de Dot Blot”’.

4.4.1.5 Dot blotting para a escolha do melhor clone knockout

A técnica de Dot Blot foi realizada de acordo com Estep e colaboradores (2016)’7, com
algumas modificacdes. Os clones cultivados em placas de 96 pocos, foram lisados no gelo com
tampao de lise (10 mM Tris—HCI, pH 7.8, 0,25 M glicose, 6 N HCI, 1 mM EDTA) e inibidores de
protease para extracdo de proteinas. Em uma membrana de nitrocelulose, foi colocado 1 plL
da solugdo com as células lisadas (tampao de lise e inibidores) em duplicata, assim como a
linhagem parental em triplicata como controle positivo da técnica. Esse procedimento foi
realizado em duas membranas diferentes, sendo uma o espelho da outra. As membranas
permaneceram em repouso por cerca de 30 minutos, até que estivessem completamente
secas. Apds esse momento, as membranas foram incubadas por uma hora com 5% leite em
po desnatado diluido em TBS-T 1X (140 mM Nacl, 2,5 mM KCI,10 mM NazPOas, 2 mM KH; e
0,05% de Tween 20), para que houvesse o bloqueio da membrana para que o anticorpo
primario so se ligue onde as proteinas foram transferidas na membrana. Uma das membranas
foi incubada por duas horas em temperatura ambiente com anticorpo especifico para a
proteina que foi realizado o knockout e a membrana espelho, nas mesmas condi¢des, em
anticorpo enddgeno, para ser realizada a normalizacdo da expressdo da proteina de interesse.
Foram realizadas trés lavagens das membranas, por 5 minutos cada, com TBS-T 1X. Em
seguida, as membranas marcadas com anticorpo primdario para a proteina de interesse e
enddgeno foram incubadas com o anticorpo secundario especifico, diluido em solucao de TBS-
T 1X com 5% de leite em pd desnatado, por 1 hora e a temperatura ambiente. Por fim, foram
realizadas trés lavagens de 5 minutos com TBS-T 1X. A reacdo foi revelada pelo kit de

quimiluminescéncia SignalFire™ ECL (Cell Signaling) e detectada pelo sistema de foto
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documentacdo /ImageQuant LAS 4000 mini (GE). Apds densitometria dos dots utilizando o
software ImageJ e normalizagdo com a linhagem parental e com o enddgeno, os clones que
se mostraram promissores para o knockout de RAD50 e BRCA1 foram selecionados para a
expansdo clonal para que houvesse a confirmagdao de perda de expressdo da proteina pela

técnica de western blotting.

4.4.1.6 Western blotting

As linhagens celulares foram cultivadas em placas de 6 pogcos e coletadas apds
confluéncia de 80% para analise de knockout das proteinas alvos desse estudo. E, para as
analises da proliferacdo celular, ciclo celular e apoptose, apds o tratamento com os inibidores
de PARP em monoterapia ou combinados com carboplatina, a coleta foi realizada apds 24
horas. As células foram lisadas para extracao de proteinas. Os sobrenadantes foram coletados
e a concentragdo total de proteinas foi mensurada por Bradford Reagent (Sigma). Foram
utilizados 30 ug de proteina para cada amostra, 10 pL de 2x Laemmli Sample Buffer (Bio-Rad)
e uma quantidade de H;0 ajustada para um volume final de 20 pL por poco e desnaturadas a
95 °C, para posterior uso. As amostras contendo as proteinas foram submetidas a eletroforese
em gel de poliacrilamida nas concentracdes que variavam de 6% a 15% sob condicdes
desnaturantes e ndo redutoras (SDS-PAGE), e as proteinas foram transferidas para membrana
de nitrocelulose (Hybond-C™ Extra, Amersham Biosciences) no sistema de transferéncia semi-
seca (Amersham Biosciences) por 4 horas, ou no sistema de transferéncia turbo (Bio-Rad) por
30 minutos. Ao fim da transferéncia, a membrana foi corada com uma solugdo a 0,1% de
Ponceau S (Sigma) e 5% de acido acético. A membrana foi lavada com TBS-T e bloqueada com
5% de leite em p6 desnatado diluido em TBS-T por uma hora, em temperatura ambiente, para
bloqueio de sitios inespecificos. Apds o bloqueio a membrana foi incubada com o anticorpo
primario especifico, conforme as condi¢cdes descritas abaixo (Tabela 4). Os anticorpos
primarios sdo diluidos em Bovine Serum Albumin (BSA) 5% (Sigma) (Tabela 4). Por fim, a
membrana foi incubada com o anticorpo secundario, diluido em 5% de leite em p6 desnatado
diluido em TBS-T 1X, por 1 hora, a temperatura ambiente. A reacdo foi revelada por
quimiluminescéncia ECL (GE), detectada pelo sistema de foto documentacdao ImageQuant LAS
4000 mini (GE) e as bandas foram quantificadas por densitometria utilizando o software
Imagel. E as comparac¢bes dos resultados da densitometria das bandas para comparacdo dos

tratamentos com os inibidores de PARP na linhagem parental e nas linhagens construidas,



foram feitas utilizando o software GraphPad Prism versdo 5.0, realizando teste Anova de uma

via com pos — teste de Dunnett’s.

Tabela 4 - Anticorpos utilizados ao longo da execugao do trabalho

Anticorpos Diluicao Condicao Fabricante/cddigo
Anti-RAD50 1:100 4 °C — overnight Abcam (Ab89)
Anti-BRCA1 1:1000 4 °C — overnight Millipore (OP92, Ab-1)
Anti-ERK 1/2 (total) 1:1000 4 °C — overnight Cell signaling/ #4695
Anti-ERK 1/2 (fosforilado) 1:1000 4 °C — overnight Cell signaling/ #4370
Anti-AKT (total) 1:1000 4 °C — overnight Cell signaling/ #4691
Anti-AKT (fosforilado) 1:1000 4 °C — overnight Cell signaling/ #4060
Anti-p21 1:1000 4 °C — overnight Cell signaling/ #2947
Anti-PARP 1:1000 4 °C — overnight Cell signaling/ #9542
Anti-Caspase-3 clivada 1:1000 4 °C — overnight Cell signaling/ #9664
Anti-Caspase-9 1:1000 4 °C — overnight Cell signaling/ #9508
Anti-HistonaH2AX 1:1000 4 °C — overnight Cell signaling/ #2577
(fosforilado)

Anti-Histona H2AX (total) 1:1000 4 °C — overnight Cell signaling/ #2595
Anti-B -Actina 1:5000 4 °C — overnight Abcam (ab49900)
Anti-a-Tubulina 1:2000 4 °C — overnight Cell signaling/ #2144
Anti-mouse IgG HPR 1:5000 TA -1 hora Cell signaling/ #7076
Anti-rabbit IgG HPR 1:5000 TA -1 hora Cell signaling/ #7074

TA: temperatura ambiente
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4.5 Ensaios Funcionais

4.5.1 Proliferagao Celular

A viabilidade celular avaliada ao longo do tempo pode nos fornecer uma imagem inicial
da capacidade proliferativa da linhagem celular analisada. Assim, a deteccdo da proliferacado
celular foi realizada por meio da incorporagdo de 5-bromo-2'-deoxyuridine, BrdU. O BrdU é
um derivado da base uridina e possui uma estrutura andloga a da timina, o que confere a
capacidade de poder ser incorporado no DNA durante a fase de sintese (fase S) como um
substituto da timina. Esta capacidade de se integrar numa cadeia de DNA durante a replicacao,
leva a que seja considerado um marcador de replicagcdo. Apds a incorporacdao no DNA é
necessario fazer a sua deteccdo. Assim, apds a desnaturacdo quimica da cadeia dupla de DNA
levada a cabo pelo acido cloridrico, a cadeia simples de DNA foi exposta a um anticorpo anti-
BrdU. Posteriormente foi realizada a deteccdo deste anticorpo com um anticorpo secundario
conjugado com um fluorocromo. Para o teste foi utilizado o kit BrdU Cell Proliferation ELISA
(colorimetric) (Abcam) conforme especificacdes do fabricante. Para este ensaio, foram
utilizadas 2x10° células/mL. Apds 24 horas de exposicdo, as células foram marcadas com
anticorpo especifico anti-BrdU e apds uma reagao colorimétrica, que permitiu a quantificacao
no leitor de ELISA Varioskan Flash (Thermo Fisher Scientific), no comprimento de onda de 450
nm. Apds foram normalizados seguindo o protocolo do fabricante e analisados utilizando o
software GraphPad Prism versao 5.0. Foi realizado teste t de Student para comparacdo entre

a linhagem parental e os grupos analisados.

De forma indireta também avaliamos a proliferacdo celular pelo ensaio de viabilidade e
citotoxicidade celular por MTS. Este ensaio é composto por tetrazdlio [3-(4,5-dimetiltiazol-2-
il) -5-(3-carboximetoxifenyl) -2-(4-sulfofenil) - 2H-tetrazdlio, sal interno; MTS] e um reagente
acoplador de elétrons (fenazinaethosulfate, PES.). Esse método consiste em uma reacdo
realizada pelas enzimas mitocondriais da célula, NADH/NADPH, na qual o MTS é biorreduzido
em um composto chamado Formazan. Este, por sua vez, é sollvel e torna a solucdo corada,
gerando uma absorbancia especifica que correspondera a quantidade de células vidveis. Dessa
forma, quanto maior a absorbancia da amostra, maior a viabilidade celular e menor a
citotoxicidade. As células, foram semeadas em placas de 96 pocos na concentrac¢io de 5 x 103

células por poco, em triplicata, e mantidas em incubacdo em estufa de CO; em meio DMEM
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(SFB 10%). E, na sequéncia foram quantificadas pelo kit Cell Titer 96 Aqueous One Solution Cell
Proliferation Assay (Promega), as analises foram realizadas em 12, 24, 48 e 72 horas ap6és o
plagueamento. Onde a absorbancia das amostras foi mensurada no leitor de ELISA Varioskan
Flash (Thermo Fisher Scientific), no comprimento de onda de 490 nm, apds 4 horas de
incubacdo com o reagente. Para a andlise dos resultados foi utilizado o software GraphPad
Prism versao 5.0. Foirealizado teste Anova de duas vias, com pds - teste de Bonferroni, para

comparacao entre a linhagem parental e os clones obtidos.

4.5.2 Determinagao do ICso dos inibidores de PARP

Os inibidores de PARP (olaparib, niraparib e rucaparib) foram adquiridos da empresa
Selleck chemicals e diluidos conforme a especificacdo do fabricante. Para determinacdo da
concentragdo que inibe 50% do crescimento celular (ICso), as células foram semeadas em
placas de 96 pocos na concentracdo de 5 x 103 células por po¢o, em triplicata, e mantidas em
incubagdo para aderéncia em estufa de CO; em meio DMEM (10% SFB), overnight. Decorrido
o tempo de incubagao as células foram tratadas com os farmacos diluidos em DMEM (0% SFB),
em uma curva de dilui¢ao de 10, 20, 30, 40, 60, 80 e 100 uM para rucaparib e niraparib e 10,
20, 40, 50, 70, 80, 100 uM para olaparib, sendo que as diferencas entre as curvas se devem ao
fato de partirmos das concentracbes descritas no datasheet dos farmacos. Apds 72 horas, a
viabilidade celular foi quantificada utilizando o kit comercial Cell Titer 96 Aqueous One Solution
Cell Proliferation Assay (Promega). A absorbancia das amostras foi mensurada no leitor de
ELISA Varioskan Flash (Thermo Fisher Scientific), no comprimento de onda de 490 nm. Os
resultados foram expressos como porcentagem da média de células vidveis nos tratamentos
em relacdo ao controle de DMSO (considerado como 100% de viabilidade) + DP (Desvio
Padrdo). A determinacdo do ICsp foi calculada por analise de regressdo ndo linear e afim de
verificar a diferenca entre os tratamentos realizados e os clones foi realizado teste t ndo-
pareado e Anova com pos- teste de Bonferroni, utilizando o software GraphPad Prism versao

5.0.



33

4.5.3 Cotratamento dos inibidores de PARP com Carboplatina

Os inibidores de PARP foram utilizados em uma curva de diluicdo de 10, 20, 30, 40, 60,
80 e 100 uM para rucaparib e niraparib e 10, 20, 40, 50, 70, 80, 100 puM para olaparib em
combinacdo com carboplatina, obtida comercialmente da empresa Sigma e diluida conforme
instrugcdes do fabricante. Para os ensaios de cotratamento com os inibidores de PARP a
concentrac3do de carboplatina foi fixada em 15 uM, concentrac¢do que foi retirada do Cosmic’4.
A viabilidade celular dos co-tratamentos foi analisada com o reagente Cell Titer 96 Aqueous
One Solution Cell Proliferation Assay (Promega), conforme descrito pelo fabricante. O indice
de combinacdo (Cl) foi calculado usando o CalcuSyn Software, onde Cl =1 indica efeito aditivo,

Cl<1 indica sinergismo e CI>1 indica efeito antagonista.

4.5.4 Analise do ciclo celular por citometria de fluxo

A avaliacdo do efeito dos inibidores de PARP e a combinacdo de inibidores de PARP com
carboplatina sobre as fases do ciclo celular foi realizada com o Kit Propidium lodide Flow
Cytometry Kit (Abcam). Essa técnica permite quantificar a quantidade de DNA nas células em
duplicacdo para a divisdo celular, assim permitindo a definicdo das fases do ciclo celular
através do tamanho do DNA (n ou 2n). As células foram semeadas na densidade de 6 x 10°
células por poco em placa de 6 pocos e incubadas, overnight, para aderéncia. Apds o periodo
de aderéncia, as células foram tratadas por 48 horas, com as concentragdes fixas dos farmacos
(ICs0) diluidos em DMEM (10% SFB). A andlise das células marcadas com iodeto de propideo
(P1) foi realizada por citometria de fluxo utilizando o equipamento Accuri C6 (BD Biosciences)
para a verificacdo da modulacdo do ciclo celular. Para verificar a diferenca entre os
tratamentos realizados nas linhagens celulares foi realizado teste t ndo - pareado e Anova com
pds- teste de Bonferroni para a andlise dos tratamentos realizados entre as linhagens,

utilizando o software GraphPad Prism versao 5.0.

4.5.5 Analise de apoptose por citometria de fluxo

A avaliacdo do efeito dos inibidores de PARP e da combinacdo de inibidores de PARP

com carboplatina sobre a apoptose inicial e tardia ou necrose foram avaliados com PE Annexin
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V Apoptosis Detection Kit | (BD Biosciences), de acordo com o protocolo do fabricante. Na
apoptose inicial a fosfatidilserina transloca da regido interna da membrana celular para a
regido externa sinalizando o inicio do processo de apoptose que foi detectado com anexina V,
o qual possui afinidade com fosfatidilserina e a detec¢ao da apoptose tardia ou necrose se da
pela marcacdo do DNA o que indica que a membrana celular perdeu sua integridade
resultante dos processos apoptdticos ou necréticos e o DNA foi detectado com 7-AAD, o qual
possui afinidade com o DNA.

As células foram semeadas na densidade de 6 x 10° células por pogo em placa de 6 pogos
e incubadas, overnight, para aderéncia. Apds o periodo de aderéncia, as células foram tratadas
por 48 horas, com concentragdes fixas dos farmacos (ICso) diluidos em DMEM (0,5% SFB). A
analise das células marcadas com anexina V PE e 7-AAD foi realizada por citometria de fluxo
no Accuri C6 (BD Biosciences) para se verificar a morte celular. A porcentagem de células em
apoptose inicial ou tardia foi determinada utilizando o software Accuri (BD Biosciences). Para
verificar a diferenga entre os tratamentos realizados nas linhagens celulares foi realizado teste
t ndo - pareado e Anova com pds- teste de Bonferroni para a analise dos tratamentos

realizados entre as linhagens, utilizando o software GraphPad Prism versao 5.0.

4.5.6 Analise do mecanismo de reparo por recombinacdo homédloga

Neste ensaio ndo foram utilizadas as linhagens celulares geradas pelo sistema
CRISPR/Cas9 e sim um sistema de transfeccdo transiente, para a avaliacdo do reparo por
recombinacdo homdloga quando os genes RAD50 e BRCA1 sdo silenciados por esiRNA
(silenciamento transiente). A analise do reparo por recombinacdo homdloga se deu através
da transfeccdo do plasmideo pDRGFP (Addgene#26475), o qual possui duas copias em tandem
nao funcionais do gene green fluorescent protein (GFP). Uma das cdpias, SceGFP, é inativa,
uma vez que possui um stop cddon dentro do sitio de clivagem do vetor de expressdo que sera
utilizado I-Scel (pCBAScel) (Addgene#26477). A outra copia, iGFP, é truncada nas duas
extremidades. Assim, quando a clivagem de SceGFP é feita pela enzima I-Scel, iGFP é utilizada
pelo sistema de recombinacdo homodloga da célula como molde para restaurar a quebra de
dupla fita catalisada pela enzima I-Scel, restaurando o marco de leitura do gene GFP
Consequentemente, apenas apds o reparo por recombinacdao homdloga haverd uma cépia do

gene funcional. Dessa forma, a porcentagem de células GFP positivas representa o nimero de
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células proficientes no reparo por recombinacdo homdloga, que é mensurado por citometria

de fluxo no equipamento Accuri C6 (BD Biosciences) ’8.

Para confirmar se a presencia/auséncia dos genes BRCA1 e RAD50 afeta o mecanismo
de reparo do DNA por recombina¢ao homaloga utilizamos a combinagao descrita acima junto
com o silenciamento génico com RNA de interferéncia. Para este ensaio, os genes de interesse
do presente estudo foram silenciados em 2x 10° células da linhagem T47D, expressando
estavelmente o vetor pDRGFP, através de eletroporacdo utilizando os MISSION® esiRNA,
BRCA1 (EHU096311; Sigma), RAD50 (EHU051721; Sigma) e o controle nao relacionado (ou
Irrelevante) (EHURLUC; Sigma), utilizando o equipamento Gene Pulser Xcell™ Electroporation
Systems (BioRad). Resumidamente, células foram eletroporadas em pulso Unico de 120 V,
capacitancia de 960 uF por 10 ms utilizando 1,6 ug de cada esiRNA. Posteriormente, as células
foram recuperadas em DMEM (10% SFB e 1% PS) e incubadas por 24 horas em estufa Umida,
a 37 °C, com 5% CO,. Em seguida, foi realizada nova eletroporagdao com 20 pg de cada vetor:
pCBAScel (para induzir o dano por quebra de dupla-fita no DNA) e pCI-NEO:mCherry (como
controle de transfecgdo). Apds a recuperagdao com meio DMEM (10% SFB e 1% PS), foram
plagueadas 10° células para cada condic¢do, por 48 horas em estufa Umida, & 37 °C, com 5%
CO.. O ensaio foi avaliado por citometria de fluxo no equipamento FACSMelody cell sorter (BD

Biosciences). O calculo de eficiéncia de edi¢do é a razdo de células EGFP*/mCherry*:
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Figura 7 - O reparo por recombinacdo homadloga. O plasmideo pDRGFP possui duas cdpias do
gene SceGFP, na primeira cdpia, ndo funcional, hd uma sequéncia de reconhecimento pela
enzima |-Scel e, a outra copia do gene iGFP possui a extremidade 5" e 3’ truncadas, também
ndo funcional. Apés acdo da enzima I-Scel, o iGFP podera ser usado como molde pelo sistema
de reparo por recombinagdao homadloga. Caso essa via esteja preservada, as células se tornarao
GFP positivas.

4.6 Analises in silico

Para avaliar a frequéncia de mutacdo nos genes de reparo por recombinacdo homdloga
nos tumores de mama, os dados mutacionais do TCGA foram obtidos através do portal
Genomic Data Commons Data Portal (https://portal.gdc.cancer.gov/). Foram avaliados um
total de 140 genes associados ao reparo por recombinacdo homologa (Tabela 4), selecionados
com base nos dados Homology Directed Repair Pathway in DNA Double-Strand Break Repair
Super Path, revisado de http://pathcards.genecards.org/Pathway/1091. A frequéncia
mutacional foi calculada no software SPSS (Statistical Package for Social Sciences; SPSS,

Chicago, lll., USA), versao 19.
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Tabela 5 - Genes analisados no portal do TCGA em relagao a frequéncia de mutacgdes:

ABL1

BLM
CHEK1
FEN1

HIST1H2BE

HIST1H2B
M
HIST1H4F

HIST2H4B

LOC105369
236
PARP1
POLE
PPP4R2

RAD51D
RFC4
RPA1
SLX4

TP53BP1
WRN

ABRAXA
S1
BRCA1
CLSPN
GEN1

HIST1HZ2
BF
HIST1HZ2
BN
HIST1H4
H
HIST3H2
BB
MDC1

PARP2
POLE2
RAD1

RAD52
RFC5
RPA2
SPIDR

UBA52
XRCC1

ATM

BRCA2
DNA2
H2AFX

HIST1HZ2
BG
HIST1HZ2
BO
HIST1H4
/
HIST3H3

MIR474
1

PCNA
POLE3
RAD17

RAD9A
RHNO1
RPA3
SUMO1

UBB
XRCC2

ATR

BRCC3
EME1
HERC2

HIST1HZ2
BH
HIST1H4
A
HIST1H4
J
HIST4H4

MRE11

PIAS4
POLE4
RAD50

RAD9B
RMI1
RPS27A
SUMO2

UBC
XRCC3

ATRIP

BRIP1
EME2
HIST1HZ2
BA
HIST1HZ2
Bl
HIST1H4
B
HIST1H4
K

HUS1

MUS81

POLD1
POLH
RAD51

RBBPS
RMI2
RTEL1
TIMELES
S

UBE2|

BABAM
1

CCNA1
ERCC1
HIST1HZ2
BB
HIST1HZ2
BJ
HIST1H4
C
HIST1H4
L

KAT5

NBN

POLD2
POLK
RAD51A
P1

RFC1
RNF168
SIRT6
TIPIN

UBE2N

BABAM
2

CCNA2
ERCC4
HIST1HZ2
BC
HIST1HZ2
BK
HIST1H4
D
HIST2H2
BE

LIG3

NSD2

POLD3
POLQ
RAD51B

RFC2
RNF4
SLX1A
TOP3A

UBE2V2

BARD1

CDK2
EXO1
HIST1H2BD

HIST1H2BL
HIST1HAE
HIST2H4A
LOC102724
334
PALB2
POLD4
PPP4C
RAD51C
RFC3
RNF8
SLX1B
TOPBP1

UIMC1
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4.7 Aspectos éticos

Esse estudo foi submetido para ciéncia e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa do
Hospital de Cancer de Barretos / Fundagdo Pio XlI, SP, Brasil (CEP) e cadastrado sob o nimero
1165/2016. N3o sera necessario o termo de consentimento informado, pois o estudo sera

realizado utilizando linhagens celulares estabelecidas e comercializadas.

4.8 Andlise estatistica dos resultados
As varidveis qualitativas serao descritas através de tabelas indicando seus valores
absolutos e relativos. Ja as varidveis quantitativas foram descritas através da média, desvio

padrdo e quartis.

Para verificar possiveis associacdes ou diferencas entre os valores obtidos para cada
linhagem celular, foi empregada a analise de variancia (Anova). A fim de comparar resultados
de duas variaveis com resposta categorica, utilizamos os testes de Qui-quadrado ou Exato de
Fisher. Em todo estudo foi considerada a significancia de 5% no software GraphPad Prism

versdo 5.0., onde os valores de p associados sao * 0,05; ** 0,01; *** 0,001.
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5 RESULTADOS

5.1 Construgao dos vetores e edigao das linhagens celulares através do sistema

CRISPR/Cas9

Iniciamos as construcdes dos plasmideos a serem utilizados no estudo, juntamente com
a busca in silico da linhagem a ser usada no estudo. Dessa forma, apds a amplificacdo do
plasmideo (PX459) v2.0 e posterior extracdo do DNA plasmidial, fez-se a transfec¢ao do
plasmideo na linhagem celular Vero, apenas para testar se esse plasmideo era capaz de
conferir resisténcia a puromicina.

Apds a transfeccdo com o plasmideo pX459 v2.0 e tratamento com puromicina a 2
ug/mL, depois de duas semanas, observamos o crescimento de clones celulares, confirmando

gue o gene de resisténcia a puromicina funcionava corretamente (Figura 8).

Figura 8 - Teste de selecdo com Puromicina em células transfectadas com plasmideo pX459.A)
Microscopia de campo claro no aumento de 40X da linhagem Vero ndo transfectada
selecionada com 2 pg/ml de puromicina, uma semana apds tratamento. B) Microscopia de
campo claro da linhagem Vero transfectada com o plasmideo pX459 v2.0, selecionada com 2

ug/mL puromicina, uma semana apos selegdo.

Na sequéncia, foi realizada a clonagem dos gRNAs no plasmideo pX459 utilizando o
protocolo descrito por Ran e colaboradores, 20137% e para a confirmacdo da eficicia da
clonagem, foi realizado sequenciamento Sanger dos plasmideos modificados com primer

especifico da regido promotora U6, onde foram inseridos os gRNAs (Figura 9).
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Figura 9 - Eletroferogramas confirmando que os gRNA foram corretamente inseridos nos plasmideos construidos, em A) BRCA1 gRNA 1, B) BRCA1

gRNA 2, C) RAD50 gRNA 1, D) RAD50 gRNA 2 e E) Irrelevante gRNA. As demarcacdes definem os gRNA gene-especificos para cada construcao.
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Apds a confirmacio da autenticidade por quimerismo STR”>, a linhagem celular derivada
de cancer de mama (T47D), foi transfectada com os plasmideos construidos e, na sequéncia,

selecionada com puromicina.

5.2 Confirmacgao das edi¢Ges génicas

Para a confirmacdo da correta edicdo dos genes RAD50 e BRCA1, pela metodologia de
CRISPR/Cas9, foram selecionados clones para a linhagem T47D apds tratamento com
puromicina, por duas metodologias: i papel filtro e ii single cell sorting. Para os clones isolados
com papel filtro foi realizado western blotting diretamente apds o isolamento dos clones e
expansdo clonal. J4 para os clones isolados por single cell sorting realizou-se screening dos
mesmos por dot blotting e posterior expansao clonal daqueles que se mostraram promissores
para posterior confirmacdo por western blotting.

Foram isolados 4 clones por single cell sorting e 12 por papel filtro apds a selecdo com
puromicina, para o gene BRCA1. No entanto, os clones nao foram capazes de se expandir para
serem avaliados por western blotting. Para o gene RAD50, os 64 clones obtidos através do
single cell sorting e 14 clones do isolamento com papel filtro foram analisados quanto aos
niveis proteicos de RAD50 por western blotting.

Na Figura 10-A podemos observar o screnning de clones selecionados por papel filtro
para o gene RAD50, onde o clone T47D RAD50 5A, foi selecionado para o single cell sorting.
Na Figura 10-B é possivel observar os subclones celulares selecionados por single cell sorting
a partir do clone 5A, analisados por Dot Blot, para os quais ndo observamos diferengas no nivel
proteico de RAD50.

Na sequéncia repetimos o ensaio de knockout para o gene RAD50, com posterior
purificacdo por single cell sorting. Nesse segundo ensaio foram obtidos 37 clones através de
screnning por dot blotting (Figura 11-A e B), dentre os quais foram selecionados 7 clones para
posterior analise confirmatéria por western blotting (Figura 12-A e B). Desta analise
confirmatodria, os clones T47D RAD50 2G (knockout), T47D RAD50 5A e T47D RAD50 6B que
possuiam expressao reduzida, foram selecionados para a realiza¢gdes dos ensaios celulares. O
clone T47D RAD50 4E ndo foi eficiente na expansdo clonal, motivo pelo qual ndo foi
selecionado para prosseguir com os ensaios funcionais. Em relagdo ao clone de BRCA1L,

selecionado via dot blotting (clone niumero 2, Figura 13), observamos que durante a expansao
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para avaliacdo por western blotting o clone parou de se dividir e apds 2 meses em cultura sem
crescimento foi descartado. Os perfis de niveis proteicos obtidos no western blotting levaram
a escolha do clone T47D IR 6B (Irrelevante) como controle positivo dos niveis proteicos dos

genes em investigacgao.
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Figura 10 - Analise dos niveis proteicos dos clones knockout para RAD50. A) Clones isolados por papel filtro avaliados por western blotting para

RAD50 (~146 KDa) e tubulina (~52 KDa). B) Clones isolados por single cell sorting do clone RAD50 5A analisados por dot blotting.
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Figura 11 - Andlise dos niveis proteicos dos clones knockout para RAD50 selecionados por dot

blotting. A) 37 clones provenientes do single cell sorting, para o gene RAD50. B) Andlise

densitométrica dos dots. As setas indicam os clones selecionados para serem confirmados

pela técnica de western blotting.
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Figura 12 - Analise dos niveis proteicos de RAD50 através de western blotting nos clones que
apresentaram reducdo por dot blotting. A) Western blotting dos clones selecionados pela
técnica de dot blotting. B) Grafico que representa os niveis proteicos por densitometria de
bandas, apds a normalizacdo com a proteina enddgena e normalizacdo com a linhagem

parental. As setas indicam os clones selecionados para os ensaios celulares.
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Figura 13 - Anadlise dos niveis proteicos dos clones knockout para BRCA1 selecionados por
single cell sorting. A) Clones provenientes do single cell sorting, para o gene BRCA1. B) Andlise
densitométrica dos dots. A seta indica o clone selecionado para ser confirmado pela técnica

de western blotting.

5.3 Ensaios celulares

Apds a edicdo génica da linhagem celular T47D e confirmagdao por western blotting,
foram gerados trés clones, T47D RAD50 2G (knockout) e dois clones com reducdo da expressao
de RADS0, os clones: T47D RAD50 5A e T47D RAD50 6B. Assim, foram feitos uma sequéncia
de ensaios celulares a diferenga entre os clones com a linhagem parental T47D, bem como a
diferencga na resposta entre os clones e a linhagem parental ao tratamento com os inibidores

de PARP em monoterapia ou combinados com carboplatina.

5.3.1 Avaliacao da viabilidade e proliferagdo entre os clones e a linhagem parental

O ensaio de MTS foi realizado para verificar se os clones e a linhagem parental possuiam
diferencas na viabilidade celular, como pode ser observado na Figura 14 — A, os clones sdo
menos viaveis que a linhagem parental. De forma indireta a proliferacdo celular também p6de
ser avaliada nesse ensaio, e, em relacdo a linhagem parental, os clones proliferaram menos

em até 72 horas e, isso foi evidenciado para todos os clones.
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Apds este ensaio notamos a reducdo na viabilidade celular na linhagem T47D RAD50 2G,
em 48 horas de ensaio (p < 0,05) e, em 72 horas essa diferenca aumentou (p < 0,001) quando
comparada com a parental.

Em relacdo a linhagem T47D RAD50 5A a redugdo na viabilidade, foi em 48 horas (p <
0,001) e 72 horas (p < 0,001), quando comparada com a parental.

Por fim, para a linhagem T47D RAD50 6B notamos reducdo na viabilidade, em 24 horas
(p <0,05), 48 horas (p < 0,001) e em 72 horas (p < 0,01), quando comparada com a parental.

Para avaliar a proliferagdo celular em relagdo ao tempo em que as células entram em
divisdo celular, foi realizado o ensaio de incorpora¢dao de BrdU no DNA (Figura 14 - B). Esse
ensaio foi realizado em um intervalo de 24 horas apés sincronizacdo, foi demonstrado a
reducdo da proliferagdo celular no clone T47D RAD50 6B (p < 0,0009), em relagdo a linhagem

parental.
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Figura 14 - Analise da viabilidade e proliferacdao entre a linhagem parental e os clones
construidos. A) Analise da viabilidade celular por MTS, em relacdo ao tempo de 12, 24,48 e

72 horas. B) Andlise de proliferacao celular por BrdU em 24 horas. *** p < 0,001.

5.3.2 Efeito dos inibidores de PARP na viabilidade celular das linhagens celulares
construidas e parental

Para a avaliacdo do impacto na viabilidade celular causado pelos inibidores de PARP nas
linhagens celulares construidas, foi realizado o ensaio de viabilidade celular por MTS para a
determinacdo do ICso em 72 horas, apds o tratamento com os inibidores, tanto como
monoterapia quanto em combinag¢do com carboplatina (Figura 15 e Tabela 6).

Para o tratamento de monoterapia com carboplatina todas as linhagens se mostraram
resistentes, sendo assim nao foi possivel atingir um valor de ICsp em nenhuma das linhagens
analisadas. O mesmo fenémeno foi observado para o tratamento individual com o inibidor

olaparib, ou em combinac¢do com a dose fixa de carboplatina.
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N3do houve diferenga significativa na viabilidade celular entre os tratamentos com os

inibidores de PARP em monoterapia ou quando combinados com Carboplatina. Entretando,

como descrito na Tabela 6, hd uma tendéncia de reducdo nos valores de ICsp nos clones

quando tratados com niraparib e rucaparib em monoterapia ou quando combinados com

carboplatina.

Tabela 6 - Valores de ICso e desvio padrao obtidos para a linhagem parental e os clones

obtidos apds selecdo por western blotting em 72 horas.

IC50 2 DP (M)

Linhagem Carb | Ola ((‘.)alfb:‘ Nir Nir + Carb* Ruc g::b:
T47D >100| >100 >100 |450+4,8 57,08+13,2| 46,2+3,7 50,0%10,2
T47D RAD50 2G | > 100 | >100 >100 (41,0%59 41,72+x0,5 | 39,9+859 449+0,8
T47D RAD505A | >100| >100 >100 |51,5+0,7 41,72+4,0 | 43,98+4,02 456%9,4
T47D RAD506B | >100| >100 >100 /43,2+45 4166+13 | 392+74 525+24

Legenda: *carboplatina
olaparib, Nir: niraparib, Ruc: rucaparib, DP - desvio padrao.

na dose de 15

UM para a combinagao, Carb: carboplatina, Ola:
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Figura 15 - Avaliacdo da viabilidade celular sobre a sensibilidade ou resisténcia aos farmacos na Linhagem T47D e nos clones T47D RAD50 2G, T47D RAD50 5A

e T47D RAD50 6B, por ensaio de MTS, analisado apds 72 horas de tratamento com os inibidores de PARP como monoterapia ou combinados com 15 uM de

carboplatina.
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O indice combinatdrio (IC) dos farmacos, também foi determinado conforme
demonstrado na Tabela 7. Através dessa andlise pode se observar, que o tratamento
combinado tanto de olaparib quanto de rucaparib com carboplatina demonstrou um efeito
antagonista tanto na linhagem parental como nos clones derivados dela.

No entanto, niraparib combinado com carboplatina, possui um efeito sinérgico nos

clones, diferentemente da linhagem parental.

Tabela 7 - Valores do indice combinatério dos inibidores de PARP em combinagao com 15 uM
de Carboplatina em 72 horas.

indice Combinatdrio nos valores de I1Cso

Linhagem Olaparib | Niraparib | Rucaparib
T47D 11,68 3,25 2,03
T47D RAD50 2G N/A 0,75 1,63
T47D RAD50 5A 39,77 0,66 1,39
T47D RAD50 6B 1,96 0,73 1,75
Cl<1 Sinergismo
Cl>1 Antagonismo
c=1 Aditivo

Nao foi possivel
N/A calcular

5.3.3. Avaliagdo do efeito dos inibidores de PARP na proliferagdo celular e
sobrevivéncia

O efeito dos inibidores de PARP na proliferagdo celular e sobrevivéncia, foi determinado
através da expressdo das proteinas ERK e AKT por western blotting. Para as linhagens T47D
Parental e nos clones 2G, 5A e 6B tratados com o ICso de 72 horas (o qual foi determinado
anteriormente através do ensaio de viabilidade celular por MTS, Tabela 6).

Neste experimento ndo foi observado diferenca no nivel de fosforilacdo de AKT, quando
comparados os diferentes tratamentos em relacdo ao controle (DMSO), para todas as
linhagens analisadas (Figura 16).

Quando analisamos a proteina ERK e comparamos os tratamentos com o controle,
observamos um aumento significativo da fosforilacdo de ERK na linhagem T47D RAD50 6B,
para o tratamento com niraparib e niraparib combinado com carboplatina, em relacdo ao

DMSO (p < 0,005) (Figura 17).
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Figura 16 - Efeito dos inibidores de PARP na ativacdo de AKT. Analise apds 24 horas do tratamento com inibidores de PARP na linhagem T47D Parental e nos

clones T47D RAD50 2G, T47D RAD50 5A e T47D RAD50 6B. A) WB do lisado celular exposto as concentra¢des do ICsp de 72 horas, em monoterapia ou em

combinagcdo com carboplatina na concentracdo de 15 uM, a mesma concentragao foi usada em monoterapia para carboplatina. B) Representacdo grafica da

normalizacdo da fosforilacdo de AKT pela proteina total, em relacdo ao controle de tratamento DMSO. DMSO- veiculo, NIR- niraparib, RUC- rucaparib, CARB-

carboplatina.
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Figura 17 - Efeito dos inibidores de PARP na ativacdo de ERK. Andlise apds 24 horas do tratamento com inibidores de PARP na linhagem T47D Parental e nos
clones T47D RAD50 2G, T47D RAD50 5A e T47D RAD50 6B. A) WB do lisado celular exposto as concentra¢des do ICsp de 72 horas, em monoterapia ou em
combinagdo com Carboplatina na concentracdo de 15 uM, a mesma concentragao foi usada em monoterapia para carboplatina. B) Representacdo grafica da
normalizacdo da fosforilacdo de ERK pela proteina total, em relacdo ao controle de tratamento DMSO. p <0, 005. DMSO- veiculo, NIR- niraparib, RUC- rucaparib,

CARB- carboplatina.
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5.3.4 Avaliacao do efeito dos inibidores de PARP na apoptose

Para avaliar o efeito sobre a morte celular por apoptose com o tratamento dos
inibidores de PARP como monoterapia ou em combinads com carboplatina, inicialmente
foi avaliada a clivagem da proteina PARP.

Foi detectada a clivagem de PARP no tratamento com rucaparib combinado com
carboplatina para todas as linhagens, mas esse aumento foi mais acentuado nas
linhagens construidas, para 2G (p < 0,05), 5A (p < 0,001) e 6B (p < 0,001) (Figura 18).

Paralelamente, avaliamos a clivagem das proteinas apoptdticas Caspase 3 (Figura
19) e Caspase 9 (Figura 20). O aumento da clivagem de Caspase-3 foi estatisticamente
significativo, no tratamento com rucaparib e carboplatina nos clones 2G (p < 0,05), 5A
(p < 0,05) e 6B (p < 0,01). Ainda, houve aumento da clivagem de Caspase-3 nos
tratamentos de niraparib (p < 0,001), niraparib combinado com carboplatina (p < 0,001)
e carboplatina (p < 0,05), para o clone 6B, quando comparados com o controle DMSO.

A via intrinseca da apoptose foi avaliada pela clivagem da Caspase-9, a qual teve
um aumento no tratamento com rucaparib (p < 0,01) e rucaparib combinado com
carboplatina (p < 0,001) na linhagem parental.

O clone 2G demonstrou uma reducgdo na clivagem de Caspase-9, nos tratamentos
com niraparib, niraparib combinado com carboplatina e carboplatina (p < 0,001), e
existe um aumento da clivagem de Caspase-9 nos tratamentos de rucaparib e rucaparib
combinado com carboplatina (p < 0,001).

Para o clone 5A existe o0 aumento da clivagem de caspase-9 nos tratamentos com
niraparib combinado com carboplatina (p < 0,05), para carboplatina, rucaparib e
rucaparib combinado com carboplatina (p < 0,01).

Por fim, o aumento da clivagem de Caspase-9 no clone 6B foi estatisticamente
significativo nos tratamentos com niraparib, niraparib combinado com carboplatina e
rucaparib com carboplatina (p < 0,001), bem como nos tratamentos com carboplatina e
com rucaparib (p < 0,01).

A apoptose também foi avaliada por citometria de fluxo, através da marcacao de

Anexina V PE e 7-AAD, apds 48 horas de tratamento com os inibidores de PARP. Assim,
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na avaliacdo da diferenca entre os tratamentos com os inibidores de PARP e
carboplatina combinados, ou individualmente em relagdo ao DMSO (Figura 21).

Na analise de apoptose Tardia ou Necrose, observou-se aumento da apoptose, no
clone 2G para o tratamento de rucaparib combinado com carboplatina (p < 0,05) e no
clone 5A para o tratamento com carboplatina (p < 0,05).

Devido a natureza do ensaio podemos também analisar os tratamentos entre as
linhagens construidas e parental. Observou-se a aumento na proporcao de células em
apoptose tardia na linhagem 5A em relagdo a parental no tratamento de rucaparib com
carboplatina (p < 0,001; Figura 22 - A). Bem como, observou-se a reducado na proporc¢ao
de células viaveis na linhagem 5A em relac¢do a parental no tratamento de rucaparib com
carboplatina (p < 0,001; Figura 22 - B),e entre os clones 2G, 5A e 6B a proporc¢do de
células viaveis foi menor no clone 5A, assim como foi maior a proporg¢ao de células em
apoptose no 5A. Na Tabela 8 encontram-se os valores das médias e o desvio padrdo (DP)

destas analises.
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Figura 18 - Efeito dos inibidores de PARP na clivagem de PARP. Andlise apds 24 horas do
tratamento com inibidores de PARP na linhagem T47D Parental e nos clones T47D
RAD50 2G, 5A e 6B. A) Western blotting para a proteina PARP. B) Representacao grafica
da normalizacdo da clivagem de PARP pela proteina total, em relagdo ao controle de
tratamento DMSO. * p < 0,05; *** p < 0,001. DMSO- veiculo, NIR- niraparib, RUC-

rucaparib, CARB- carboplatina.
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Figura 19 - Efeito dos inibidores de PARP na clivagem de Caspase-3. Analise apds
24 horas do tratamento com inibidores de PARP na linhagem T47D Parental e nos clones
T47D RAD50 2G, 5A e 6B.A) Western blotting da proteina Caspase-3. B) Representacao
grafica da normalizacdo da clivagem de Caspase-3 pela proteina endégena a - Tubulina,
em relagdo ao controle de tratamento DMSO. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001.
DMSO- veiculo, NIR- niraparib, RUC- rucaparib, CARB- carboplatina.
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Figura 20 - Efeito dos inibidores de PARP na clivagem de Caspase-9. Analise apds
24 horas do tratamento com inibidores de PARP na linhagem T47D Parental e nos clones
T47D RAD50 2G, 5A e 6B. A) Western blotting da proteina Caspase-9. B) Representacao
grafica da normalizacdo da clivagem de Caspase-9 pela proteina total, em relacdo ao
controle de tratamento DMSO. * p < 0,05; ** p < 0,01; *** p < 0,001. DMSO- veiculo,

NIR- niraparib, RUC- rucaparib, CARB- carboplatina.
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Figura 21 - Efeito dos inibidores de PARP na apoptose por citometria de fluxo. Analise apds 48 horas do tratamento com inibidores de PARP na

linhagem T47D Parental e nos clones T47D RAD50 2G, 5A e 6B. A) T47D Parental; B) T47D RAD50; C) T47D RAD50 5A; D) T47D RAD50 6B. DMSO-

veiculo, NIR- niraparib, RUC- rucaparib, CARB- carboplatina.*p < 0,05 - Comparacdo do veiculo DMSO com cada um dos tratamentos dentro da

mesma linhagem.
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Figura 22 - Efeito dos inibidores de PARP na apoptose por citometria de fluxo, na comparacdo entre os tratamentos. Andlise apds 48 horas do
tratamento com inibidores de PARP na linhagem T47D Parental e nos clones T47D RAD50 2G, 5A e 6B respectivamente. A) Comparagdes em
relacdo ao tratamento com rucaparib combinado com carboplatina entre as linhagens construidas e parental, na apoptose tardia. B)
Comparacdes em relacdo ao tratamento com rucaparib combinado com carboplatina entre as linhagens construidas e parental, na viabilidade

das células. DMSO- veiculo, NIR- niraparib, RUC- rucaparib, CARB- carboplatina. *** p < 0,001.



Tabela 8 - Efeito do tratamento com os inibidores de PARP sobre a apoptose nas linhagens celulares construidas e parental:

i Vidveis Apoptose Inicial | Apoptose Tardia ou Necrose Ndo vidveis
Linhagens | Tratamentos P T T T

Média DP Média DP Média DP Média DP

DMSO 91,34 8,08 5,18 5,18 3,42 2,93 0,08 0,04

NIR 83,06 20,24 | 14,77 17,93 2,09 2,38 0,10 0,06

Q‘Sfé@ NIR+CAR 71,59 26,56 25,21 23,65 3,13 2,91 0,07 0,00

,\QQV CAR 88,22 5,79 7,49 6,38 4,12 0,42 0,18 0,17

o RUC 88,61 8,82 7,61 6,04 3,61 2,81 0,17 0,03

RUC+CAR 83,76 13,75 8,72 5,82 7,30 8,01 0,24 0,08

DMSO 87,01 5,57 6,23 1,73 4,37 1,51 2,40 2,33

o NIR 85,42 1,40 8,53 2,06 5,60 0,37 0,46 0,28

Q%Q'\’ NIR+CAR 82,55 4,72 10,77 1,05 6,39 3,58 0,30 0,09

/\Qq?* CAR 83,27 7,57 9,90 1,89 6,25 5,08 0,60 0,60

< RUC 84,01 3,32 8,48 1,36 7,14 4,44 0,38 0,25

RUC+CAR 79,97 5,18 9,18 3,88 10,53 1,22 0,33 0,07

DMSO 87,94 2,79 6,99 1,67 4,83 1,08 0,25 0,02

NIR 88,27 4,56 8,76 1,27 2,82 3,23 0,16 0,06

0@0’} NIR+CAR 90,00 4,53 7,27 2,21 2,56 2,25 0,18 0,06

/\Q‘g CAR 73,67 7,54 9,62 4,21 16,23 3,33 0,50 0,01

<& RUC 84,25 6,65 7,32 1,19 8,05 5,43 0,39 0,02

RUC+CAR 40,75 46,52 4,88 1,16 54,02 45,56 0,36 0,19

DMSO 90,37 5,52 4,99 3,34 4,20 2,57 0,45 0,38

NIR 94,13 1,73 4,80 2,44 0,73 0,30 0,35 0,41

Q(,)Q(& NIR+CAR 91,87 2,46 6,48 1,48 1,36 0,64 0,29 0,34

/\qu CAR 87,66 10,96 6,69 6,08 5,14 5,19 0,51 0,32

< RUC 92,22 4,43 5,07 4,03 2,30 0,74 0,42 0,33

RUC+CAR 79,90 5,98 10,31 9,17 9,26 2,75 0,54 0,44

Legenda: DMSO- veiculo, NIR- niraparib, RUC- rucaparib, CARB- carboplatina.
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5.3.5 Efeito dos inibidores de PARP no ciclo celular

Para avaliar o efeito dos inibidores de PARP no ciclo celular, foi avaliada a expressdo da
proteina p21 apds tratamento das linhagens celulares construidas e parental, por western
blotting (Figura 23). Observa-se aumento na expressdo de p21 no clone 6B nos tratamentos
com niraparib (p < 0,001) e niraparib combinado com carboplatina (p < 0,01).

Também foi avaliado o efeito dos inibidores de PARP nas linhagens celulares construidas
e na parental, sobre as fases do ciclo celular, conforme pode ser visualizado na Figura 24.

Quando analisamos as fases do ciclo celular na linhagem parental apds tratamento com
os inibidores de PARP, existe uma reducdo na fase GO/G1 (p < 0,005) no tratamento de
rucaparib combinado com carboplatina. Ja na fase S houve um aumento no numero de células
(p < 0,05), nos tratamentos de niraparib, carboplatina e rucaparib combinado com
carboplatina, comparando com o controle dessa linhagem.

Na linhagem T47D RAD50 2G, quando tratada com carboplatina houve uma reducdo na
fase GO/G1. Além disso, houve aumento na fase S para os tratamentos de carboplatina (p <
0,05) e reducdo para rucaparib (p < 0,005). E por fim, na fase G2/M, existe o aumento para os
tratamentos de niraparib (p < 0,05), rucaparib (p <0,005) e rucaparib combinado com
carboplatina (p <0,05), comparando com o controle dessa linhagem.

Para a linhagem T47D RAD50 5A, na fase GO/G1 houve reducdo no nimero de células
nos tratamentos de niraparib e niraparib combinado com carboplatina (p < 0,05). E na fase
G2/M existe o aumento quando tratadas com niraparib, niraparib combinado com
carboplatina e rucaparib combinado com carboplatina (p < 0,05), comparada ao controle
dessa linhagem.

Por fim, na linhagem T47D RAD50 6B, ha uma redu¢dao no niumero de células na fase
G0/G1, nos tratamentos de niraparib, niraparib combinado com carboplatina, rucaparib e
rucaparib combinado com carboplatina (p < 0,05). Na fase S observa-se um aumento quando
tratadas com niraparib (p < 0,0005), rucaparib (p < 0,005) e rucaparib combinado com
carboplatina (p < 0,05). Para a fase G2/M existe um aumento nos tratamentos de niraparib
combinado com carboplatina e rucaparib (p < 0,05), comparada ao controle dessa linhagem.

A andlise do ciclo celular por citometria de fluxo permite a avaliacdo entre as diferentes
linhagens em relacdo ao tratamento (Figura 25), por meio comparag¢do houve o aumento de

células em G2/M no tratamento com niraparib, na linhagem 6B em relacdo a linhagem
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parental (p < 0,05). Quando as células foram tratadas com niraparib combinado com
carboplatina no clone 2G o nimero de células em GO/G1 é maior em relagdo a linhagem 6B (p
< 0,05) e existe um aumento de células em G2/M na linhagem 6B em relagdo a linhagem 2G
(p < 0,05).

Em relacdo ao tratamento com rucaparib, houve diferenca entre a linhagem 6B em que
o numero de células em GO/G1 é menor que na linhagem 2G (p < 0,05), entre a linhagem 5A
em que o numero de células em GO/G1 é maior que na linhagem 6B (p < 0,05) e na linhagem
6B o numero de células em G2/M é maior que na linhagem 5A. No tratamento com

carboplatina, na fase GO/G1 o nimero de células é maior em 5A do que em 6B (p < 0,05).
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Figura 23 - Efeito dos inibidores de PARP na expressao de p21. Analise apds 24 horas do
tratamento com inibidores de PARP na linhagem T47D Parental e nos clones T47D RAD50 2G,
5A e 6B. A) Western blotting da proteina p21. B) Representacdo grafica da normalizacdo da
expressao de p21 pela proteina enddgena a - Tubulina, em relacdo ao controle de tratamento
DMSO. ** p < 0,01; *** p < 0,001. DMSO- veiculo, NIR- niraparib, RUC- rucaparib, CARB-

carboplatina.
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Figura 24 Efeito dos inibidores de PARP sobre o ciclo celular. Andlise apds 48 horas de tratamento com o ICso de 72 horas. * p < 0,05, ** p < 0,005 e *** p <

0,0005, comparacao do veiculo DMSO com os tratamentos. DMSO- veiculo, NIR- niraparib, RUC- rucaparib, CARB- carboplatina.
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Figura 25 - Efeito dos inibidores de PARP no ciclo celular entre os tratamentos nas linhagens celulares construidas e na parental. Analise apds 48 horas

de tratamento com o ICso de 72 horas. * p < 0,05, comparacgao entre os tratamentos nas diferentes linhagens. DMSO- veiculo, NIR- niraparib, RUC- rucaparib,

CARB- carboplatina.



Tabela 9 - Efeito do tratamento com os inibidores de PARP sobre o ciclo celular nas linhagens celulares construidas e parental:

. G0/G1 S G2/M Sub-GO
Linhagens |Tratamentos — — — —
Média DP Média DP Média DP Média DP

DMSO 75,93 0,83 6,81 0,61 12,69 2,38 0,62 0,10
NIR 62,80 5,98 19,33 3,54 14,26 0,87 0,56 0,01
Qgé\% NIR+CAR 54,79 9,30 21,91 5,01 19,67 6,54 0,54 0,20
,\QQV CAR 55,49 13,67 15,37 1,23 23,90 17,38 0,65 0,01
0 RUC 64,55 4,60 9,82 5,25 21,07 5,43 0,44 0,17
RUC+CAR 62,39 0,14 11,90 1,09 19,87 3,61 0,75 0,27
DMSO 79,94 1,06 571 0,02 12,47 0,06 0,47 0,10
o NIR 65,14 7,16 15,35 4,19 17,12 1,10 0,47 0,02
Q@"’ NIR+CAR 65,03 8,27 18,23 4,74 13,92 1,27 0,56 0,14
/\qu CAR 63,45 5,06 12,58 1,48 21,28 5,30 0,48 0,16
< RUC 73,54 2,50 2,76 0,30 21,49 0,66 0,53 0,26
RUC+CAR 67,24 5,97 11,25 2,45 17,20 1,09 1,41 0,47
DMSO 79,44 4,26 6,17 3,65 11,30 1,40 0,64 0,21
NIR 59,92 3,78 17,26 5,44 19,90 1,02 0,41 0,18
Q@%v NIR+CAR 63,38 0,40 15,62 0,76 18,60 0,57 0,33 0,04
/\qu CAR 62,91 21,84 14,74 11,48 18,32 9,92 0,84 0,30
< RUC 71,44 5,34 6,37 4,43 18,49 2,22 0,72 0,28
RUC+CAR 67,86 6,97 8,35 5,65 18,47 0,41 1,34 1,17
DMSO 74,01 3,95 7,13 0,08 17,64 2,06 0,29 0,41
NIR 53,18 1,44 16,97 0,26 28,95 3,78 0,47 0,66
Q@& NIR+CAR 51,30 3,71 18,59 4,59 28,38 2,05 1,31 1,85
/\0‘2? CAR 48,39 14,29 19,04 10,04 30,87 7,83 0,43 0,61
<& RUC 58,54 0,24 8,76 0,19 31,71 1,52 0,38 0,53
RUC+CAR 59,32 1,85 11,32 1,14 27,03 2,81 1,49 2,10

Legenda: DMSO- veiculo, NIR- niraparib, RUC- rucaparib, CARB- carboplatina.
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5.3.6 Efeito dos inibidores de PARP na sinalizacdo do dano no DNA

Para avaliar o efeito dos inibidores de PARP na sinalizacdo do dano ao DNA, foi avaliada
a fosforilagao da proteina H2AX apds 24 horas de tratamento com os inibidores de PARP. Nao
foi identificada diferenca significativa na fosforilagdo de H2AX na linhagem parental em
relacdo ao controle DMSO.

Na linhagem 2G hd uma maior fosforilagdo de H2AX nos tratamentos de niraparib
combinado com carboplatina (p < 0,05), rucaparib (p < 0,05) e rucaparib com carboplatina (p
<0,01).

Para as linhagens 5A e 6B, o aumento na fosforilacdo ocorre apenas no tratamento de

rucaparib combinado com carboplatina (p < 0,05). Como pode ser observado na Figura 26.
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Figura 26 - Efeito dos inibidores de PARP na fosforilacdo de H2AX. Andlise apds 24 horas do
tratamento com inibidores de PARP na linhagem T47D Parental e nos clones T47D RAD50 2G,
5A e 6B. A) Western blotting da proteina H2AX. B) Representagdo grafica da normalizagao da
fosforilagdo de H2AX pela proteina H2AX total, em relagdao ao controle de tratamento, o
DMSO. * p < 0,05; ** p < 0,001. DMSO- veiculo, NIR- niraparib, RUC- rucaparib, CARB-

carboplatina.
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5.3.7. Andlise do reparo por recombinacdao homéloga
No ensaio de recombinagdao homdloga utilizando o sistema pDRGFP, ndo foi observado
diferenca entre os grupos; mas observou-se a reducdo no reparo por recombinacdo homoéloga

quando o gene RAD50 é silenciado, como pode ser observado na Figura 27.

Silenciamento por esiRNA em T47D pDR-GFP

Capacidade relativa de reparo por recombinagcdo homoéloga

Figura 27 — Avaliacdo da capacidade relativa de reparo por recombinagdao homdéloga. Analise
comparativa entre a linhagem T47D ndo modificada, T47D silenciada com esiRNA Luciferase,
T47D silenciada com esiRNA BRCA1 como controle negativo do reparo e T47D silenciada com

esiRNA RAD50.
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5. 4. Analises in silico da frequéncia de alteragdes nos genes de reparo

De forma a definir a frequéncia com que alteracdes nos genes de reparo de danos ao
DNA por recombina¢ao homdloga em tumores de mama, foi feita uma analise criteriosa nos
dados genéticos depositados junto ao TCGA.

A frequéncia de variantes somaticas nos genes associados ao reparo por recombinacgao
homoédloga em tumores mamarios, no banco do TCGA analisado, foi de 39% em 1098 casos e a
frequéncia encontrada em RAD50 foi de 1,4%. Um detalhamento dos genes mais
frequentemente mutados e dos tipos de mutacao identificados encontra-se nas tabelas 10 e
11.

Tabela 10 - Genes do sistema HRR mais frequentemente mutados em tumores de mama

depositados no TCGA:

Estudo Gene (%) Gene (%)
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Tabela 11 -Tipo de alteracdes encontradas no TCGA:

Tipo Tumoral Tipo de mutagoes* No** %***
Frame shift ins-del 45 4,77

In frame in-del 16 1,69

Missense 498 52,86

Nonsense 50 5,30

MAMA Nonstop 1 0,10
Splice region 8 0,84

Splice site 16 1,69

Silent 167 17,72

Outras**** 141 14,96

*Segundo a nomenclatura utilizada no TCGA para as mutagdes génicas** nimero de
variantes. ***frequéncia das variantes. ****variantes em regides nao codificantes, exemplo

5" UTR, 3’ UTR, ...
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6 DISCUSSAO

O objetivo deste trabalho foi avaliar se outras proteinas além de BRCA1 e BRCA2
poderiam levar a letalidade sintética e, dessa forma, a uma resposta ao tratamento com
inibidores de PARP. Para tanto utilizamos como modelo o gene RAD50 e avaliamos o efeito da
deficiéncia de RAD50 na resposta ao tratamento com inibidores de PARP. Para isso, uma série
de ensaios celulares foi realizada, de forma a ilustrar a natureza desta relagao. Os inibidores
de PARP tém se mostrado como uma eficiente abordagem no tratamento de tumores com
alteragGes genéticas que levam a deficiéncia no reparo de danos no DNA por recombinagao
homdloga #°. No ensaio clinico ARIEL 2,°® com o inibidor de PARP rucaparib, obteve-se
resultados satisfatérios ndo apenas no grupo com mutacao germinativa em BRCA, indicando
que outros genes da via da recombinacdao homéloga também podem apresentar a mesma
resposta ao tratamento com os inibidores de PARP>®,

Bryant e colaboradores?®, demonstraram pela primeira vez o efeito da inibicdo de PARP
em células deficientes de BRCA2, onde a deficiéncia de BRCA2 levava a um aumento na
sensibilidade aos inibidores de PARP (NU1025 e AG14361). Neste estudo também foi avaliada
a funcdo de PARP nas células e foi demonstrado que camundongos com PARP1 deletado, sdo
vidveis, férteis e ndo desenvolvem tumores precocemente, mas, o numero de SSBs nas células
aumenta, o que gera um acumulo de DSB quando as células entram em replicacdo?. Nas
células que ndo possuem BRCA2, ou com alteracdes patogénicas que comprometem a sua
funcdo, o dano de DSB ndo pode ser reparado, o que aumenta a instabilidade gen6mica,
levando a um acumulo de danos que pode ser letal para estas células®.

Em 2005, Farmer e colaboradores?® , em estudo paralelo ao de Bryant, demonstraram o
efeito da inibicdo de PARP em células deficientes de BRCA1 e BRCA2. Nesse trabalho os
autores demonstraram através de ensaio clonogénico de sobrevivéncia, que as células ES com
mutacdes homozigotas em BRCA sdo mais sensiveis aos inibidores de PARP (KU0058684 e
KU0058948) do que as células com mutacdes em heterozigose ou wild-type?®. Na linhagem
celular de ovario de hamster chinés com deficiéncia em BRCA2, a sensibilidade aos inibidores
de PARP foi 1000 vezes maior?®. A andlise do ciclo celular demonstrou que as células apds 24
horas de exposicao com KU0058684 tiveram um aumento do conteddo de DNA tetrapldide,
indicando parada na fase G2 ou M do ciclo celular?®. Adicionalmente, houve aumento na

apoptose apds 48 horas de exposicdo com KU0058684%8, De forma conjunta esses dados
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sugerem que a parada do ciclo celular seguida de apoptose e isso leva a reducdo da
sobrevivéncia celular observada nos ensaios clonogénicos?®.

As descobertas associadas aos inibidores de PARP levaram a uma busca pela
compreensao dos mecanismos de atuagao dos inibidores de PARP em outros componentes da
via da HR. Assim, McCabe e colaboradores** demonstraram que o silenciamento de RAD51
por siRNA, que é uma proteina que atua no reparo por HR, seguida do tratamento com iPARP
(KU0058684 e KU0058948) provoca uma reducdo de 1000 vezes na viabilidade celular quando
comparada com o controle do silenciamento. Este mesmo trabalho**, ndo sé avaliou uma, mas
uma série de proteinas que atuam na HR, como DSS1, que é uma proteina que interage com
BRCA2, assim como RPA1; a delecdo dessas proteinas também demonstrou aumento na
sensibilidade a iPARP quando comparadas ao controle. RAD54 um paralogo de RAD51,
importante para a troca de DNA entre as cromatides. Nesse trabalho, os autores
demonstraram que, células com deficiéncia de RAD54, possuiam aumento da sensibilidade a
iPARP (cerca de 9 vezes quando comparado ao controle)**. N3do somente proteinas integrantes
da HR demonstram sensibilidade ao iPARP, mas também proteinas que estdo na via de
sinalizacdo de danos no DNA, tais como ATM, ATR, NBN, CHEK1 e CHEK2%, assim como
proteinas da familia da anemia de Fanconi como FANCA, FANCC e FANCD2 demonstraram
sensibilidade a iPARP quando comparadas com o controle**. Esses achados sinalizam que a
inibicdo de PARP pode ser uma excelente terapéutica para o tratamento de tumores que
apresentem mutacdes além de BRCAI1 e BRCA2, como aqueles tumores do fenétipo
“BRCAness”*,

Em 2009, Mendes-Pereira e colaboradores* avaliaram se a deficiéncia de PTEN
sensibilizava as células no tratamento com iPARP. Os autores puderam demonstrar que,
através de ensaios in vitro e in vivo, a deficiéncia de PTEN nas células causa aumento da
sensibilidade ao tratamento com iPARP (KUO058684 e KU0058948)%.

A partir desses resultados foram realizados screnning através de bibliotecas de
silenciamento génico (siRNA), como no estudo de Turner e colaboradores®® que identificaram
um grupo de proteinas como a quinase dependente de ciclina 5 (CDK5), MAPK12, PLK3, PNKP,
STK22Ce STK36 que foram sensiveis ao tratamento com inibidores de PARP. Assim como no
estudo de Bajrami e colaboradores®! onde foi demonstrado que a deficiéncia de CDK12

também sensibiliza as células ao uso de iPARP. Postel-Vinay e colaboradores®? apds extenso
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screnning de drogas confirmaram que a deficiéncia de ERCC1 aumenta a sensibilidade das
células a iPARP.

Para o presente estudo optamos por trabalhar com os inibidores de PARP olaparib,
niraparib e rucaparib, essa escolha deveu-se ao fato de que esses trés inibidores de PARP
estavam em ensaios clinicos de fase 111°8, concluidos ou em andamento. Lord e Ashworth?® em
2017 publicaram um trabalho que compara os inibidores de PARP em suas habilidades de
“trapping” (prender) PARP na molécula de DNA, que sdo veliparib (Abbvie) com menor
capacidade, rucaparib (Pfizer/Clovis) e olaparib (KuDOS/AstraZeneca) com capacidade
intermediarias, niraparib (Merck/Tesaro) entrando como o segundo melhor e o talazoparib
(Lead/Biomarin/Medivation/Pfizer) foi o que demonstrou melhor capacidade. As diferencgas
na atividade de retencdo de PARP1 podem também ter que ser consideradas quando se
desenham terapias de combinacdo envolvendo iPARP, é possivel que a capacidade para
capturar PARP1 possa produzir toxicidade inaceitdvel quando algumas iPARP sdao combinadas
com doses convencionais de quimioterapias citotdxicas. O PARP1 e o PARP2 tém multiplos
papéis importantes além do reparo, como a transcri¢cao, apoptose e fun¢do imunoldgica, a
eficcia antitumoral do iPARP também pode refletir alteracdes nessas funcdes?®.

De maneira adicional, comparamos o efeito dessas drogas com a carboplatina, droga
essa bastante utilizada no tratamento de diversos tipos de cancer. No cancer de mama o
tratamento foi associado a tumores triplo negativos que possuem os receptores hormonais
de estrdgeno e progesterona negativos, assim como HER223, Em trabalho realizado por Oza e
colaboradores® foram selecionados pacientes com cancer de ovério de alto grau, sensiveis a
platina na comparacao da eficacia e tolerabilidade. Para serem randomizados em dois grupos,
onde no primeiro grupo o tratamento, foi de olaparib combinado com carboplatina e
paclitaxel, seguido de olaparib como terapia de manutencdo e para o segundo grupo o
tratamento somente foi de carboplatina com paclitaxel. A SLD foi maior no grupo olaparib
combinado com quimioterapia e a mediana do grupo foi de 12,2 meses quando comparado
com o grupo tratado s6 com quimioterapia que teve a mediana de 9,6 meses, [HR 0,51 (95%
IC 0,34 -0,77), com p = 0,0012%.

N3o obtivemos sucesso na obtencdo de clones vidveis para o gene BRCA1, dado que,
depois de um certo periodo de tempo as células que passaram por transfeccdo com os
plasmideos para BRCA1, o que pode ser explicado pelo fato que a delecao homozigota de

BRCA1 nas células leva a letalidades?.
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No presente trabalho, quando comparamos os resultados obtidos na analise do ciclo
celular e apoptose, nas células com deficiéncia em RAD50 e tratadas com os iPARP,
observamos que a deficiéncia de RAD50 promove a letalidade sintética quando as linhagens
celulares construidas sdo tratadas com inibidores de PARP, principalmente quando tratadas
com rucaparib e carboplatina. O rucaparib promove a inibicdo de PARP1, PARP2 e PARP3 e,
em nosso estudo mostrou-se mais eficaz que niraparib o qual, por sua vez, inibe PARP1 e
PARP2. A acdo de rucaparib combinado com carboplatina se torna mais eficaz do que a acao
das drogas separadas. A carboplatina é conhecida por induzir a ligagao inter e intrafilamentar
no DNA, que por sua vez inibem a sintese do DNA, provocando quebras de dupla — fita. Como
as vias de reparo de danos no DNA sdo redundantes, a auséncia do reparo feito por PARP (que
estd sendo inibido), aumenta a quantidade de danos no DNA, que na replicacdo geram
guebras de dupla - fita, causando parada no ciclo celular e levando a célula a morte celular
por apoptose®. E este resultado foi surpreendente, pois na analise do indice combinatdrio das
drogas no ICsp, rucaparib combinado com carboplatina demonstraram efeito antagonista, ou
seja, a combinacdo das duas ndo aumentava o efeito na reduc¢do da viabilidade celular,
diferentemente do que foi encontrado para niraparib que demonstrou efeito sinérgico
quando combinado com carboplatina. Em Drew e colaboradores® foi demonstrado esse
mesmo efeito da combinac¢do de rucaparib e carboplatina em modelo xenografico de ratos
com mutagcdes em BRCA.

Curiosamente, apds a comparacao da proliferacdo celular através dos ensaios de MTS e
BrdU (Figura 14), observamos que existe diferenca na proliferacdo celular entre as linhagens
celulares construidas, com reduc¢dao da proliferacdo em relagdo a linhagem parental. Esses
dados corroboram achados prévios da literatura. Em trabalho publicado por D’amours e
Jackson?®’, relata-se que a falta do complexo MRN (que é formado pelas proteinas MRE11, NBN
e RAD50), resulta no ndo reparo de lesdes de fita simples no checkpoint da fase S, retardando
assim a divisdo celular até que o reparo das lesdes no DNA ocorra, semelhante ao nosso
resultado onde a proliferacdo celular é retardada nas células com deficiéncia de RAD50.

Esse resultado de proliferacdo corrobora com o fato de que a sindrome de Nijmegem
Breakage (NBS), que é caracterizada por pacientes com variantes encontradas no gene NBN e
alguns pacientes com deficiéncia em RAD50, sindrome de disorder NBS - Like (NBSLD), onde
observa-se fendtipos celulares caracteristicos de NBS, assim como sindrome de Ataxia -

telangiectasia (A-T) e Ataxia - telangiectasia Like (ATLD), onde os pacientes portadores dessas
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sindromes demonstram hipersensividade a radiacdo, sintese de DNA radioresistente e
instabilidade cromossdmica®. E devido ao fato que pacientes com deficiéncia em RAD50
possuem hipersensibilidade a agentes que produzem quebras de dupla — fita, ocorrem
defeitos nos checkpoints do ciclo celular causando assim atraso na resposta a esse dano, por
isso observa-se que as linhagens celulares geradas possuem um crescimento mais lento em
relacdo a linhagem parental®’.

Afim de demonstrar a relacdo entre a deficiéncia de RAD50 e o tratamento com iPARP
nas linhagens construidas, foi avaliado o ciclo celular (Figura 24 e 25). Observamos que o
aumento do numero de células em G2/M apds o tratamento com inibidores de PARP, se d3,
em nossa opinido, devido ao fato que RAD50 ndo estd desempenhando corretamente sua
funcdo, de mediar a ligacdo da cromatide quebrada com a cromatide-irma estabilizando o
dano e assim impedindo a separacao fisica com o resto do cromossomo. Sendo assim, células
com deficiéncia em RAD50 tem um aumento da taxa de recombinagdo intercromossGmica e
deste modo perdem a habilidade de reparar corretamente em G2/M, levando a uma parada
no ciclo celular®’”. O mesmo foi encontrado por Farmer e colaboradores?®, nas células com
deficiéncia em BRCA, apds o tratamento com inibidor de PARP, foi observado um aumento do
nuamero de células em G2/M, seguido de apoptose.

Para avaliar o dano no DNA, Farmer e colaboradores?8, avaliaram a formac3o de foci y-
H2AX no nucleo, esta forma de andlise indica que ocorreram quebras de dupla - fita e parada
na forquilha de replicacdo. Isso também foi observado no nosso estudo, através da
fosforilacdo de H2AX (Figura 26), onde encontramos o aumento da fosforilacdo de H2AX nas
linhagens celulares construidas quando tratadas com iPARP, assim como no estudo de Farmer
e colaboradores?.

No que se refere a morte celular, assim como em Farmer e colaboradores?®, em que
apos o tratamento com o inibidores de PARP, a apoptose celular se mostrou maior quando as
células com deficiéncia em BRCA foram tratadas com iPARP, nés percebemos que quando as
células com deficiéncia em RAD50 foram tratadas com iPARP houve o aumento da apoptose,
principalmente no tratamento de rucaparib combinado com carboplatina.

No estudo de Bryant e colaboradores®®, que avaliaram como os iPARP afetam o ciclo
celular e a apoptose, foi encontrada associacdo com a deficiéncia de BRCA e o tratamento com
iPARP, levando a um aumento na morte celular, que comeca com o efeito dos iPARP no ciclo

celular com parada e, por consequéncia, seguida de apoptose celular. Sendo assim um
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indicativo que a deficiéncia de RAD50 pode ser considerado um alvo promissor para o
tratamento com os inibidores de PARP, aumentando assim a gama de pacientes que poderiam
se beneficiar desta terapia, principalmente pacientes que tenham cancer de mama, mas
podendo ser explorado para outros tumores com variantes em RAD50%.

Além disso, quando avaliamos o reparo por recombinacdo homodloga através de um
silenciamento transitorio do RAD50, com esiRNA, observamos que as células com deficiéncia
em RAD50 possuem uma reducdo da capacidade da recombinacdo homéloga.

Obwervamos, apds a andlise dos experimentos realizados, que a combinagdo de
rucaparib e carboplatina demonstrou melhores resultados que os outros tratamentos,
indicando que a associacdo entre rucaparib e carboplatina pode ser ainda mais benéfica no
tratamento dos pacientes.

Cabe ainda destacar que é muito recente a aprovacdo de inibidores de PARP, a partir de
2014 com olaparib tornando-se o primeiro inibidor de PARP a ser aprovado pelo FDA>3,
Portanto numerosos ensaios clinicos de fase I, Il e Ill, com os iPARP aprovados pelo FDA
encontram-se em andamento®, um exemplo disso é o ensaio clinico de fase Ill ATHENA
(NCT03522246), que visa avaliar a combinagao de rucaparib e nivolumab um inibidor de
checkpoint em pacientes recém-diagnosticados com cancer de ovario de alto grau, tubas
uterinas ou cancer peritoneal primario, de estagio Il / IV, que completaram a quimioterapia
baseada em platina.

Cabe por fim destacar que a importancia dos resultados apresentados neste estudo se
deve também ao fato de que foi encontrado nos dados mutacionais somaticos disponiveis
pelo TCGA que 1,4 % dos tumores de mama possuem alguma variante em RAD50, este nUmero
é grande visto que para BRCA1 foram encontradas 2,5% de variantes. Instigando a importancia
que predizer a resposta com inibidores de PARP pode ser benéfico a varios pacientes com
variantes em RAD50, podendo dessa maneira aumentar o nimero de pacientes que poderiam

se beneficiar dessa nova classe de drogas.
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7 CONCLUSAO

Foi possivel a criacdo de linhagens celulares com deficiéncia no gene RAD50 na
linhagem T47D com o sistema CRISPR/Cas9.

A deficiéncia em RAD50 foi associada com menor viabilidade e proliferagao nas
linhagens construidas.

O tratamento com inibidores de PARP em monoterapia ou associados com
carboplatina demonstraram efeito na viabilidade celular das linhagens construidas.
As linhagens construidas quando tratadas com os inibidores de PARP,
demonstraram um aumento na morte celular, principalmente no tratamento com
rucaparib e carboplatina.

Houve um aumento de células em G2/M quando tratadas com os inibidores de
PARP.

A recombinacdo homodloga é diminuida quando RAD50 é silenciado nas células.

A avaliagdao de tumores de mama no TCGA mostrou que 1,4% dos pacientes
analisados possuem mutag¢dao em RAD50

Diante dos achados neste trabalho é possivel inferir que a deficiéncia de RAD50
pode ser um bom biomarcador preditor da resposta aos inibidores de PARP, dado
gue o tratamento com os inibidores de PARP, em monoterapia ou combinados com
carboplatina, demonstrou que existe efeito nas linhagens celulares construidas,

levando a parada do ciclo celular em G2/M e posterior morte celular por apoptose.
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Vimos, por meio desta, informar que o Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Fundagao Pio
XIl — Hospital de Cancer de Barretos recebeu o estudo intitulado “Uso de inibidores de PARP em
amostras com mutagio nos genes associados ao reparo de danos ao DNA por recombinacdo
homéloga.”, o qual foi cadastrado sob o nimero 1165/2016.

Declaramos estar cientes da realizacdo do projeto de pesquisa ;fsupracitado, e que por
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ha necessidade de apreciagdo/aprovagdo do CEP. ‘
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