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RESUMO

O progresso no tratamento do cancer colorretal (CCR) inclui a
identificacdo da deficiéncia da via de reparo de malpareamento (MMR)
para a predicdo do beneficio do tratamento adjuvante com 5-fluorouracil
(5-FU), oxaliplatina, e, mais recentemente, imunoterapia. Apesar de 0s
regimes utilizando 5-FU ainda serem o pilar da abordagem terapéutica
contra o CCR, séo considerados inespecificos e sub6timos, o que chama
atencao para necessidade do desenvolvimento de novas estratégias. Um
corpo crescente de evidéncias tem sugerido um novo racional para o uso
de inibidores de poli-(ADP-ribose) polimerase (PARPi), como o Olaparib,
em tipos de tumores além dos tumores com deficiéncias intrinsecas na
via de reparo de recombinacdo homéloga (HR), particularmente em
combinacdo com agentes indutores de dano ao DNA. Aqui apresentamos
novas evidéncias na citotoxicidade de 5-FU mediada por Olaparib em
células de CCR e como ocorre de maneira dependente de MMR. Além
disso, reportamos efeitos gendtoxicos e antineoplasicos induzidos pela
monoterapia de Olaparib em células de CCR proficientes em MMR.
Observamos que células com deficiéncia em MMR, devido a perda de
hMLH1 e hMSHS3, s&o mais sensiveis a combinacdo de 5-FU e Olaparib do
gque células de CCR proficientes em MMR. Identificamos efeitos
sinérgicos entre 5-FU e Olaparib em células com deficiéncia de MMR que
prejudica caracteristicas de agressividade tumoral como capacidade de
migracdo e adesdo e formacdo de colbnias. Além disso, nossos
resultados sugerem que estes efeitos sdo mediados pela inducédo de
guebras simples no DNA e apoptose com parada de ciclo celular em
G2/M. Portanto, nossos resultados sugerem um papel para a inclusdo de
Olaparib no tratamento do CCR: (1) em combinacdo com 5-FU para
células de CCR com deficiéncia de MMR e (2) em monoterapia para

células de CCR com proficiéncia em MMR.
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ABSTRACT

The progresses in colorectal cancer (CRC) treatment include the
identification of deficiencies in Mismatch Repair (MMR) pathway to predict
the benefit of adjuvant 5-fluorouracil (5-FU), oxaliplatin and, more
recently, to immunotherapy. Despite 5-FU-based chemotherapy regimens
are still the cornerstone of CRC therapeutic approaches, it is considered
unspecific and suboptimal, drawing attention to the need of new
strategies. A growing body of evidences have been suggesting new
rationale for the use of Poly-(ADP-ribose) polymerase inhibitors, such as
Olaparib, beyond tumors with intrinsic deficiencies in Homologous
Recombination Repair (HRR), particularly in combination to DNA
damaging agents. Here, add new evidences on Olaparib-mediated 5-FU
cytotoxicity in CRC cells and how it occurs in a MMR-dependent fashion.
Additionally, we report genotoxicity and antineoplastic effects induced by
Olaparib monotherapy in MMR proficient CRC cells. We observed that
MMR deficient cells, due to loss of hMLH1 and hMSH3 are more sensitive
to 5-FU and Olaparib combination than MMR proficient cells. Beyond that
our results suggest that these effects are mediated by induction of DNA
strand breaks which generates G2/M cell cycle arrest and, ultimately, lids
to and increase in apoptosis. Thus, our results suggest a role for
inclusion of Olaparib for CRC treatment: (1) in combination with 5-FU for
MMR deficient CRC and (2) as monotherapy for MMR proficient CRC.
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1 INTRODUCAO
1.1 Cancer Colorretal

1.1.1 Conceito e epidemiologia

O cancer colorretal (CCR) refere-se a todas as neoplasias que se
apresentem no colon (ascendente, transversal, descendente, sigmoide) e
no reto (BELOV; ZHOU; CHRISTOPHERSON, 2011). Entretanto, embora
comumente abordadas em conjunto, as neoplasias de co6lon e de reto
apresentam muitas diferencas além da localizacdo anatémica, incluindo
0s aspectos etiolégicos e epidemioldégicos e as modalidades de
tratamento empregadas (VASQUES; PERES, 2010). Estima-se que,
globalmente, ocorreram cerca de 1,8 milh6es de novos casos de CCR e
881 mil mortes associadas a doenca em 2018 (SIEGEL; MILLER; JEMAL,
2018). O CCR figura como o terceiro tipo de cancer em termos de
incidéncia e é segundo maior responsavel pela mortalidade associada ao
cancer no mundo (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2018). No Brasil, estima-se
36.360 novos casos de CCR em 2019. Sendo 17.380 em homens e 18.980
novos casos em mulheres (INCA, 2018). Em 2017, a mortalidade chegou,
em territorio nacional, a 18.867 casos, 9.207 homens e 9.660 mulheres
(SIM, 2019).

Os estados da regido sul séao classificados como de elevada
incidéncia para o CCR. Neste contexto, o Rio Grande do Sul ocupa lugar
de destaque, apresentando as maiores taxas de incidéncia bruta entre
homens (42,47/100.000) e mulheres (44,80/100.000) (INCA, 2018).
Adicionalmente, o Rio Grande do Sul apresenta a maior taxa bruta de
mortalidade entre os estados da regido sul, cerca de 14 casos a cada
100.000 homens (SIM, 2013). Em Porto Alegre, essa taxa atinge
27,35/100.000 para individuos do sexo masculino e 29,64/100.000 para os
do sexo feminino (INCA, 2018).

A etiologia do CCR é multifatorial e complexa. Contudo, por ser a
neoplasia com melhor compreensédo sobre os eventos relacionados ao

seu desenvolvimento, diversos fatores genéticos, comportamentais e
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ambientais j4 foram estabelecidos. O risco de desenvolvimento destes
tumores estd intrinsecamente associado a idade, a obesidade, ao
etilismo, ao tabagismo e ao consumo de carne vermelha. Estima-se que o
consumo de alcool (2-3 unidades por dia) aumente em 20% o risco de se
desenvolver CCR. O tabagismo prolongado aumenta o risco em cerca de
50%. O consumo de carne vermelha ou carne processada aumenta o
risco 1,16 vezes a cada 100 g de carne ingerida diariamente. J4 o
consumo de graos, de vegetais frescos, de leite, de fibras e de vitamina D
sdo considerados fatores protetores para o risco de CCR (KUIPERS et al.,
2015).

1.1.2 Etiologia clinica e molecular

Assim como inumeros tumores solidos, o CCR é uma doenca
heterogénea, cuja apresentacdo clinica traduzirdA a ampla gama de
padrées moleculares possiveis (NGUYEN; DUONG, 2018). Todavia,
didaticamente, é possivel distinguir os tumores colorretais em trés
padrdes principais conforme seu histérico de ocorréncia: familiar,
hereditario e esporadico.

A etiologia familiar (10 a 30 % dos casos) se refere a ocorréncia de
tumores colorretais em individuos com historico familiar destes tumores,
mas que nado apresentam sindromes hereditarias (ARVELO; SOJO;
COTTE, 2015). J4 o CCR hereditario (5 a 10% dos pacientes) possui duas
variantes: (l) pacientes cuja ocorréncia dos tumores se associam a
guadros de polipose intestinal, as quais podem ser oriundas da polipose
adenomatosa familiar (PAF), da polipose associada ao MUTYH (MAP) ou
das sindromes polipoides hamartomatosas; e (ll) a variante ndo associada
a polipose ou HNPCC (do inglés: Hereditary Non-Poliposis Colon Cancer)
(LYNCH; DE LA CHAPELLE, 2003).

Finalmente, o CCR esporadico (70-75% dos casos) abrange os
tumores que ocorrem em pacientes em individuos sem histérico familiar
ou mutacfes herdadas, sendo a sua ocorréncia associada aos fatores de
risco classicos para a doenga (ARVELO; SOJO; COTTE, 2015). Portanto, o
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surgimento do CCR esporadico ocorre, mais frequentemente, em
pacientes acima de 65 anos, portadores de comorbidades (obesidade,
diabetes mellitus, dislipidemia) e com estilo de vida nédo saudavel
(sedentarios, tabagistas, etc.) (KEUM; GIOVANNUCCI, 2019).

O CCR é um exemplo de como tumores podem progredir de
maneira continua e progressiva. Mutagcdes que afetam genes criticos na
regulacdo dos processos de proliferacdo, de diferenciacdo e de morte
celular se acumulam em células pré-neoplasicas, promovendo maior
vantagem em relacdo as células intestinais saudaveis (PUNT; KOOPMAN;
VERMEULEN, 2017). A aquisicdo de alteracdes genéticas e epigenéticas
sequenciais estdo bem definidas no que tange a carcinogénese molecular
do CCR e séo responsaveis pela iniciacdo e progressdo de adenomas
para carcinomas. Geralmente, a formacdo dos tumores colorretais se
inicia pela transformacéo das células epiteliais da mucosa intestinal em
adenomas benignos, mas é o acumulo de maualtiplas aberracdes
moleculares o que lhes confere as capacidades de invasividade e
metastatizacdo (NGUYEN; DUONG, 2018).

A duracdo de cada fase é dificil de estimar, mas se acredita que
seja necessaria uma década para que todos o0s estagios entre
transformacédo do adenoma a carcinoma ocorram (KEUM; GIOVANNUCCI,
2019). A ordem na qual as mutacdes sdo acumuladas durante o
desenvolvimento de CCR nao é aleatdria. Aberragcfes em certos genes,
como APC (do inglés: Adenomatous Polyposis Coli) e KRAS (do inglés:
Kirsten Rat Sarcoma Viral Oncogene Homolog) sdo encontradas em
lesdes polipoides iniciais, mas os demais 0s demais eventos genéticos,
como mutacdes que causam a inativacdo de TP53 (do inglés, Tumor
Protein 53), sdo observados apenas quando 0 processo carcinogénico
esta mais avancado. Esta situacdo, em que mutacfOes especificas sédo
associadas a distintas fases do desenvolvimento tumoral, também se
traduz nos diferentes estagios clinicopatolégicos da doenca. Por isto,
estas caracteristicas indicam que intervencdes terapéuticas para alvos
moleculares especificos podem ser efetivas em determinados grupos de
pacientes (PUNT; KOOPMAN; VERMEULEN, 2017).
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A etiologia molecular do CCR é determinante para os fendétipos
clinicos e pode ser resultante de 3 principais mecanismos: instabilidade
cromossdmica (CIN, do inglés: Chromossomal Instability), fendtipo
metilador de ilhas CpG (CIMP, do inglés, CpG island Methylator
Phenotype) e instabilidade de microssatélites (MSI, do inglés,
Microsatellite Instability).

Cerca de 85% dos casos de CCR esporadico apresentam CIN, com
alteragdes no numero e na estrutura dos cromossomos. Estas alteragdes
incluem ganhos e perdas de segmentos cromossomais, gerando
rearranjos e perda de heterozigosidade, o que pode resultar em variagcdes
no numero de copias dos genes, promovendo a ativagcdo de oncogenes e
a inativacdo de genes supressores tumorais. Este mecanismo é
considerado o responsavel pelo desenvolvimento da classica sequéncia
adenoma-carcinoma descrita por Fearon e Vogelstein em 1990 (FEARON;
VOGELSTEIN, 1989; KEUM; GIOVANNUCCI, 2019; NGUYEN; DUONG,
2018). O evento chave desta via € a hiperativacdo da via de sinalizacéo
WNT, o que pode ocorrer devido a mutacdes em APC (80% dos casos) ou
mutacdes/alteracdes epigenéticas em outros componentes desta via,
como no gene da B-catenina (MULLER; IBRAHIM; ARENDS, 2016).

A MSI, por sua vez, € um fendotipo molecular decorrente da
deficiéncia ou inativacdo da via de reparo de malpareamento (MMR, do
inglés, Mismatch Repair) (KEUM; GIOVANNUCCI, 2019). Microssatélites
sdo definidos como sequéncias de 1-6 nucleotideos que se repetem de
maneira contigua entre 6 e 40 vezes. Podem ocorrer como mono-, di-, tri-
e tetranucleotideos, estando presentes mais de 100.000 vezes no genoma
humano (CARETHERS, 2017). A maioria dos microssatélites esta
localizado em regifes nao-codificantes do DNA, com apenas cerca de
150-300 em regides codificantes (CARETHERS, 2017).

As regibes de microssatélites possuem altas taxas de erros de
pareamento devido a erros exercidos pela DNA polimerase durante a
replicacdo do DNA. Em células normais, a maquinaria de reparo de
malpareamento, além da funcdo exonulease das DNA polimerases, sao
responsaveis pela correcdo destes erros e pelo reestabelecimento da

sequéncia correta do DNA, algo impossivel de ser realizado em células
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com deficiéncia em MMR. Nestas células, a insercdo/delecdo progressiva
de nucleotideos sem reparo adequado resulta no aparecimento de alelos
com sequéncias mais curtas ou mais longas quando comparadas as
sequéncias dos alelos de células saudaveis (NGUYEN; DUONG, 2018).
Essas alteracdes podem criar mutacbes do tipo frameshift dentro de
microssatélites em &reas codificantes de genes supressores tumorais
e/lou proto-oncogenes, resultando na inativacdo da proteina e
contribuindo para a tumorigénese colorretal (MULLER; IBRAHIM;
ARENDS, 2016). Nos tumores colorretais, a MS| esta presente em cerca de
15-20 % dos casos de CCR esporadicos e em cerca de 95 % dos casos
dos tumores colorretais de etiologia hereditaria n&do-polipoide (NGUYEN;
DUONG, 2018).

Finalmente, o fenotipo CIMP decorre da perda de metilacédo global e
do ganho de metilagcdo em promotores génicos dotados de dinucleotideos
CG repetitivos — ou ilhas CpG. CIMP ocorre em cerca de 20 % dos
tumores colorretais esporadicos (NGUYEN; DUONG, 2018). Existe uma
sobreposicédo entre as vias CIMP e MSI na carcinogénese colorretal,
embora estes fendtipos moleculares possuam caracteristicas diferentes,
eles ndo sdo mutuamente exclusivos. CIMP e MSI estédo correlacionados,
jA& que hipermetilacdo de MLH1, um gene-chave da via MMR, é um
mecanismo que inativa esta via e leva a MSI. Aproximadamente 70% dos
casos de tumores colorretais com elevado nivel de MSI (MSI-H, do inglés:
MSI-High) também apresentam CIMP (KEUM; GIOVANNUCCI, 2019;
NGUYEN; DUONG, 2018).

1.1.3 Diagnoéstico e estadiamento

O diagnéstico do CCR se da através do resultado de testes de
rastreamento oncoldgico ou da avaliacdo de paciente com sintomas. O
CCR apresenta diversos sintomas como alteracdes no habito intestinal,
desconforto abdominal, perda de peso ou presenca de sangue nas fezes.
A colonoscopia é utilizada como método de rastreamento, em grupos de
meédio risco (pessoas com 50 anos ou mais) e alto risco (pessoas com

histoérico pessoal ou familiar de CCR, de doencas inflamatdrias) e como
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meétodo de investigacdo em pacientes sintomaticos (KUIPERS et al., 2015)
(Ministério da Saude, 2014, INCA, 2019).

Para a confirmacdo do diagndstico é imprescindivel a realizagdo de
biépsia, que pode ser realizada em cirurgia de resseccdo do tumor (em
casos de procedimento de emergéncia) ou durante a colonoscopia, em
gue se realiza a retirada de um fragmento do tumor (INCA, 2018). A partir
da biopsia ou da peca cirargica sera realizado o exame histolégico, no
gual é aplicado um sistema de estadiamento que ird analisar a forma

anatomopatoldgica do tumor.

Para tanto, a classificacao utilizada foi elaborada pela AJCC (do
inglés: American Joint Committee) e pela UICC (do inglés: International
Union Against Cancer) e se chama TNM (do inglés: Tumour-Node-
Metastasis). Ela € composta por uma classificacdo clinica pré-operatoria e
patologica poés-operatdria: classificacdo clinica (cTNM), classificacao
patoléogica pos-operatéria (pTNM) e classificacdo apoOs terapia
neoadjuvante e cirurgia (ypTNM). Esta classificacdo avalia o grau de
invasdo mural do tumor (T), o comprometimento de linfonodos (ou a
presenca de metastases nodais) (N) e a presenca de metastases a
distancia (M) (AJCC, 2019). ApOs o estadiamento, serd definido o

tratamento mais adequado.

A unido da avaliacdo de T, de N e de M determina o estadiamento da
lesdo do paciente. De modo geral, tumores limitados ao c6lon (estadios |,
lla e IIb) apresentam alta taxa de sobrevivéncia apds 5 anos (92%, 87% e
63% respectivamente). Contudo, para pacientes com doenca avancada
(estadio 1V), a taxa de sobrevida apds 5 anos € de apenas 11% (NCCN,
2018). Em caso de metastases hepaticas ressecaveis, a resseccao
completa do tumor hepatico pode resultar em sobrevivéncia de 5 anos de
25 a 40% (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

De maneira geral, tumores de c6lon em estagio | e Il de baixo risco
recebem tratamento exclusivamente cirargico. Contudo, pacientes em
estagio Il de alto risco (maior invasividade ou T4, perfurados ou

obstruidos, com baixo grau de diferenciacdo celular, com invasao
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linfovascular e histologia mucinosa) e lll tém indicacdo de quimioterapia
adjuvante baseada em 5-fluorouracil (5-FU) (O’CONNELL et al., 2008,
MINISTERIO DA SAUDE, 2014). Pacientes com doenca avancada (V) tém
indicagcdo, em primeira linha, de esquemas combinados que poderao
conter 5-FU, leucovorina, oxaliplatina e irinotecano (cujos esquemas sao
denominados FOLFOX, XELOX, FOLFIRI e FOLFIRINOX), mas podem
também receber terapias biolégicas, como bevacizumab, cetuximab,
regorafenib, prescritas ap6s testes moleculares especificos para predi¢céo
da eficacia das drogas (NCCN, 2018). Estas terapias incluem os inibidores
de VEGF (HANSEN et al., 2013), EGFR (RAGULAN et al., 2019) e PD-1/PD-
L1 (LE et al., 2015).

Em sendo a leséo primaria localizada no reto, tumores a partir do
estagio Il serdo indicados a radioterapia associada ou ndo a quimioterapia
neoadjuvante. O objetivo desta modalidade de tratamento é reduzir o
tamanho da lesdo de maneira a preservar a funcionalidade o 6rgéo apoés a
resseccdo da lesdo e reduzir o risco de recorréncia local da doenca
(KNIJNENBURG et al., 2018). De qualquer forma, todos os esquemas
terapéuticos em primeira linha para o tratamento das neoplasias
colorretais seréo baseados em 5-FU (MINISTERIO DA SAUDE, 2014).

1.1.4 Agentes citotoxicos e combinacdes no tratamento do
CCR

Os agentes antineoplasicos mais utilizados no tratamento de CCR
(5-FU, oxaliplatina e irinotecano) exercem seus efeitos citotéxicos sobre
as células tumorais através da inducdo de danos ao DNA e da disrupc¢éo
do metabolismo de nucleotideos. O 5-FU é considerado, desde os anos 60
até hoje, o pilar de todos os regimes de tratamento combinados utilizados
no tratamento do CCR. Regimes contendo 5-FU reduzem a taxa de
recidiva em 17% e aumentam a sobrevida global em torno de 15 % (GILL
et al., 2004; TWELVES et al., 2011).

O 5-FU é um anélogo da pirimidina, ativado por fosforilases e
cinases. Ele possui trés possiveis mecanismos de acdo: (a) incorporagao

do metabdlito fluorouridina-5-trifosfato (FUTP) ao RNA no lugar do
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trifosfato de uridina (UTP), produzindo um RNA alterado e interferindo
com a sintese proteica; (b) inibicdo da timidilato sintetase (TS) pelo o
metabdlito ativo FAUMP (monofosfato de fluorodesoxiuridina), o que
resulta em uma diminui¢cdo na producdo de timidina, desequilibrio do pool
de nucleotideos disponiveis, incorporacdo de uracila ao DNA e formacgéo
de quebras simples (SSB, do inglés: Single Strand Breaks); (c)
incorporagdo do metabolito trifosfato de fluorodesoxiuridina (FAUTP) no
DNA (LONGLEY; HARKIN; JOHNSTON, 2003; MATUO et al., 2010).

A oxaliplatina, por sua vez, € um agente platinado que forma
ligacOes intra e intercadeia com o DNA. A maioria das lesdes citotoxicas
sdo adutos intracadeia, formados principalmente entre duas guaninas
adjacentes. A formacdo dos adutos de DNA com metabdlitos ativos da
oxaliplatina impede a ligagdo da maquinaria de reparo de excisédo de
nucleotideos (NER, do inglés: Nucleotide Excision Repair) e de
malpareamento nas lesdes, inibindo a sintese de DNA. Assim, oxaliplatina
afeta a integridade do DNA e induz apoptose (COMELLA; SANDOMENICO,
2009; CULY et al., 2000). A oxaliplatina € utilizada junto ao 5-FU e a
leucovorina no esquema denominado FOLFOX, ou junto a capecitabina, a
pro-droga do 5-FU para administracao por via oral, no esquema XELOX. A
adicdo de oxaliplatina aumenta a sobrevida livre de doenca em 5 anos de
6,2 a 7,5% e a sobrevida global de 2,7 a 4,2%, em pacientes com estagio Il
de cancer de colén (TWELVES et al., 2011).

Outra combinacdo bastante utilizada em neoadjuvancia para o
tratamento de CCR metastatico € o FOLFIRI, composto por 5-FU, por
leucovorina e por irinotecano. O irinotecano € um analogo sintético da
camptotecina, um poderoso inibidor de topoisomerase |. Durante a
replicacdo, a topoisomerase | cria uma quebra simples transiente no DNA
gue serd posteriormente religada. O irinotecano estabiliza o complexo
DNA-topoisomerase | (TOP1) e impossibilita a religacéo da fita. Durante a
replicacdo do DNA, a colisdo da forquilha de replicacdo com o complexo
DNA-topoisomerase | resulta em quebras duplas, ativando a cascata
apoptética (FUCHS; MITCHELL; HOFF, 2006). Em comparacdo ao 5-FU
empregado isoladamente ou em combinacdo com a Leucovorina, 0

esquema FOLFIRI aumenta o tempo médio de progresséao livre de doencga
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de 4,3 meses para 7 meses e de sobrevida global de 14,1 para 17,4 meses
(CASSIDY et al., 2011; DOUILLARD et al., 2000). Estudos clinicos de fase
[l comparando FOLFOX e FOLFIRI demonstraram que ambos possuem
taxas de resposta similares (54% e 56%, respectivamente), assim como
tempos livres de progressédo da doenca (8 e 8,5 meses, respectivamente)
(TOURNIGAND et al., 2014).

Mais recentemente, especialmente em se tratando da abordagem do
cancer colorretal metastatico (MCCR), grandes avancos tém sido
alcancados. Podemos apontar quatro classes principais de drogas que
estdo sendo adicionadas aos esquemas classicos de tratamento do CCR:
(1) anticorpos monoclonais inibidores de VEGF (do inglés: Vascular
Endotelial Growth Fator): Bevacizumabe e Aflibercept; (2) anticorpos
monoclonais inibidores de EGF (do inglés: Epidermal Growth Fator),
utilizados em pacientes que ndo possuem tumores com mutacdes no
gene RAS (do inglés: Kirsten Rat Sarcoma virus): Cetuximabe e
Panitumumabe; (3) inibidores de quinases (Regorafenibe). (4)
imunoterapia com anticorpos monoclonais que inibem PD-1 e PD-L1 para
tumores com deficiéncias em MMR (SVEEN, 2019).

A angiogénese representa um dos componentes mais importantes
do desenvolvimento tumoral e do processo metastatico. Um dos
principais responsaveis pela angiogénese € a atividade do VEGF,
responsavel pela proliferacdo de células endoteliais e pela formacédo de
vasos. O bevacizumabe é um anticorpo monoclonal humano
desenvolvido contra o VEGF. Por exemplo, o uso associado de
Bevacizumabe e de FOLFIRI aumenta os tempos de sobrevida livre de
doenca em até 5 meses em relacdo ao uso apenas do esquema citotoxico
(HOPIRTEAN; NAGY, 2018).

Outra via de sinalizagcdo tumoral responsavel pelo crescimento e
pela capacidade de metastatizagcdo do tumor € a do EGFR. O aumento na
expressdo deste receptor em pacientes com CCR aumenta a
probabilidade de desenvolvimento de metastases e reduz a sobrevida
(WANG et al., 2018). Os anticorpos monoclonais Cetuximabe e
Panitumumabe agem ligando-se a esse receptor. A combinacdo de

Cetuximabe e de irinotecano em pacientes com progressdo de doenca
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resultou em aumento do intervalo livre de progressdao em 4 meses
(PATHAK et al., 2018).

1.2 Reparo do DNA e Cancer Colorretal

Diariamente o DNA é exposto a uma variedade de agentes e de
processos que podem danifica-lo. Estes danos podem ser causados por
processos enddgenos, como as lesGes oxidativas causadas por produtos
do proprio pelo metabolismo celular, ou exdgenos, a partir da exposicao a
agentes ambientais, e quimioterapicos (LORD, 2012). As lesdes causadas
ao DNA, se perpetuadas, podem levar a instabilidade gendmica e,
posteriormente, ao cancer. Para evitar a instabilidade genémica e manter
a integridade do DNA, as células possuem complexos e sofisticados
sistemas de mecanismos para manter a integridade genémica, sao eles:
sistema de reparo do DNA, tolerancia a dano, checkpoints de ciclo celular
e vias de morte celular, que coletivamente garantem a reducao dos efeitos
deletérios do dano ao DNA.

O comprometimento ou a perda da efetividade do reparo de DNA é
um determinante para a progressao de cancer e, posteriormente, para a
resposta tumoral a terapia. Identificadores da presenca de danos ao DNA,
ativadores e efetores de resposta ao dano podem ser agrupados em vias
funcionais definidas por critérios genéticos, bioquimicos e mecanisticos.
Proteinas da mesma via frequentemente trabalham em unissono para
consertar um tipo especifico de dano.

Essas vias sdo didaticamente divididas em: reparos direto e por
excisdo, esse composto pelas vias de reparo por excisdo de bases (BER,
do inglés: Base Excision Repair) e nucleotideos (NER), responsaveis pela
identificacdo e processamento de lesGes em bases e nucleotideos; reparo
de mal pareamento (MMR), que corrige pequenos loops de insercdes e
delecdes; reparos por recombinacéo, compostos pelas vias de reparo por
Recombinacdo Homologa (HR, do inglés: Homologous Recombination) e
juncdo de exterminadas n&o homdélogas (NHEJ, do inglés: Non-
Homologous End Joining), que processardo, principalmente, quebras

duplas; e, finalmente, a Sintese Translesédo (TLS, do inglés: Translesion
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Synthesis), que opera independentemente ou em conjunto com outras
vias diante promovendo a tolerancia a erros que bloqueiam a atividade
das DNA polimerases e a via de Fanconi, especializada no reparo de
crosslinks (FA, do inglés: Fanconi Anemia) (CHATTERJEE; WALKER,
2017; KNIJNENBURG et al., 2018).

A compreensdo do sistema de resposta a danos ao DNA é essencial
para a compreensado e para o desenvolvimento da terapéutica no cancer,
afinal, muitos dos agentes empregados exercem citotoxicidade
especificamente induzindo danos ao DNA. Portanto, de forma geral,
desequilibrios, insuficiéncias ou deficiéncias nessas vias, sdo alvos
estratégicos que garantem que a incapacidade de reparo de lesfes

induzidas por agentes antineoplasicos induza processos de morte celular.

Os principais exemplos clinicos deste conceito se referem ao
sucesso do emprego de agentes indutores de danos ao DNA em tumores
com deficiéncia especifica comprovada em alguma das vias de reparo.
Embora o racional 6bvio para a inducdo de morte celular seja a geragcéao
de danos ao DNA impossiveis de serem processados pela célula, nem
sempre este mecanismo diretamente é o que garante o sucesso dos

agentes indutores de danos ao DNA.

Por exemplo, glioblastomas com metilacdo no promotor do gene
MGMT, responsavel pela producdo da enzima OS-Metilguanina
Metiltransferase (MGMT), apresentam marcada sensibilidade ao agente
alquilante temozolomida (TMZ) (HEGI et al, 2005). Diferentemente,
tumores de ovario, de mama e de préstata, com mutacfes germinativas
em BRCA 1 e BRCA 2, envolvidos no reparo de quebras duplas, sdo
altamente sensiveis a inibicdo da proteina Poli (ADP-Ribose) Polimerase-1
(PARP1) e ndo a inducado direta de danos ao DNA. PARP1 é um dos
principais sinalizadores da presenca de quebras no DNA e, neste
contexto, atua como alvo letal na deficiéncia da via HR decorrente de
mutacdes nos genes BRCA1 e BRCA2 (MATEO et al., 2019).
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Finalmente, deficiéncias em MMR em tumores colorretais garantem
sensibilidade a imunoterapia (LE et al., 2015). A elevada carga mutacional
destes tumores leva a producdo de neoantigenos, os quais elevam a
resposta imune antitumoral que, contudo, é bloqueada pela expresséo de
PD-L1 pelas proprias células tumorais, impedindo a acdo do sistema
imune. A imunoterapia neste caso, bloqueia PD-L1 e reestabelece a
atividade antitumoral do sistema imune em tumores colorretais
deficientes em MMR (LE et al., 2017).

1.2.1 Reparo do DNA e resisténcia ao 5-FU

No contexto do CCR, a relevancia classica dos sistemas de reparo é
evidenciada pela atuacdo do MMR. Enquanto apenas recentemente a
pesquisa por deficiéncias dessa via se tornou o marcador preditivo de
resposta a imunoterapia, este mesmo fendétipo molecular foi descrito em
1993 em tumores colorretais hereditarios, na doenca referida como
Sindrome de Lynch (DA SILVA et al., 2016). Enquanto na sindrome de
Lynch a deficiéncia de MMR decorre de mutacdes nos genes MLH1 e/ou
MSH2 em células germinativas, nos tumores colorretais esporadicos é
resultado da inativacdo epigenética de MLH1 (DUDLEY et al., 2016;
SARGENT et al., 2010).

A principal marca resultante da deficiéncia de MMR é a MSI,
identificada em cerca de 15-20% dos tumores colorretais esporadicos.
Tumores colorretais com MSI sdo mais frequentemente diagnosticados
no coélon direito e em estagios iniciais, embora apresentem maior
invasividade e maiores graus de diferenciacao celular (KANG et al., 2018).
Apesar de apresentarem, em meédia, uma taxa de sobrevivéncia 15 %
maior do que pacientes com proficiéncia de MMR (POPAT; HUBNER;
HOULSTON, 2005) estes pacientes parecem n&o se beneficiar da
quimioterapia baseada em 5-FU (KLOOR; VON KNEBEL DOEBERITZ,
2016; RIBIC et al., 2003).
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O MMR possui dois dimeros proteicos: MutS, que pode ser
encontrado em sua forma a (formada pelo dimero MSH2/MSH6) ou
(formada por MSH2/MSH3), responsaveis pelo reconhecimento do
malpareamento; e MutL que pode ser encontrado na forma a (MLH1 e
PMS2) ou B (formada por MLH1 e PMS1) que ira coordenar o reparo da
lesdo (HEWISH et al., 2010). O reparo mediado por MMR pode ser dividido
em quatro etapas: (1) reconhecimento do malpareamento pelo
heterodimero MutS, MutSa é responsavel pelo reconhecimento de
insergcoes e delegcoes pequenas (até 3 nucleotideos), MutSB reconhece
malpareamentos causados por insercfes/delecdes maiores (até 13
nucleotideos); (2) a excisdo da porcdo da fita em que o0 erro esta
localizado € realizada quando MutSa ou MutSf recruta MutLa formando
um complexo tetramérico que ira realizar a incisdo do DNA formando um
flap, o qual sera excisado por RPA e Exo1; (3) a DNA polimerase & é
responsavel pela ressintese do DNA com base na fita molde; (4) a
religacdo da extremidade da fita original e da fita molde é realizada pela
DNA ligase | (LIU; KEIJZERS; RASMUSSEN, 2017) (FIGURA 1).
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Figura 1. Reparo de malpareamento. Adaptado de BRIERLEY;
MARTIN, 2013.

Como observado anteriormente, o 5-FU é o pilar dos tratamentos

combinados utilizados no CCR. 5-FU & um andalogo de uracila com um
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atomo de fluor na quinta posicdo e € metabolizado pela célula como a
uracila. A atividade citotoxica de 5-FU requer ativagcdo metabdlica por
fosforilases e cinases celulares. Ha a conversdo de 5-FU em
fluoronucleotideos e FAUMP. O mecanismo de acdo de 5-FU tem como
base a disfungcdo do metabolismo de timina e sua incorporagdo no DNA.
O metabdlito FAUMP inibe a timidilato sintase (TS) resultando no
desequilibrio do pool de nucleotideos com diminuicdo dos niveis de
dTMP e aumento da concentracdo de dUMP. A maioria das DNA
polimerases tem pouca discriminacdo entre dTTP e dUTP, assim, o
aumento da concentracdo de dUMP resulta na incorporacao de uracila no
DNA (IWAIZUMI; TSENG-ROGENSKI; CARETHERS, 2011). A incorporacao
de dUMP ao DNA durante a replicagao sera identificada pelo complexo
hMutSa, com maior afinidade, ou pelo complexo hMutS do MMR.

Estima-se que cerca de 10% do 5-FU incorporado ao DNA seja
reconhecido pelo MMR havendo assim a sinalizacdo para reparo ou para
morte celular de maneira dependente de MMR. Em células proficientes no
reparo de malpareamento, um ciclo de reparo errébneo pode ocorrer, ja
gue a maquinaria de MMR ir& identificar o malpareamento e tentar repara-
lo. No entanto, como hé& a inibicdo da timidilato sintase e a consequente
diminuicdo de timina no pool de nucleotideos, uracila e metabdlitos de 5-
FU continuam sendo erroneamente incorporados ao DNA, levando a um
ciclo futil que leva a morte celular. Em pacientes com deficiéncia de MMR
estes eventos n&o ocorrem, a uracila e os fluoronucleotideos
incorporados ao DNA nao serdo processados por MMR, o que leva a
resisténcia ao 5-FU (TAJIMA et al., 2011). Assim, células proficientes em
MMR tém maior sensibilidade a 5-FU quando comparadas a células com
deficiéncia em MMR.

Os danos no DNA induzidos pelo 5-FU podem ser reparados pelo
MMR e pelo BER, mas pouco se sabe ainda sobre a natureza do crosstalk
entre essas vias de reparo do DNA, além do fato de compartilharem
substratos. Algumas evidéncias sugerem que o complexo MutS, mais
precisamente pela atividade de MSH6, seja o requisito a montante da

toxicidade do 5-FU. Paralelamente, viu-se que as endonucleases do BER
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agem na mesma via do MMR cléassico, colaborando na resposta ao 5-FU
(SENGUPTA et al., 2013).

Caso a lesdo ao DNA néo tenha sido reparada por MMR, o BER
identifica e inicia a remocao da base danificada por uma DNA glicosilase
especifica, seguido pela incisdo do local da lesdo pela propria DNA
glicosilase ou uma AP endonuclease (APE1). Na via curta de BER (SP-
BER, do inglés: Short-Path Base Excision Repair), a DNA polimerase 8
(PolB) insere uma base na quebra simples resultante, seguida pela ligagao
fosfodiéster com a Ligase lll. Na via longa de BER (LP-BER, do Inglés:
Long Patch Base Excision Repair) a flap endonuclease 1 (FEN1) com
assessoria de PCNA (do inglés, Proliferating Cellular Nuclear Antigen)
fazem a remocéao do flap de bases lesionadas antes da ligacéo pela ligase
| (BEARD et al., 2019)(FIGURA 2).
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Figura 2. Via de reparo por excisdo de bases. Adaptado de BEARD et
al., 2019.
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No caso do 5-FU, a uracila e fluoronucleotideos mal inseridos no
DNA séo identificadas por uma das cinco uracil-DNA glicosilases (UDGSs)
gue irdo excisa-las, levando a formacdo de um sitio abasico (WYATT,;
WILSON Illl, 2009). Embora a excisdo de uracila ndo seja essencial para a
citotoxicidade do 5-FU, um reparo incompleto pode levar ao acumulo de
intermediarios citotéxicos, incluindo sitios abasicos e quebras simples no
DNA, que, em ultima instancia, podem provocar a morte celular (MATUO
et al., 2010).

Nessa via, a enzima PARP1 atua como um fator acessorio, ao se
ligar a quebras simples e ao recrutar enzimas do BER para a conclusao
do processo de reparo (ROULEAU et al., 2010). Ela é responsavel pelo
recrutamento de XRCC1 (do inglés, X-Ray Repair Cross-Complementing
Protein 1) ainda no inicio da via, a qual age como um arcabouco para o
recrutamento das outras proteinas, incluindo APE1, Polf e Ligase Il
(BEARD et al., 2019). Caso haja falha na sinalizacdo de quebras simples
por PARP1, pode haver a formacdo de quebras duplas no DNA, gque se
ndo reparadas pela via de recombinacdo homéloga levaram a célula a

morte (Figura 3).
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Figura 3. Esquema da citotoxicidade de 5-fluorouracil
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1.3 PARP1 e Inibidores de PARP

PARP1 é uma enzima nuclear e constitutivamente expressa, e é 0
membro fundador da familia de proteinas cuja primeira descri¢cdo ocorreu
em 1963 (CHAMBON 1963). A familia de PARPs conta com 17 membros
(HASA, 2008), que tém em comum o uso de NAD* como substrato para
transferir a ADP-ribose para si mesmo, proteinas receptoras e histonas
(LEUNG, 2017), atividade denominada parilagéo.

A reacdo de poli (ADP-ribosilagcdo) é deflagrada através da
interacdo de PARP1 com sitios danificados no DNA. Os dedos de zinco de
PARP1 reconhecem os danos no DNA, levando a desestabilizacdo da
regido auto inibitoria do dominio catalitico de PARP1, (ADP- ribosil)
transferase (ART). Utilizando a forma oxidada de NAD" como substrato,
PARP1 catalisa a ligacao covalente de poli (ADP-ribose) nos residuos de
glutamato, aspartato, lisina, tirosina e serina das proteinas-alvo
(ALEMASOVA; LAVRIK, 2019).

A parilacdo contribui para diversas funcdes de PARP1 no reparo do
DNA, incluindo o reparo de quebras simples e duplas, estabilizacdo de
forquilhas de replicacdo e modificacdo da estrutura de cromatina (LEUNG,
2017). PARP1 é também responsavel pela identificacdo e sinalizacao
rapida dessas quebras simples ligando-se ao local da quebra. Diante
desta lesdo, PARP1 se autoparila e se autoativa e, em seguida, parila
outras proteinas. Portanto, a inibicdo quimica do sitio de parilacdo da
PARP1 causa a sua manutencdao no local da lesdo impedindo o reparo.

A estratégia de inibichio de PARP envolve, particularmente, a
inibicdo catalitica da atividade de PARP1 em tumores que possuem
alteracbes em genes envolvidos no reparo de quebras duplas do DNA.
Nestes tumores, a abordagem em que a inibicdo concomitante de dois
genes ou proteinas incorre em morte celular denomina-se letalidade
sintética (O’NEIL; BAILEY; HIETER, 2017). De fato, os inibidores de PARP
(PARPIis) foram considerados os primeiros inibidores de reparo do DNA.

A monoterapia com os PARPis Olaparib, Rucaparib e Niraparib é
atualmente empregada no tratamento de tumores de mama, de ovéario e de

préstata que carregam mutacdes somaticas ou adquiridas nos genes
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BRCA1 ou BRCA2 (ASHWORTH; LORD, 2018; ZIMMER et al., 2018). Estes
agentes atuam como inibidores de PARP1/2, especialmente pela
abundancia e relevancia de PARP1 no contexto da resposta a danos ao
DNA (LORD; ASHWORTH, 2017).

Inicialmente, acreditava-se que a letalidade sintética nestes
tumores era fruto do (1) acumulo de quebras simples e (2) da converséao
das quebras simples nao reparadas a quebras duplas na forquilha de
replicacdo, as quais precisam de BRCA para iniciar o reparo (MURAI
2018). Hoje, sabe-se que a citotoxicidade dos PARPis é mediada pela
capacidade destes agentes em estabilizar os complexos PARP-DNA nas
quebras simples, o que é chamado de “PARP trapping” (POMMIER,;
CONNOR; BONO, 2016). (Tabela 1) (Figura 4).

Quebra Simples
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o (- /TR
\L Quebra Dupla
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Auto Y ; I

Parilagao 1

P AR t3pping \ HR proficiente HR deficiente

Reparo do DNA Nao ha reparo do DNA

SN\ TAYN

Sobrevivéncia Celular Morte Celular

Figura 4. Letalidade sintética de PARPi. Adaptado de MATEO et al., 2019.

Este mecanismo é muito mais téxico do que a geracdo de muitas
guebras simples pela inativacdo de PARP1, pois leva a um bloqueio da
replicacdo e a ativacdo dos checkpoints mitéticos, mantendo as células
paradas na fase S do ciclo celular. Assim, fica claro que ha um imenso
potencial para o emprego de PARPis como um agente indutor de danos
ao DNA em tumores que sejam deficientes na via de reparo por
recombinacdo homodloga (MURAI;, POMMIER, 2019). Portanto, como o0s

complexos PARP-DNA sdo obstaculos para a replicacdo celular, a
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estabilizacdo da forquilha de replicacdo é descrita como um dos
principais mecanismos de resisténcia aos PARPis (MURAI, 2017).

Tabela 1. Comparacgéo entre os inibidores de PARP aprovados para uso

clinico.
IC50 para _
S Poténcia de
inibicdo da _ o
o “trapping” (vs. Indicacédo clinica
atividade _
o Olaparib)
catalitica (uM)
Monoterapia em regime
de manutencéo para
] tumores de mama e
Olaparib 0,006 1
tratamento de tumores de
ovario com mutacfes em
BRCA
Monoterapia em regime
Niraparib 0,06 2 de manutencédo para
tumores de ovario
Monoterapia em regime
de manutencao para
Rucaparib 0,021 1 tumores de mama e
tratamento de tumores de
ovario com mutacdes
Monoterapia para
tumores de mama HER2
Talazoparib 0,004 100 negativos avangados ou
com suspeita de mutagao
em BRCA
o Combinagdo com outros
Veliparib 0,030 <0,2

agentes ainda em estudo

Adaptado de MURAI; POMMIER, 20109.

Até agora, uma estratégia clinica bem-sucedida para o uso de
PARPis em combinagcdo com quimioterapia ainda néao foi desenvolvida.

Os PARPIis entraram na clinica pela primeira vez em 2003 em combinacéo
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com agentes citotéxicos que danificam o DNA, com base em estudos pré-
clinicos que demonstraram seu potencial de quimio- e radio
sensibilizagdo. No entanto, todos os estudos iniciais demonstraram o
mesmo desafio clinico: ao inibir o reparo de quebras no DNA, a toxicidade
nos tecidos saudéavel era muito elevada (YAP et al., 2019).

Embora ainda empregados somente sob a forma de monoterapia
(Tabela 1), ja& esta bem estabelecida a sensibilidade cruzada entre os
PARPiIs e agentes platinados. Inclusive, os PARPis sdo a Unica classe de
agentes antineoplasicos com indicacdo exclusiva a tumores previamente
tratados com determinados agentes, como a cisplatina. Embora a inibic&o
de PARP e o reparo de adutos e crosslinks induzidos pela cisplatina nao
compartilhem das mesmas vias, tumores de ovario com mutagdes em
BRCAZ2 sédo sensiveis a ambos os agentes. Adicionalmente, tumores de
ovario com deficiéncias em NER s&o marcadamente mais sensiveis aos
PARPis — dai a indicacéo clinica de Olaparib e de Rucaparib a tumores
previamente tratados com cisplatina (COLEMAN et al., 2017,
KONSTANTINOPOULOS et al., 2015).

PARPis apresentam altissimo sinergismo com agentes alquilantes,
como a temozolomida, e inibidores de TOP1l, como a camptotecina.
Ambos induzem guebras simples no DNA, as quais séo sinalizadas pela
PARP1. Todavia, 0s mecanismos que explicam este sinergismo sao
completamente diferentes. No caso da TMZ, este efeito é causado pelo
trapping de PARP e pela inibicdo da parilacdo (SHELTON et al., 2013). Em
relacdo aos inibidores do TOP1, o efeito resulta da inibicdo da atividade
catalitica de PARP1 (DAS et al., 2014). Portanto, vé- se que a sensibilidade
aos PARPis depende muito mais da forma como eles se ligam aos
substratos de DNA do que a presenca de alguma deficiéncia intrinseca na

resposta a danos ao DNA.

1.3.1 Inibidores de PARP no tratamento do cancer colorretal

As primeiras investigacdes sobre o uso dos PARPis no tratamento

do CCR foram com o inibidor ABT-888, mais tarde conhecido como
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veliparibe (GENG et al., 2011). Seguindo a premissa de que os PARPis
aumentariam a sensibilidade aos compostos genotdxicos nas células
tumorais, o efeito dos PARPis tem sido testado em células de tumores
colorretais em combinagdo com o irinotecano, a oxaliplatina, o 5-FU e a
radiagdo ionizante.

Um estudo observou uma resposta sinérgica do ABT-888 com
oxaliplatina e com irinotecano em células de CCR (DAVIDSON et al.,
2013). Outro estudo demonstrou que a adicdo de ABT-888 aumentou a
sensibilidade das células de CCR a radiacdo (SHELTON et al., 2013),
apoiando ainda mais a hip6tese de que o PARPi é uma opcao viavel para
melhorar a resposta aos esquemas terapéuticos atuais no CRC. Um
recente estudo aberto de fase Il avaliou a eficacia do veliparibe PARPi em
combinagdo com temozolomida em pacientes com mCCR refratarios as
terapias padrao. Cinquenta pacientes foram incluidos no estudo, 24%
exibiram resposta de controle da doenca e 4% mostraram resposta parcial
a terapia combinada (PISHVAIAN et al., 2018).

Um dos mecanismos determinantes para a sensibilidade aos
PARPis é a presenca de bases danificadas. Isto acontece porque estas
lesdes necessitam de PARP1/2 para o inicio do BER. PARP1/2 se liga ao
fosfato da 5’-desoxirribose (5’-dRP) gerada apds a clivagem de sitios
abasicos pela APEL. Por sua vez, a ativacdao de PARP recruta a proteina
de arcabouco XRCC1 do BER com polimerase B (POLB) e ligase lll. Isso
explica por que as células com deficiéncia de XRCC1l- e POLB séao
hipersensiveis a PARPis com mais PARP1l ligada ao DNA (MURAI;
POMMIER, 2019).

A letalidade sintética tem sido claramente demonstrada em células
gue possuem defeitos nas vias de reparo de quebras duplas do DNA,
especificamente células com mutacbes em BRCA (LORD and
ASHWORTH, 2017; McCABE et al, 2006). Por esta razdo, pode-se predizer
gue células de CCR que respondem bem a PARPi devem possuir defeitos
em proteinas do reparo de quebras-duplas. Um estudo observou que
células de CCR que carregavam mutacao que inativavam ATM possui uma
aumentada sensibilidade ao PARPi Olaparib, devido a alteracGes na

sinalizacdo de checkpoint celular (WANG et al, 2017). Estes dados se
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correlacionam com estudos anterior em canceres géastrico e de pulméo
gue encontraram que a perda de ATM aumentava a sensibilidade a
inibicdo de PARPi (KUBOTA et al, 2014; SCHMITT et al, 2017). Entretanto,
devido ao limitado numero de modelos para estudos pré-clinicos, estes
resultados ainda necessitam de confirmacdo em estudos clinicos
maiores.

Além de explorar defeitos no reparo de quebras duplas em células
de CCR, foi postulado que células que exibem MSI também podem ser
suscetivel a inibicdo de PARPi. Em 2014, um estudo demonstrou que a
perda de MRE11 em células de CCR com MSI apresentavam uma maior
sensibilidade ao PARPiI ABT-888 (VILAR et al, 2011). Uma das explicacdes
possiveis € a inducdo de mutacdes em genes do reparo de DNA nestas
células, o que conferiria um fendtipo de deficiéncia de reparo e tornaria
estas células mais suscetiveis aos efeitos da inibicdo de PARP. Esta
hipotese foi apoiada em modelos de malignidades mieloides (GAYMES et
al, 2013). Um estudo clinico de fase Il investigou um uso off-label de
PARPi em células de CCR com MSI e MSS (do inglés: microsatellite
stability) para determinar se o status de microssatélites poderia ser
utilizado como um marcador preditivo de resposta aos PARPi. Os
resultados do estudo sugerem que PARPi em monoterapia ndo afetou o
desfecho dos pacientes independentemente do status de microssatélites
(LEICHMAN et al, 2016). Enquanto PARPi em monoterapia foram
aprovados para o tratamento de outros tipos de canceres que exibem
deficiéncia no reparo de recombinacdo homéloga, PARPi ndo séao
utilizados em pacientes com CCR. Entretanto, apesar da importancia da
instabilidade de microssatélites para o CCR e da utilizacdo de 5-FU nos
esquemas de tratamento destes tumores a utilizacdo de inibidores de
PARP nestes casos ainda nao foi aprofundada. Portanto, nossa hipotese
€ de que causando dano ao DNA, através da exposicdo a 5-FU, e
impedindo a resposta a danos do DNA, através da exposicdo ao inibidor
de PARP, criaremos uma nova estratégia de sensibilizacdo ao 5-FU em

tumores colorretais com deficiéncia em MMR.



38

2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Avaliar a influéncia da funcionalidade da via de reparo de
malpareamento (Mismatch Repair) sobre a citotoxicidade do 5-
fluorouracil mediada pelo inibidor de PARP, o Olaparib.

2.2 Objetivos Especificos

o Avaliar viabilidade das células de céncer colorretal HCT116
(deficientes em MMR) e HT29 (proficientes em MMR) tratadas com 5-FU
e Olaparib em combinacéo;

o Avaliar o potencial de formacdo de colénias das linhagens HCT116
(deficientes em MMR) e HT-29 (proficientes em MMR) tratadas com 5-
FU e Olaparib em combinacéo;

o Avaliar os mecanismos de morte celular das linhagens HCT116
(deficientes em MMR) e HT29 (proficientes em MMR) tratadas com 5-FU
e Olaparib em combinacéo;

o Avaliar o ciclo celular das linhagens HCT116 (deficientes em MMR) e
HT-29 (proficientes em MMR) tratadas com 5-FU e Olaparib em
combinacéao;

o Avaliar a formacdo de dano ao DNA por cometa alcalino nas linhagens
HCT116 (deficientes em MMR) e HT-29 (proficientes em MMR) tratadas
com 5-FU e Olaparib em combinacéao;

o Avaliar o potencial de ades&o das linhagens HCT116 (deficientes em
MMR) e HT-29 (proficientes em MMR) tratadas com 5-FU e Olaparib em
combinacéao;

o Avaliar o potencial de migracéo das linhagens HCT116 (deficientes em
MMR) e HT-29 (proficientes em MMR) tratadas com 5-FU e Olaparib em

combinacéao.
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Highlights

e Olaparib enhances 5-FU cytotoxicity by reducing viability and
clonogenic survival of MMR-deficient CRC cells.

e DNA damage induction by 5-FU is increased by Olaparib in MMR-
deficient CRC cells.

e Olaparib does not enhance 5-FU-induced cell cycle perturbations, but
promotes G2/M arrest in MMR-deficient CRC cells.

e Olaparib and 5-FU combination impairs adhesion and migration
capacities irrespective of MMR status in CRC cells.

e Olaparib monotherapy induces DNA damage and impairs adhesion and

migration capacities in MMR-proficient CRC cells.
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Abstract

The progresses in colorectal cancer (CRC) treatment include the
identification of deficiencies in Mismatch Repair (MMR) pathway to
predict the benefit of adjuvant 5-fluorouracil (5-FU), oxaliplatin and,
more recently, to immunotherapy. Despite 5-FU-based chemotherapy
regimens are still the cornerstone of CRC therapeutic approaches, it is
considered unspecific and suboptimal, drawing attention to the need
of new strategies. A growing body of evidences have been suggesting
new rationale for the use of Poly-(ADP-ribose) polymerase inhibitors,
such as Olaparib, beyond tumors with intrinsic deficiencies in
Homologous Recombination Repair (HRR), particularly in combination
to DNA damaging agents. Here, add new evidences on Olaparib-
mediated 5-FU cytotoxicity in CRC cells and how it occurs in a MMR-
dependent fashion. Additionally, we report genotoxicity and
antineoplastic effects induced by Olaparib monotherapy in MMR
proficient CRC cells. Thus, our results suggest a role for inclusion of
Olaparib for CRC treatment: (1) in combination with 5-FU for MMR
deficient CRC and (2) as monotherapy for MMR proficient CRC.

Keywords: Colorectal cancer; Mismatch Repair; 5-fluorouracil; PARP;

Olaparib
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Introduction

Colorectal cancer (CRC) is a major health problem worldwide owing to its
high prevalence and mortality rates (1). While early stage CRC patients
present good prognosis, patients with nodal or distant metastasis
frequently develop recurrence, and long-term survival may be as low as
5% in stage IV (2). The standard regimen of CRC consists in 5-fluorouracil
(5-FU)-based chemotherapy alone or in combination with oxaliplatin
and/or irinotecan and targeted-therapies (3). However, the improvements
of these combinations in clinical outcomes are considered modest,
mostly because of drug resistance (4). Thus, the identification of
biological factors to enhance or hinder therapeutic response is the main
hurdle to improve survival rates in CRC patients.

The substantial progresses in the comprehension of CRC molecular
complexity allowed the recent developments in the clinical management
of this disease, including the identification of KRAS activating mutations
and microsatellite instability (MSI) (5,6). MSI in sporadic CRC occurs as a
result of random hMLH1 promoter hypermethylation, which leads to the
inactivation of mismatch repair (MMR) pathway followed by accumulation
of high level of mutations (7). MMR deficiency (dMMR) in early stage CRC
predicts lower recurrence rates and partially justifies the absence of
indication of fluoropyrimidine adjuvant monotherapy (8,9). In counterpart,
patients harboring stage Il MSI tumors benefit from oxaliplatin-based
adjuvant chemotherapy only, but not with fluoropyrimidine monotherapy
(10,11). Recently, detection of MSI was introduced as a predictive
biomarker for response to immunotherapy in patients with advanced CRC
(12). Unfortunately, for most of patients with advanced CRC, treatment is
still prescribed in a ‘one-size-fits-all’ fashion with the majority of patients
still lacking of consistent benefits.

5-FU-mediated cell death mechanisms include thymidylate synthase (TS)
inhibition, dNTP pool imbalances and misincorporation of uracil and
fluorouracil basis into DNA during replication. The exact mechanism by
which 5-FU exerts its cytotoxicity is not completely elucidated, but it is

well established that it affects DNA damage response (DDR) and multiple
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DNA repair pathways. Proficient MMR (pMMR) CRC cells have increased
sensitivity to 5-FU in comparison to dMMR CRC cells. The differences
between these two molecular phenotypes occur due to a generation of a
futile cycle of repair in the attempt to remove uracil and fluorouracil basis
during DNA replication in pMMR CRC cells (13). Base Excision Repair
(BER) pathway also imposes its own toxicity, trigged by uracil-DNA
glycosylase (UDG) because of misincorporation of uracil into DNA.
Moreover, BER AP endonucleases act in the same pathway as MMR to
mediate 5-FU toxicity (14-16). Finally, if 5-FU is not removed from DNA,
UDG creates lesions, such as abasic sites, single-strand DNA breaks
(SSBs) and double-stranded DNA breaks (DSBs) (17). The presence of
DSBs activates Homologous Recombination Repair (HRR). In fact, 5-FU
seems to activate Chkl and Chk2 by ATR and ATM, respectively,
interfering and decreasing the efficiency of HRR (18).

In this scenario, emerges the fundamental role of Poly (ADP-ribose)
Polymerase (PARP). PARP1 and PARP2 are typically associated to BER
pathway, since it senses and binds SSBs (due to damage or active repair)
and PARylates a variety of substrates to promote XRCC1 accumulation,
favoring the assemble of DNA repair effectors at the site of damage (19).
Besides its essential role in BER pathway, PARP-1 regulates replication
fork progression and recruits critical DNA repair factors such as NBS1
and MREL11 to sites of DSBs (20) and prevents NHEJ Ku proteins to bind
into damaged areas (21,22). Chemical inhibition of PARP1 impairs its
catalytic activity and allosteric conformation, generating and impeding
SSBs repair (23). Persistence of SSBs stall and collapse replication fork
resulting in DSBs. DSB repair mainly relies on functional HRR mediated
by BRCA proteins (24). HRR-deficient tumors are highly sensitive to PARP
inhibitors (PARPIis), such as Olaparib (AZD2281). Olaparib was the first
PARPis introduced in clinical practice and is currently indicated for
patients with germline BRCA-mutated breast and advanced ovarian
cancers or as maintenance therapies for patients regardless of BRCA
mutation with recurrent epithelial ovarian, fallopian tube, or primary
peritoneal cancer who have had complete or partial response to platinum-

based chemotherapy (25-27).
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Therefore, since PARPis antineoplastic effects are not limited to HRR-
defective or platinum-sensitive tumors, it raises the question if PARPIs
DNA repair inhibition and cytotoxicity may occur in other settings. Indeed,
in order to enable DNA repair following DNA strand breaks generated by
genotoxic stress, PARP1 catalyzes the transference of ADP-ribose
polymers to downstream DNA repair enzymes (28). Therefore, PARP
inhibition enhances response to conventional therapy and is considered a
radio- and chemosensitizer (29,30). It was recently proposed that
replication stress-associated DSBs also induce MSI in MMR-deficient
cells. In fact, colorectal adenomas exhibit endogenous replication stress,
a phenotype that can be exploited through therapies that target this
condition, such as PARPis. Despite outcomes in patients with CRC
treated with PARPis monotherapy seem not to be influenced by MMR
status (31), it has been postulated that MSI tumors exhibit mutations
within DNA repair genes (32), which may implicate in increased
susceptibility to the effects of PARP inhibition. Interestingly, these studies
suggest that this effect is mediated by deficiencies in HRR pathway
(MRE11, ATM, ATR) or HRR-like defect phenotype (lacking MSH3) (33-36).
Although clinical relevance of MMR status in CRC prognosis and
response to 5-FU is undeniable (37), information regarding efficacy of this
agent and PARPis in CRC cells with different genetic backgrounds is still
controversial (38-40). Thus, the aim of this study was to assess the
influence of MMR status in the sensitivity of CRC cells to a combination of
5-FU and the PARPis Olaparib and the mechanisms underpinning this

response.
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Materials and Methods

Reagents and drugs

Culture media and supplements (Dulbecco’s Modified Eagle’s
Medium low glucose (DMEM); fetal bovine serum (FBS);
penicillin/streptomycin, trypsin/EDTA; antimycotic) and Trypan Blue were
all purchased from Gibco (Life Technologies do Brasil Ltda., S&o Paulo,
SP, Brazil). 5-fluorouracil (Cas number 51-21-8), MTT (3-(4,5-
Dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide) (Cas number 298-
93-1), propidium iodide (PI; Cat number 25535-16-4) and Dimethyl
Sulfoxide (DMSO; Cas number 67685) were all purchased from Sigma-
Aldrich (Merck KGaA, Darmstadt, Germany). Olaparib was purchased from
Toronto Research Chemicals (Cat number 763113-22-0, Toronto Research
Chemicals, North York, ON, Canada). PE Annexin V Apoptosis Detection
Kit 1 was purchased from BD Bioscience (Cat number 559763, BD
Bioscience, Franklin Lakes, NJ, USA). All other chemicals and solvents

used were of analytical or pharmaceutical grade.

Cell line and culture conditions

Two representative human colorectal cancer cell lines with different
status of MMR proficiency, HCT116 (MSI, MLH1" and MSH3", KRAS™,
TP53"Y) (41) and HT29 (MSS, BRAF™! and TP53™") (42) were originally
obtained from ATTC® (Manassas, VA, USA). Cells were cultured in DMEM
medium, supplemented with 10 % FBS and 1 % penicillin/streptomycin
and antimycotic, incubated at 37° C in humidified atmosphere with 5 %
CO,. Cultured cell concentrations were adjusted to allow for exponential
growth. At 80 % of confluence, cells were detached with 0.5 % of

trypsin/EDTA and used for the experiments.
Experiment Setup

Cells were seeded at different densities according to the experiment
performed. Following 24 h, cells were treated with 5-FU (5, 10, 20, 30 and


https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=298-93-1&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
https://www.sigmaaldrich.com/catalog/search?term=298-93-1&interface=CAS%20No.&lang=en&region=US&focus=product
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40 uM) or Olaparib (5 and 10 pM) or in combination for further 48 h or 72 h.
Untreated cells were used as control. A 100 mM stock of 5-FU was
prepared in absolute DMSO and stored at —20° C. Olaparib stock solution
was prepared at 10 mM and stored at -20° C. Serial dilutions were

prepared in culture medium.

Cell Viability

Cell viability was assessed by MTT assay. HCT116 and HT29 cells
were adjusted to a density of 1x10* cells and transferred to 96-well plate
with a volume of 100 pL per well. After treatment, 100 pyL of MTT solution
(5 mg/mL) was added to each well and incubated at 37° C for 3 h. Next, cell
culture supernatant was removed and 100 pL of DMSO was added to each
well to dissolve the formazan crystals. Absorbance readings of DMSO
extracts were performed in SpectraMax® microplate reader (Molecular
Devices, LLC, San Jose, CA, USA) at 540 nm.

The mode of interaction (synergy, antagonism or additivity) was
determined by calculating the combination index (CI) (43) using
CompuSyn software program (CompuSyn, Inc., Paramus, NJ). The degree
of drug synergy was classified as follows: if Cl=1, additive effect; if Cl < 1,

synergistic effect; if Cl > 1, antagonistic effect (44).

Clonogenic Survival

Cells were treated as previously described. After 48 or 72 h of
exposure to treatments, cells were detached, counted and seeded in 6-
well plates at a density of 6 x 102 cells per well in complete medium.
Therefore, cells were further incubated for 14 days to allow colony
formation. Colonies were fixed with ice-cold methanol for 20 min, stained

with crystal violet (0.5 % w/v) solution for 10 min.
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Apoptosis Determination

Assessment of cell death profile was performed as follows: HCT116
or HT29 cells were seeded in a density of 2x10° cells in 6 well-plate (2 mL
per well) and treated for 48 h or 72 h. Next, cells were detached and
processed according to PE-Annexin V Apoptosis Detection Kit |
manufacturer instructions (BD Biosciences). Cells were stained with PE-
Annexin V and 7AAD at room temperature for 15 min in the dark. Finally,
quantification of live (Annexin’/7AAD"), early apoptotic (Annexin*/7TAAD")
and late apoptotic/necrotic (Annexin*/7AAD") cells was carried out on BD
FACSCanto™ Il flow cytometer (BD Bioscience, Franklin Lakes, NJ, USA)

after 10,000 events acquisition.

Cell Cycle Perturbation

Cells were seeded in 6 well-plates (2x10° cells/well) and treated as
previously described. After treatment, adherent and detached cells were
fixed with chilled 80% ethanol at =20° C for at least 24 h. After removing
ethanol, cells were permeabilized (0.1 % TritonX-100in PBS), stained at 37°
C for 30 min in PBS containing 25 pg/mL PI and 50 pg/mL RNAse. Data
was acquired was in BD FACSCanto™ Il flow cytometer (BD Bioscience,
Franklin Lakes, NJ, USA) after 20,000 events acquisition. The analysis was
performed with CellQuest software (BD Biosciences, San Diego, CA,
USA).

DNA Damage Induction

DNA damage induction was assessed by Comet Assay. Cells were
seeded in 24 well-plates (1x10* cells/well) and treated as previously
described. At the end of treatment, HCT116 or HT29 cells were detached
and mixed with 100 pyL 0.75 % low melting point agarose at 37° C and
spread on the agarose-coated slides using a coverslip. Coverslips were
removed after resting at 4°C for 3 min. The slides were immersed in cold

lysis solution at 4° C for 24 hours. Next, slides were placed in an
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electrophoresis chamber filled with fresh alkaline buffer (300 mM NaOH, 1
mM EDTA, pH>13) for 20min at 4° C. Electrophoresis was performed at
300 mA and 25 V for 20 min. The slides were washed 3 times with 10 mM
Tris buffer (pH 7.5) for neutralization. Finally, the slides were stained with
silver nitrate and analyzed at 200x magnification using an optical
microscope. DNA damage was evaluated using visual classification from
0 (no damage, no tail) to 4 (maximum damage, long tails). One hundred
cells were counted for each slide. The DNA damage level was expressed
in arbitrary units (A.U.) 0-400.

Adhesion measurements

Cells were treated for 48 h as previously described. Next, 3 x 10?
alive cells were counted and then transferred to each well of a 24-well
plate, and attached cells were counted on a light microscope following 2,
4, 6 and 24 h of seeding (45). The adherence capacity (AC) was calculated

as follows: AC = (number of attached/number of plated cells) x 100.

Migration Measurements

Cell motility was assessed in 8-ym pore polycarbonate membrane
ThinCerts™ inserts (Greiner Bio-one Brasil, Americana, SP, Brazil). Cells
were treated, detached, counted with trypan blue 0.4 % and then 100 pL
containing 2x10° cells suspended in DMEM/FBS-free medium were added
to the top of the insert, except for one, which contained DMEM/10 % SFB
as a negative control. In the insert bottom was added DMEM/20 % FBS.
Cells were allowed to migrate for 24 h. For quantification, non-migrated
cells were removed with a swab, the membrane were fixed in methanol for
10 min and stained in Giemsa solution for 20 min. The membranes were
washed with distilled water, removed with a scalpel and the bottom of the
membrane was placed up in a slide. The membrane was covered by a
coverslip. Migrated cells were counted in five different random fields.

Statistical Analysis
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For data quantification, mean values and standard deviation (SD) or
standard error of the mean (SEM) were calculated from at least three
experimental replicates. Data were analyzed by Graphpad Prism, version
8.0 (Graphpad Instat — NIH, Bethesda, MD, USA) using ANOVA test
(Analysis of Variance) one or two-way according to the experimental
design, followed by post-hoc of Tukey or Bonferroni. Two-sided P-values

< 0.05 were considered significant.
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Results and Discussion

Synergism of 5-FU and Olaparib is affected by MMR status in colorectal

cancer

Conventional cancer regimens rely on chemotherapy, which
generally exert its effects by inducing DNA damage or disrupting the
mitotic machinery. While 5-FU has been the backbone of sporadic CRC
treatment since 1960, advances in molecular comprehension, including
the role of MMR deficiencies in response to therapy, brought to light a
mechanism for 5-FU resistance. Despite immunotherapy seems the best
therapeutic approach for advanced CRC harboring MSI, its efficacy has
not been established for stages Il and Il (46). Alternatively, benefit may
arise from combination therapy based on agents with non-overlapping
mechanisms to reach synergistic or additive mechanism to overcome 5-
FU resistance in the MMR deficient subset of colorectal tumors.

PARPis monotherapy has encountered its greatest efficacy in solid
tumors with intrinsic HRR deficiencies. However, with the advances in the
comprehension of PARPi sensitive-determining factors emerged the
possibility of combinations with DNA damaging agents. In fact, PARPis
are considered chemosensitizers of alkylating agents (temozolomide) and
Topoisomerase 1 (TOP1) inhibitors (campthotecins) (29). Based on the
fact that chemotherapy can increase DNA damage and PARPis can
diminish the ability of PARP enzymes to repair DNA damage (47), it seems
counterintuitive to explore these combinations. Thus, we hypothesized
that causing DNA damage (via 5-FU) and impairing DNA damage response
(via PARP inhibition) is potential a strategy to recreate 5-FU sensitivity in
colorectal tumors with MMR deficient background.

First, we examined the anti-proliferative properties of the single
drugs and their combination in 1:1, 1:2, 4:1 and 2:1 mixtures by exposing
MSI (HCT116) and MSS (HT29) CRC cell lines during 48 h or 72 h (Figure
1). We observed a clear reduction of viability in both cell lines, when

treating with 5-FU alone, and a slight effect with 10 uM of Olaparib alone
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(mean reduction of 25%). As expected, HT29 cells were more sensitive to
5-FU (ICsp = 36.7 uM, 48 h) than HCT116 (ICso = 58.7 uM, 48 h), which is
attributed to the requirement of proficient MMR to achieve 5-FU toxicity
(8,48). In combination, Olaparib increased the cytotoxic effect of 5-FU in
HCT116 in a time, but not in a dose-dependent manner. While after 48 h of
treatment, this effect was achieved only in combination to 20 uM of 5-FU
(mean of 48% increment in cell death) (Figure 1A), after prolonged
exposure (72 h), it was also observed following exposure to Olaparib in
combination to 5 uM of 5-FU (mean increment of 53% in cell death) (Figure
1C). Conversely, sensitivity of HT29 to 5-FU was not influenced by
Olaparib addition (Figures 1B and 1D).
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Figure 1. Viability assessment for treatment with 5-FU and Olaparib.
(A, C) MTT assay of HCT116 cells treated with 5-FU and/or Olaparib for
48h and 72h, respectively (n=3). (B, D) MTT assay of HT29 cells treated
with 5-FU and/or Olaparib for 48h and 72h, respectively (n=3). Untreated
cells were used as negative control (c). *p<0.05, *p<0.01 and p<0.001 vs.

control; #p<0.05 vs. 5-FU in monotherapy in the same concentration.

To determine whether the enhanced inhibitory effect observed in
HCT116 cells following 5-FU and Olaparib combinations was additive or
synergistic, we computed combination indexes using the aforementioned
Chou and Talalay method (43). As presented in Figure 2 and
Supplementary Table 1, the interaction indexes of each 5-FU and Olaparib
concentration pair were <1.0, indicating synergism, with a proportion
showing Cl <0.5. Thus, the strongest synergistic inhibitory effect on
HCT116 cell growth was reached with 5 uM 5-FU + 5 puM Olaparib.
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Figure 2. Interaction index plots of 5-FU and Olaparib in HCT116 and
HT29 cells. Cells were treated with 5-FU and/or Olaparib for 48 h or 72 h,
and then cell viability was measured using an MTT assay. Interaction
index plots were computed with the median-effect equation. Synergy was
defined as an interaction index <1.0. The data of interaction plots are

shown as the mean of all experiments (n=3).

Some drugs may possibly cause a lethal injury which does not become
manifest until several cell generations. Thus, since the mechanisms by
which synergistic effects of 5-FU and Olaparib happen may include DNA
damage, mitotic dysfunction and chromosome missegregation (49), we
speculated to what extent this combination could also affect clonogenic
survival (Figure 3). The ability of CRC cancer treated for 48 h and 72 h to
form colonies was investigated after 14 days with the clonogenic assay. In
consonance to MTT assay results, HT29 were more sensitive than HCT116
to 5-FU alone and in combination to Olaparib (Figure 3). Addition of
Olaparib to 5-FU for 48 h implicated in a reduction of 70 % (5 uM 5-FU + 5
UM Olaparib) and 97 % (5 uM 5-FU + 10 uM Olaparib) ability of HCT116 to
form colonies (Figure 3A). Also, Olaparib monotherapy reduced the

number of colony formation in both cell lines after 72h (Figure 3B).



Number of colonies

Number of colonies

I HT29 [ HCT116

57

400,
*rx e' 5 h
E: .
oo i /
200+ e 5 5+5 5+10 10
5.FU (uM) 5 FU (uM) + Olapanb (M) Olaparib (uM)
y D
*x
wow i T
\\ e » .‘ e .
20!’. i i > b
Eed 22
.
# & ey
%X S 5 - ot
5 G 5+10
0_ S5-FU (uM) 6-FU (uM) + Claparib (pM) Olaparnb (uM)
Cc 5 5+5 5+10 5 10

5-FU (M) 5-FU (uM) + Olaparib {h) Olaparib (M)
400+
200+

5 5+5 5+10

10

5 5§
5-FU (uM)

5+ 10 5
5-FU (uM) + Olaparib (uM)

10
Olaparib (i)

5 LR

5+ 10

5-FU {uM) 5-FU {uM) + Olaparib (uM} Olaparib (u)

5-FU (uM)

5-FU (pM) + Olaparib (uM)

Olaparib (uM)



58

Figure 3. Clonogenic Survival Assay. (A) Quantification of clonogenic
survival assay for HT29 and HCT116 cell lines after 48h treatment with 5-
FU and/or Olaparib (n=3). (B) Quantification of clonogenic survival assay
for HT29 and HCT116 cell lines after 72h treatment with 5-FU and/or
Olaparib (n=3). (C, D) Representative images of clonogenic survival assay
for HT29 and HCT116 cell lines after 48h treatment with 5-FU and/or
Olaparib, respectively. (E, F) Representative images of clonogenic
survival assay for HT29 and HCT116 cell lines after 72h treatment with 5-
FU and/or Olaparib, respectively. Untreated cells were used as negative
control (c). *p<0.05, **p<0.01 and p<0.001 vs. control; #p<0.05 vs. 5-FU in

monotherapy in the same concentration.

As a strong synergistic anti-proliferative effect was observed
following exposure to 5-FU and Olaparib combination in HCT116 cells, we
aimed to determine whether the decreased cell survival was related to
apoptosis. Combinations of 5 uM or 20 uM 5-+ 10 puM Olaparib increased
the population of HCT116 apoptotic cells after 48 h (increase of 21% and
38%, respectively) and 72 h (increase of 41 % and 28 %, respectively) of
treatment. However, none of combinations enhanced apoptotic population
in HT29 cells (Figure 4). Interestingly, single administration of Olaparib
induced apoptosis in HCT116 (24 %, p = 0.002) after 48 h and necrosis in
HT29 after 72 h (18 %, p = 0.003). Hence, our data suggest that, when
Olaparib is combined with 5-FU, the apoptosis induction is enhanced in
dMMR, but not pMMR CRC cells.
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Figure 4. Apoptosis detection. (A) Annexin-V and 7AAD staining was
guantified by flow cytometry for HCT11 6 and HT29 treated with 5-FU
and/or Olaparib for 48 h (n=3). (B) Annexin-V and 7AAD staining was
guantified by flow cytometry for HCT116 and HT29 treated with 5-FU
and/or Olaparib for 72 h (n=3). (C, D) Representative dotplots showing cell
distribution between compartments in flow cytometry analysis using
Annexin-V and 7-AAD staining for HT29 cells treated with 5-FU and
Olaparib for 48h and 72h and HCT116 cells treated with 5-FU and/or
Olaparib for 48 and 72 h treatment. Untreated cells were used as negative
control (c). *p<0.05, *p<0.01, p<0.001 and p<0.0001 vs control; #p<0.05 vs.
5-FU in monotherapy in the same concentration.

It has been postulated that apoptotic signaling cascade could be
activated by the direct interaction of the damage-bound MMR
heterodimers, hMutSa and hMutLa, and proteins of the ATR-Chkl
pathway. Consequently, is thought that MMR acts as a DNA damage
sensor, which has been referred as the “direct signaling model” (50,51). In
this model, MMR role is beyond DNA repair, as it participates of signal
transduction for cell death. Indeed, MMR protein-dependent pro-death
signaling in response to various DNA-damaging agents have been well
characterized, including 5-FU (13). FU:G and FdUrd:G mismatches caused
by 5-FU incorporation into DNA during replication are recognized by
MSH2, inducing a futile cycle of repair (52). Continuous attempts to
daughter strand excision ultimately lead to disruption of DNA replication,
which activates a MMR-dependent ATR-Chk1 signaling (53). Contrariwise,
in the absence of a functional MMR (particularly as a result of loss hMLH1,
as in HCT116), mediated-MLH1 caspase-3 cleavage, an apoptosis initiator,
does not occur and nor apoptosis cascade is triggered (54).

Besides hMLH1, HCT116 cells also lacks hMSH3 and have low
levels of ATM protein expression in comparison to other CRC cell lines
(41,42). CRC harboring frameshift/nonsense mutation in hMSH3 accounts
for almost 50 % of all MMR-deficient CRC (55), which brings clinical

relevance to this molecular phenotype. Some hMSHS3-deficient tumors
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behave like HRR-deficient tumors and present replication fork stress,
since MSH3 is involved with DSBs and interstrand crosslinks (ICLs) repair
(56). Consequently, hMSH3-deficient tumors are potentially sensitive to
PARPis (33). However, few articles have investigated the effects of in vitro
combinations of PARPis and 5-FU in colon cancer cell lines, with
controversial results (38,39).

When DNA damage occurs in the presence of a PARP inhibitor,
such as Olaparib, PARP1 binds to damage sites and remains tightly
bound or trapped onto the chromatin. PARP trapping, whereby PARP
inhibitors act as DNA poisons by trapping PARP on damaged DNA,
resulting in cytotoxic PARP-DNA complexes. These complexes are much
more cytotoxic than merely unrepaired SSBs, since PARylation is
inhibited, and PARP1 remains bound to the lesion, which leads to stalled
replication fork (30,57). Taken together, our results suggest that once
PARPL1 is trapped to DNA, it cannot proceed with their role in fork
stabilization and recruitment of the fork protection machinery (53,58).
Consequently, replication fork collapse into DSBs, ultimately leading to

cell death.

Enhancement of 5-FU cytotoxicity by Olaparib is mediated by

generation of DNA strand breaks in MMR-deficient colon cancer cells

5-FU treatment sensitizes colorectal cancer cells towards DSBs and
reduces HRR-mediated repair, which provide a biological rationale for its
use as chemo- and radiosensitizer (15,18). While PARPis are synthetic
lethal in HRR-deficient tumors, accumulating evidence suggests that
PARylation is involved in both SSBs and DSBs repair (59). However,
whether MSI-tumors may also be susceptible to PARP inhibition it is still a
matter of discussion. Recently, a phase Il trial reported that Olaparib
monotherapy did not affect patient outcomes regardless of microsatellite
status (31). However, DNA repair genes MSI-induced mutations in MRE11
and ATM sensitizes gastrointestinal cancer cells to PARP inhibition
(35,60). To date, chemical inhibition of PARP leads to replication fork

collapse or accelerated fork progression that generates SSBs and DSBs



62

(22,61). Thus, to gain insights into the mechanisms underlying the
apparent synergistic activity of 5-FU and Olaparib in MSI CRC, we
examined genome integrity using single cell gel electrophoresis (comet)

assay (Figure 5).
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Figure 5. DNA damage. DNA damage quantification by alkaline comet
assay was performed immediately after 48 h treatment with 5-FU and/or
Olaparib in HCT116 and HT29 and cell lines (n=3). (B) Representative
iImages of alkaline comet assay for HT29 and HCT116 cell lines after 48 h
treatment with 5-FU and/or Olaparib. Untreated cells were used as
negative control (c). *p<0.05, **p<0.01, p<0.001 and p<0.0001 vs control;

#p<0.05 vs. 5-FU in monotherapy in the same concentration.

Exposure of pMMR CRC cells to 5 pM of 5-FU alone or in
combination with 5 or 10 puM of Olaparib induced DNA strand breaks after
48 h (Mean DNA damage: 67 A.U.; p<0.01). Regarding dMMR CRC cells,
this effect was observed after treatment with both combinations of 20 pM
of 5-FU and Olaparib (Mean DNA damage: 155 A.U.; p<0.01). Interestingly,
we observed a reduction of DNA damage induction in HT29 cells treated
with 20 uM of 5-FU and Olaparib, indicating that the potential of PARPIs to
mediate 5-FU SSBs and DSBs formation may be dependent not only on
MMR status, but also on the level of provoked DNA damage. Since PARP1
promotes the repair of non-toxic single-strand DNA breaks, which are
converted into potentially toxic DSBs during S-phase (62), enhancement
of 5-FU cytotoxicity by Olaparib observed in HCT116, but not in HT29, may
be partially attributed to increase in DNA strand breaks. It was recently
reported that cells with a MMR-deficient background repair DSBs via a
PARP-mediated pathway.

Unexpectedly, we identified number of DNA strand breaks 3-fold
higher in non-treated HCT116 cells in comparison to HT29. While HT29
cells have chromosomal instability (CIN), HCT116 presents MSI due to
MMR deficiency. As aforementioned, HCT116 cells lack both hMLH1 and
hMLH3. It has been suggested that hMLH3 plays a prominent role to elicit
DSBs repair and DNA-damage response (33). Actually, it was
demonstrated that hMSH3 silencing results in a 2-fold increase of DSBs
(63). In addition to the fact that MSI is associated with downregulation of
MRE11 in colon cancer cells, which is essential for optimal signaling of
ATM in response to DSBs (64), HCT116 cells also carry a mutation
(c3380C>T) in one ATM allele, affecting ATM expression to half of normal
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(35). It meets previous evidence on mantle cell lymphomas, gastric and
colorectal tumors harboring mutations in ATM that result in loss of
protein or function decrease which are more sensitive to PARPis
(35,60,65). Therefore, taking these evidences together, we suggest that
PARP inhibition sensitization of dMMR colon cancer cells to 5-FU is
partially mediated by impairment, but not deficiency, of HRR pathway.

Olaparib does not enhance 5-FU-induced cell cycle perturbations, but
promotes G2/M arrest in MMR-deficient colon cancer cells

Whereas drug-responsive cancer cells repair DNA damage and go
into senescence or apoptosis, loss of cell cycle checkpoints and increase
of DNA damage tolerance allows cancer cells perpetuate harmful
mutations (66). Therefore, to investigate whether cell cycle arrested
contributed to cell death or growth inhibition, we measured cell cycle
distribution by flow cytometry after 48 h of treatment (Figure 6). It has
been postulated that PARPis-induced cytotoxicity requires disruption
cycles of both replication and mitosis machinery, where PARP inhibition
promotes stalling or collapse of replication forks. Consequently,
replication blockage may be a consequence of entrapment and

accumulation of inactive PARPL1 (28).

No dramatic alterations are detected upon administration of 5-FU
and Olaparib on HT29 CRC cells. Inversely, 5 uM of 5-FU + 10 uM Olaparib
treatment significantly increased the percentage of HCT116 cells in the
G2/M phase (44 % vs. 26 % untreated cells, p =xxxx). Strikingly, we
detected a specific interference with G2/M progression following Olaparib
treatment, as a significative population of both cell lines cells presented
accumulated in this phase. While the mitotic arrest might be correlated
with the marked increase observed in DNA damage in HT29 as shown by
the prevalence of distinct comet tails (Figure 5B), we did not observe it
HCT116 cells. Thus, if G2/M arrest in HT29 is associated to activation of
DNA damage response in response to Olaparib, in HCT116 it might have

occurred for another reason, such as polyploidy induction.
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The cellular responses to mitotic delay are widely variable and
appear to depend on an intriguing molecular competition between
pathways leading to either apoptosis or slippage.

Polyploid tumor cells are created by cytotoxic and targeted
therapies, and elevated ploidy is likely to significantly increase during
therapy. These cells are supposed to play an integral role in disease
recurrence and the acquisition of a therapy-resistant, increasingly
malignant disease in patients during therapy (67). However, since PARPIs
have been implicated in accumulation of polyploidy cells and in
accordance to the hypothesis that polyploidy can result from mitotic
defects, it may points out to a mechanism by which PARPis induce cell
death (68).
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Figure 6. Cell cycle analysis. (A) Quantification of cell cycle profile
analyzed by flow cytometry in HT29 and HCT116 cell lines after 48 h
treatment with 5-FU and/or Olaparib (n=2). (B) Representative histograms
of cell cycle profile in HT29 and HCT116 cell lines after 48 h treatment with
5-FU and/or Olaparib. (C) Polyploidy (>4n) population accumulation
following 48 h treatment with 5-FU and/or Olaparib Untreated cells were
used as negative control (c). Two-way ANOVA and Tukey’s pos hoc. *
p<0.05 and **p<0.01 vs. C; #p<0.05 vs. the same concentration of 5-FU
alone.

Interestingly, we observed two completely different responses with
regard to the number of polyploidy/multinucleated cells after combination
of olaparib and 5-FU or olaparib alone after 48 h (Figure 6C). While both
treatments increased the population of HCT116 cells with DNA content
above 4n, we found HT29 polyploidy population reduced. It was recently
reported that a low ploidy score is associated with improved response to
treatment in metastatic patients with CRC (69). Nevertheless, the role of
tumor cells with significantly elevated genomic content is far from being
elucidated.

By acting on replicating cells, olaparib entraps PARP1 and
obstructs replication fork progression, resulting in loss of sister
chromatid cohesion in G2 cells, which was reported to be independent on
the levels of DNA damage induction (70). Additionally, MLH1 is known to
be involved in DNA damage-induced checkpoint, favoring G2/M arrest
through Chk1l phosphorylation (71). So, as we did not observe increase in
apoptosis following Olaparib treatment in HCT116 cells, we suggest that
the proficiency of MMR favored the induction of G2/M arrest over

apoptosis.

Olaparib monotherapy impairs adhesion and migration capacities in MMR-

proficient colon cancer cells

Cell attachment is necessary for adherent cells to survive,

proliferate and establish metastatic niches. For the best of our knowledge,
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this is the first study to explore the effects of 5-FU and Olaparib
combination with regard to CRC cells adhesion and migration abilities.
Thus, we treated both cells for 48 h and investigated adhesion capacity
after 2, 4, 6, 12 and 24 hours (Figure 7A). Concerning HT29 cells, we
observed two patterns, according to the reduction of cells attached after
24 h in comparison to controls: (1) intermediate (adhesion capacity was
reduced to 50 %): Olaparib treated cells; and (2) low (adhesion capacity
was reduced to 30 %): cells treated with 5 pM 5-FU alone or in
combination with olaparib (Figure 7A).

Despite cell viability and DNA damage induction were not altered by
combination of Olaparib and 5-FU (vs. 5-FU alone) in MMR proficient cells,
it decreased adhesion capacity of these cells. Unexpectedly, we observed
that Olaparib monotherapy reduced adhesion capacity of HT29 cells, but
no effect was exerted in HCT116 cells (Figure 7B). In fact, these
observations led us to investigate the metastatic potential of these cells
by transwell assay (Figures 7C and 7D). While 5 uM did not affected HT29
cells migratory capacity, Olaparib addition to 5-FU resulted in a reduction

of 30% in the number of migrated cells.
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Figure 7. Adhesion measurements e and migration assay.
(A)Quantification of adherence capacity (hnumber of attached cells) for
HT29 cell line after 48 h treatment with 5-FU and/or Olaparib (n=3). (B)
Quantification of adherence capacity (humber of attached cells) for
HCT116 cell line after 48h treatment with 5-FU and/or Olaparib (n=3). (C)
Representative images of migration capacity assay for HT29 and HCT116
cell lines after 48hs treatment with 5FU and/or Olaparib (n=3). (D)
Quantification of migrated cells for HT29 and HCT116 cell lines after 48hs
treatment with 5FU and/or Olaparib. Untreated cells were used as negative
control (c) *p<0.05, *p<0.01 and **p<0.001 vs. untreated control; #p<0.05

vs. 5-FU in monotherapy in the same concentration.

Cancer cells can also undergo epithelial to mesenchymal transition
(EMT), incorporating and invasive cell phenotype that can drive
metastasis and enter a drug refractory state due to epigenetic
reprograming. One of the mechanisms related to EMT facilitation is
polyploidy, as giant polyploid tumor cells gain a mesenchymal phenotype
(72). In accordance to this concept, we observed the reduction of
adhesion and migration capacities of HT29 cells at the same time it
prevents the accumulation of the polyploid population following Olaparib
treatment. Contrariwise, polyploidy HCT116 population was remarkably
enriched after combination treatment with 5-FU and Olaparib, but without
changes in metastatic potential. Thus, if a possible MMR-associated
ploidy in response to treatment exits, it remains to be clarified in further
investigations.

These observations are particularly relevant regarding a potential
new role to Olaparib monotherapy in MMR proficient colorectal tumors.
Despite we observed a reduction in cell viability and clonogenic survival
following Olaparib treatment irrespective to MSI status (Figures 1 and 3), it
may be a consequence of the impairment of cell adhesion rather than
toxicity induction. Hence, if Olaparib and 5-FU combination has cytotoxic
and anti-migratory effects specifically to MSI CRC, Olaparib monotherapy
may emerge as an maintenance therapy for unresectable and metastatic
MSS CRC.
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Conclusions

Here, we provide a rational for the inclusion of the PARP inhibitor
Olaparib in two new therapeutic approaches for CRC: (1) in combination
with 5-FU for MSI CRC and (2) as monotherapy for MSS CRC. Our results
showed that 5-FU cytotoxicity enhancement by Olaparib in colorectal
cancer cells is dependent on MMR proficiency. We showed that HCT116
cells, which are MMR deficient due to loss of hMLH1 and hMSHS3, are more
sensitive to 5-FU and Olaparib combination than MMR proficient CRC
cells. This is particularly relevant since MMR-deficient cells are more
resistant to 5-FU, and Olaparib addition resulted in 5-FU dose reduction.
We identified synergistic effects of 5-FU and Olaparib in MMR deficient
CRC as it impairs several tumor features of aggressiveness, such as
adhesion and migration capacities and ability to form colonies.
Additionally, our results suggest that these effects are mediated by
induction of DNA strand breaks and apoptosis induction over G2/M cell
cycle arrest. For the first time, we observed DNA damage induction,
impairment of adhesion and migration capacities and cell cycle
disturbances following Olaparib treatment only in MMR proficient cells.
Therefore, the combined Olaparib and 5-FU treatment could benefit
patients with non-metastatic MSI colorectal tumors, while Olaparib
monotherapy may has a role as a maintenance therapy for advanced MSS
CRC.
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Supplementary figure 1: Viability curves for HCT116 and HT29 cell lines

treated with 5-FU for 48 h and 72 h, respectively.



Table 1: Combination index and dose reduction index for 5-FU and Olaparib combinations in CRC cell lines.

83

HCT116
48 hours 72 hours
Fa 5-FU Olaparib DRI DRI cl Fa 5-FU Olaparib DRI 5- DRI cl
(LM) (LM) 5-FU Olaparib (uM) (uM) FU Olaparib
0.27 16.63 12.27 3.32 2.45 0.707 0.48 17.17 30.54 3.43 6.10 0.486
0.31 19.42 16.41 3.88 1.64 0.866 0.47 16.82 29.51 3.36 2.95 0.803
0.55 58.57 129.73 2.92 25.94 0.380 0.74 30.47 79.96 1.52 1.59 0.490
0.43 35.23 50.08 1.76 5.00 0.760 0.71 28.22 70.31 1.41 7.03 0.967
HT29
48 hours 72 hours
Fa 5-FU Olaparib DRI DRI cl ca 5-FU Olaparib DRI 5- DRI cl
(UM) (UM) 5-FU Olaparib (UM) (UM) FU Olaparib
0.48 33.92 14.74 6.78 2.94 0.454 0.65 24.50 19.75 4.90 3.95 0.457
0.49 36.67 14.99 7.33 1.49 0.636 0.66 26.25 20.13 5.25 2.01 0.687
0.61 91.88 18.35 4.59 3.67 0.718 0.69 32.49 21.34 1.62 4.26 0.849
0.55 56.82 16.51 2.84 1.65 0.854 0.71 37.70 22.23 1.88 2.22 0.989

Fa: Fraction affected; DRI: Dose Reduction Index; Cl: Combination Index.
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4 CONCLUSOES

Aqui propusemos um racional para a inclusédo do inibidor de PARP
Olaparib em duas novas abordagens terapéuticas para o CCR: (1) em
combinagdo com 5-FU para pacientes com MSI e (2) em monoterapia para
pacientes de CCR com MSS. Nossos resultados demonstram um aumento
da citotoxicidade de 5-FU em combinacdo com Olaparib em células de
CCR de maneira dependente de MMR proficiente. Demonstramos que
células HCT116, que sé&o deficientes em MMR devido a perda de MLH1 e
MSH3, sdo mais sensiveis a combinacdo 5-FU e Olaparib do que as
células HT29, que sé&o proficientes em MMR. Este resultado ¢é
particularmente relevante uma vez que células com deficiente em MMR
sdo mais resistentes ao 5-FU, e a adicao de Olaparib resultou em reducéao
da dose necessaria de 5-FU. Identificamos efeito sinérgico entre 5-FU e
Olaparib em células de CCR deficientes em MMR, além da diminuicdo de
fatores de agressividade tumoral como capacidades de adesdo e
migracdo e habilidade de formacdo de colbnias. Além disso, nossos
resultados sugerem que estes efeitos sdo mediados pela inducdo de
guebras simples no DNA e apoptose através da parada de ciclo celular em
G2/M. Pela primeira vez, observamos a inducdo de danos no DNA e a
diminuicdo das capacidades de adesdo e migracao, além das alteracfes
no ciclo celular ap6s o tratamento com Olaparib apenas em células
proficientes em MMR. Portanto, o tratamento combinado de Olaparib e
5FU poderia beneficiar pacientes com CCR nédo-metastatico e MSI,
enquanto a monoterapia de Olaparib pode ter um papel na terapia de

manutencédo de casos de CCR avancados com MSS.
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Determinagédo do Perfil de Reparo do DNA em Pacientes Portadores de Cancer Colorretal. 2014.
(Outra, Apresentacéo de Trabalho)

Palavras-chave: CANCER COLORRETAL, REPARO DE DNA

Areas do conhecimento: Biologia Molecular

Referéncias adicionais: ErasWPonugués Cidade: Porto Alegre; Evento: XXV Saléo de Iniciagdo
Cientifica, Inst Federal do Rio Grande do Sul

GLORIA, H. C.: MEIRELLES, N. L. MARTINS, T. V. LAPORTE, G. A.; KALIL, A.N.; SAFFI, J.
Determinacéo do Perfil de Reparo do DNA em de cancer

(Outra, Apresentacéo de Trabalho)

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués; Local: Sarmento Lel{e 245 C:dads Porto Alegre; Evento: Il
Semana Académica da UFCSPA; Inst. Federal de Ciencias da
Salide de Porto Alegre

ﬁGLORIA, H. C.. SAFI, J.; MEIRELLES, N. L.; KALIL, AN

‘Determinacéo do Perfil de Reparo do DNA em Pacientes portadores de céncer colorretal’, 2013,
(Outra,Apresentacéo de Trabalho)

Palavraschave: CANCER COLORRETAL, REPARO DE DNA

Areas do conhecimento: Toxicologia Genética, Biologia Molecular

Referéncias adicionais: Brasil/Portugués. Meio de dAvngagéo Meio digital; Local: Rua Sarmento Leite
245; Cidade: Porto; Inst Federal de Ciencias da Salde de Porto
Alegre
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prognéstico e na sensibilidade a quimioterapicos no tratamento do cancer colorretal.

Apresentacéo de Poster / Painel no(a) XIV C da iaga ileira de é e
gendmica ambiental, 2019, (Congresso)

THE ROLE OF DOUBLE STRAND BREAK REPAIR. TRANSLESION SYNTHESIS AND INTERSTRAND
CROSSLINKS IN COLORECTAL CANCER.

Apresentaclo do Postt | Painel no(a) Congresso do Huspltal Sarta Rits, 2018, Cangresso)
30 do Valor da Transleséo no Cancer Colorretal

Esporadlco

Apresenlaz;éu de Poster l Paxnel no(a) Congresso do Hospital Santa Rita, 2018. (Congresso)
na Via de Reparo por Excisdo de Nucleotideos e aspectos
clmlccpa(u\églccs cancer colorrela\ esporédico

Destaques da ASCO 2018, 2018. (Outra)

Apresentagéo de Poster / Painel no(a) Il E do PPG Bi 2018, (
Estudo do Croostalk entre as vlas de reparo de malpareamento (MMR) e por excisao de bases (BER) na
a da cancer colorretal.

Apresentagéo de Poster / Painel no(a) VI Fundamental Aspects of DNA Repair and Mutagenesis.
2018. (Congresso)

Prognostic impact changes in nucleotide excision repair and translesion polymerases expression in
sporadic colorectal cancer.

Apresentacdo de Poster / Painel no(a) Il ENCONTRO DO PPG BIOCIENCIAS DA UFCSPA E

ENCONTRO DE PESQUISA EM FISIOLOGIA DO RS. 2017 (Encontro)

Estudo do cresstalk entre as vias de reparo de malpareamento (MMR) & por excis&o de bases (BER) na
no do cancer colorretal

III Mos!la de de Ensino, quisa e a da UFCSPA 2017. (Outra)

das p no p! de pacientes portadores de cancer

colorretal esp oradico

I Moslm de Enslno Pesquisa e Extensao da UFCSPA 2016 (Outra)
da exp das p sobre 0 progno dep tes com

cancer :o\onetal esporadmo

XIl Congresso da Mutagen-Brasil, 2016. (Congresso)

| Mostra de de Ensino, q o, 2015. (Outra)
Avaliacéo do perfil do reparo do DNA por exclsao sobre o prognostico do cancer colorretal esporadico.

XXVII Saldo de Iniciagao Cientifica, 2015. (Outra)
Avaliagdo do perfil do reparo do DNA por excisao sobre o prognéstico do cancer colorretal esporadico.

Apresentacéo Oral no(a) Ill Semana Académica UFCSPA, 2014. (Outra)
Determinacéo do Perfil de Reparo do DNA em pacientes portadores de cancer colorretal

XXVI Salao de Iniciacéo Cientifica UFRGS, 2014. (Outra)
Determinacéo do Perfil de Reparo do DNA em pacientes portadores de cancer colorretal

Il Semana Académica UFCSPA, 2013. (Qutra)
Determinagéo do Perfil de Reparo do DNA em Pacientes Portadores de Cancer Colorretal.

Organizagéo de evento

1.

produgéo

ALEGRE, U.F. C.S. P GLORIA, Helena C.
IIl Mostra de de Ensino, q. e @o da UFCSPA, 2017. (Outro, Organizacao de
evento)

Brasil/Portugu

GLORIA, H. C.
Il Mostra de de Ensino quisa e @o da UFCSPA, 2016. (Outro, Organizacio de
evento)

GLORIA, H. C.
| Mostra de de Ensino quisa e do da UFCSPA, 2015. (Outro, Organizagéo de
evento)

GLORIA, H. C.
I Sem_an; Académic_a da U_FCSPA. 2913 (Outro, Organizagéo de evento)
g
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