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RESUMO

Introdugdo: O carcinoma adenoide cistico (CAC) € uma das neoplasias de glandula
salivar mais comuns para o qual nao se encontra quimioterapia eficaz. Um conceito
emergente na terapia do cancer é atingir proteinas especificas do tumor. MDM2
(murine double minute 2) € um importante inibidor do supressor tumoral p53, e sua
expressado € aumentada em CAC. O objetivo do Artigo 1 foi avaliar o efeito de um
novo inibidor da interagdo MDM2-p53 (MI-773) no CAC in vitro e in vivo. O Artigo 2
teve como objetivo entender o papel da combinagao de MI-773 com cisplatina, além
de avaliar a recorréncia de CAC frente a regime neoadjuvante de MI-773. Materiais
e Métodos: 3 modelos de xenoenxerto derivado de paciente (XEDP, UM-PDX-
HACC-5; ACCx6; ACCx9) e 5 culturas primarias de CAC (UM-HACC-1, -2A, -2B, -5,
-6) foram usados para experimentos in vitro e in vivo. Ensaio de Sulforrodamina B
(SRB) foi realizado para avaliar o efeito dos agentes experimentais na viabilidade
celular, além de determinar valores de ICso. Western blots revelaram a expressao de
p53, fosfo-p53, MDM2, p21, PUMA, BAX, Bcl-2 e Bcl-x.. Laminas histologicas (UM-
PDX-HACC-5) foram avaliadas por imunohistoquimica e imunofluorescéncia para
determinar a localizacdo de p53. Técnica de TUNEL in situ revelou o numero de
células de UM-PDX-HACC-5 no processo de apoptose. Citometria de fluxo foi
realizada para determinar o efeito da terapia na propor¢cdo de células-tronco
tumorais (ALDH""CD44"%") e para avaliar o ciclo celular. Para os estudos in vivo,
animais transplantados com tumores (UM-PDX-HACC5, ACCx6, ou ACCXx9)
receberam protocolo terapéutico (MI-773 — gavagem; cisplatina — injecéo
intraperitoneal; ou veiculo controle) conforme indicado. ANOVA, seguido de testes
post-hoc (Tukey), Mann-Whitney U-test ou Student’s t-test foram usados para
determinar as diferengas no crescimento tumoral, peso, volume, apoptose,
viabilidade celular, expressdo de TUNEL e p53. Significancia estatistica: p<0.05.
Resultados: MI-773 causa regressao do tumor em todos os modelos pré-
clinicos de CAC. Doses diarias de 100mg/kg de MI-773 reduziram
significativamente o volume tumoral quando comparado com doses intermediarias
(10 ou 50 mg/kg MI-773) ou veiculo controle, em todos os modelos de CAC.
Alternativamente, camundongos transplantados com tumores UM-PDX-HACC-5

receberam doses semanais de MI-773 (200 mg/kg) e/ou cisplatina (5 mg/kg) por 30
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dias, a fim de se avaliar o efeito da combinagdo das drogas. MI-773, como agente
unico, causou regressao tumoral, sendo mais efetivo do que a cisplatina. Cisplatina,
por outro lado, mostrou limitado efeito terapéutico, estabilizando o crescimento
tumoral. Notavelmente, a combinagao MI-773 + cisplatina foi mais efetiva do que os
agentes isoladamente, e néo foi verificada retomada do tumor no periodo pos-
operatdrio. Importantemente, os protocolos experimentais ndo comprometeram a
saude geral dos animais. Coletivamente, estes resultados in vivo demonstram que
MI-773 atua como mediador na regressao tumoral de CAC e sensibiliza os tumores a
cisplatina. A inibicao terapéutica da interacao MDM2-p53 ativa p53 e induz
apoptose. MI-773 potentemente induz expressao de p53, seu alvo p21 e proteinas
relacionadas a apoptose, como PUMA, BAX, Bcl-2 e Bcl-x, in vitro e in vivo. Analise
do ciclo celular mostrou que a inibicao terapéutica da interagdo MDM2-p53 por MI-
773 causa parada no ciclo celular no primeiro ponto de checagem (G4). Marcagao
por TUNEL revelou numero significativamente maior de células em apoptose quando
tumores de UM-PDX-HACC-5 foram tratados com MI-773 em comparacdo com
controle (p<0.05) Utilizando o mesmo modelo de xenoenxerto, a técnica de
imunohistoquimica mostrou que MI-773 ndo somente aumentou a porcentagem de
células p53-positivas (p<0.001), como causou uma translocagao parcial de p53 ao
citoplasma. MI-773 reduz a fragcao de células-tronco tumorais (CTT) e previne
recorréncia do CAC. Tratamento com MI-773 como agente unico ou combinado
com cisplatina reduziu a fragdo de CTT (p<0.05). Notavelmente, nenhum animal
tratado com regime neoadjuvante de MI-773 apresentou recorréncia tumoral mesmo
apo6s 300 dias de acompanhamento. Em contraste, em 62,5% dos animais do grupo
controle  houve recorréncia (p=0.0097). Conclusdes: Em resumo, os estudos
demonstram que a inibicdo terapéutica da interacdo MDM2-p53 com MI-773 é uma
estratégia antitumoral eficaz, € capaz de sensibilizar tumores a cisplatina e previne
recorréncia neste modelo pré-clinico de CAC. Coletivamente, os dados sugerem que
pacientes com carcinoma adenoide cistico podem ser beneficiados através de

terapias-alvo contra MDM2.

Palavras-chave: carcinoma adenoide cistico; quimioterapia; MDMZ2; p53;

recorréncia.
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ABSTRACT

Introduction: Adenoid cystic carcinoma (ACC) is one of the most common salivary
gland malignancies for which no effective chemotherapy is available. An emerging
concept in cancer therapy is to target specific tumor-related proteins. Murine double
minute 2 (MDM2) is an important inhibitor of the tumor suppressor p53 and has been
found overexpressed in ACC. Paper #1 aimed to evaluate the effect of a novel small
molecule inhibitor of the MDM2-p53 interaction (MI-773) on ACC in vitro and in vivo.
Paper #2 aimed to understand the role of combining MI-773 with cisplatin, and to
evaluated ACC recurrence using a neoadjuvant regimen of MI-773. Material and
Methods: 3 patient-derived xenograft (PDX) models (UM-PDX-HACC-5; ACCXx6;
ACCx9) and 5 low passage primary human ACC cells pools (UM-HACC-1, -2A, -2B, -
5, -6) were used for in vivo and in vitro experiments. Sulforhodamine B (SRB) assay
was performed to evaluate the effect of experimental agents on ACC cell viability and
to determine ICso values. Western blots revealed the expression of p53, phospho-
p53, MDM2, p21, PUMA, BAX, Bcl-2 and Bcl-x,. Histological sections from UM-PDX-
HACC-5 tumors were stained using immunohistochemistry and immunofluorescence
techniques to determine p53 status. /n situ TUNEL staining revealed the number of
UM-PDX-HACC-5 cells undergoing apoptosis. Flow cytometry was carried out to
determine the effect of therapy on the proportion of cancer stem cells
(ALDH""CD44"9") and for cell cycle analysis. For in vivo studies, mice harboring
UM-PDX-HACC5, ACCx6, or ACCx9 tumors were treated following specific
therapeutic protocol (MI-773 — gavage; cisplatin — intraperitoneal injection; or vehicle
control), as opportunely indicated. One-way ANOVA, followed by post-hoc tests
(Tukey), Mann-Whitney U-test or Student’s t-test were used to determine significant
differences in tumor growth, weight, volume, apoptosis levels, cell viability, TUNEL
and p53 expression. Significance was determined at p<0.05. Results: MI-773
caused tumor regression in all ACC PDX models. Daily doses of 100 mg/kg MI-
773 significantly reduced tumor volume when compared to intermediate doses (10 or
50 mg/kg MI-773) or vehicle-treated controls in all ACC xenograft models.
Alternatively, mice harboring UM-PDX-HACC-5 tumors received either weekly doses
of MI-773 (200 mg/kg) and/or cisplatin (5 mg/kg) for 30 days, in order to evaluate the

effect of this drug combination. MI-773 as single agent caused tumor regression,
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being more effective than single agent cisplatin. Cisplatin showed limited therapeutic
response stabilizing tumor growth. Notably, combination of MI-773 with cisplatin was
more effective than single agent therapies and no tumor rebound was observed
during the follow up period. Importantly, experimental protocols did not compromise
the overall health status of mice. Collectively, these in vivo results demonstrate that
MI-773 mediates ACC tumor regression, and sensitizes ACC xenograft tumors to
cisplatin. Therapeutic inhibition of the MDM2-p53 interaction activates p53 and
induces apoptosis. MI-773 potently induced the expression of p53, its downstream
target p21 and apoptosis-related proteins PUMA, BAX, Bcl-2 and Bcl-x, in vitro and in
vivo. Cell cycle analysis showed that therapeutic inhibition of the MDMZ2-p53
interaction by MI-773 causes cell cycle arrest at the first checkpoint (G+). In situ
TUNEL revealed a significant higher number of cells undergoing apoptosis in UM-
PDX-HACC-5 tumors treated with MI-773 compared to vehicle control (p<0.05).
Using the same xenograft model, immunohistochemistry assay showed that MI-773
not only increased the percentage of p53-positive cells (p<0.001), but also caused a
partial translocation of p53 to the cytoplasm. MI-773 reduces the fraction of cancer
stem cells (CSC) and prevents recurrence in ACC. Treatment with MI-773 as
single agent or combined with cisplatin significantly reduced the fraction of CSC
(p<0.05). Notably, not a single animal treated with neoadjuvant MI-773 presented
recurrence even after 300 days of follow-up. In contrast, 62,5% of mice that received
vehicle control experienced tumor reappearance within this time period (p=0.0097).
Conclusions: In summary, these studies demonstrate that therapeutic inhibition of
the MDM2-p53 interaction with MI-773 is an effective anti-tumor strategy that
mediates tumor regression, sensitizes tumors to cisplatin and prevents recurrence in
this pre-clinical model of ACC. Collectively, these data suggest that patients with

adenoid cystic carcinoma might benefit from MDM2-targeted therapies.

Key words: adenoid cystic carcinoma; chemotherapy; MDM2; p53; recurrence.
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1. APRESENTAGAO

Esta tese é apresentada em quatro sessdes principais:

Revisdo da literatura: nesta sessdo sera apresentada uma breve introdugao
geral sobre o carcinoma adenoide cistico, suas caracteristicas morfoldgicas,
histopatolégicas e moleculares. A seguir, é feita uma revisdo sobre as opgdes
terapéuticas para o tratamento desta neoplasia, com enfoque nos ensaios
clinicos que avaliaram o efeito da quimioterapia. O préximo tépico busca
revisar o conceito de xenoenxertado derivado de paciente (XEDP) e seu uso
como modelo experimental pré-clinico. A revisdo segue com uma
apresentagao sucinta, uma vez que os artigos cientificos ja revisam este
assunto, da interagdo MDM2-p53 na fisiologia e no desenvolvimento de
tumores, sua relagdo com o carcinoma adenoide cistico e as opcdes
terapéuticas advindas do bloqueio desta interacdo com drogas de alvo
especifico (MI-773).

Artigo 1: Artigo publicado no periédico Clinical Cancer Research (Qualis A,
fator de impacto 8.73) que descreve os primeiros resultados sobre o efeito da
inibicdo terapéutica da interacdo MDM2-p53 com MI-773 no carcinoma
adenoide cistico in vitro e in vivo. A ativagdo da apoptose, aliado com a
robusta regressao tumoral em modelos pré-clinicos, demonstram o potencial
de MI-773 como alternativa para o tratamento desta neoplasia.

Artigo 2: Artigo publicado no periédico Clinical Cancer Research (Qualis A,
fator de impacto 8.73) que apresenta resultados semelhantes ao artigo 1 de
regressao tumoral e ativagao de apoptose com o uso de MI-773 em modelo
pré-clinico de CAC. Além disso, demonstra que MI-773 foi capaz de
sensibilizar os tumores xenoenxertados a cisplatina e, talvez mais importante,
preveniu a recorréncia do tumor.

Consideragoes finais: esta sessao apresenta reflexdes complementares ao
tema exposto nos dois artigos cientificos, as sua implicagdes, limitagdes, e

perspectivas para futuras investigagdes.
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2. REVISAO DA LITERATURA

Introdugdo ao Carcinoma Adenoide Cistico

As neoplasias malignas das glandulas salivares (NMGS) sao patologias
incomuns, representando cerca de 3-5% dos canceres de cabega e pescogo. Sua
incidéncia mundial anual é de 0.4-2.6 casos novos a cada 100,000 habitantes
(CAWSON, ODELL, 2003; BARNES, et al., 2005). De modo geral, a baixa
prevaléncia das NMGS faz com que o acesso a exemplares para estudo e pesquisa
seja muito limitado. O pouco conhecimento acerca dessas lesbes e de seu
progndstico a longo prazo, aliado a diversidade de apresentagdes clinicas e padrdes
histopatolégicos, tornam o diagndstico e manejo dos pacientes portadores de NMGS
um verdadeiro desafio para cirurgides-dentistas e profissionais da saude
(SEETHALA, 2009).

Dentre as NMGS mais comuns, destaca-se o carcinoma adenoide cistico
(CAC). Em um levantamento dos casos de NMGS diagnosticados e tratados no
Hospital de Clinicas de Porto Alegre (HCPA), no periodo de 1995 a 2010 (n:109),
verificamos que o CAC foi a neoplasia mais frequente (58,3%). Além disso, os
pacientes diagnosticados com esta condicdo apresentaram o pior progndstico
clinico, com uma média de sobrevida de 6,2 anos (VASCONCELQS, et al., 2016).

Tipicamente, o carcinoma adenoide cistico tem origem nas glandulas
salivares, acometendo principalmente a glandula parétida, podendo ocorrer também
na glandula submandibular e glandulas salivares menores. Muito raramente, esta
neoplasia surge em outras localizagdes, como a traquéia, pulmdo, mama, pele,
eso6fago, colo do utero e mucosa genital. Afeta pacientes de todas as idades, porém
€ predominante em adultos, com um pico de incidéncia entre a quinta e a sexta
décadas de vida. Nao existe predilecao por género, exceto no caso em que ocorre
envolvimento da glandula submandibular, quando mulheres sdo mais acometidas
(LOYOLA, et al., 1995; BARNES, et al., 2005).

Histologicamente, caracteriza-se por apresentar dois tipos celulares principais:

células ductais e células mioepiteliais modificadas. Existem trés padrdes histoldgicos
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definidos: tubular, cribriforme e sélido (ou basaldide). No padréo tubular, ductos e
tubulos bem formados com luz central sao revestidos por uma camada epitelial,
internamente, e outra mioepitelial, na porcdo externa. O padrao cribriforme, o mais
frequente, €& caracterizado por apresentar ninhos de células com espacgos
microcisticos cilindromatosos, preenchidos por material mucéide hialino ou basdfilo.
O padrao solido (ou basaldide) € formado por folhetos e células basaldides
uniformes, sem existir formacado tubular ou microcistica. O estroma tumoral é,
geralmente, hialinizado e pode manifestar caracteristica mixéide. Este subtipo sélido
estd associado com um pior prognostico clinico dos pacientes (BARNES, et al.,
2005).

Em nivel molecular, alguns autores tém demonstrado que a grande maioria
dos casos de CAC (80%-90%) apresentam a fusdo do oncogene MYB com o fator
de transcricdo NFIB, caracterizado pela translocagao t(6;9)(q22-23;p23-24). MYB
desempenha um papel importante como oncogene no controle da proliferagao
celular, apoptose e diferenciacdo. Curiosamente, a fusdao de MYB-NFIB nao foi
encontrada em nenhum outro carcinoma de glandula salivar além do CAC,
demonstrando a grande especificidade deste achado e sua possivel contribuicao
como biomarcador no diagnéstico desta lesao (SIMPSON, et al., 2014; BRILL, et al.,
2011; DI PALMA, et al., 2014). Além de potencialmente util no diagndstico, a fusao
MYB-NFIB ja foi associada com um pior prognéstico clinico dos pacientes
(STENMAN, 2013; MITANI, et al., 2010).

Outros possiveis biomarcadores moleculares de CAC ja foram descritos,
como c-kit e o receptor do fator de crescimento epidermal (do inglés EGFR)
(ADELSTEIN, et al., 2012). Kit € um receptor transmembrana codificado pelo gene c-
kit. Este gene estd associado com a regulacdo da migracdo, diferenciacédo e
proliferagcéo celular. Assim como a fusao de MYB-NFIB, em torno de 90% dos casos
de CAC apresentam expressdo aumentada de c-kit (HOTTE, et al., 2005; BELL, et
al., 2010). EGFR, por sua vez, tem sido associado com aumento da proliferagéo e
motilidade celular, diminuicdo de apoptose, promocdo de angiogénese e
sobrevivéncia de células do cancer (LAURIE et al., 2011). A incidéncia de expressao
desta proteina € menor, sendo evidenciada em torno de 40% dos casos de CAC.
Sua relevancia como biomarcador ainda € incerta. (BELL, et al., 2010; AGULNIK, et
al., 2007)
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Clinicamente, o tumor apresenta-se como uma massa solida, de cor
castanho-claro, bem circunscrito, porém nao encapsulado. Seu comportamento
biolégico € unico entre os tumores de glandula salivar. Exibe progressao lenta,
porém com alto poder de invasdao e destruicdo dos tecidos adjacentes. Sua
capacidade de invasao perineural ja foi bem documentada, o que explica a
sintomatologia dolorosa referida por alguns pacientes. Esse comportamento invasivo
pode levar a disseminagao do tumor ao cérebro, além de promover a disseminagao
de células cancerosas para além das margens possiveis de serem ressecadas
cirurgicamente, facilitando a recidiva do tumor (SIMPSON, et al., 2014; COCA-
PELAZ, et al., 2015; KOWALSKI, PAULINO, 2002).

Opcoes terapéuticas

O tratamento padrdao para o CAC € a excisdo cirurgica seguida por
radioterapia (DODD, SLEVIN, 2006; MILANO, et al., 2007; MENDENHALL, et al.,
2004; ADELSTEIN, et al., 2012). Porém, o indice de sobrevida dos pacientes em um
periodo de 10 anos nao ultrapassa 50%. Isso se deve ao alto indice de recidiva local
e metastase a distancia, que acomete principalmente o pulméo, tecido ésseo, figado
e, com menor frequéncia, a cadeia de linfonodos (DILLON, et al., 2016; LAURIE, et
al., 2011; SIMPSON, et al., 2014). Em casos de metastase, a estimativa média de
vida cai para 3 anos, e somente 10% destes pacientes sobrevivem por um periodo
maior do que uma década (VAN DER WAL, et al., 2002; TERHAARD, et al., 2004). A
quimioterapia vem sendo empregada em casos avangados, seja por impossibilidade
na realizagcdo da excisdo cirurgica, seja por recidiva do tumor. Entretanto, os
medicamentos quimioterapicos disponiveis ndo tem demonstrado eficacia clinica
satisfatéria no tratamento dos pacientes com CAC (LAURIE, et al., 2011; CHAE, et
al., 2015).

Em funcédo da raridade desta lesdo, poucos sdo os estudos investigando a
eficacia da quimioterapia no CAC. Aqui, serao apresentados resultados de ensaios
clinicos de fase 2 (ensaios piloto, com numero restrito de participantes, buscando
demonstrar a atividade terapéutica e toxicidade das drogas) e fase 3 (ensaios com
numero amostral grande, geralmente multicéntricos, buscando avaliar a eficacia e

inocuidade do tratamento) que avaliaram o efeito da quimioterapia em pacientes com
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estagio avangado da doenga, ou seja, aqueles que apresentavam recorréncia local
e/ou metastase. A maioria dos estudos apresenta os resultados na forma de
resposta objetiva. Assim, a efetividade da terapia é classificada como resposta

parcial, resposta completa ou estabilizacido da doenca.

A cisplatina € uma das drogas mais usadas em quimioterapia dos tumores
malignos de cabecga e pescogco (PAPASPYROU, et al.,, 2011; LAURIE, LICITRA,
2006; SURAKANTI, AGULNIK, 2008; VATTEMI, et al., 2008; RIZK, et al., 2007).
Entretanto, sua eficacia no tratamento de casos avancados de CAC é discutivel, em
funcdo da grande inconsisténcia dos dados disponiveis na literatura. Enquanto
alguns trabalhos (HILL, et al., 1997; DE HAAN, et al., 1992) ndo encontraram
nenhuma resposta objetiva com o uso desta droga, outros mostraram uma taxa de
resposta que varia de 18% a 25%, essencialmente quando a cisplatina esta
associada com a ciclofosfamida e doxorrubicina (CAP) (LICITRA, et al., 1996). E
importante ressaltar que a variacdo nos resultados pode ser devido ao tamanho
amostral muito limitado. Além disso, a maioria dos ensaios clinicos foram conduzidos
em um unico centro de tratamento, limitando a populagao alvo em estudo (DILLON,

et al., 2016).

Além da cisplatina (SCHRAMM, SRODES, MYERS, 1981; LICITRA, et al.,
1991), outros agentes quimioterapicos tém sido estudados isoladamente em ensaios
clinicos randomizados, como é o caso da mitoxantrona (MATTOX, VON HOFF,
BALCERZAK, 1990; VERWELJ, et al, 1996), epirubicina (VERMORKEN, et al.,
1993), vinorelbina (AIROLDI, et al.,, 2001), paclitaxel (GILBERT, et al., 2006) e
gentamicina (VAN HERPEN, et al., 2008). De modo geral, a taxa de resposta
objetiva completa da monoterapia no CAC é baixa. Apenas 18 pacientes (de um total
de 141, quando somados 8 ensaios clinicos de fase 2 ou 3) foram beneficiados de
alguma maneira pela intervengdo sistémica. Na maioria dos estudos, nenhuma
resposta objetiva foi alcangada. A estabilizacdo da doenga foi o resultado mais
frequente, ocorrendo em 64 dos 111 pacientes tratados. Entretanto, este dado s6
apresenta validade quando os pacientes selecionados para o estudo tem
comprovada progressao de doenga antes do inicio da intervengao e, talvez mais
importante, tem-se o controle sobre o tratamento prévio realizado. Caso contrario,
fica comprometida a analise de eficacia dos farmacos, uma vez que a lesao pode ter

estabilizado por terapia prévia ou outro fator desconhecido, e ndo em funcao da
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intervencdo em estudo (LAURIE, et al., 2001). A Tabela 1 sumariza os principais

resultados dos ensaios clinicos utilizando monoterapia no carcinoma adenoide

cistico.
Estudo Droga/regimento n Resposta  Estabilizagdo Sobrevida
objetiva da doencga média
(duragcdo) (duragao) (meses)
Schram  Cisplatina 80-100 mg/m? 10 7 de 10 NI NI
m et al (a cada 4-6 semanas) (NI)
Mattox Mitoxantrona 12 mg/m? 18 1de 18 12 de 18 19
et al (a cada 3 semanas) (19 meses) (5-18 meses)
Verweij Mitoxantrona 14 mg/m? 32 4 de 32 22 de 32 1813
et al (a cada 3 semanas) (3-13 (2.5-30 meses)
meses)
Vermork Epirubicina 30 mg/m? 20 2de 20 NI 14
en et al (semanalmente); (7.5e 20
sem resposta, 90 mg/m? meses)
(a cada 3 semanas)
Van Gencitabina 1250 mg/m? 21 0de 21 11 de 21 NI
Herpen (dias1e 8 acada 3 (NI)
et al semanas)
Licitra Cisplatina 100 mg/m? 13 2de 13 6 de 13 20
et al (a cada 3 semanas) (5e8 (NI
meses)
Gilbert Paclitaxel 200 mg/m? 14 0de 14 7 de 14 25
et al (3 horas, a cada 3 (NI) (NI)
semanas)
Airoldi Vinorelbina 30 mg/m? 13 2de 13 6 de 13 NI
et al (semanal) (NI (NI

n=numero de pacientes. NI=Nao informado.

Tabela 1. Estudos de monoterapia no carcinoma adenoide cistico (adaptado de LAURIE, et

al., 2011).

Uma vez que a monoterapia ndo tem se mostrado eficaz no tratamento do

CAC, buscou-se avaliar a associagao de drogas e regimes de tratamento. Dos 17

ensaios clinicos (n total: 143 pacientes) avaliados na revisdo de Laurie et al. (2011),

a combinagao mais utilizada foi de cisplatina com doxorrubicina (droga da familia
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das antraciclinas). Em 4 ensaios clinicos, ciclofosfamida foi adicionada a essa
combinagcdo. Embora protocolos terapéuticos distintos tenham sido utilizados, a
combinagao destes trés agentes levou a uma resposta terapéutica em 9 dos 36
pacientes tratados (DREYFUSS, et al.,, 1987; BELANI, EISENBERGER, GRAY,
1988; CREAGAN, et al., 1988; LICITRA, et al., 1996). Taxas de reposta
semelhantes (25%) também foram alcangadas com a associacdo de diferentes
drogas da familia das platinas (ex. cisplatina e carboplatina) associadas com drogas
da familia das antraciclinas (ex. doxorrubicina, epirubicina, mitoxantrona) (ROSS, et
al., 2009; TSUKUDA, et al., 1993; AIROLDI, et al., 1989; AIROLDI, et al., 2000;
AIROLDI, et al., 2001; GEDLICKA, et al., 2002; LAURIE, et al., 2010). Entretanto,
uma grande limitacdo de muitos dos ensaios listados é a falta de dados acerca do
tempo de duragao das respostas encontradas, o que limita a analise sobre a eficacia
destas terapias a longo prazo. No carcinoma adenoide cistico, este dado é de
especial importancia, pois o tumor costuma apresentar recidiva tardia (ap6s 10 anos
do seu diagndstico) (LLOYD, et al., 2011). A Tabela 2 apresenta um resumo destes

estudos e seus principais resultados.

Estudo Droga/regimento n Resposta  Estabilizagdo Sobrevida
objetiva da doencga média
(duragcdo) (duragao) (meses)
Hill et al Cis: 100 mg/m? dia 1 11 0 de 11 9de 11 12
F: 1 g/m? diario x4 (NI)
(ambos a cada 4
semanas)
De Haan Cis: 20 mg/m? dias 1-5 9 3de9 5de9 67
et al D: 50 mg/m? dia 1 (6,21, 77 (3-24 meses)
B: 30 mg/m? dias 1-5 meses)

(todos a cada 3

semanas)
Triozzi C: 1000 mg/m? dia 1 8 2de8 4 de 8 NI
et al Vn: 1 mg dias 1, 4 (NI) (NI)

F: 750 mg/m? diario x4
(todos a cada 4
semanas)
Ross Cis: 60 mg/m? 8 1de8 5de 8 27




et al

E: 50 mg/m?
F: 200 mg/m? diario

(todos a cada 3

semanas)

(34 meses) (4-16 meses)

Dreyfuss

et al

C: 500 mg/m?
D: 50 mg/m?
Cis: 50 mg/m?

(ambos dia 1 a cada 4

semanas)

3de9 NI NI
(NI)

Tsukuda

et al

C: 400 mg/m?

Pr: 40 mg/m?

Cis: 60 mg/m?
(todos dia 1 a cada 4

semanas)

2de6 NI NI
(NI)

Licitra

et al

C: 500 mg/m?

D: 50 mg/m?

Cis: 50 mg/m?
(todos dia 1 acada 3

semanas)

3de12 5de 12 34
(resposta (NI

parcial 5,

9,13

meses)




Airoldi Cis: 60 mg/m? 4 2de4 0de4 10
et al E: 50 mg/m? (9e13
F: 600 mg/m? meses)

(todos dia 1 acada 3

semanas)

Airoldi Cis: 80 mg/m? dia 1 9 4de9 NI NI
et al V: 25 mg/m? dias 1, 8 (NI)
(ambos a cada 3

semanas)

Gedlicka Cis: 30 mg/m2 dias1,3 11 1de 11 8 de 11 48
et al M: 12 mg/m? dia 1 (50 meses) (9-18 meses)
(ambos a cada 3

semanas)

Tabela 2. Estudos de politerapia no carcinoma adenoide cistico (adaptado de LAURIE, et al.,
2011).
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Recentemente, novas drogas de alvo especifico tém sido testadas como
alternativa ao tratamento do CAC. Como mencionado anteriormente, em torno de
90% destes tumores apresentam expressao aumentada do proto oncogene c-kit
(HOLST, et al., 1999; JENG, LIN, HSU, 2000). Este dado justifica a hipétese de que
a inibicao terapéutica desta proteina pode ser benéfica no tratamento do CAC. De
fato, 7 ensaios clinicos de fase 2 ou 3 avaliaram a acédo de imatinibe (inibidor
especifico de c-kit) (LAURIE, et al., 2011; HOTTE, et al., 2005; LIN, et al., 2005;
PFEFFER, et al., 2007; OCHEL, et al., 2005). Entretanto, apenas um estudo
apresentou resposta objetiva em 2 dois 21 pacientes tratados. A estabilizagdo da
doenca foi o evento mais frequente, ocorrendo em 34 dos 71 participantes. Quando
imatinibe foi associado com cisplatina, houve melhora na resposta objetiva dos
pacientes, sugerindo um efeito benéfico desta associagdao (GHOSAL, et al., 2011)
De modo geral, os estudo n&o avaliaram o estado de progressdo da doenca
previamente a intervencgao. A tabela 3 sumariza os resultados dos ensaios clinicos

utilizando imatinibe.

Estudo Droga/regimento n Resposta Estabilizacao Sobrevida
objetiva da doencga média
(duragao) (duragao) (meses)

Hotte 400 mg VO 15 0de 15 9de 15 7

et al 2x/dia

Slevin 800 mg/dia por 2 meses; 17 0de 17 15 de 17 NI

et al pacientes com doenca

estabilizada recebiam

cisplatina 80 mg/m? a

cada 3 semana +

imatinibe 400 mg diario
Pfeiffer 400 mg/dia 10 0de 10 2de 10 NI
et al escalada para 800 mg

em 4 pacientes

Lin et al 400 mg VO 4 0de4 1de4 6
2x/dia

Ochel 400 mg VO 4 Ode 4 1de4 NI

et al diario

Guigay 400 mg VO 21 2de 21 6 de 21 NI
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et al 2x/dia (14 e 15

meses)

n=numero de pacientes. NI=Nao informado. VO=via oral

Tabela 3. Estudos utilizando imatinibe no carcinoma adenoide cistico (adaptado de LAURIE,
etal., 2011).

EGFR ¢é outro marcador que, assim como c-kit, apresenta expressao
aumentada no CAC (JAIN, et al., 2016). Terapia com agentes de agao especifica
contra EGFR, como Gefitinibe (GLISSON, et al., 2005) e Cetuximabe (LICITRA, et
al., 2006) ja foram testados no CAC, porém nenhuma resposta objetiva foi
encontrada. Estabilizacdo da lesao ocorreu na maioria dos casos, entretanto nem
todos os pacientes estavam experenciando progressao da lesdo no momento de
entrada no estudo. A tabela 4 mostra um resumo dos principais resultados

evidenciados com o uso de farmacos com acao especifica.

Estudo Droga/regimento n Resposta Estabilizacado Sobrevida
objetiva da doencga média
(duragao) (duragao) (meses)
Glisson Gefitinibe 19 0de 19 13 de 19 NI
et al 250 mg VO (média de 13
(diario) semanas)
Locati Cetuximabe 23 0de 23 20 de 23 NI
et al 400 mg/m? inicial (média de 6
250 mg/m? IV meses)
(semanalmente)
Agulinik Lapatinibe 19 0de 19 15 de 19 NI
et al 1500 mg VO
(diario)
Argiris Bortezomibe 25 0de 25 17 de 25 NI
et al 1.3 mg/m? dias 1, 4, 8,

11 a cada 3 semanas;
em progressao da
doencga, doxorubicina 20
mg/m? adicionada dias 1,
8

n=numero de pacientes. NI=Nao informado. VO=via oral. IV=intra venoso.
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Lapatinibe=inibidor dual de EGRF e HER2. Bortezomibe=inibidor do proteassoma 26S.

Tabela 4. Estudos utilizando agentes de alvo especifico no carcinoma adenoide cistico
(adaptado de LAURIE, et al., 2011).

De forma geral, os ensaios clinicos apresentados mostraram:

* Numero amostral baixo. A maioria dos estudos, especialmente os que
investigaram associacao das terapias, o numero de 15 participantes nao foi

ultrapassado;

* Regimes e esquemas de administragdo dos farmacos nao foram
padronizados. Quando um farmaco ou associagao era testada em mais de
um ensaio, seu esquema de administragdo nao seguia uma padronizagao,

dificultando a comparacao dos resultados.

» Estabilizagdo da doenca foi a resposta mais frequente. A resposta objetiva
parcial ou completa foi rara. O desfecho “estabilizacdo da doenca” muitas
vezes ficou comprometido pela falta de controle acerca da progressao da

lesao prévia ao inicio da intervencao.

* Para terapia isolada, baseado somente em dados prospectivos, mitoxantrona

e vinorelbina parecem ser opg¢des razoaveis, assim como epirubicina.

* Para terapia combinada, a evidéncia existente suporta o uso de cisplatina

associada com antraciclinas, como doxorrubicina.

* Os dados nao favoraveis com o uso de agentes de alvo especifico, como
imatinibe (c-kit) e cetuximabe (EGFR), ndo suportam seu emprego na rotina

clinica.

Apo6s a analise dos ensaios clinicos, fica evidente a falta de uma opc¢ao
quimioterapica viavel e eficaz para o tratamento dos pacientes com carcinoma
adenoide cistico em estado avangado. O retrato desta caréncia se mostra no ultimo
guia do National Comprehensive Cancer Center (NCCN), érgdo com sede nos EUA.
Nele, ndo existe nenhuma indicacdo de droga quimioterapica ou protocolo de
tratamento medicamentoso especifico para pacientes com carcinoma adenoide
cistico (https://www.nccn.org/professionals/physician_gls/pdf/head-and-neck.pdf).

Dessa forma, € grande a necessidade do desenvolvimento de novas terapias que
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beneficiem estes pacientes. Além da necessidade de ensaios clinicos de qualidade
avaliando as drogas existentes, € preciso viabilizar a translagcdo de agentes

terapéuticos testados em laboratério até a pratica clinica.

Modelo de xenoenxerto derivado de paciente

Tradicionalmente, o teste de novos agentes terapéuticos é feito em cultura de
células imortalizadas de cancer in vitro. Neste modelo, a agdo da droga acontece por
contato direto com as células dispostas em um ambiente “artificial”’, muito diferente
do microambiente tumoral em que estas se encontrariam em humanos. Por isso,
frequentemente se verifica a incompatibilidade dos resultados desses compostos in
vitro em comparagdo com seus efeitos em ensaios clinicos com humanos.
(PEARSON, et al., 2016; JOHNSON, et al., 2001). Mesmo assim, este modelo
tradicional encontra importancia na obtencdo de dados iniciais sobre toxicidade e

ativacao de vias de sinalizacao, por exemplo.

Nesse contexto, os modelos de xenoenxerto derivado de paciente (XEDP, do
inglés patient-derived xenograft models, PDX) tém se apresentado como uma
alternativa mais eficaz na pesquisa translacional de novos agentes terapéuticos para
o combate ao cancer (IZUMCHENKO, et al., 2016). Esta metodologia, que se baseia
no direto transplante de fragmento tumoral de paciente em camundongo
imunocomprometido, apresenta, entre outras vantagens: (i) capacidade de preservar
as caracteristicas histopatolégicas e moleculares do tumor original em um modelo
pré-clinico; (ii) possibilita a continuidade e expansdo do modelo através de
passagens do tumor xenoenxertado em outros animais, sem comprometer as
caracteristicas citadas anteriormente. Cria-se, dessa forma, a possibilidade de se
“multiplicar” o tumor de um determinado paciente em inumeros exemplares para
testes terapéuticos in vivo. (IZUMCHENKO, et al., 2016, HIDALGO, et al., 2014).
Esta caracteristica € de especial valia no estudo de tumores raros, como é caso do
CAC.

O modelo XEDP ja foi descrito e estabelecido em inumeros tipos de canceres
(FICHTNER, et al., 2008; DEROSE, et al., 2011; ZHANG, et al., 2013), incluindo o

carcinoma espinocelular de cabega e pescogo (PENG, et al., 2013). Foi verificada a
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correlagdo entre a resposta terapéutica do tumor humano original, em ensaios
clinicos, com a resposta verificada em tumores xenoenxertados derivados do mesmo
paciente (HIDALGO, et al., 2014). Além disso, estes tumores apresentam
estabilidade no perfil de expressao génica e na resposta a agentes terapéuticos nas
diferentes passagens in vivo (RUBIO-VIQUEIRA, et al., 2006; KEYSAR, et al., 2013).

O primeiro modelo XEDP de carcinoma adenoide cistico foi desenvolvido por
Moskaluk et al. (2011). Naquela ocasidao, 17 dos 23 tumores de pacientes
implantados efetivamente tiveram sucesso em camundongos. Notavelmente, o
aspecto histologico do tumor original humano foi mantido em 100% dos tumores
xenoenxertados. De um modo geral, a analise por imunohistoquimica mostrou
similaridade na marcacgao por versican e p63 em ambos os tumores. Além disso, os
tumores XEDP também possuiam a translocacao t(6;9) de fusdo dos genes MYB-
NFIB, comentada anteriormente nesta revisdo. Este trabalho apresentou a primeira
evidéncia mostrando o sucesso no estabelecimento do modelo XEDP de carcinoma
adenoide cistico que recapitula as caracteristicas morfolégicas e moleculares do
tumor proveniente de paciente sugerindo, assim, o seu potencial como modelo pré-

clinico no estudo de protocolos terapéuticos (MOSKALUK, et al., 2011).

Posteriormente, outros grupos de pesquisa foram desenvolvendo os seus
proprios modelos XEDP a partir de amostras de tumores provenientes de pacientes
(https://www.accrf.org/research/resources-for-researchers/databases/). No ano de
2014, tive a oportunidade de realizar o meu estagio sanduiche de doutorado no
laboratério coordenado pelo Prof. Jacques E. Nor, na Faculdade de Odontologia da
Universidade de Michigan/EUA. Naquela ocasidao, uma das linhas de pesquisa em
andamento era a avaliagao de agentes terapéuticos em modelos pré-clinicos (XEDP)
de carcinoma mucoepidermdide e carcinoma adenoide cistico, provenientes de

bidpsias realizadas no Hospital da referida universidade.

Em 2015, Acasigua et al publicaram o primeiro relato utilizando o modelo
XEDP de CAC estabelecido no laboratério, chamado de UM-PDX-HACC-5
(abreviagao para University of Michigan — patient-derived xenograft — human adenoid
cystic carcinoma — patient #5) (ACASIGUA, et al., 2015). O objetivo do trabalho foi
avaliar a resposta dos tumores UM-PDX-HACC-5 frente a terapia com uma pequena

molécula inibidora de Bcl-2 (BM-1197), desenvolvida no laboratério do Prof.
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Shaomeng Wang (Centro de Cancer da Universidade de Michigan) (BAI, et al.,
2014). A semelhanga deste tumor xenoenxertado com o seu doador humano foi
confirmada através de comparagao morfolégica (H/E) e genotipagem de DNA (Short
Tandem Repeat (STR) profiling) (WARNER, et al., 2016). Além do inibidor de Bcl-2,
Dr. Wang disponibilizou outros agentes terapéuticos para testes nos modelos XEDP
de NMGS, entre eles a droga (pequena molécula) inibidora de MDM2 (murine double
minute 2), chamada de MI-773. Essa droga, patenteada pela empresa farmacéutica
Sanofi (SAR405838), foi desenhada sinteticamente para se ligar a MDM2 e impedir a
sua acao inibitéria em p53. Dessa forma, p53 é reativado e pode exercer suas
fungdes conhecidas de agente supressor tumoral (WANG, et al., 2014). A interagao

MDM2-p53, por sua importancia nesta tese, sera abordada no tdpico a seguir.

A Interagcao MDM2-p53

p53 é, provavelmente, uma das proteinas mais estudadas na literatura. Sua
ativacdo por uma variedade de estressores celulares pode levar a parada do ciclo
celular, indugcado de apoptose e até morte de células que potencialmente poderiam
perpetuar alguma mutagdo oncogénica. Por isso, sua atuagdo como supressor
tumoral € bem estabelecida. Para tal fim, p53 age como fator de transcri¢ao,
causando a ativagcao de proteinas relacionadas com o controle do ciclo celular e
inducdo de apoptose, como p21 e BAX. Os niveis de expressao de p53 também
estdo sujeitos a regulagdo através da acédo de diversas proteinas (HIF1a, WTq,
p300, TAF1131, SV40). Dentre os principais inibidores de p53, destaca-se a proteina
MDM2 (ALARCON-VARGAS, RONAI, 2002; DAUJAT, NEEL, PIETTE, 2001).

MDMZ2 é uma proteina de 491 aminoacidos que interage, através de sua
porcdo N-terminal, com a a-hélice presente no dominio de transativagao de p53. O
dominio C-terminal de MDM2, por sua vez, possui acdo de ubiquitina-ligase E3 em
p53. Assim, MDM2 é capaz de neutralizar a acdo de p53 ndo somente pelo
fechamento do dominio de ativagao transcricional, mas também promovendo a
degradacgao de p53 através de sua ubiquitinizagdo e posterior agao de proteossomas
(OLINER, et al., 1993; KUBBUTAT, JONES, VOUSDEN, 1997; HAUPT, et al., 1997).
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Dessa forma, a interagdo MDM2-p53 forma um “feedback” autoregulatério
negativo. Isso ocorre pois MDM2 ¢é alvo transcricional de p53. Ao mesmo tempo,
MDM2 se liga e inibe a expressao de p53, provocando sua degradagao. Em outras
palavras, quanto maior a expressao de p53, maior sera também a sintese do seu
inibidor, MDM2 (WU, et al., 1993). Essa interacédo € importante para a manutengao
da homeostase nos seres vivos, mantendo baixos os niveis de p53. O aumento da
expressao dessa proteina pode levar a uma indesejada parada no ciclo celular e
indugao de apoptose em células do organismo (DAUJAT, NEEL, PIETTE, 2001). De
fato, o silenciamento total de MDM2 e o descontrole sobre a expressdo de p53
provou ser letal em ratos (JONES, et al., 1995; MONTES DE OCA LUNA, WAGNER,
LOZANO, 1995).

Por outro lado, a expressao aumentada de MDM2 pode levar a uma inibicéo
exacerbada de p53 e de suas fungdes como supressor tumoral, favorecendo os
eventos relacionados com a carcinogénese e progressdao do cancer (MICHAEL,
OREN, 2002). Diversos tumores ja apresentaram expressdo aumentada de MDM2,
que foi associada com um pior progndstico clinico dos pacientes (CORDON-CARDO,
et al., 1994; MOMAND, et al., 1998; JONES, et al., 1998). Especificamente no caso
do CAC, o acumulo de MDM2 vem sendo relacionado com sua tumorigénese e
agressividade. A baixa expressdao de MDM2 foi observada em subtipos menos
agressivos (padrao cribriforme), enquanto que uma alta expresséao foi encontrada em
subtipos tumorais que apresentam pior progndstico clinico (padrao sélido) (DE LIMA
MDE, et al., 2009; MANTESSO, et al., 2004). Estes dados sugerem que agentes
terapéuticos com alvo especifico em MDM2 podem apresentar efeito antitumoral em

neoplasias com expressao conhecida desta proteina.

Como introduzido anteriormente, MI-773 faz parte familia das pequenas
moléculas inibidoras de MDM2 (SHANGARY, WANG, 2008; WANG, et al., 2014). A
sua estrutura molecular foi desenhada para ocupar os sitios de ligagdo de MDM2
com p53 com alta especificidade (Ki=0.88 nmol/L). Dessa forma, a droga previne a
interacdo entre MDM2 e p53, levando a reativagcédo de p53 selvagem. O mecanismo
de acdao de MI-773 foi testado in vitro e in vivo em modelos de leucemia,
osteossarcoma, cancer de prostata e de colo. MI-773 efetivamente ativou p53
selvagem e alguns de seus alvos transcricionais, como p21 e PUMA, induzindo a

parada do ciclo celular e indugao de apoptose in vitro. Além disso, tratamento com
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MI-773 em modelos de tumores xenoenxertados causou regressao tumoral
duradoura e, em alguns casos, redugdo completa do tumor (WANG, et al., 2014).
Estes dados suportaram a translagcdo de MI-773 para 2 ensaios clinicos (fase 1)
visando o tratamento de pacientes portadores de tumores malignos sélidos em
estagio avancado (ZHAO, et al., 2015). Um destes estudos continua ativo, porém
sem o recrutamento de novos participantes. O outro ja foi finalizado, mas seus

resultados finais ainda néo foram divulgados (https://clinicaltrials.gov).

Em resumo, esta breve introducdo buscou salientar o panorama adverso no
tratamento de pacientes com carcinoma adenoide cistico em estagio avangado, pela
inexisténcia de uma droga quimioterapica eficaz. Por ser uma doenga rara, a
metodologia baseada no uso de tumores xenoenxertados derivados de paciente
parece ser uma solucédo potencial para o estudo de novas terapias no tratamento
desta neoplasia, uma vez que o tumor de um unico paciente pode ser expandido em
modelo experimental animal. Os resultados promissores evidenciados com o uso do
agente inibidor de MDM2 (MI-773) em diferentes neoplasias, aliado ao fato de que,
na maioria das vezes, MDM2 tem sua expressdo aumentada no CAC, nos fizeram
levantar a hipétese que permeia esta tese: a inibicao terapéutica da interagao

MDM2-p53 com MI-773 ¢é uma alternativa para o tratamento do CAC.

Esta hipétese foi testada e os resultados foram organizados em dois artigos
cientificos, publicados na revista Clinical Cancer Research. Resumidamente, o
primeiro artigo buscou avaliar o efeito antitumoral de MI-773 em modelos pré-clinicos
de CAC (WARNER, et al., 2016). O segundo artigo, além de confirmar os resultados
do primeiro trabalho, buscou avaliar o efeito da combinacao terapéutica de MI-773
com cisplatina. Além disso, através de um desenho experimental que mimetiza um
ensaio clinico, buscou avaliar o efeito da excisao cirurgica do tumor combinada com
regime neoadjuvante de MI-773 no processo de recorréncia do CAC (NOR, et al.,
2016).
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3. OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar a eficacia da inibicdo terapéutica da interacago MDMZ2-p53 no

tratamento do carcinoma adenoide cistico.

Objetivos especificos

- Verificar o efeito terapéutico do inibidor da interagdo MDM2-p53 (MI-773) no

carcinoma adenoide cistico in vitro e in vivo.

- Verificar o efeito de MI-773 quando associado com cisplatina e na

recorréncia do carcinoma adenoide cistico.
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4. ARTIGOS CIENTIFICOS

Artigo 1 — WARNER, K. A. et al. Targeting MDM2 for Treatment of Adenoid
Cystic Carcinoma. Clin Cancer Res., v. 22, no. 14, p. 3550-3559, Jul. 2016.
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Supplementary Table Legends
Supplementary Table $1. Table depicting patient demographics and tumor characterstics.
Supplementary Table $2. Table depicting short tandem repeat (STR) profies of patient S, UM-
HACC-5 celis at passage 7, and patient-derived xenograft (PDX) tumors at passages S, 9 and
12. STR profiles for UM-HACC-1 cels at passage 7 and 13. STR proflles for patient 2, UM-
HACC-2A and UM-HACC-2B celis at passage 14. STR profiles for patient 6 and UM-HACC-6

calls at passage 6.

Supplementary Figure Legends

Supplementary Figure $1. Characterization of UM-PDX-HACC-5, a patient-derived xenograt
(PDX) model of adenold cystic carcinoma. A, photomicrographs deplicting hematoxiin and eosin
staining of the primary tumor (patient 5), and PDX adenold cystic tumors (UM-PDX-HACC-5) at
In vivo passages 1-12. B, graph depicting tumor volume over time for UM-PDX-HACC-S tumors
over 12 In vivo passages. C, table depicting percentage tumor take per In vivo passage of UM-
PDX-HACC-S tumors. D, Representative images of the FISH analysis. The break-apan Image
shows at least two cealls with two fused reaigreen signals Indicating Intact MYB locl. The fusion
FISH Image shows a representative cell with distinct green and red signals Indicating the 2
genes remaln separate. E, Westem blot showing expression levels of MDM2, pS3 and pé3 In
UM-PDX-HACC-S tumors at in v&o passages 2, 9 and 12.

Supplementary Figure $2. MI-773 Induces ACC tumor ragression. A, graph depicting average
tumor volume of mice that recalved 100 mg/kg MI-773 or vehicie via dally oral gavage for 2
weeks. Treatment startied when tumor were approximately 200 mm’. “P<0.05. B, Kaplan-Meler
analysls for time to fallure, 35 defined by doubling tumor volume 35 compared to pre-treatment
volume (n=4-S/group). C, photographs of mice and tumors immediately after euthanasia. D,
graphs depicting actual weight and volume of tumors retrieved from the mice at the termination
of the experiment. £, graph depicting mouse welght for the duration of the experiment. F, table
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showing tumor growth Inhibition (TGI) Index and percent tumor shrinkage In mice treated with
100 mg/kg MI-773 or vehicie, 35 compared to pre-ireatment volumes. TGI greater than S0 Is
typically considered significant.

Supplementary Figure $3. MI-773 Induces ACC tumor regression. A, graph depicting average
tumor volume of mice that recalved vehicie, S0, or 100 mg/&g MI-773 via dally oral gavage for
15 days. Treatment started when tumor were approximately 200 mm?>. “P<0.05. B, Kaplan-Meler
analysis for time to fallure, 3s defined by doubling tumor volume as compared to pre-treatment
volume (n=6-8/group). C, photographs of mice and tumors Immediately after euthanasia. D,
graphs gepicting actual weight and volume of tumors retrieved from the mice at the termination
of the experiment. £, graph depicting mousa weight for the duration of the experiment. F, table
showing tumor growth Inhibition (TGI) Index and percent tumor shrinkage In mice treated with
venicle 50, or 100 mg/kg MI-773, 3as compared to pretreatment volumes. TGI greater than S0 Is
typically considerad significant.

Supplementary Figure S4. Effect of MI-773 Is pS3-dependent. A8, graphs showing 3 dose
response of MI-773 In UM-HACC-S (passage 6) and UM-HACC-6 (passage 7) low passage
cells (data not normalized). C.D graphs showing that pS3-slienced UM-HACC-S celis are more
resistant 1o MI-773 than vecior control cells. One graph depicts data not normalized (C), and the
other gepicts data normalized by vehicle control celis (D). E, Westem biot venfying the
expression levels of pS3 In UM-HACC-S cells stably transouced with shRNA-pS3 or scrambie
sequence control (ShRNA-C) lentiviral vecior.

Supplementary Figure $5. Histopathology of UM-PDX-HACC-S tumors treated with MI-773. A,
hematoxylin and eosin staining of vehicle-treated tumor showing Infiltration of tumor calis Into
muscie, nerve and adipose tissue. B, hematoxylin and eosih staining of 100 mg/kg MI-773
treated tumor showing a noticeable shift In callular morphology, Le. tumor celis with vacuolated
cytopiasm surrounded by hyalne connective tissue (arrow), and Inflitration Into nerve and
adipose tissue. Black arrows point to pleomorphic calis with hyperchromatic nuclel; Red amows
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point % celis In the MI-773 treatment group that are characterized by smaller nuclel with
vacuolated cytoplasm; Asterisks Indicate nerves; FT=fat tissue; Mi=muscie Invasion. Scale
Dars=50 ym.

Supplementary Figure S6. Aminoacid sequence of pS3 In the ACC modeis used In this project.
A, pS3 reference sequence (GenBank:U34788.1). B-D, Aminoacid sequence for pS3 In the ACC
tumor retrieved from patient UM-HACC-S (B cormesponding PDX tumors, Le. UM-PDX-HACC-
5, passage 12 (CJ; and low passage primary human UM-HACC-S cells (D). E-G, Aminoacid
sequence for pS3 In UM-HACC-1 cells passage 11 (E), UM-HACC-2A cells passage & (F), and
UM-HACC-6 cells passage 7 (G).
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A Refoence pS3 soquense (BC003695)

MRIErPOsD SYEPPLSQETISOLACLLPENNYLSILPS
QAMADDLVALIPFDDIEQWETEDPIPDEAF I ML P EARP
SVAPAPARAITPFAAPAFAPSIWFLSSIVPSOKTYQOSYS
FRLGFLHSOYARSYTCTYSPALAK M FCALAKTCIVAL
WVYDSTFPPETAVIANHAIYKQSOENM TEVYRRCPHHE
ICSOSOGULAPTORLIRYEGNLIAVEILDDRNTFINSY VY
PYEPPEVOSOCTTIHYNY MM CSSCMMICOMEAPFILY
HTLEDSSGALIGANSFEYRVCACPSIDRATICENLRE
COEPHHELPPOSTERALP NN TSSSPOPKSKPLDBEYFT
LOQIRGRERFIMMFRELNEALELCOADAGEEPGGSRANS
SHIMSEXGOSTSRHEK LM FETEGIDSO

c UN-POX-HACC-S {passage 12)

MetLEP QSOPSYEPPLIQETFSOLMELLPENNVLSPLPS
QANRDDLNLSPDDIEQWETEDIGPDEAPINRPEAAY
AYAPAPAAPTPAAPAPAPSWFLSSSAPIQKTIQUSYS
FRLGFLNSGTAKSYTCTYSPALMCMRFCALAKTCRY AL
WYDSTPPPETAVIAMSAITEQSQH VI TEVYRICPHKE
RUSDSOGLAPFRHLIRVEGNLEVEYIDRRNTFRHSYVY
PYEFPEVESDCTTIHYNYMACNSSCNMIGGME NRRPILT
HTLIDSSGNLLGRUSFEVRVEACPCIORRTECENLRE
KGIPHMELPPGSTERALPNNTSSSPAPEKCPLDGEYFT
LXIRGRERFINWEFRILNEALTLKODACAGKIFPGGSIANS
SHLESCHGOATSRNCELMNFXTEGPISD

UN-HACC-1 [passage 11)

Mt LEPQSDISVEPPISQETFSOLE N L PENNVLSPLPS
QAMKODLWLSPODIEQWEFTEDPGIDEAPR M PEAAP
FYAPAPARPTOAATAPAISWRLLSSVISARTYAGSYG
FRLGFLNSGTAKSYTCTYSPALME Met FCALAKTCIVOL
WUDLTIRPLTRYVAAMRAITEQSONUATIVYRRCPNUNI
LCSDSDGLAPPOQHLIAVEGRLRYETIDDRNTFRESYVY
FYEPPIVGSICTIIMYNY Mt CNSSCMtGEMNRINRRIILT
HTCEDSSOMLSANSIEYRYCACPOIORATEEENLIK
EGEPHNELIPGSTERALPNNTSSSPCPEEKPLOGEYFT
LOIRGRERFINFRECINEALELEDACAGEEPGRSRANS
SHIKSKEOQSTSAHERLMAFKT QR ISS

G UM-HAGCC -8 (passage 7)

MtEEFOSDISYEPPLSQETFSOLWELLFENNYLSPLRS
AANS LM LSPOOIEAWITEDPIPDEAFAMNIPEAAY
RVAFPAPAAPTPAAPAFAFSWFLSSIIVISQETYQOSYD
PRLGFINSGTASSYTCTYSPALNENR FCQLARTCPY QL
WYDSTPPRLTAVRAMSMAIYEQSONMat TEVYARCPHNE
RCSDSDGLAPPRHLIAVEGNLAVEVIDDANTERMSVYY
PYEPPEVESICTTINYNYM CNSSEMAGCMaNREPILT
IITLEDSIONLLORANSFEVEYCACPARDARTEEENLRK
HGEPHHELIPCSTERALPMNNTSSSIOIKCEPLDGEYFTY
LOQIBGACAFIMUFRELACALELEDACAGREPGGSAANS
SHICSKEGOSTSRNKELMe FETEGPIDSD

54

UMHACES (pations NNA)

NEEEPOLSEPSYEPPLSOETFSDLWELLIENNY LEPLPS
QAN POLMKLIPODIEQWFTEDPGPDEAPAME P E2AP
EYAPAPAAPTOARPAFAPSWRLESSYISOKTYOQESY 6
FRLGFLMSGTARSYTCTYSAPALMNE Mt FCQLAKTEI VAL
WVOSTPPPGTRVEAVIAIYKOSORMETEYVRICPHHE
RCSDIDGLAPPOHLIANEGHLAVEYLODANTIRNSYYY
PYEPPEVSSOCTTIHYEY Vot (N SSC MG 60t MRRPILT
VTLEOSSONLLGRNSIEVRAVCACPGRDRATELENLES
KGEPHMEIPPESTERMPMUNTSSSPOPRCCPLDGEYFT
LNIRGRENFIMt FRELAEALELXDACAGKEPEERRANS
SHLESEKCOSTSRHESLMar s 12CP0 50

UM-HACC.S [passage B)

NeaEEPQSDPEVEPPISAETFSOLWKLIPENS VISPLPS
QAMEDDLMt LSPODIEQWETEDPGPREAPRMeIPEARTD
AVAPAPAAPTRAAPAFPAPSWILSSSVPSAKIYQSIYS
FRLOFLISOTARSYTITFS FALNENRIFCALARYSP VAL
WVUDETPPPETREVRAVMAIVEQSORM TEVVIRIPRER
ECSOSRALAPPOHLIRVEORLEYEYLDDERTEAHSYVY
PYEPPEVGSOCTTINYMY MetCUSSCNet GGt NREPILT
ITLEDSSGNLLGRNSFEVRVCACPEIDRATEEENLRE
EGEPHHELP PGSTERALPNNTSSSPOPREKPLDGEYFT
LOQIAGRETFEMRFXEINEDLXIKDARAGEEPGESRAHS
SHLKSERCQITSIHRXLMFKTEOFOSD

UN-HACC-2A (passage €)

MECLTQSOPSVEPFISOETFIDLWELLFENNVISPLPS
QANCOO LM LEPODIEQWITEDPEIDLAPLMRPEAAY
IVAPAPAAPTFAAPAFAPSWPLSSSYPSOQKTIAGSYE
FALGFLHSOTAKSYTIITYSPALNKMaFCALAKTCPV AL
WYDSTPEPETRYRAVRAIYCOSON Nt TEVYRICPHME
ACSOXDGLAPPONLIAVEGNLEVEYLDDANTFRMEVYY

PIEPPEYGSDCTTIHTNT MetCASSCMe GG VENRRPILT
NTLEDSSONLLORNIFEVAVCACPORDNARTEZENLAE

CCEPHHELPPOGSTERALPNNTSSSPAPEXXCY DGXTIT
LXIXGXERFAMAFXSANKXLXLKOAQABEEFSCSRANS
SELESKCGOSTSIHIXLMFETEGPDSD

Suppl Figure S6 - Wamer et al
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Supplementary Figure Legends
Supplementary Figure $1. Treatment with MI-773 andior cispiatin Is not toxic to mice. Graph

depicting mouse weight during the experimental period. Data were nomalized against pre-
treatment weight.

Supplementary Figure $2. Representative photomicrographs of UM-HACC-S and -6 celis
exposed 10 1 uM MI-773 anavor 2 M cisplatin, or vehicie control, for 72 hours in viro.
Supplementary Figure $3. Representative graphs depicting the number of UM-HACC-S (A)
and -6 (B) celis In each cel-cycle phase after freatment with 1 uM MI-773 andior 2 M cisplatin,
or vehicle control, for 24 hours.

Supplementary Figure S4. Representative  photomicrographs  obfained by
Immunofiuorescence for ALDH (green) In UM-PDX-HACC-5 tumors treated with MI-773 and/or
cispiatin. ALDH-positive celis are predominantly observed In vehicle and cisplatn groups
(detalis) and are apparently located In close proximity to biood vessels (*) and nerve siructures
(N). Scale bar represents S0 ym (400x).
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Suppl Figure S2. Nor et al
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5. CONSIDERAGOES FINAIS

Este capitulo final foi pensado e estruturado ndo com o intuito de
simplesmente repetir os resultados apresentados e discutidos nos dois artigos
cientificos que compdbe esta tese. Mas sim, de uma forma simples e objetiva,
apresentar as principais contribuicbes que este trabalho traz no campo do
tratamento do carcinoma adenoide cistico e, quem sabe, de outros canceres. Talvez
mais do que isso, gostariamos de compartilhar algumas duvidas e limitagdes que
surgiram durante esses 4 anos de estudo acerca deste tema e que, potencialmente,

podem embasar o desenvolvimento de novas pesquisas.

A partir da analise da evidéncia atual acerca das opgbes terapéuticas ja
testadas em ensaios clinicos, resumidas no capitulo de revisdo da literatura, é
notdria a falta de uma opcgéo de droga ou regime de quimioterapia para o tratamento
de pacientes diagnosticados com carcinoma adenoide cistico. Isso se deve, em
grande parte: (i) pela ineficacia dos medicamentos quimioterapicos convencionais
(ex. cisplatina); (ii) pela falta de dados confiaveis e relevantes sobre o uso de novas
drogas (as chamadas drogas de alvo especifico); (iii) pelo fato do CAC ser uma
condicdo rara, logo existem poucos pacientes com esta lesdo que poderiam compor

uma amostra adequada de um ensaio clinico.

Dessa maneira, nos parece muito oportuna a discussao sobre os modelos de
xenoenxerto derivados de paciente. Como apresentado no inicio desta tese, este
modelo traz a grande vantagem de permitir o estudo de um tumor antes unico de um
paciente. Assim, o desenvolvimento de diversos exemplares deste tumor em animal,
e que mantém as caracteristicas do tumor original, permite o que antes seria
inviavel: o teste simultdneo de inumeras drogas e combinagdes terapéuticas, sem o
envolvimento direto do paciente. Os resultados destes estudos podem vir a
beneficiar ndo s6 o tratamento deste paciente doador do tumor que gerou o modelo

in vivo, mas também outros tantos que sao diagnosticados com a mesma doenca.

Ao mesmo tempo em que cresce o0 interesse e 0 uso de modelos de
xenoenxerto derivado de paciente, € também necessario que haja uma constante

avaliagdo e acompanhamento deste modelo pré-clinico. Isso, pois Pearson et al.
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(2016) ja mostrou que os modelos XEDP de carcinoma espinocelular de cabecga e
pescoco, e de carcinoma adenoide cistico gerados pelo nosso grupo de pesquisa
apresentaram mudancgas significativas ao longo das passagens entre animais.
Verificou-se um aumento na velocidade de crescimento tumoral in vivo, além de
mudangas em algumas caracteristicas histopatoldgicas importantes, como aumento
do pleomorfismo celular e alteragao do padrao histolégico (CAC). A fim de verificar o
grau de comprometimento causado por essas mudangas nas propriedades dos
tumores, realizamos analise de DNA (STR profiling), que comprovou a semelhanca

do tumor original com o tumor estabelecido in vivo.

O fato do tumor xenoenxertado manter sua identidade, mesmo adquirindo
caracteristicas clinicas e histopatoléogicas mais agressivas no decorrer das
passagens, acaba criando um desafio maior a terapia em estudo. Assim, a droga
pode ter sua eficacia testada em diferentes cenarios e apresentacbes do mesmo
tumor, ou seja, em passagens iniciais ou tardias. Portanto, abre-se aqui a
perspectiva para novos estudos avaliando a agdo de agentes terapéuticos em
diferentes momentos e passagens in vivo. Além disso, outro ponto a ser esclarecido
em futuras investigagdes € o limite de passagens em que o tumor xenoenxertado
mantém a semelhanga genética com seu doador humano. Se é que este limite

existe.

Talvez mais importante do que apresentar as vantagens do modelo XEDP, a
presente tese insere na literatura, através dos dois artigos ja publicados, forte
evidéncia acerca da eficacia da inibicao terapéutica da interacdo MDM2-p53 como
possivel tratamento para o carcinoma adenoide cistico. O efeito anti-tumoral
significativo da droga MI-773 foi comprovado em experimentos distintos, utilizando
tumores de passagens distintas. Os possiveis cenarios clinicos foram apresentados
ao final do segundo artigo, considerando os resultados positivos da combinagao MI-
773 + cisplatina. Além disso, o fato de MI-773 ter evitado a recorréncia destes
tumores, num periodo de avaliagao que compreende o equivalente a metade da vida
de um camundongo, o coloca como forte candidato para futuros ensaios clinicos em
humanos. E importante lembrar que a recorréncia é um dos principais causadores de
morte em pacientes com CAC. Nesse sentido, os dados aqui apresentados podem
servir de apoio para futuras pesquisas acerca do efeito de MI-773 em outros

modelos de CAC proveniente de diferentes pacientes. Dessa forma, €& possivel
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superar a limitacdo de se ter dados gerados em um unico laboratério e tornar ainda
mais consistente a evidencia gerada nesta tese. Além disso, esperamos que esta
tese também incentive a pesquisa acerca do efeito de MI-773 em outros tipos de
cancer. Ja se sabe que MI-773 mostrou resultados favoraveis em lipossarcomas

(BILL, et al., 2016) e neuroblastomas (LU, et al., 2016) em pesquisas recentes.

O objetivo final de toda pesquisa com novos agentes terapéuticos em cancer,
ao nosso entendimento, deve ser a translagcdo dos seus resultados até a pratica
clinica. E que estes achados, efetivamente, levem a algum beneficio aos pacientes.
Essa foi a motivacdo que permeou a concepcdo, o desenho e a escolha da
metodologia empregada nos artigos que compbe esta tese. Esperamos poder

acompanhar o sucesso dessa terapia em futuros ensaios clinicos.
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