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AVALIACAO DA ACETILACAO DAS HISTONAS H3 E H4 E EXPRESSAO DAS
ENZIMAS HISTONAS DESACETILASES HDAC1, HDAC2 E HDAC6 NO LINFOMA
MULTICENTRICO CANINO

RESUMO - Alteracbes epigenéticas sdo associadas aos processos de
carcinogénese e a acetilagdo das histonas € um dos mecanismos mais estudados,
ocorrendo de acordo com a atividade das enzimas histonas acetilases (HAT) e
histonas desacetilases (HDAC). O aumento na expressao e/ou atuacao aberrante das
HDAC interferem diretamente na regulacéo transcricional, podem fornecer condicdes
para o desenvolvimento tumoral e tornaram-se alvos de estudos para intervencao
terapéutica. No linfoma difuso de grandes células B (LDGCB), em humanos,
alteracbes nos mecanismos epigenéticos de acetilacdo das histonas ja foram
identificadas e associadas ao pior prognostico dos pacientes. Porém, em caes ainda
Sa0 escassos 0s estudos que avaliaram essas modificagdes na forma multicéntrica do
LDGCB. No primeiro capitulo, sdo descritos 0s mecanismos epigenéticos
relacionados aos seus aspectos fisiologicos e as modificacdes registradas em
neoplasias, nas medicinas humana e veterinaria. No segundo capitulo, foram
avaliadas as expressodes das histonas acetiladas H3 e H4, e das enzimas HDAC1,
HDAC2 e HDAC6 em amostras de LDGCB (n=20), comparativamente a expressao
em tecido linfoide de caes saudaveis (n=5), por meio da marcacao imuno-histoquimica
e validacdo da expresséao proteica por Western blot. As expressdes das histonas e
enzimas e o0s aspectos clinico-patoldgicos foram correlacionados entre si e com o
progndéstico dos animais doentes. Os resultados mostraram que HDAC2 esta mais
expressa no LDGCB (p < 0,05), enquanto H3, H4, HDAC1 e HDAC6 né&o diferiram
entre 0s grupos. As histonas acetiladas e enzimas histonas desacetilases nao
apresentaram correlacdo com o tempo livre de doenca (TLD) e tempo de sobrevida
(TS), porém o alto indice mitético foi relacionado ao menor tempo de sobrevida dos
cées e menor expressao de HDACSG; e a presenca de sinais clinicos no estadiamento
da doenca (subestagio b) indicou menores TLD e TS. Esse estudo deve estimular o
desenvolvimento de novas investigacdes, a fim de melhor elucidar as alteracdes
epigenéticas na patogénese do LDGCB, uma das neoplasias mais comuns em cées,
podendo auxiliar na descoberta de novas abordagens terapéuticas alvo-especificas e
melhorando o prognéstico dos pacientes.

Palavras-chaves: acetilagdo, caes, histonas desacetilases, linfoma multicéntrico



EVALUATION OF H3 AND H4 ACETYLATION AND EXPRESSION OF HISTONE
DEACETYLASE ENZYMES HDAC1, HDAC2 AND HDACG6 IN CANINE
MULTICENTRIC LYMPHOMA

ABSTRACT - Epigenetic alterations are associated with carcinogenesis
processes and histone acetylation is one of the most studied mechanisms, occurring
according to the activity of histone acetylase (HAT) and histone deacetylase (HDAC)
enzymes. The increased expression and/or aberrant action of HDACs directly interfere
with transcriptional regulation, may provide conditions for tumor development and
become targets of studies for therapeutic intervention. In diffuse large B-cell ymphoma
(DLBCL) in humans, alterations in the epigenetic mechanisms of histone acetylation
have been identified and associated with a worse prognosis in patients. However, in
dogs, there are few studies that evaluated these changes in the multicentric form of
the DLBCL. The first chapter describes the epigenetic mechanisms related to their
physiological aspects and the changes recorded in neoplasms, in human and
veterinary medicine. In the second chapter, the expression of acetylated histones H3
and H4, and of the enzymes HDAC1, HDAC2 and HDACG6 in DLBCL samples (n=20)
were evaluated and compared to the expression in lymphoid tissue of healthy dogs
(n=5), through of immunohistochemical labeling and validation of protein expression
by Western blot. Histone and enzyme expressions and clinicopathological aspects
were correlated with each other and with the prognosis of the sick animals. The results
showed that HDAC2 is more expressed in DLBCL (p < 0.05), while H3, H4, HDAC1
and HDACG6 did not differ between groups. The acetylated histones and histone
deacetylase enzymes did not correlate with disease-free time (DFT) and survival time
(ST), but the high mitotic index was related to the shorter survival time of dogs and
lower expression of HDACG6; and the presence of clinical signs in the stage of the
disease (substage b) indicated lower DFT and ST. This study should stimulate the
development of new investigations, in order to better elucidate the epigenetic
alterations in the pathogenesis of DLBCL, one of the most common neoplasms in dogs,
which may help in the discovery of new target-specific therapeutic approaches and
improve the prognosis of the patients.

Keywords: acetylation, dogs, histone deacetylases, multicentric lymphoma
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CAPITULO 1 - Consideragdes gerais

REVISAO DE LITERATURA

1.1 Introducéo

A carcinogénese € um processo resultante de danos genéticos relacionados a
alteracdes na sequéncia de DNA, como transloca¢des cromossémicas, mutacoes,
dele¢cBes e/ou ganho de material genético (Hassler et al., 2013). Por sua vez, as
alteracOes epigenéticas sao definidas como anormalidades hereditarias da expressao
génica mediadas por mecanismos que néo alteram a sequéncia do DNA (Ward, 2002),
sendo ambos os danos incriminados na tumorigénese (Ferraresso et al., 2014).
Todavia, em alguns tipos de cancer, as modificac6es epigenéticas parecem exercer
maior impacto no risco de desenvolvimento neoplasico (Baylin e Jones, 2016;
Yamashita et al., 2018).

AlteracOes epigenéticas podem promover o desenvolvimento tumoral em
diferentes subtipos de linfoma ndo-Hodgkin humano, inclusive no linfoma difuso de
grandes células B (LDGCB) (Morin et al., 2010; Azevedo, 2015; Hopp et al., 2015; Pan
et al., 2015; Bianco e Abdalla, 2016, Ribeiro et al., 2019) e sao associadas a maior
agressividade da doenca, bem como a resposta insatisfatéria aos tratamentos
(Montalban et al., 2004), evidenciando a participacdo desses mecanismos na
patogénese e progndostico desse tipo neoplasico (Clozel et al., 2013).

O linfoma é uma das neoplasias mais comuns em caes e representa de 7% a
24% de todos os tipos tumorais nessa espécie (Vail et al., 2019). A forma multicéntrica
chega a ocorrer em 80% dos casos (Vail, 2011) e o subtipo LDGCB ¢é a forma mais
comum da doenca, assim como em seres humanos (Shankland et al., 2012;
Marconato et al., 2013) e exibe patogénese molecular, morfologia celular,
caracteristicas clinicas e resposta terapéutica semelhantes nas duas espécies
(Burnett et al., 2003; Su et al., 2013).

A origem do linfoma de células B & multifatorial e resulta de muta¢des herdadas,

alteracbdes nas sequéncias de DNA, expressdo anormal de oncogenes e genes



supressores tumorais (Elvers, 2015), entretanto sua biologia tumoral ndo é totalmente
explicada apenas pelas alteracdes genéticas. Desta forma, as alteracdes epigenéticas
parecem exercer um papel importante no desenvolvimento e progresséo do LDGCB,
muito embora sejam pouco compreendidas, mormente na espécie canina (Jones e
Baylin, 2007; Ferraresso et al., 2014), o que incentiva a identificacdo das modificacdes
nesses mecanismos, como novos biomarcadores relacionados ao desenvolvimento
do linfoma (Epifhanio et al., 2019).

No estudo em tela, o objetivo foi identificar possiveis alteragfes epigenéticas
relacionadas a acetilacdo das histonas, no LDGCB canino, por meio da avaliacdo da
acetilacdo de H3 e H4 e expressdo das enzimas HDAC1, HDAC2 e HDACS,
correlacionando essas proteinas e as variaveis clinicas e patolégicas entre si, e com
0 prognostico dos animais, como forma de entender o possivel envolvimento desses

mecanismos na evolugéo e severidade da doenca nos pacientes.
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