RESSALVA

Atendendo solicitagdao do(a)
autor(a), o texto completo desta
dissertacao sera disponibilizado
somente a partir de 08/04/2023.



v o

"#I%’ UNNEHSIDADE ESTADLAL PALILISTA
u nes “UULKD DE MESGUITA FILHO™
Cam pus de Botucatu

DESACETILASES DE HISTONAS NO CANCER COLORRETAL:
EXPRESSAO GENICA, INDICADORES PROGNOSTICOS
E PERSPECTIVAS PARA A TERAPIA EPIGENETICA

DIOGO PESSUTO CALLEGARI

Botucatu-SP
Margo/2021



AVA
AVAVAY .

iV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nesp UULID DE MESQUITA FILHO™

Cam pus de Botucatu

UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA “JULIO DE MESQUITA FILHO”
INSTITUTO DE BIOCIENCIAS DE BOTUCATU
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM CIENCIAS BIOLOGICAS - GENETICA

DESACETILASES DE HISTONAS NO CANCER COLORRETAL:
EXPRESSAO GENICA, INDICADORES PROGNOSTICOS
E PERSPECTIVAS PARA A TERAPIA EPIGENETICA

Diogo Pessuto Callegari
Mestrando

Profa. Dra. Cldudia Aparecida Rainho
Orientadora

Dissertacao  apresentada ao Instituto de
Biociéncias, Campus de Botucatu, UNESP, como
parte dos pré-requisitos necessarios para obtencao
do titulo de Mestre no Programa de Pos-
Graduacao em Ciéncias Biologicas - Genética.

Botucatu-SP
Marg¢o/2021



FICHA CATALOGRAFICA ELABORADA PELA SEGAO TEC. AQUIS. TRATAMENTO DA INFORM.
DIVISAO TECNICA DE BIBLIOTECA E DOCUMENTAGAO - CAMPUS DE BOTUCATU - UNESP
BIBLIOTECARIA RESPONSAVEL: ROSEMEIRE APARECIDA VICENTE-CRB 8/5651

Callegari, Diogo Pessuto.

Desacetilases de histonas no céancer colorretal
expressdo génica, indicadores progndésticos e perspectivas
para a terapia epigenética / Diogo Pessuto Callegari. -
Botucatu, 2021

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Estadual Paulista
"Julio de Mesquita Filho", Instituto de Biociéncias de
Botucatu

Orientador: Claudia Aparecida Rainho

Capes: 20205007

1. C6lon (Anatomia) - Cancer. 2. Expressdo génica.

3. Epigenética. 4. Histona desacetilases. 5. Sirtuinas.

Palavras-chave: Alvos terapeuticos; HDACs classicas;
Marcas epigenéticas; Modificadores de histonas; Sirtuinas.




Agradecimentos

Aos meus pais e a0 meu irmdo que sempre me auxiliaram e apoiaram, cada qual com seu jeito

anico.

Aos meus amigos de laboratério Jodo, Fernanda, Barbara e Naiade que desde o comego me
ensinam sobre ciéncia, trabalho em grupo e principalmente sobre a vida. Agradeco por té-los

conhecido.

Agradeco imensamente a minha orientadora Profa. Cldudia Rainho por participar como chefe da
banca da defesa e confiar em meu potencial mesmo sabendo das minhas limitagdes, sempre
buscando a melhor maneira de ensinar e passar seu conhecimento adiante nao s6 para mim, como
também para as pessoas em seu entorno. Continuarei agradecendo pela oportunidade de trabalhar

com vocé e conhecer todo esse mundo que vocé me apresenta ao longo do tempo.

Aos membros da banca de defesa Dra. Luisa Matos do Canto Alvim e Dr. Danilo Moretti-Ferreira.
Muito obrigado por estarem presentes neste momento tdo importante de minha vida e contribuirem

com o conhecimento tdo valioso de vocés.

Ao Dr. José Roberto Figaro Caldeira e a Dra Ana Maria de Andrade Caldeira por iluminarem as
pedras que enfrentei como também as que irei enfrentar pelos caminhos da vida, somado a

necessidade de encarar isso de peito aberto, muito obrigado por isso e por todo o carinho.

Agradeco também a Lethicia Valencise que me acompanha nesse final da jornada, sempre me

ensinando calma, paciéncia, e principalmente o real significado do que é o companheirismo.
Aos docentes e funcionarios do Departamento de Genética (atualmente, Departamento de Ciéncias
Quimicas e Bioldgicas — Setor Genética) e do Programa de Pés-graduacao em Ciéncias Biologicas —

Genética.

A Coordenacio de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior — CAPES, pela bolsa concedida.



“Mas, com o tempo, como ele se recusasse a
tornar a se agarrar, a corrente o levantou,
livrando-o do fundo, e ele ndo se machucou nem
se magoou mais.”

“E as criaturas mais abaixo no rio, para quem ele
era um estranho, exclamaram: ‘Vejam, um
milagre! Uma criatura como nés, e no entanto,
voa! Vejam, é o Messias que chegou para nos
salvar!’

“E aquele que foi carregado pela corrente disse:
Nao sou mais Messias do que vocés. O rio tem
prazer em nos erguer a liberdade, se ousamos nos
soltar. O nosso verdadeiro trabalho é essa viagem,
essa aventura.”

- Richard Bach. Illusions (1977).
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Resumo

O termo cancer colorretal (CRC) inclui os tumores localizados no intestino grosso separado em
célon e reto. Globalmente, o CRC apresenta alta incidéncia e taxa de mortalidade. A doenca é
heterogénea, possui etiologia complexa, desenvolvendo-se em multiplas etapas em decorréncia do
acumulo de alteragOes genéticas e epigenéticas. Estudos recentes identificaram perfis moleculares
especificos caracterizados por alteracdes genéticas e epigenéticas: i) instabilidade cromossémica
(CIN), ii) instabilidade de microssatélites (MSI), iii) fenétipo metilador de ilha CpG (CIMP) e iv)
hipometilacdo global do DNA. AlteracGes epigenéticas, incluindo mudangas no perfil de metilagao
do DNA e de modificagbes pos-traducionais das histonas, sdo detectadas em todas as etapas do
processo de carcinogénese. Neste contexto, a perda da acetilacio da cromatina mediada pelas
enzimas denominadas desacetilases de histonas (HDACs) tém sido implicadas na progressdao do
CRC e na resisténcia a quimioterapia. Este estudo teve como objetivo principal avaliar o padrdao de
expressao de genes codificadores de desacetilases de histonas em CRC e sua correlacio com
parametros clinico-patologicos. O trabalho encontra-se apresentado em duas partes: o primeiro
capitulo apresenta os principais fatores epidemioldgicos do cancer colorretal, sua classificacao,
fatores epigenéticos que acompanham seu desenvolvimento e sua relagdio com as HDACs, assim
como o efeito das modificacdes de histonas na resposta a terapia. O segundo capitulo apresenta a
analise do padrdo de expressdao dos 18 genes codificadores de desacetilases de histonas em CRC
comparado a amostras de intestino normal a partir de dados de RNA-Seq disponiveis nos bancos de
dados publicos The Cancer Genome Atlas (TCGA) e Genotype-Tissue Expression (GTEx) bem
como possiveis correlacdes entre os genes diferencialmente expressos com parametros
prognosticos. Dentre os dados disponiveis, foram selecionados aqueles obtidos a partir de amostras
de tumores com alto nivel de pureza de acordo com o valor de CPE (Consensus Purity Estimate).
As analises foram conduzidas com o pacote DESeq2 para linguagem R (R Bioconductor v 3.8).
Foram detectados seis genes diferencialmente expressos (log2FoldChange >+1 ou < —1 e p-value

<0,0001; student t-test): os genes HDACI, 2 e 8 apresentaram altos niveis de expressdao enquanto 0s



genes HDAC 4, 9 e 10 apresentaram niveis menores nos tumores quando comparados tecido
normal. Em conjunto, os genes diferencialmente expressos mostraram padrdao heterogéneo entre as
amostras tumorais e foram associados com a ocorréncia de mutagdes no oncogene BRAF (genes
HDAC1 e HDACI10), instabilidade de microssatélites (gene HDACZ2) e o fen6tipo CIMP (gene
HDAC10). Considerando-se as interacdes entre os diferentes membros da familia das HDACs e a
participagdo dessas proteinas em complexos repressores da transcricdo, novos estudos sdo
necessarios para se investigar o impacto das alteracdes descritas na biologia tumoral e suas

implicacOes para as estratégias de terapia epigenética.

Palavras chave: alvos terapéuticos; HDACs classicas; marcas epigenéticas; modificadores de

histonas; sirtuinas



Abstract

The term colorectal cancer (CRC) includes tumors located in the large intestine composed by
colon and rectum. Globally, CRC has high incidence and mortality rates. This disease is
heterogeneous, presents a complex etiology and develops in a multistep process, due to the
accumulation of genetic and epigenetic changes. Recent advances have identified specific molecular
profiles characterized by genetic and epigenetic alterations: i) chromosomal instability (CIN), ii)
microsatellite instability (MSI), iii) CpG island-methylating phenotype (CIMP), and iv) global DNA
hypomethylation. Epigenetic alterations can be detected during all stages of carcinogenesis,
including DNA methylation and post-translational modifications of histones. In this context, the loss
of chromatin acetylation mediated by histone deacetylases (HDACs) has been implicated in the
progression and resistance to chemotherapy of CRC. This study evaluated the expression pattern of
the encoding genes of histone deacetylases in CRC and its correlation with clinical-pathological
parameters. Here, this work is presented in two parts: the first chapter summarizes the main
epidemiological features of CRC, its classification, epigenetic factors that contribute to its
development, and its relationship with HDACs, as well as the effect of histone modifications on the
response to therapy. The second chapter presents the analysis of the expression pattern of the 18
histone deacetylase genes of CRC, compared to normal intestine samples using RNA-Seq data
available in the public databases The Cancer Genome Atlas (TCGA) and Genotype-Tissue
Expression (GTEx), respectively. We also investigate the possible correlations between
differentially expressed genes with prognostic parameters. Among the available data, those samples
obtained from tumors with a high level of purity were selected, according to the CPE value
(Consensus Purity Estimate). The analysis was conducted with the DESeq2 package for R language
(R Bioconductor v 3.8). Six differentially expressed genes were detected (log2FoldChange >+1 or
<-1 and p-value <0.0001; student t-test). The HDACI, 2, and 8 genes showed high levels of

expression while HDAC4, 9, and 10 presented lower levels in the tumors compared to normal



tissue. The differentially expressed genes showed a heterogeneous pattern among tumor samples
and were associated with the occurrence of mutations in the BRAF oncogene (HDACI and
HDAC10), microsatellite instability (HDAC?2), and the CIMP phenotype (HDAC10). Based on the
potein-protein interactions of members of the HDAC family and their participation in repressor
complexes of transcription, further studies are needed to investigate the impact of these changes in

tumor biology features, and their implications for epigenetic therapy strategies.

Key words: therapeutic targets; classic HDACs; epigenetic marks; histone modifiers; sirtuins.



Capitulo I




1. Introducao

1.1. Cancer de intestino: epidemiologia, fatores de risco, classificacao

O termo cancer de intestino inclui os tumores que se desenvolvem no intestino grosso
caracterizado pelas regioes do célon ascendente proximo ao apéndice, transverso, descendente
seguido da regido do sigmoide e por fim os tumores encontrados no reto (final do intestino) (Figura
1), sendo também denominados como cancer de colon e reto ou colorretal (CRC, do inglés
colorectal cancer). Globalmente, esses tumores representam o terceiro tipo de cancer mais comum e
a segunda causa de morte por cancer; estimativas recentes indicam até 1,9 milhdes de novos casos
de CRC na popula¢do mundial e 935.173 mortes por ano [1]. No Brasil, foram estimados 41.010
novos casos de CRC em 2020 com 20.540 acometendo homens e 20.470 diagnosticados em
mulheres [2]. As opcOes de tratamento para o cancer de intestino incluem a cirurgia, quimioterapia,
radioterapia e imunoterapia. A escolha da modalidade terapéutica depende da localizacdo, tamanho
e estagio de progressaio da doenca. Quando diagnosticados precocemente, 0s protocolos
terapéuticos sdo mais efetivos, sendo frequentemente relacionados a cura em estagios iniciais, o que

destaca a importancia da deteccao precoce no manejo do CRC [3].



Colon Transverso

i Colon Descendente
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Figura 1. Divisdo do intestino grosso representado pelas regides do célon ascendente, transverso, sigmoide e reto. A
imagem também retrata o apéndice localizado no inicio do intestino grosso. Imagem retirada do site
https://www.cancerresearchuk.org/about-cancer/bowel-cancer/about-bowel-cancer (com modificagges).


https://www.cancerresearchuk.org/about-cancer/bowel-cancer/about-bowel-cancer

Nao ha um fator de risco tnico associado ao desenvolvimento da maioria dos casos de CRC
esporadicos. Além da idade e sexo, diferentes estudos epidemioldgicos identificaram fatores de
risco ambientais e genéticos [4]. Os fatores ambientais incluem consumo exagerado de carne
vermelha, carne processada, uso de tabaco e bebidas alcoodlicas [5]. Ja a ingestdo de frutas e
vegetais ricos em fibras, acompanhada de atividades fisicas regulares e controle do peso corporal

foram indicados como fatores protetores em alguns estudos [6,7].

Entre os fatores genéticos, o histérico familiar foi associado ao aumento do risco relativo em
aproximadamente duas vezes entre parentes de primeiro grau do paciente, especialmente em jovens.
Os individuos considerados como de alto risco para o desenvolvimento da doenca incluem os
portadores de mutacdes em genes especificos associados as sindromes de canceres hereditarios.
Alguns exemplos envolvem: a polipose adenomatosa familiar (gene APC), a sindrome de Lynch/
HNPCC (genes MLH1, MSH2, MSH6 e PMS2) e as sindromes com pélipos hamartomatosos
(sindrome de Peutz-Jeghers, sindrome da polipose juvenil e sindrome de Cowden). No conjunto,
estima-se que essas sindromes sdo responsaveis por aproximadamente 5% dos casos de cancer

colorretal [4].

Clinicamente, os CRCs sao classificados de acordo com a extensdao da invasdo local (T),
comprometimento de linfonodos regionais (N) e a presenca de metastases (M). Esse sistema de
estadiamento combinado é utilizado para definir a extensdo da doenga ao diagnéstico (classificagao

TNM) e proporciona a base para as decisdes terapéuticas (Figura 2) [8].
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Figura 2. O estadiamento baseado na classificacdo tumor, linfonodo e metastase (TNM) é um dos sistemas usados para
o estadiamento do cancer colorretal. Existem 4 estagios de tamanho do tumor no cancer de intestino (A) T1: tecido
tumoral estd contido apenas na camada interna do intestino. T2: presenca do tecido tumoral na camada muscular da
parede intestinal. T3: o tumor inicia seu crescimento para o revestimento externo da parede intestinal, mas ndo através
dele. T4: nesse ponto a metastase acontece, o tumor cresce através do revestimento externo da parede do intestino e se
espalha para outras regides. Nos ultimos estagios (T3 e T4), a invasdo do cancer nos linfonodos acontece (B), seguida
da metastase para o6rgdos proximos (C). Imagem retirada do site https://www.cancerresearchuk.org/about-cancer/bowel-
cancer/stages-types-and-grades/TNM-staging (com modificacGes).

1.2. Cancer de intestino: fatores epigenéticos e patologia molecular

A epigenética dedica-se ao estudo das mudangas na expressao génica que ndo sao atribuidas

as alteracoes na sequéncia de bases nitrogenadas do DNA. Globalmente, os mecanismos

epigenéticos sdo mediados pela metilacdo do DNA, modificagdes pés-traducionais das histonas e

pelos RNAs ndo codificadores, sendo fundamentais no remodelamento da conformacdao da

cromatina e na regulacdo da expressao génica [9]. Os mecanismos epigenéticos sao essenciais para

a determinacdo e diferenciacdo de células-tronco para a reprogramacao de células somaticas durante

o desenvolvimento normal e apresentam perfis de distribuicao distintos em diferentes tipos celulares
e tecidos, determinando diferentes epigenomas [10].

A metilagdo do DNA é a modificacdo epigenética melhor estudada em doencas humanas.

Em geral, a metilacdio do DNA refere-se principalmente a ligacdo covalente de um grupo metil no

carbono da posicdo 5 da citosina que é imediatamente seguida por uma guanina, formando um


https://www.cancerresearchuk.org/about-cancer/bowel-cancer/stages-types-and-grades/TNM-staging
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dinucleotideo 5’-CpG-3’. Embora a maioria dos sitios CpG isolados no genoma sejam metilados,
as ilhas CpGs associadas a promotores génicos encontram-se ndao metiladas [11]. Alteracdes
epigenéticas estdo implicadas na carcinogénese: a perda dos perfis normais de metilagio do DNA,
tais como a hipo ou a hipermetilacao, acompanham o avango natural da doenca [12]. Sequéncias
repetitivas e promotores de genes regulados por imprinting se tornam hipometilados, resultando em
instabilidade genomica ou ativacdo génica anormal, respectivamente [13]. Adicionalmente, a
hipermetilacdio de promotores especificos de genes supressores tumorais, levando ao seu
silenciamento, tem sido implicada na origem e progressao de diversos tipos de canceres [14].

O cancer é fundamentalmente uma doenca decorrente do acimulo de alteracGes genéticas e
epigenéticas [15]. Nas ultimas décadas, houve uma grande expansdao do conhecimento sobre as
bases moleculares do processo de carcinogénese. Os avancos no entendimento dos mecanismos
moleculares fundamentais para o desenvolvimento do CRC levaram a identificacdao de marcadores
prognosticos e preditivos de resposta ao tratamento. Por exemplo, as mutagdes ativadoras do
oncogene KRAS e as mutacoes de perda de funcdo dos genes de reparo de mau pareamento sdo
atualmente utilizadas na pratica oncoldgica: esses marcadores fornecem informagOes para a
estratificacdo de risco e para a escolha das melhores op¢ées de tratamento em CRC avangados. No
entanto, atualmente ndo ha marcadores prognésticos confidveis para pacientes portadores de CRC
em estagios iniciais que poderiam se beneficiar da quimioterapia adjuvante [16].

No conjunto, a doenga caracteriza-se por heterogeneidade intra e inter-tumoral, podendo
progredir por vias moleculares distintas: a via adenoma-carcinoma, considerada o modelo
convencional inclui a maioria dos casos e a via alternativa denominada “serrated pathway” ou via
serrilhada. O perfil de alteragdes moleculares se relaciona com as diferencas observadas no
prognostico e na resposta aos tratamentos nos casos avancados de CRC [17,18].

Acredita-se que uma fracdo importante dos tumores colorretais origina-se de neoplasias
benignas denominadas po6lipos adenomatosos, podendo evoluir para adenocarcinomas ao longo do

tempo (~60% dos casos). Dependendo da arquitetura glandular, pleomorfismo celular e padrao da



secrecdo de muco, os adenocarcinomas podem ser categorizados em trés graus de diferenciagao:
bem diferenciado (grau I), moderadamente diferenciado (grau II) e indiferenciado (grau III) [19].

A via de progressdo adenoma-carcinoma é acompanhada pelo acimulo de mutagoes
somaticas adquiridas, incluindo a ativacdo de oncogenes (por exemplo, KRAS) e da inativacdao em
genes supressores de tumor, como o gene TP53. A progressdao em muiltiplas etapas também inclui a
instabilidade cromossomica, evidenciada pelo acimulo de alteragdes cromossémicas numéricas e
estruturais [17]. Essa via é considerada convencional e caracteriza-se morfologicamente pela
presenca de adenomas tubulosos como lesdes precursoras. A progressao dessas lesdes é
acompanhada pelo acimulo de multiplas mutagdes adquiridas. Em nivel molecular, essa via
caracteriza-se dois mecanismos principais [20]:

¢ Instabilidade Cromossomica (CIN): evidenciada pelo acimulo de alteragdes
cromossomicas numeéricas e estruturais, mutagdes somaticas que afetam vias controladas por genes
supressores de tumor, tais como DCC, APC (gene APC regulador da via de sinalizagdo WNT),
SMAD4 e TP53, e também mutacOes ativadoras em oncogenes (por exemplo, KRAS). As vias de
sinalizacdo Wnt/[-catenin, MAPK, PI3K e TGF-f3 também estdo comprometidas. Correspondem a
60-80% dos CRCs esporadicos.

¢ Instabilidade de Microssatélites (MSI): Caracterizado pela baixa expressdo dos genes
envolvidos no sistema reparo do tipo MMR (Mismatch Repair), tais como os genes MLH1 (mutL
homolog 1), MSH2 (mutS homolog 2), MSH6 (mutS homolog 6) e PMS2 (PMS1 homolog 2), alta
frequéncia de mutacao nos genes BAX, TGFJRII e BRAF, e baixa frequéncia de mutagcdes em TP53,
SMAD4 e KRAS. A deficiéncia no processo de reparo do DNA de mau pareamento leva ao acimulo
de pequenas insercOes e de delecdes nas repeticdes de nucleotideos denominadas “short tandem
repeats” ou microssatélites. As mutacdes nos genes MMR e a instabilidade de microssatélites
(MSI, do inglés Microsatellite Instability) sao observadas em 15 a 20% dos CRCs esporadicos,
sendo também utilizados como marcadores associados a sindrome de predisposicio HNPCC (3%

dos CRCs) [21,22].



A presenca de MSI representa a evidéncia fenotipica de que o MMR ndo estd funcionando
normalmente e a analise de um painel de microssatélites é utilizada para classificar os CRCs em alta
instabilidade de microssatélites (MSI-H), baixa instabilidade de microssatélites (MSI-L) e
estabilidade de microssatélites (MSS). Estudos iniciais, indicaram que os tumores classificados
como MSI-L ndo diferiram dos considerados MSS, demonstrando praticamente nenhuma diferenca
clinico-patolégica [23]. J& os tumores com MSI-H possuem como principal caracteristica a presenca
de hipermetilacdo com consequente silenciamento e inativacdo do gene MLH1 (presente em 80%
dos CRCs com MSI) [21,22]. O gene MLH1 codifica uma proteina com fungdo no reconhecimento
de eventos do tipo mau pareamento de bases, fundamental no processo de MMR [24].

A segunda via ou via alternativa denominada “serrated pathway”, destaca-se pela presenca de
adenomas ou pélipos serrilhados como lesdes precursoras (10 a 30% dos casos de CRC
esporadicos). Os pélipos serrilhados sdo caracterizados por criptas luminais com arquitetura
glandular serrilhada [24] e podem ser classificados em trés subtipos principais: pélipos
hiperplasicos; adenoma serrilhado séssil com ou sem displasia e adenoma serrilhado tradicional
[25].

Em nivel molecular a via serrilhada é caracterizada por muta¢des somaticas adquiridas nos
oncogenes BRAF e KRAS e alta frequéncia de metilagio do DNA em dinucleotideos CpGs
caracterizando o fenétipo CIMP (CpG Island Methylator Phenotype) [26,27]. Em adicdo, a maioria
dos CRCs que se origina a partir dessas lesdes precursoras também apresenta MSI-H decorrente da
inativacdo do gene MLH1 por hipermetilacdo da sua regido promotora e deficiéncia de reparo do
DNA do tipo excisdo de base associada ao gene MUTYH (MAP syndrome, MUTYH associated
polyposis syndrome) [28].

O fendtipo hipermetilador de Ilhas CpG (CIMP) caracteriza-se pelo silenciamento de
multiplos genes supressores de tumor por mecanismos epigenéticos, podendo ou ndo apresentar
mutagOes no oncogene BRAF [29]. O fenétipo CIMP pode ser classificado em trés tipos de acordo

com a presenca de MSI e do nivel de metilacdo encontrado nos genes MLHI e MGMT [21]:



¢ CIMP-High com MSI: MSI devido metilacdo no gene MLH1 e mutacdao em BRAF;
e CIMP-High: gene MLH1 parcialmente metilado, com presenca de MSS e muta¢des em
BRAF.

¢ CIMP-Low: gene MGMT metilado, com presenca de MSS e mutacoes em KRAS.

Atualmente diversos programas e recursos computacionais estdo sendo explorados para a
identificacdo das vias moleculares e biomarcadores para os diferentes tipos de canceres. O uso de
ferramentas computacionais para as analises de expressdo genica in silico permite identificar genes
diferencialmente expressos comparados ao tecido normal, auxiliando na pesquisa de possiveis
marcadores da doenga. A identificacdao de genes diferencialmente expressos no cancer é uma etapa
importante para a deteccao de genes alvos, elegiveis para andlises funcionais in vivo ou in vitro
subsequentes. Alguns recursos de exploragdo visual como o UCSC Xena browser [30] permitem ao
usudrio avaliar a relacdo entre datasets gendmicos e/ou das variaveis fenotipicas, incluindo 127
cohorts e 1559 datasets provenientes dos mais variados hubs como The Cancer Genome Atlas
(TCGA) ou Genomic Data Commons (GDC) [31,32]. Por exemplo, estudos como o realizado por
Alajez e colaboradores (2016) utilizaram as ferramentas computacionais citadas acima para o
entendimento da heterogeneidade intra e inter-tumoral encontrada no CRC. Os autores conduziram
analises de expressdo génica baseada em dados normalizados de microarranjos, utilizando valores
de 1.5 de fold-change (FC) e p<0.05 para filtragem em trés datasets diferentes para CRC e
identificaram cinco genes altamente expressos (S100A2, VIP, HOXC6, DACT1, KIF26B) associados

a uma baixa sobrevida dos pacientes [33].

1.3. Desacetilases de histonas e o cancer colorretal



As modificagdes das histonas representam um segundo nivel de regulacdo epigenética. O
nucleossomo é a unidade basica estrutural e funcional da cromatina. E formado por um octimero de
histonas envolvido pela molécula de DNA (~146pb). As histonas H2A, H2B, H3 e H4 detém
informacOes epigenéticas determinadas pelas modificagdes pos-traducionais em aminoacidos
especificos, geralmente localizados na regido NH, terminal dessas proteinas. Enquanto as
modificacdes epigenéticas do DNA sd3o moduladas pelas enzimas denominadas DNA
metiltransferases (DNMT1, DNMT3A e DNMT3B) e desmetilases (TETs), proteinas especificas
também sdo responsaveis pela adicdo e remocdo de grupos quimicos como os radicais acetil e metil
em aminodacidos especificos nas histonas, levando a mudancas no nivel de compactacao da
cromatina [34]. Por exemplo, a acetilacdo de residuos de lisina das histonas neutraliza a carga
positiva desses aminoacidos acarretando na diminuicdo da interacdo eletrostatica entre a histona e o
DNA, carregado negativamente [35]. Consequentemente, observa-se a maior relaxamento na
conformacdo da eucromatina quando a acetilacdo das lisinas coincide com regides promotoras,

favorecendo a transcricao (Figura 3).
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Figura 3. As principais modificacGes epigenéticas no cancer colorretal incluem: a hipermetilagdo de ilhas CpGs em
regides promotoras de genes supressores de tumores (A) por DNA metiltransferases (DNMTs) [37,38], inibindo a
expressdo génica e favorecendo a tumorigénese e a expressao de proto-oncogenes [39]; modificacdes de histonas pela
inclusdo e retirada de grupos acetil (AC, identificados pelo tridngulo vermelho) realizadas pelas histonas
acetiltransferases (HATSs) e desacetilases de histonas (HDACs),respectivamente, geralmente enfraquecendo o estado de
compactacdo da cromatina e tornando o DNA acessivel aos fatores de transcricdo [40]. A metilacdo das histonas é
regulada por histonas metiltransferases (HMTs) e histonas desmetilases (HDMs) que criam locais de encaixe para
proteinas especificas, podendo reprimir ou aumentar a expressao génica (B, D e E) [41]; Remodelamento da cromatina
por intermédio dos RNAs longos ndo codificantes (IncRNAs) influenciando a expressdo génica (C) [42]. Fonte: Ref
[36] (com modificagdes).

As metiltransferases (HMTs), desmetilases (HDMs), acetiltransferases (HATs) e a
superfamilia das desacetilases (HDACs) de histonas sdo exemplos de efetores epigenéticos [43]. A
remocdo do radical acetil das lisinas pelas HDACs esta associada a compactagdo da cromatina e a
auséncia de transcricao [44]. Em particular, a acetilacdo de residuos de lisina nas histonas H3 e H4
em CRC vem sendo investigada em diversos estudos que buscam associar as modificacdes de
histonas com a progressaio do CRC [45-47]. Outros tipos de modificacdes de histonas também

ocorrem como a sumoilagdo, ubiquitinagdo de lisinas, fosforilacdo de serinas e treoninas [48].



Nas células humanas foram identificadas 18 representantes na familia das HDACsS,
tipicamente divididas em quatro classes: as classes I, II (ITa/IIb) e IV sdo consideradas desacetilases
classicas e sdo dependentes da ligacdo de uma molécula de zinco para atividade de desacetilacao. Ja
as desacetilases denominadas sirtuinas, por diferirem no seu mecanismo de acdo dependente de uma
molécula de NAD+, sdo agrupadas como classe III, sendo homologas a familia Sir2 de
Saccharomyces cerevisiae [49]. As HDACs classicas geralmente localizam-se no nticleo e possuem
expressao ubiqua; no entanto, a localizagdo citoplasmatica e a expressdao restrita a tecidos

especificos também foram detectadas (por exemplo, expressao tecido especifica da HDAC3) [50].

Além da atividade sobre as histonas, as HDACs apresentam varios substratos alternativos
como alvo, que participam de diferentes fun¢des nos processos celulares envolvidos no cancer [46].
As HDAC:s de classe I, apresentam no geral substratos alternativos relacionados a proliferacao e
sobrevivéncia celular, como exemplos as proteinas: pRb, SHP, BRCA1, MECP2, ATM, MEF2,
MyoD, p53, NF-kB, AR, DNMT1, HSP70. J& as HDACs de classe II participam nas modificagdes
das proteinas 14-3-3, SHP, HSP90 e a-tubulina, relacionadas a regulacdo do citoesqueleto e
mobilidade, assim como fung¢des celulares endoteliais de gliconeogénese, crescimento dos midcitos
cardiacos, diferenciacdo dos timocitos e na recombinagdo homologa durante o reparo de DNA.
Outros exemplos de processos celulares como: autoimunidade, envelhecimento, sobrevivéncia,
migracao e invasdo celular, foram relacionados as modificagdes nos substratos ndo-histonicos
PPAR-Y, p53, P300, a-tubulina e FOXO por intermédio das HDACs de classe III (SIRT1 e SIRT2)

[51].



As HDACGs de classe II (HDAC4, HDAC6, HDAC9 e HDAC10) foram implicadas nos
mecanismos de resposta aos danos causados ao DNA (DDR, DNA Damage Repair), como o reparo
das quebras de fita dupla (DSB, DNA double-strand breaks). Estudos iniciais demonstraram que a
deplecdao da HDAC4 reduziu a expressdo da proteina 53BP1, ndo possibilitando a regeneracdo das
DSBs na fase G2 [52]. A importancia das HDACs no reparo de quebras de DNA por recombinagao
homologa foi indicada pelos estudos de Kotian et al. (2011). Esses autores demonstraram que, além
do knockdown da HDACY ou da HDACI10, o tratamento das células HeL.a-DR com inibidores de

HDACs resultou em maior sensibilidade a mitomicina C [53].

As HDACs também foram implicadas em outras vias de reparo a danos do DNA. O gene
MSH2, como ja citado anteriormente, atua no sistema de MMR. Esse gene é diretamente regulado
por HDACG:s de classe IIb, especificamente a HDAC6. A desacetilacdo, seguida da ubiquitinacdo de
MSH2, foi associada a tolerancia aos danos do DNA [54]. Por outro lado, quando a desacetilacao de
MSH?2 é mediada pela HDAC10, ocorre um aumento na atividade do reparo de DNA [55]. As
HDACs de classe III também foram relacionadas ao reparo do DNA, como a SIRT1 e SIRT6

envolvidas diretamente na resposta a DDR [56-59].

O aumento da expressao das HDACs, principalmente das enzimas de classe I, foi detectado
em CRC: as HDACs 1, 2 e 3 além de promover a proliferacdo em linhagens celulares de CRC (HT-
29 e SW480), também foram relacionados com a diminuicdo da sobrevida dos pacientes [60,61].
Altos niveis de expressdao do gene codificador da HDAC2 também foram relacionados tanto a
pacientes com cancer retal ndo responsivos ao tratamento neoadjuvante com 5-fluorouracil [62],
como também aos eventos iniciais do desenvolvimento do CRC [63]. A expressdo da desacetilase
SIRT1 foi associada a marcadores prognésticos conhecidos, como a MSI e o fenétipo CIMP em
CRCs. Nosho et al. (2009) detectaram alta expressao da SIRT1 por imuno-histoquimica associada
ao fenétipo CIMP-H com presenca de MSI. Porém, sem associacOes significantes para eventos
moleculares e caracteristicas clinicas incluindo sobrevida dos pacientes e indice de massa corporal

[64].



As terapias epigenéticas atuais buscam por beneficios no tratamento de pacientes com cancer
pela inibicdo das enzimas envolvidas no silenciamento epigenético, como o uso de inibidores das
DNMTs (DNMTi) e das HDACs (HDACI). A diversidade de substratos sujeitos a agio das HDACs
indica que essas enzimas podem interferir em varios processos e vias envolvidas no inicio e
progressao do cancer, justificando o grande interesse no uso dessas proteinas como novos alvos
terapéuticos [65]. Alguns estudos também descreveram que o desenvolvimento de resisténcia a
drogas em células tumorais esta relacionado diretamente a regulacdo epigenética [66], resultando na
expressdao anormal de genes supressores de tumores e genes envolvidos nas vias especificas dos
agentes quimioterapicos [67]. Em adicdo, demonstrou-se que baixas doses de HDACi foram mais
efetivas quando comparadas com os efeitos epigenéticos dos inibidores de DNMTs em células

tumorais [68].

Estudos in vitro também demonstram a associacdo entre HDACs com a sensibilidade a
quimioterapicos. No estudo de Alzoubi et al. (2016), o nivel de expressao da HDAC2 foi menor em
linhagens apresentando mutac¢des no gene TP53 (SW480 e HT29) em comparagdo com a linhagem
de cancer de colon HCT116 (TP53 +/+). Em adicdo, também foi demonstrado que a expressao
aumentada de HDAC?2 correlacionou-se com resisténcia a drogas enquanto a sua deplecao por
shRNA sensibilizou a linhagem celular HT-29 que apresenta resisténcia a multiplos
quimioterapicos, como a 5-fluorouracila (5-FU) e oxaliplatina (Oxa) [69]. O knockdown da
HDACS na linhagem celular HCT116 levou a inibi¢cdo da proliferacdo celular dessas células, assim

como em linhagens derivadas de cancer cervical e pulmao [70].



A importancia da inibicdo de HDACs no CRC também foi indiretamente sugerida pelo
sulforafano (SFN), um isotiocianato encontrado em vegetais cruciferos como brdcolis [71]. No
estudo de Dashwood e Ho (2007), os autores demonstraram que o SFN inibiu o crescimento de
polipos intestinais espontaneos em ratos, fornecendo evidencias de que o mecanismo de
quimioprevencao mediado pelo SFN ocorre por vias epigenéticas associadas a inibicao de HDACs.
Os autores destacaram que as alteragdes nos niveis de acetilacdo de histonas e das atividades de

HDACG:s in vivo, indicam que as HDACs podem ser moduladas pelos produtos de origem natural.

1.4. Efeito das modificagdes de histonas na resposta a terapia: HDACs e a resisténcia ao
irinotecano em CRCs

Por mais de 40 anos, o quimioterapico 5-FU associado a leucovorina (LV, ou acido
folinico) foi utilizado no tratamento de pacientes com CRC metastatico, porém as taxas de resposta
ao tratamento eram pobres, de aproximadamente 20%, sem melhora significativa nas taxas de
sobrevida. No entanto, com o desenvolvimento de novos agentes quimioterapicos e de novas
técnicas de administracdo das medicacOes, observou-se melhora na eficiéncia dos tratamentos e a
conversao de lesdes antes consideradas ndao operaveis em lesOes operaveis apo6s tratamento
neoadjuvante [72]. Com a introducdo de dois novos quimioterapicos: o irinotecano e a oxaliplatina,
as taxas de resposta terapéutica e de conversao para lesdes operaveis aumentaram [73]. Esses
quimioterapicos foram incluidos nos protocolos adjuvantes: FOLFIRI (5-FU + LV + irinotecano) e
FOLFOX (5-FU + LV + oxailiplatina), demonstrando taxas de respostas praticamente idénticas de
aproximadamente 55% para ambos os regimes de tratamento [74]. Em adicdo, novos estudos
demonstraram que existem diferencas da resposta a esses protocolos terapéuticos dependendo da
posicdao anatomica do tumor (direita ou esquerda) [75]. No entanto, os mecanismos associados a
resisténcia constitutiva ou adquirida a esses quimioterapicos em CRC ainda ndo foram elucidados

[76].



Em 1996, o irinotecano (CPT-11) foi autorizado pela agencia federal dos Estados Unidos
Food and Drug Administration (FDA) para tratamento do CRC [76]. Essa droga é um composto
semissintético derivado da camptotecina e inibe seletivamente a topoisomerase I (TOPO I),
aprisionando-a e todo seu complexo ao DNA. Como resultado da inibicdao da TOPO I, as quebras
da dupla fita do DNA (DSB) acumulam-se levando as células a apoptose [77]. Entre 2-8% de CPT-
11 é convertido intracelularmente em seu metabélito ativo 7-etil-10-hidroxicamptotecina (SN-38),
que possui maior atividade (100 a 1000 vezes) do que o CPT-11 [78,79].

Em mamiferos, o reparo de DSBs ¢é realizado por mecanismos complexos que sdo sinalizados
por modificagdes nas histonas, envolvendo principalmente a acetilacao da lisina 16 (H4K16ac) e a
bimetilacdo da lisina 20 (H4K20me2) da histona H4. Por exemplo, a interacdo entre fatores de
reparo como a proteina 53BP1 com a H4K20me2, modifica a cromatina e atua no reparo de quebras
do DNA [80]. Em um estudo recente, Meisenberg et al (2017) desenvolveram modelos in vitro de
resisténcia ao iritonecano nas linhagens de cancer colorretal RKO e DLD1, demonstrando que a
resisténcia ao quimioterapico estava associada com a perda da acetilacdo da lisina 16 da histona H4
(H4K16ac). O mesmo estudo demonstrou um efeito parcial na reversao da resisténcia ao CPT-11
quando células tumorais foram tratadas com os inibidores de HDAC tricostatina A (TSA) e

panonbinostat (LBH-589) [81].



Conclusoes

79

¢ Os resultados das analises para a identificacdo dos genes diferencialmente expressos,

entre os que codificam as desacetilases de histonas, em adenocarcinoma de célon foram
dependentes da localizagdo anatémica do tecido normal usado como referéncia (c6lon
sigmoide ou transverso).

Seis genes codificadores de HDACs classicas foram detectados como diferencialmente
expressos independente da localizacdo do tecido normal: trés considerados altamente
expressos sdo pertencentes a classe I (HDAC1, HDAC2 e HDACS); os demais
apresentaram regulacdo negativa e pertencem as classes Ila e IIb (HDAC4, HDAC9 e
HDACI0).

A comparacdo entre amostras pareadas tumoral e normal adjacente confirmou os baixos
niveis de expressdao da HDAC9 em adenocarcinomas de célon.

O perfil dos genes diferencialmente expressos foi heterogéneo, com a identificacdao
clara de dois subgrupos tumorais. Porém, nao foi observado uma diferenca nitida entre
os mesmos quando correlacionados com os parametros clinicos e patologicos.

Os niveis de expressdo dos genes diferencialmente expressos nas amostras tumorais
foram correlacionados com importantes parametros moleculares, incluindo a presenca
de mutacdes no oncogene BRAF (HDACI1 e HDACI10), instabilidade de microssatélite

(HDAC2) e fenotipo CIMP (HDAC10).
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