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Resumo

A leucemia linfoide cronica (LLC) é caracterizada pelo acimulo de linfocitos na medula 6ssea
e em tecidos linfoides secundarios como ganglios cervicais, axilares e inguinais, figado e baco,
0 que resulta em manifestagdes clinicas variadas. A LLC é uma doenca altamente heterogénea
e tem prevaléncia maior no ocidente, em homens de aproximadamente 60 anos. Apesar da
fisiopatologia da LLC ndo ter sido completamente esclarecida, é possivel utilizar certos
marcadores prognasticos para avaliar o desenvolvimento dessa doenca nos pacientes, como a
expressdao de ZAP-70 e a presenca de alteracdes citogenéticas recorrentes. Recentemente
diversos estudos tém demonstrado uma associacdo entre mecanismos epigenéticos e a
fisiopatologia de diferentes formas de cancer. Nessa linha, as desmetilases de histonas séo
enzimas capazes de funcionar como silenciador ou ativador de genes ao atuar sobre 0s residuos
de lisinas presentes nas histonas. O objetivo deste trabalho foi avaliar a expressdo génica das
desmetilases de histona LSD1 e LSD2 na LLC e correlacionar os achados com fatores clinicos
e laboratoriais envolvidos na progresséo desse cancer. Nesse estudo, ndo encontramos alteracéo
na expressdo de LSD1 nas amostras de LLC, comparando com as amostras controles. Por outro
lado, os pacientes com LLC apresentaram expressdo reduzida de LSD2. Mais importante,
observamos que a baixa expressdo tanto de LSD1, como de LSD2, se associou a um pior
progndstico na LLC, acompanhado de aumento do nimero de leucdcitos e acumulo de
alteracdes citogenéticas. Por fim, realizamos um ensaio de inibicdo proteica com GSK-LSD1 e
identificamos que a inibicdo de LSD1 reduz a expressdao de BAX. A menor producdo desse
fator pré-apoptético corrobora com o acumulo de células observado nas amostras que possuem
menor expressdo de LSD1. Em conjunto, esses achados indicam que LSD1 e LSD2 podem ter
papel importante na fisiopatologia da LLC, mas estudos adicionais sdo necessarios para
esclarecer molecularmente os mecanismos pelo quais essas desmetilases impactam no acumulo

de células malignas e na instabilidade genémica dessa leucemia.

Palavras-chave: Leucemia linfoide cronica, LSD1, LSD2, Desmetilases, cari6tipo,

prognostico.



Abstract

Chronic lymphoid leukemia (CLL) is characterized by the accumulation of lymphocytes in the
bone marrow, peripheral blood and in secondary lymphoid tissues such as cervical, axillary,
and inguinal ganglia, liver, and spleen, which results in varied clinical manifestations. CLL is
a highly heterogeneous disease and has a higher prevalence in the west, among men aged
approximately 60 years. Although the pathophysiology of CLL has not been completely
clarified, it is possible to use certain prognostic markers to assess the development of this
disease, such as the expression of ZAP-70 and the presence of recurrent cytogenetic changes.
Recently, several studies have demonstrated an association between epigenetic mechanisms
and the pathophysiology of different types of cancer. In this line, histone demethylases are
enzymes capable of functioning as a silencer or activator of genes when acting on lysine
residues present in histones. This study aimed to evaluate the gene expression of histone
demethylases LSD1 and LSD2 in the CLL and to correlate the findings with clinical and
laboratory factors involved in the progression of this cancer. In this study, we found no change
in the expression of LSD1 in CLL, compared to the control samples. On the other hand, patients
with CLL showed reduced expression of LSD2. More importantly, we observed that the low
expression of both LSD1 and LSD2 was associated with a worse prognosis in CLL,
accompanied by an increase in the number of leukocytes and an accumulation of cytogenetic
changes. Finally, we performed a protein inhibition assay with GSK-LSD1 and identified that
the inhibition of LSD1 reduces BAX expression, which could explain partially the
accumulation of cells observed in CLL samples that have reduced expression of LSD1.
Together, these findings indicate that LSD1 and LSD2 may play an important role in the
pathophysiology of CLL, but further studies are needed to clarify molecularly the mechanisms
by which these demethylases impact the accumulation of malignant cells and the genomic
instability of CLL.

Keywords: Chronic Lymphoid Leukemia, LSD1, LSD2, Demethylases, karyotype, prognosis.
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1. Introdugéo

1.1 Leucemias

As leucemias correspondem a um processo maligno, de caracteristicas heterogéneas,
que se manifestam a partir da proliferacdo anormal de leucécitos ou outras células sanguineas.
As leucemias podem ser divididas em vérias entidades especificas e o principio da classificagdo
decorre de uma combinacdo de morfologia, imunofenotipagem, genética, biologia molecular e
fatores clinicos. (SWERDLOW et al., 2008). De acordo com a classificagdo da OMS, a LLC se

encontra na categoria de neoplasias de células linfdides B maduras (Tabela 1).

Tabela 1. Categoria da LLC na classificacdo da OMS.

Mature B-cell neoplasms
Chronic lymphocytic leukemia/small lymphocytic lymphoma
Monoclonal B-cell lymphocytosis*
B-cell prolymphocytic leukemia
Splenic marginal zone lymphoma
Hairy cell leukemia
Splenic B-cell lymphoma/leukemia, unclassifiable
Splenic diffuse red pulp small B-cell lymphoma
Hairy cell leukemia-variant
Lymphoplasmacytic lymphoma
Waldenstrdm macroglobulinemia
Monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS), IgM*
w heavy-chain disease
y heavy-chain disease
o heavy-chain disease
Monoclonal gammopathy of undetermined significance (MGUS), 1IgG/A*
Plasma cell myeloma
Solitary plasmacytoma of bone
Extraosseous plasmacytoma
Monoclonal immunoglobulin deposition diseases™
Extranodal marginal zone lymphoma of mucosa-associated lymphoid tissue (MALT lymphoma)
Nodal marginal zone lymphoma
Pediatric nodal marginal zone lymphoma
Follicular lymphoma
In situ follicular neoplasia*
Duodenal-type follicular lymphoma*
Pediatric-type follicular lymphoma*
Large B-cell lymphoma with IRF4 rearrangement*
Primary cutaneous follicle center lymphoma
Mantle cell lymphoma
In situ mantle cell neoplasia*
Diffuse large B-cell lymphoma (DLBCL), NOS
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Germinal center B-cell type*
Activated B-cell type*
T-cell/histiocyte-rich large B-cell lymphoma
Primary DLBCL of the central nervous system (CNS)
Primary cutaneous DLBCL, leg type
EBV+ DLBCL, NOS*
EBV+ mucocutaneous ulcer*
DLBCL associated with chronic inflammation
Lymphomatoid granulomatosis
Primary mediastinal (thymic) large B-cell lymphoma
Intravascular large B-cell lymphoma
ALK+ large B-cell lymphoma
Plasmablastic lymphoma
Primary effusion lymphoma
HHV8+ DLBCL, NOS*
Burkitt lymphoma
Burkitt-like lymphoma with 11q aberration*
High-grade B-cell lymphoma, with MYC and BCL2 and/or BCL6 rearrangements*
High-grade B-cell lymphoma, NOS*
B-cell lymphoma, unclassifiable, with features intermediate between DLBCL and classical Hodgkin
lymphoma
Entidades provisorias estdo em itélico.

“Alteracges da classificacdo de 2008.

Adaptado de Swerdlow et al (2016)
1.2 Leucemia linfoide crénica

A LLC é uma neoplasia que apresenta acimulo de linfocitos de aparéncia madura na
medula 6ssea, sangue periférico e tecidos linfoides secundarios. Esse cancer se encontra
classificado como uma neoplasia de células B linféides maduras juntamente ao linfoma
linfocitico (LL), que se diferenciam pela presenca de linfadenopatia quando as células B
monoclonais se apresentam com contagem inferior a 5000/uL no sangue periférico. De acordo
com a OMS, praticamente todos os casos de LLC/ LL tém como precursor a linfocitose de
células B monoclonais (MBL) que consiste no achado laboratorial de linfocitos B monoclonais
até 5000/uL sem sintomas ou linfonodomegalia presente (SWERDLOW et al.,, 2016).
Tradicionalmente, a LLC ainda pode ser dicotomizada em duas subcategorias com progressdes
clinicas diferentes, em células que apresentam ou ndo uma mutacdo no gene da regido variavel

da cadeia pesada da imunoglobulina (IGHV) (HAMBLIN et al., 1999).
15



1.3 Epidemiologia

A LLC é uma doenga mais comumente encontrada em homens, com razédo de 1,25:1
quando se compara ao sexo feminino, e é o tipo de leucemia mais frequentemente diagnosticado
em adultos no ocidente, sendo menos frequente em pessoas com ancestralidade asiatica ou do
oriente-médio (RODRIGUES et al., 2016). O INCA (2020) (Instituto Nacional de Cancer)

estimou 10.810 novos casos para 2020 no Brasil, sendo 5.920 homens e 4.890 mulheres.

De acordo com o National Cancer Institute (NCI) (2019), com os dados obtidos pelo
registro de SEER (Surveilance, Epidemiology, and End Results), nos Estados Unidos, foi
encontrada média de idade de 70 anos para o diagnostico desse cancer, assim como uma

incidéncia anual de 4,9 casos para cada 100.000 habitantes.

Cabe ressaltar que as estatisticas relacionadas a essa doen¢a podem estar subestimadas
na literatura devido as suas proprias caracteristicas de manifestacdo, por ser assintomatica
muitas vezes e, em muitos casos, ser diagnosticada por coincidéncia em exames de sangue

esporadicos (MOLICA, 2006).

1.4 Fisiopatologia

Os mecanismos que originam e comandam o desenvolvimento da LLC estdo
relacionados com fatores genéticos, como alteracdes cromossdmicas e modificacdes
epigenéticas; com a sinalizacdo de células B e do receptor de células B (BCR); e com o

microambiente tumoral (KIPPS et al., 2017).

Aproximadamente 80% dos pacientes com LLC apresentam pelo menos uma das quatro
alteracbes cromossdmicas mais comuns: a trissomia do 12, delecdo del(13q), del(11q) ou
del(17p). A alteracdo mais frequente é a del(13q), encontrada em 50% dos pacientes, em que

ha delecédo do cluster DLEU2-mir-15-16. Essa regido esta envolvida na regulacdo da expresséo
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de proteinas que inibem a apoptose ou estdo envolvidas na progressdao do ciclo celular

(AUTORE et al., 2018; KIPPS et al., 2017).

A trissomia do 12 € a segunda aberracdo genética mais diagnosticada na LLC e esta
relacionada a um progndstico intermediario. Pacientes que possuem essa mutacdo raramente
apresentam alguma alteracdo em TP53, entretanto, € frequente a presenca de mutacdes em
NOTCH1, o que resulta em pior prognostico (AUTORE et al., 2018). A delecdo 17p,
encontrada em até 25% dos casos, é relacionada a perda do gene TP53, que codifica a proteina
supressora tumoral p53 e esté associada a prognostico adverso (CAMPO et al., 2018). A delecéo
11p envolve alteragdes no gene supressor tumoral ATM (ataxia telangiectasia mutated), que
codifica uma proteina de reparo do DNA e est4 associada também a um progndstico adverso

(KIPPS et al., 2017; DOHNER et al., 2000).

A LLC possui um alto grau de variabilidade genética e estudos como o de Fabbri et al.,
(2011) e Wang (2011) mostram mutacGes somaticas recorrentes que acarretam em
modificagdes importantes como nos mecanismos de reparo de DNA (TP53 e ATM), de
sinalizacdo inflamatoria (MY D88), sinalizacdo NOTCH e WNT, e processamento de mMRNA

(SF3B1).

O BCR é composto por imunoglobulinas como: IgM, 1gG, IgD, IgA, IgE, CD79a,
CD79b e possui um papel fundamental na cascata de transducao de sinal para a proliferacéo e
sobrevivéncia dos linfocitos B maduros (HERISHANU et al., 2011). Apds a ligacdo do antigeno
e agregacao do BCR, a familia de quinases SRC (LYN, BLK e FYN) assim como as tirosinas-
quinase SYK e BTK sdo ativadas, promovendo a formagdo de um “signalossoma’” composto
pelas quinases mencionadas, enzimas sinalizadoras como a fosfolipase Cy2 (PLCy2) e a
fosfoinositol 3-quinase (P13K), e proteinas adaptadoras como a B cell-linker protein (BLNK) e

CD19. Os sinais emitidos por esse “signalossoma’ alteram o metabolismo celular e a expressao
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genética, influenciando nos quesitos de sobrevivéncia, anergia, apoptose, proliferagdo e
diferenciagdo (KUROSAKI, SHINOHARA, BABA, 2010; DAL PORTO et al., 2004). No caso
das células leucémicas, esses receptores sdo capazes de se ativar através de autoantigenos. Ha
ainda a ativacgdo das proteinas quinase ZAP70, SYK, LYN E BTK que acarretam a ativacdo das
vias de sinalizagdo MEK/ERK, MAPK, PI3K/AKT e NF-kB (Figura 1) (DUHREN-VON

MINDEN et al., 2012; FRENZEL; REINHARDT; PALLASCH, 2016).

BCR II

Citoplasma

Migracao

Figura 1. Sinalizacdo do BCR. Ao ser estimulado por um antigeno, a sinalizacdo do
BCR induz a fosforilacdo de LYN e SYK o0 que inicia uma cascata de sinalizacao e ativa BTK.
O BTK ¢ fosforilado e induz a liberacdo de célcio e subsequentemente inciam-se cascatas de
sinalizacdo relacionadas com proliferacdo e sobrevivéncia da célula. Adaptado de Sivina,
Kreitman, Arons et al., 2014

O microambiente tumoral, no caso de érgéos linfoides secundarios, também se apresenta
como um fator fundamental para o desenvolvimento da LLC. Através da interacdo com as
nurse-like cells (NLC), células-tronco mesenquimais (CTM), natural killers (NK) e linfécitos

T, a célula leucémica consegue proliferar e sobreviver. Essas interacfes sdo mediadas por
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moléculas de adesdo, como VCAM,; receptores de quimiocinas, como 0 CXCR4 e 0 CXCR5; e

citocinas, como o TNF-a (TEN HACKEN, BURGER, 2016).

As NLC sdo células de origem monocitica que se mostraram capazes de ativar o BCR e
0 NF-kB das células de LLC, podendo induzir quimiotaxia, sobrevivéncia e proliferagdo
celular, por meio da liberagdo das quimiocinas CXCL12 e CXCL13, fatores de ativagdo de
células B (BAFF) e um ligante indutor de proliferagdo (APRIL) (BURGER et al., 2009;
BURKLE et al., 2007). As CTM possuem um papel de suporte as células progenitoras na
hematopoese fisioldgica e s&o encontradas em diversos tecidos, inclusive nos tecidos linfaticos
de pacientes com LLC. Essa comunicacdo entre as CTM e as células leucémicas por meio de
contato direto e secrecdo de quimiocinas, ocasiona, ndo sé a protecdo dessas células contra a
apoptose induzida por quimioterapicos, mas afeta também a migracéo das células leucémicas
para o tecido (RUAN et al., 2006; BURGER, GHIA, ROSENWALD et al., 2009). Ainda no
contexto da LLC, os linfécitos TCD4" interagem com esses clones, utilizando o ligante de
CDA40 (CD40L) e promovem a sobrevivéncia celular. Apesar da linfocitose presente no sangue
periférico, os linfécitos TCD4+ e TCD8+ aparentam estar com sua funcionalidade prejudicada.
Como demonstrado por Rizzo et al., (2014), as células NK também tem sua funcédo reduzida. A
molécula de antigeno leucocitario humano G (HLA-G) presente nos pacientes com LLC
encontra-se com expressao elevada, o que induz a célula NK a apoptose e diminui sua atuaco
citotoxica. Desta forma pode-se observar que quando a célula leucémica interage com esses

dois tipos celulares, ela reduz suas fungdes efetoras e consegue evadir a resposta imunolégica.

1.5 Diagnostico

O diagndstico da LLC se da a partir do hemograma e da imunofenotipagem. Os achados
caracteristicos consistem na linfocitose persistente, que de acordo com o NCI, deve apresentar

um valor maior que 5000/uL de linfdcitos B por mais de 3 meses, na visualizagdo microscopica
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de linfocitos pequenos de cromatina densa e citoplasma escasso com presenca de manchas de
gumprecht, além de uma infiltracdo medular com presenca de pelo menos 30% de linfdcitos.
Ademais, os linfécitos B circulantes sdo clonais e apresentam marcadores celulares especificos,
demonstrados por citometria de fluxo (Tabela 3) (HALLEK, 2020). VVale mencionar que na
ultima atualizagdo da classificacdo realizada pela OMS (SWERDLOW et al., 2016), trés
aspectos diagndsticos foram modificados: citopenias ou sintomas relacionados a doenca agora
sdo insuficientes para diagnosticar a LLC quando linfécitos B monoclonais se apresentarem
menores que 5000/uL no sangue periférico; centros proliferativos com alta proliferacdo ou
confluéncia sdo indicadores de prognostico adverso; mutacfes de possivel relevancia clinica

como TP53, NOTCH1, SF3B1, ATM e BIRC3 foram reconhecidas.

Tabela 2. Critérios diagnosticos da LLC.

1. Linfocitose no sangue periférico

>5000/uL linfécitos B (NCI)

2. Predominancia de linfécitos pequenos e maduros

3. Caracteristicas imunofenotipicas

CD5+, CD19+, CD20+, mlg+/-

CD22*", EMC7*"-, CD79b", CD200*

Adaptado de Zago, Falcdo, Pasquini 2013.
1.6 Estadiamento Clinico

Os sintomas relacionados a LLC envolvem perda de peso involuntéria de pelo menos
10% do peso corporal, sudorese noturna sem causa aparente, fadiga consideravel e febre
persistente de aproximadamente 38°C. No entanto, varios pacientes com LLC se mostram
assintomaticos e acabam sendo diagnosticados a partir de exames de sangue de rotina

(PARIKH, 2018).

O estadiamento da LLC leva em conta manifestacfes clinicas e hematoldgicas
resultantes da infiltracdo de células leucémicas nos tecidos linfaticos, medula 6ssea, bago e
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figado. Os dois sistemas de estadiamento mais amplamente utilizados sdo o de Rai e o de Binet.
O de Rai (1975), que sofreu uma atualizacdo em 1987, classificou os pacientes em 3 grupos:
baixo risco (estadio 0), risco intermediario (estadios I e Il) e alto risco (estadios Il e V). O de
Binet (1981), conta com 3 estagios baseados no numero de areas envolvidas, considerando

organomegalias e linfonodomegalias (Tabela 2).

Tabela 3. Sistema de estadiamento de Rai.

Estadio Caracteristicas Clinicas SODEYIE s EIE
(meses)
0 Linfocitose no sangue e medula éssea >150
I Linfocitose + linfonodomegalia 101
] Linfocitose + esplenomegalia e/ou hepatomegalia 71
Il Linfocitose + anemia 19
v Linfocitose + trombocitopenia e presenca ou ndo de 19
organomegalia e anemia

Adaptado de Zago, Falcdo, Pasquini 2013.

Tabela 4. Sistema de estadiamento de Binet.

Sobrevida mediana

Estadio Caracteristicas Clinicas
(anos)

A Menos de 3 areas de envolvimento linfoide*, >10
sem anemia ou trombocitopenia

B 3 ou mais areas de envolvimento linfoide, 7
sem anemia ou trombocitopenia

C Hemoglobina menor ou igual a 10g/dL ou 5
plaguetas menores ou igual a 100.000/L

* Areas de envolvimento linfoide: ganglios cervicais, axilares e inguinais (unilateral ou
bilateral); figado e bago. Adaptado de Binet (1981).
1.7 Marcadores prognoésticos

De modo a avaliar a progressdo de uma doenca altamente heterogénea e a resposta ao
tratamento dos pacientes, certos marcadores sdo utilizados como o tempo de duplicagéo do

namero de linfocitos no sangue periférico e a contagem de linfécitos. No entanto, outros fatores
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também apresentam valor prognéstico como a B2 microglobulina, o estado mutacional do

IGVH e a expressdo do ZAP-70 e CD38 (MUNOZ-NOVAS et al., 2018).

A proteina ZAP-70 é uma tirosina cinase normalmente encontrada nos linfocitos T
humanos e possui um papel de ativacao celular, porém se mostra presente nas células B da LLC.
Estudos determinaram que essa proteina também tem um envolvimento com a sinalizagéo do
BCR, atuando no recrutamento de cinases como a SYK (WANG et al., 2010). A expressdo
dessa proteina em pacientes que nao possuem mutacdo no IGHV esta relacionada a um pior
progndstico e sobrevida diminuida (GOMES et al., 2017). Ja o0 CD38, uma ecto-enzima capaz
de hidrolisar NAD, é expresso nos linfocitos B e T e sua expressédo elevada tem sido associada
a uma progressao pior da doenca, assim como uma refratariedade a quimioterapia por parte das

celulas leucémicas (HARTMAN et al., 2010).

Outro marcador passivel de avaliacdo é a B2 microglobulina sérica, que é uma proteina
pequena de 11,800 Dalton identificavel em diversas células nucleadas e envolvida na regulacédo
de proliferacdo, apoptose e, segundo Li, L. et al. (2016), na metastase de diferentes tipos de

cancer.

O estado mutacional do gene IGHV é outro marcador importante para a analise da
progressdo da doenca, ja que pacientes com células leucémicas que nao expressam mutacao no
IGHV tem um desenvolvimento mais agressivo da LLC quando comparados a outros pacientes
portadores de IGHV mutado. E importante ressaltar que as mutagdes somaticas sofridas pelo
IGHV sdo um processo fisioldgico da maturacdo de anticorpos que acontece também com

células B normais (KIPPS et al., 2017).
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1.8 Epigenética

A epigenética se refere a modificagcdes na regulacdo da expressdao do DNA de caréater
hereditario sem alteracfes na sequéncia genética e decorre dos seguintes mecanismos:

metilacdo de DNA, modificacdo de histonas e micro-RNA (L1U et al., 2020).

O DNA das células é empacotado em forma de cromatina e sua primeira subunidade se
denomina nucleossomo. Esse nucleossomo é composto por um octdmero de proteinas histona
(H2A, H2B, H3 e H4) e as modificacbes estruturais relacionadas a esse complexo é o que define

a epigenética (LIU et al., 2020; WEAVER, MORRISON, MUSSELMAN, 2018).

1.9 ModificacGes de histona

As modificacdes nas histonas podem ocorrer pelos processos de metilagéo, acetilacéo,
ubiquitilagdo, sumoilagéo e fosforilagdo. Inicialmente acreditava-se que a metilagdo da cauda
de histona era irreversivel, contudo, foi descoberta a desmetilase lisina especifica 1 (LSD1 ou
KDMZ1A), uma desmetilase que remove metilagcdes da histona H3 na lisina 4 (H3K4) por meio
da atividade de seu dominio amina-oxidase, utilizando FAD como cofator (DIMITROVA,
TURBERFIELD, KLOSE, 2015). As desmetilases séo divididas em dois subgrupos: as FAD-

dependentes LSD1 e LSD2 e JMJD contendo o dominio JmjC.

1.10 LSD1

O gene LSD1 codifica um repressor epigenético transcricional que desmetila os residuos
de lisina mono ou dimetilados das caudas das histonas (H3K4mel/me2 ou H3K9 mel/2)
(MAGLIULO, BERNARDI, MESSINA, 2018). LSD1 é uma proteina de 90kDa que contém
um dominio SWIRM e um dominio amina-oxidase (AO), sendo que essa regido é bilobulada,
um lobo de ligacdo do FAD e outro para ligagdo com substrato, além de uma inser¢do no seu

dominio AO denominado dominio torre que interage com o dominio SANT2 do CoREST
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(Figura 2). A desmetilagdo apenas por LSD1 é possivel em peptideos de histona, mas apenas o

complexo LSD1/CoREST é capaz de desmetilar no nucleossomo (YANG et al., 2006).

Dominio AO
Dominio Torre

“’ Dominio SWIRM

Figura 2. Estrutura da proteina LSD1. Demonstrando os dominios Torre, amina-
oxidase e SWIRM. Adaptado de Biasini M (2014).

A metilacdo H3K4 € relacionada a ativagdo génica, portanto a LSD1 normalmente esta
associada ao silenciamento genético, mas também pode atuar como ativador (Figura 3). Apds
ligacdo com certos substratos como o receptor de estrogénio ou receptor de androgénio, LSD1
promove a ativacdo transcricional ao desmetilar o residuo de lisina 9 na histona 3 (H3K9)

(MAGLIULO, BERNARDI, MESSINA, 2018).

Através de sua acdo catalitica em histonas e proteinas ndo histonas, a LSD1 tem
demonstrado cada vez mais uma participacdo ativa em processos celulares diversos como a
proliferacdo celular, transicdo epitelial-mesenquimal (EMT), segregacdo cromossdmica,
metabolismo, desenvolvimento embrionario, entre outros (GU et al., 2020). A desregulacéo
dessa enzima tem sido associada com varios tumores malignos como o cancer de prostata,

bexiga e pulmdo (AMENTE, LANIA, MAJELLO, 2013).

O gene LSD1 se encontra hiperexpresso em diversos tipos de cancer como leucemias,

linfomas e tumores sélidos. A apesar de seu papel ndo estar totalmente esclarecido no
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desenvolvimento dessas patologias, LSD1 aparenta possuir fun¢Ges oncogénicas diferentes

(HOSSEINI, MINUCCI, 2017).

(a) Repressao transcricional (b) Ativacdo transcricional

me me
{ me

"o e

CoREST
e AR
LSD1 LSD1
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/
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e GO m

Cromatina Inativa Cromatina ativa

Figura 3. Representacdo da LSD1 como ativador ou repressor. Como co-repressor, a LSD1
se liga com o complexo CoREST (a) e como ativador se ligar com receptores de estrogénio e
androgénio (b). Adaptado de Magliulo, D., Bernardi, R., Messina, S. (2018).

1.11 LSD2

O LSD2, ou KDM1B, codifica uma desmetilase que atua sobre a histona H3K4, assim
como o LSD1. Outra semelhanca entre as duas desmetilases sdo os sitios AO e SWIRM, no
entanto ela ndo apresenta o dominio Torre, mas sim um dominio CW-tipo zincfinger (Figura 4)
e essa diferenca estrutural parece ser o motivo pelas propriedades bioquimicas divergentes entre
as proteinas (ZHANG et al., 2013). Semelhante a LSD1, o LSD2 tem especificidade para
histona H3K4mel/2, apesar disso ela atua notadamente na regido codante do seu gene alvo.
LSD2 se localiza no cromossomo 6p22, uma regido génica com alta incidéncia de
translocacOes, delecdes e amplificacbes em Vvérios tipos de cancer (FANG et al. 2010). Em

contraste com a LSD1, sua atividade 6tima de desmetilase ndo requer um cofator.
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Figura 4. Estrutura da proteina LSD2. Demonstrando os dominios amina-oxidase, SWIRM
e zincfinger. Adaptado de Niwa, H., Umehara, T. (2017).

A enzima LSD2 foi associada a diferentes fungdes importantes na célula como o
imprinting genémico, regulacdo da transcricdo, regulacdo da reprogramacdo de células
somaticas, sinalizacdo de DNA metiltransferases e fator de crescimento. Ao se avaliar tecidos
tumorais foi registrado também um aumento da expressdo génica da LSD2 no mieloma,

glioblastoma, cancer colorretal e de mama (WANG et al., 2019).

Como pode ser visto, existem relatos de desregulacdo nas LSD1 e LSD2 em varios tipos
de céancer. Entretanto, ainda ndo ha dados na literatura que investigue a expressdo dessas

desmetilases de histonas na LLC.
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2. Objetivos

2.1 Geral:

-Avaliar a expressdo dos genes LSD1 e LSD2 na LLC e investigar seu impacto no

prognastico desse cancer.

2.2 Especificos:

-Determinar a expressdo dos genes LSD1 e LSD2 em pacientes com LLC e em

individuos saudaveis;

-Avaliar se ha associacdo entre a expressao dos genes LSD1 e LSD2 com a leucometria

e contagem de plaquetas dos pacientes de LLC;

-Analisar a expressdo de ZAP-70 nas amostras de LLC e investigar se esse parametro é

impactado pela expressdo de LSD1 e LSD2;

-Investigar se a expressdo de LSD1 e LSD2 esta associada a alteracfes citogenéticas na

LLC;

-Investigar se ha associacdo entre a expressdo de LSD1 e LSD2 e as categorias de

prognastico;

- Avaliar o impacto do uso de GSK-LSD1 na expressdao de genes que controlam a

sobrevida de células leucémicas.
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3. MATERIAIS E METODOS
3.1 Casuistica
Nesse estudo foram utilizadas amostras oriundas de 55 pacientes com LLC, atendidos no
Servigco de Hematologia da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto-USP. Adicionalmente
foram utilizadas 8 amostras de pacientes hematologicamente saudaveis com idade entre 50 e
84 anos para o controle. Os pacientes que estavam sendo tratados por quimioterapia seguiram
um protocolo de tratamento com fludarabina, fludarabina associada a ciclofosfamida, e
clorambucil. Para realizacéo do ensaio funcional de inibigdo de LSD1, obtivemos 11 amostras
adicionais de pacientes com LLC, atendidos no Hospital de Base do Distrito Federal. O
diagndstico de LLC desses pacientes foi determinado pela morfologia das células B de
aparéncia tipica, pela linfocitose absoluta e pelo padrdo imunofenotipico (MATUTES et al.,
1994). Essas amostras, usadas como controle, foram submetidas ao isolamento de células B
através de centrifugacdo por Ficoll-Hypaque e posterior separacdo imunomagnética. O termo
de consentimento livre esclarecido (TCLE) foi obtido para todos os pacientes e voluntarios

saudaveis e a execucdo do estudo foi aprovada pelo comité de ética local.

3.2 Isolamento das Células Mononucleares do Sangue Periférico (CMSP)

As CMSP foram isoladas das amostras de sangue periférico coletadas de doadores
saudaveis e de pacientes com LLC, por uso do gradiente de densidade Ficoll-Hypaque (Sigma-
Aldrich, St Louis, MO, USA). Resumidamente, em tubo conico de 15mL foram adicionados
3mL de Ficoll, 4mL sangue total e 4mL PBS. Posteriormente, o material foi centrifugado a
360g, por 25 minutos. Apos esse tempo, formou-se um anel de células mononucleares, que foi
recolhido por pipetagem, lavado com PBS trés vezes e depois foi realizada contagem celular

em camara de Neubauer.
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3.3 Isolamento das células B saudaveis por selecdo imunomagnética

Nas amostras controles, as células mononucleares do sangue periférico (CMSP) foram
isoladas pelo uso do Ficoll-Hypaque e posteriormente submetidas a separa¢do imunomagnética
para isolamento de células B, conforme instrugdes do fabricante (MiltenyiBiotec, Bergisch-
Gladbach, Germany). Em suma, as CMSPs foram incubadas com o anticorpo monoclonal CD19
conjugado com microbeads (MiltenyiBiotec) e, posteriormente, a suspensdo celular foi
dispensada em uma coluna LS (MACS SeparationColumns; MiltenyiBiotec) previamente
acoplada em um ima (SuperMACS). As células CD19 tinham na sua superficie beads e ficaram
retidas no campo magnético. Posteriormente a coluna foi retirada do campo magnético, as
células obtidas para avaliacdo da pureza e extracdo de RNA pelo método de TRIZOL-LS
(Invitrogen Inc). As amostras apresentaram marcacao para CD19 superior a 90%, conforme

determinado por Citometria de Fluxo.

3.4 Citometria de Fluxo

As amostras de sangue periférico dos pacientes com LLC foram coletadas em tubos
contendo o anticoagulante EDTA. As CMSP foram isoladas em gradiente de densidade Ficoll-
Hypaque (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA) e, ap6s centrifugacio, ajustamos 108 células por
tubo para proceder a imunofenotipagem. O painel inicial de citometria de fluxo utilizada para
diagnostico dos casos recrutados consistiu em 3 tubos: CD20 FITC, CD79b PE, CD19 PE-Cy5,
CD5 APC; anti-AFITC, anti-kPE, CD19 PE-Cy5, CD5 APC; e Anti-AFITC, anti-«PE, CD19
PE-Cy5, CD5 APC. Todos os anticorpos monoclonais foram obtidos da Becton Dickinson (San
Jose, CA, USA), exceto os anticorpos anti-A e anti-k (Dako, Carpinteria, CA, USA). Ademais,
foi analisada a expressdo do marcador ZAP-70 (BD, San Jose, CA, USA), sendo considerados

positivos 0s casos em que havia mais de 20% com marcagdo para essa proteina (SARGENT;
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CRAIG; SWERDLOW, 2009). Esses testes foram realizados no Citometro de Fluxo

FACSCalibur (Becton Dickinson). Para analise foram adquiridos 10.000 eventos.

3.5 Citogenética

A analise do cariotipo foi realizada por bandeamento G no Laboratério de Hematologia
da Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto. Em suma, foram utilizadas 1x10” CMSP, sendo
que a metéafase foi induzida em meio RPMI-1640 (Invitrogen, Gaithersburg, MD) com 20% de
SBF na presenca do oligonucleotideo imunoestimulatério DSP30 (TIBMolBiol, Berlin,
Germany) e interleucina 2 (IL-2). Apo6s 72 horas em cultura, foi adicionado colcemid (Sigma,
Munich, Germany) antes da preparacdo e espalhamento dos cromossomos. Apds determinacéao
do cariotipo, as amostras foram classificadas quanto ao prognéstico (RIGOLIN et al, 2017;

DOHNER et al, 2000).

3.6 Extracdo do RNA e transcrigao reversa

O RNA total das CMSP dos pacientes com leucemia e das amostras purificadas CD19+
dos doadores saudaveis foram isoladas usando o reagente TRIZOL-LS. Em sintese, em um tubo
(15mL) foram adicionados 750uL de TRIZOL-LS gelado e 250uL de PBS contendo a
suspensdo celular. Apés o periodo de incubagdo de 5 min, 200uL de cloroférmio gelado foi
acrescentado na mistura. Esse material foi entdo centrifugado por 15 min a 12.000g, a 4°C.
Terminado esse processo, foram obtidas trés fases. A fase aquosa foi transferida para outro tubo
(1,5mL), onde foram adicionados 500uL de isopropanol gelado. As amostras foram entdo
centrifugadas por 10 min a 12.000 g a 4°C. Finalizado esse processo foi adicionado 1mL de
alcool gelado 100%. Por fim, a mistura foi centrifugada por 5 min a 7.500g, a 4°C, o etanol
descartado e o pellet foi ressuspenso em 20uL. de 4gua DEPC (Dietilpirocarbonato). Apods
obtencdo do RNA, analisamos a qualidade desse material por meio do espectrofotdmetro

Nanodrop. O DNA complementar (cDNA) foi sintetizado usando 1pg do total de RNA pelo Kit
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de transcricdo reversa High Capacity (Applied BioSystems, Foster City, CA, USA), seguindo

as instrucdes do fabricante.

3.7 PCR em tempo real

A andlise quantitativa da expressao dos genes LSD1 e LSD?2 foi realizada em amostras
controle (células B) e em amostras de LLC no equipamento de PCR em tempo real StepOne
Plus (ThermoFisher). Os reagentes utilizados e suas quantidades foram: tampdo Master Mix
(5uL), H20 (2,4uL), CxR (0,1uL), primers Forward e Reverse (0,5uL) totalizando 8uL,
adicionados de 2uL de amostra de cDNA por reacdo. As condicOes de reagdo consistem em 40

ciclos com temperaturas de 95°C e 60°C no estagio de ciclagem.

O mix empregado para o processo de analise da expressdo dos genes foi GoTagq® qPCR
Master Mix (Promega). O gene calibrador utilizado foi GAPDH, cuja eficiéncia de
amplificacdo € a mesma dos genes alvos, o que possibilitou a analise dos dados pela
metodologia AACt (LIVAK, SCHMITTGEN, 2001). O ACt foi gerado a partir da normalizacéo
dos valores de quantificacdo da amostra alvo em relacdo a amostra controle. O AACT foi obtido
pela subtracdo do valor de ACT das amostras leucémicas do ACT médio das amostras controle

das amostras controles (DERVEAUX; VANDERSOMPELE; HELLEMANS, 2010).

As sequéncias de primers utilizados foram as seguintes: LSD1 5’-
TTGTCCTCGACTTACAGCTTGTC-3’ 5>-GAGGGAATCCTATGGCTGTGG-3”; LSD2 5°-
GTACCCGGGAGTTAGCAGAG-3’ 5’-GTGTGAACAAGTATCTGCTCG-3’e GAPDH 5°-

TCAACGACCACTTTGTCAAGCTCAGCT-3’ 5’-GGTGGTCCAGGGGTCTTAC-3".
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3.8 Andlise In Silico da expressdo de LSD1 e LSD2 na LLC.

As analises in silico da expressdo de LSD1 e LSD2 na LLC foram realizadas na
plataforma Bloodspot e foi escolhido o estudo Leukemia MILE por possuir amostras
comparaveis ao nosso estudo. O Leukemia MILE teve como objetivo avaliar a precisao clinica
de perfis de expressdo genética, originados de experimentos de microarray, comparados ao
padrdo ouro para 16 subclasses de leucemias agudas e crénicas, sindromes mielodisplasicas e
um grupo controle de medula 6ssea saudavel. O estudo contém um total de 2096 amostras,
entretanto para a analise selecionamos apenas a populacdo de pacientes com LLC (BAGGER
et al., 2019; LABAJ et al., 2017). A anélise foi realizada em 448 amostras de LLC e em 73

amostras de medula 6ssea obtidas de pacientes hematologicamente saudaveis (controle).

3.9 Ensaio de inibi¢cdo de LSD1

Para esse ensaio foram coletadas 11 amostras de LLC no Hospital de Base do Distrito
Federal. As CMSP desses pacientes foram isoladas e parte das células foi utilizada para analise
de expressao dos genes LSD1 e LSD2. As amostras que apresentaram expressao elevada desses
genes (cut-off baseado na mediana de ACT) foram selecionadas para os ensaios funcionais de
inibicdo de LSD1. Para isso, as CMSP dos pacientes foram cultivadas em meio RPMI e tratadas
com 1uM do inibidor GSK-LSD1 por 24h (PARK et al., 2020). Apds esse periodo as amostras
foram submetidas a extracdo de RNA por uso do kit PureLink® RNA Mini e avaliamos a

expressdo dos genes P53, BAX, CASP3 e TP73.

As sequéncias de primers utilizados foram as seguintes: P53 F5’-
AGAAAACCTACCAGGGCAGC-3* R5’- ACATCTTGTTGAGGGCAGGG-3’; BAX F5’-
CAGACCGTGACCATCTTTGT-3> R5’- GCCTCAGCCCATCTTCTTC-3”; CASP3 F5’-
CTAGCGGATGGGTGCTATTG-3” R5’- GATACACAGCCACAGGTATGAG-3’ e TP73

F5’- CACCTCAGCTCTCCATCTTATTG-3’ R5’- GCATGGGTCTTAGCCTTTCT-3".
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3.10 Anélise estatistica

Para as analises estatisticas foi utilizado o software Prism 7 (GraphPad Software Inc.,
San Diego, CA, USA). Para as comparacdes envolvendo dois grupos, utilizamos o teste Mann-
Whitney e para trés grupos, o Kruskal-Wallis. As variaveis categoricas foram analisadas pelo

teste exato de Fisher. O nivel de significancia adotado foi de 5% (Cl 95%).
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4 RESULTADOS

4.1 Caracteristicas clinico-laboratoriais.

Foram analisadas as caracteristicas clinicas, laboratoriais e epidemioldgicas dos 54
pacientes com LLC. Desses pacientes, 22 sdo do sexo feminino (40,7%) e 32 do sexo masculino
(59,3%). A média de idade dos pacientes no momento do diagnéstico foi de 63,5 anos. O
estadiamento clinico se dividiu em: 37 pacientes Binet A (68,5%), 12 Binet B (22,2%) e 5 Binet
C (9,3%). Em relacdo as alteracdes citogenéticas mais frequentes, 3 casos apresentaram delecao
do 17p (5%) e 8 casos de trissomia do 12 (14,5%). Considerando-se o nimero de alteracoes
cromossomicas, 12 pacientes ndo apresentaram alteracGes (22%), 28 pacientes mostraram 1 ou
2 alteracOes (52%), e 14 pacientes apresentaram 3 alteracdes (26%). Quanto ao prognostico
dessa coorte, 14 pacientes demonstraram um progndstico favoravel (26%), 22 pacientes
apresentaram cariotipo de prognostico intermediario (40,7%) e 18 pacientes apresentaram um
progndstico desfavoravel (33,3%). Quanto a expressao de ZAP-70, houve positividade de
expressdo em 37 pacientes (69,8%) (Tabela 4). As analises de contingéncia mostraram que 0s
pacientes com baixa expressdo do gene LSD1 sdo preponderantemente do sexo masculino
(p=0,02). Além disso, 0s pacientes com baixa expressdo dos genes LSD1 e LSD2 tendem a
mostrar maior numero de leucécitos (p=0,009 e p=0,01, respectivamente). O teste exato de
Fisher também demonstrou que a expressao reduzida de LSD1 e LSD2 se associou a presenca
de alteracGes citogenéticas (p=0,04 e p=0,009, respectivamente), especialmente, de impacto
desfavoravel (p=0,01). Destaca-se que perdemos o resultado de ZAP-70 para uma amostra da

coorte. Para a analise da expressdo de LSD2 tambem perdemos a expressdo de 1 amostra.

34



Tabela 5. Caracteristicas clinico-laboratoriais da coorte

LSD1 LSD2
Caracteristicas Total high low .p high low .p
Idade
mediana 63 (43-85) 59 (43-85) 66 (49-80) ns 63 (43-85) 65 (54-80) ns
Sexo
Masculino 32 (59,3) 12 (44,4) 20 (74) 0,02 13 (48,1) 19 (70,3) ns
Feminino 22 (40,7) 15 (55,6) 7 (26) 14 (51,9) 8(297)
Binet
A 37 (68,5) 20 (74) 17 (63) ns 20 (74) 17 (63) ns
B 12 (22,2) 6(22.2) 6(22,2) 6(22,2) 6(22.2)
Cc 5(9,3) 1(398) 4(14,8) 1(38) 4(14,8)
Plaquetas
mediana 143.000 147.000 140.000 ns 147.000 141.500 ns
Leucécitos
mediana 45.250 34.400 54.300 0,009 30.100 49.500 0,01
ZAP-70+
Positivo 37 (69,8) 17 (63) 20 (77) ns 17 (63) 20 (77) ns
Negativo 16 (30,2) 10 (37) 6 (23) 10 (37) 6 (23)
Caridtipo
Normal 12 9(333) 3(111) 0,04 10 (37) 2(74) 0,009
Anormal 42 18 (66,7) 24 ( 88,9) 17 (63) 25 (92,5)
Prognostico
Favoravel 14 (26) 11 (40,75) 3(11.1) 0,01 11 (40,75) 3(111) 0,01
Intermediario 22 (40,7) 11 (40,75) 11 (40,75) 11 (40,75) 11 (40,75)
Desfavoravel 18 (33,3) 5(18,5) 13 (48,15) 5(185) 13 (48,15)
NUmero de alteragGes cariotipicas
0 12 (22) 9(3323) 3(11) 0,004 10 (37) 2(74) 0,007
lor2 28 (52) 16 (59,3) 12 (44,4) 14 (519) 14 (51,85)
3+ 14 (26) 2 (74) 12 (44,4) 3(11,1) 11 (40,75)

*ns: ndo significativo.
*porcentagem em parénteses

4.2 Expressdo de LSD1e LSD2naLLC

O gene LSD1 ndo se mostrou diferencialmente expresso entre as amostras de LLC e as
amostras controle (p= 0,4). Por outro lado, as amostras de LLC apresentaram menor expressao
do gene LSD2, comparadas as células B saudaveis (p=0,001) (Figura 5). E importante notar que
as amostras de LLC mostraram um padréo heterogéneo de expressao de LSD1 e LSD2. Tendo
em vista esse achado, nés dicotomizamos as amostras de LLC em baixa e alta expressdo de
LSD1 e LSD2 para prosseguir com os estudos de associacdo. Essa classificacao foi baseada na
mediana de expressdo génica das amostras, sendo pacientes com mediana <7,83 ¢ >7,83

identificados como baixa e alta expressdo de LSD1, respectivamente. Do mesmo modo, as
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medianas de expresséo <0,91 e > 0,91 permitiram a identificagdo dos pacientes com baixa e alta

expressao do gene LSD2.
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Figura 5. Expressdo dos genes LSD1 e LSD2 na LLC. A expressdo de LSD1 e LSD2
em amostras de LLC e controle (n=8) foi determinada por PCR em tempo Real. Os dados foram
comparados pelo teste Mann Whitney. Os resultados sdo expressos em Fold. A linha plotada
representa a mediana de expressdo dos genes.

4.3 A baixa expressdo dos genes LSD1 e LSD2 esta associada ao aumento do niumero

de leucocitos na LLC.

Os pacientes que apresentaram expressdo diminuida dos genes LSD1 e LSD2 demonstraram

um aumento no namero de leucécitos (p= 0,007 e p=0,01, respectivamente) (Figura 6).
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Figura 6. Associacdo do impacto da expressao de LSD1 e LSD2 na leucometria de
pacientes com LLC. Os dados foram comparados pelo teste Mann Whitney. Os resultados sdo
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expressos em numero absoluto de leucocitos. A linha plotada une a mediana do nimero de
leucdcitos dos pacientes, conforme a expressdo de LSD1 e LSD2.

Avaliamos também se LSD1 e LSD2 poderiam exercer alguma influéncia sobre outros
parametros laboratoriais e de impacto prognéstico, como nimero de plagquetas e expressdo de
ZAP-70. Ndo encontramos qualquer associacdo entre a expressdo dessas desmetilases de
histona e os parametros supracitados (Figuras 7 e 8).
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Figura 7. Associacdo da expressdo de LSD1 com contagem de plaquetas (a), e
expressdo de ZAP-70 (b). Os dados foram comparados pelo teste Mann Whitney. Os
resultados sdo expressos em numero absoluto de plaquetas (média = DP) e porcentagem de
celulas ZAP-70 (média + DP).
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Figura 8. Associacdo da expressdo de LSD2 com contagem de plaquetas (a), e
expressao de ZAP-70(b). Os dados foram comparados pelo teste Mann Whitney. Os resultados
sdo0 expressos em numero absoluto de plaquetas (média + DP) e porcentagem de células ZAP-
70 (média = DP).
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4.4 A expressao dos genes LSD1 e LSD2 esta associada a alterac6es do cariotipo e pior

prognostico.

De modo a avaliar modificagbes citogenéticas e sua possivel associacdo com a
expressao dos genes alvos desse estudo, as amostras de LLC foram classificadas de acordo com
0 nimero de alteracBes cariotipicas em 0, 1, 2 e 3 ou mais alteragdes cromossémicas. E
importante notar que os dois genes demonstraram estar relacionados com a presenca de um
cariotipo complexo. Foi observado expressao diminuida de LSD1 nos pacientes de LLC que
possuem um cariétipo com pelo menos 3 altera¢gdes cromossdmicas, quando comparados com
os individuos que nao possuem alteracdes (p=0,009) (Figura 9a). Do mesmo modo, as amostras

de LLC com menor expressao de LSD2, tendem a apresentar cariétipo complexo, comparadas

aos casos em que o cariétipo € integro (p= 0,0006) (Figura 9b).
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Figura 9. Associacdo entre a expressao dos genes LSD1(a) e LSD2(b) e 0 numero
de alteracdes cromossdmicas de pacientes com LLC. A analise estatistica foi realizada pelo
teste de Kruskal-Wallis.

Uma investigacdo adicional que realizamos foi considerar a classificagcdo dos pacientes
tendo em vista o resultado cariotipico favoravel, intermediario e desfavoravel (RIGOLIN et al.,
2017; DOHNER et al., 2000). Observamos expressdo reduzida de LSD1 nos pacientes

categorizados como intermediarios e, de modo mais acentuado, em pacientes classificados no
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grupo desfavoravel (p=0,008) (Figura 10a). Do mesmo modo, a expressdo de LSD2 tende a ser

reduzida em pacientes do grupo desfavoravel (p=0,001) (Figura 10b).
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Figura 10. Expressao dos genes LSD1 (a) e LSD2 (b) nas categorias de prognostico.
O numero de pacientes na categoria favoravel é 15, 22 para o intermediario e 18 para
desfavoravel. A andlise estatistica foi realizada pelo teste de Kruskal-Wallis.

4.5 Analise in silico da expressédo de LSD1 e LSD2 na LLC

Foi realizado também uma anélise in silico da expressdo dos genes LSD1 e LSD2 na
LLC. Para essa analise nos utilizamos o Bloodspot, uma base de dados de expressdo de mRNA
de células hematopoiéticas saudaveis ou malignas. Dentre os grupos de amostras nos
selecionamos os dados do estudo Leukemia MILE (LABAJ et al., 2017) para avaliar a

expressao das desmetilases em questdo e comparar com os achados deste trabalho.

Foi observado que as amostras de LLC apresentaram expressao reduzida dos genes

LSD1 e LSD2 (p<0,0001), comparadas as amostras controle (Figura 11).
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Figura 11. Expressao dos genes LSD1 e LSD2 em amostras de pacientes com LLC e grupo
controle provenientes do Bloodspot. O grupo controle MO (médula 6ssea saudavel) consiste
de 73 amostras e 0 grupo LLC possui 448 amostras. Os dados foram comparados pelo teste
Mann Whitney.

4.6 Andlise da expressdo dos genes BAX, p53, CASP3 e TP73 em amostras tratadas com

GSK-LSD1.

Como pode ser visto na Figura 12, o tratamento com GSK-LSD1 das amostras de LLC

que apresentaram expressao elevada dos genes LSD1 e LSD2 induziu inibi¢éo do transcrito BAX

(p=0,02).
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Figura 12. Expressdo dos genes BAX, P53, CASP3 e TP73. As amostras de LLC com
expressdo elevada de LSD1 e LSD2 foram tratadas com GSK-LSD1 e tiveram a expressao de
BAX, P53, CASP3 e TP73 determinada por PCR em tempo real. Os dados foram comparados
pelo teste t pareado.
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5 Discussao

A LLC tem sido um dos campos de estudo mais dindmicos na &rea da pesquisa
oncohematoldgica nos ultimos anos, considerando-se a heterogeneidade do seu curso clinico e
0s avancos no entendimento da sua patogénese que estdo sendo alcangados pelo
desenvolvimento de novas técnicas de pesquisa molecular (HALLEK, SHANAFELT,

EICHHORST, 2018).

As modificagdes pos-traducionais por desmetilases de histonas possuem um papel
fundamental na regulacéo de transcricdo e expressao génica e estdo presentes em diversos tipos
de cancer e outras doencas (KANISKAN, MARTINI, JIN, 2018). Em um trabalho prévio
conduzido por nosso grupo, hotamos que a baixa expressdo dos genes da familia KDM4 estava

associada ao pior prognostico em pacientes com LLC (FILIU-BRAGA et al., 2019).

Desmetilases de lisina tém sido implicadas no processo de controle da expresséo
genética, como a regulacdo de substratos ndo-histonas como 0 DNMTL, p53 e STAT3 pela
LSD1 (FANG, LIAO, YU, 2019). As proteinas LSD1 e LSD2 possuem estruturas e funcdes
diferentes, no entanto ambas proteinas estdo envolvidas no processo de regulacdo
transcricional. Enquanto a LSD1 pode atuar como co-repressor ao se ligar com o complexo
CoREST ou co-ativador ao se ligar com receptores de androgénio ou estrégenio, a LSD2 parece
ser importante para uma transcricdo génica 6tima, ja que a remoc¢do de LSD2 enddgeno
promove um aumento nos niveis de H3K4me2 e um decréscimo em H3K9me2, o que resulta
em uma regulacdo negativa da transcricdo do gene alvo. E sugerida a possibilidade da
associacdo da LSD2 com outros fatores como fatores de alongamento e RNA polimerase
fosforilada para coordenacdo da dindmica de metilagdo de H3K4 e H3K9 (FANG et al., 2010;

PATEL etal., 2019).
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Com relagdo ao gene LSD2 nds encontramos sua expressdo reduzida nas amostras de
LLC, quando comparadas com os individuos saudaveis. Por outro lado, ndo encontramos
diferenca na expressdo de LSD1 ao comparar esses grupos. Entretanto, a baixa expresséo tanto
de LSD1, como LSD2 se associou ao acimulo de leucécitos e a alteracfes cariotipicas,
especialmente de progndstico adverso. A andlise in silico realizada corrobora com 0s nossos
achados em relagdo a expresséo reduzida do gene LSD2, em relagdo as amostras do grupo
controle. Por outro lado, enquanto a expressdo de LSD1 foi semelhante entre as amostras de
LLC e controle por uso de PCR em tempo real, na base Bloodspot LSD1 se mostrou mais
expresso nas amostras controle obtidas da medula 6ssea de pacientes saudaveis. Pode ser que,
em parte, essas diferencas ocorram pelos diferentes controles usados. Enquanto avaliamos a
expressdo dos genes em amostras de células B saudaveis, o controle explorado na anélise in
silico é representado por células de medula déssea, sem isolamento particular (LABAJ et al.,

2017).

Ao contrario do que encontramos, tem sido reportado que LSD1 encontra-se altamente
expresso em diversos tipos de cancer como o de prostata (KAHL et al., 2006), mama (HUANG
et al., 2012), esofago (CHEN et al., 2011), bexiga (KAUFFMAN et al., 2011), pulmé&o (LV et
al., 2012), neuroblastoma (SCHULTE et al., 2009) e, dentro das leucemias, na leucemia
mieloide aguda como reportado por Magliulo, Bernardi, Messina, (2018) e Niebel et al., (2014).
Entre os complexos em que o LSD1 pode ser encontrado em associa¢do, como o CoREST, ha
ainda o complexo NuRD (Nucleosome Remodeling Deacetylase) que de acordo com Wang,
Zhang, Chen. (2018) esta envolvido com a regulagéo da cascata de sinalizacdo do TGFB, que
por sua vez possui um papel fundamental no crescimento e diferenciacéo celular. Em amostras
ndo oncoldgicas, como demonstrado por Wang et al., (2018), a delecdo do gene LSD1 leva a

uma expansao de células progenitoras e defeitos no desenvolvimento de linfécitos.
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Levando em consideracdo a funcdo fisioldgica e o papel de LSD1 na oncogénese, existe
um potencial terapéutico na inibicdo desse gene. No caso do céncer de mama, segundo
Hosseini, Minucci. (2017) a inibicdo farmacoldgica ou por knockdown do LSD1 regula
negativamente diversos genes importantes na proliferacdo celular, controle do ciclo celular e
tumorigénese como E2F1, MKI167, CCNA2 e CCNF, resultando em inibicéo do crescimento das
células cancerigenas do cancer de mama. Nesse aspecto, seria interessante validar o real
impacto desse mecanismo sobre a LLC, tendo-se em vista que nessa leucemia a rigor ndo ha

proliferacdo celular acentuada em sangue periférico (FABBRI, 2011).

Como mencionado anteriormente, 0 gene LSD1 se encontra hiperexpresso em Varios
casos de cancer e essa elevagdo pode estar associada a uma inibicao da diferenciacéo celular.
A atuacdo do LSD1 pode prevenir o acimulo dos grupos dimetil de p53, inibindo a sua
promocdo transcricional, impedindo a apoptose e contribuindo para a carcinogénese atraves
desse mecanismo de modificacdo da cromatina (WU et al., 2015). Esse papel antagonista ao

p53 pode ser uma das explicagdes para o potencial oncogénico observado do LSD1.

O gene LSD1 foi descrito como um importante fator hematopoiético para a
diferenciacéo e proliferacdo de células eritrocitarias, megacariociticas e células B (HAINES et
al., 2018). Ademais, ele também possui acdo sobre a segregacdo dos cromossomos como
demonstrado por Shuang et al. (2009). A importancia da mitose e meiose esta na constancia
numérica dos cromossomos garantindo a integridade gendmica, portanto, disturbios
cromossémicos constituem uma importante categoria de doencas genéticas e sdo responsaveis
por uma grande proporcdo de todas as perdas reprodutivas, malformagdes congénitas e
desempenham um papel importante na patogénese de neoplasias. Esses distarbios se ddo através
de alteragBes cromossémicas numeéricas ou estruturais. Entre as modificagdes numéricas temos
a segregacdo cromossdmica anormal, que consiste na ndo-disjuncdo meidtica ou mitotica

(NUSSBAUM, MCINNES, WILLARD, 2008; OLIVEIRA et al., 2015). E importante destacar
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que a inibicdo de LSD1 leva ao desalinhamento cromossémico e atraso da diviséo celular, o que
poderia, em parte, corroborar com 0s nossos resultados, em que a baixa expresséo desse gene
estd claramente associada a aquisi¢do de alteracfes cromossdémicas. Nesse contexto, Kim,
Singh, Takata. (2015) demonstraram que a diminuic¢do da expressao de LSD1 promoveu efeitos
deletérios em camundongos. Esses autores mostraram que apos inibi¢cdo de LSD1, os o06citos
também apresentaram defeito no alinhamento e segregacdo cromossémica. Eles reportaram
ainda que a deplecdo de LSD1 nos odcitos resultou em aumento consideravel dos niveis de
H3K4me2 e de acetilagdo de histonas culminando em uma cromatina exposta, 0 que pode

contribuir para 0 aumento de dano genético.

Estudos mostraram que a delecdo do LSD1 afeta o desenvolvimento de eritrdcitos e
granuldcitos, mas ndo de mondcitos, o que sugere que a funcdo de LSD1 pode ser linhagem-
especifica (VAN BERGEN, REIIDEN, 2019). Ao se tratar de células B especificamente, o
knockdown desse gene causa uma diminuicdo na proliferacdo e diferenciacdo ndo relacionada
a morte celular e uma reducdo, também, da expressdo de genes associados ao ciclo celular
(HAINES, 2018). Ja em um modelo murino de leucemia de linhagem mista estudado por Harris,
Huang, Lynch (2012) a supressdo de LSD1 apresentou altas taxas apopt6ticas e diminuida
leucemogénese, mantendo em perspectiva a possibilidade de utilizacdo de inibidores como

terapia.

O LSD2 compartilha sua funcdo de desmetilase com o seu homélogo LSD1, mas
enquanto o LSD1 se localiza em sua maioria nas regides promotoras, o LSD2 se encontra em
regides codantes ja transcritas. Na literatura é possivel observar também uma correlacdo entre
a hiperexpressdo desse gene e outros tipos de cancer como nos estudos de Cao LL. et al., (2018)
e Cao Y. et al (2018), que avaliaram a expressao do LSD2 nos tecidos de adenocarcinoma
colorretal e cancer de pulméo de pequenas células, respectivamente. Nessas pesquisas 0 LSD2

se apresentou com elevada expressdo nos tumores. Por outro lado, assim como demonstrado
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por nds neste estudo, tem sido reportado que o gene LSD2 possui expressdo reduzida em
leucemias e em algumas classes de cancer de mama ER-negativos (FANG et al. 2010). Tem
sido reportado também que a expressdo de LSD2 esta elevada em cancer de mama, levando ao
aumento da proliferagdo celular, assim como ocorre com 0 LSD1, porém essas células malignas

apresentam capacidade de invaséao reduzida (CHEN et al., 2017).

Apesar do mecanismo exato pelo qual o LSD2 regula a metilagdo do DNA nas células
cancerigenas do cancer de mama néo ser esclarecido, foi encontrada expressdo elevada de
DNMT3B como resultado do aumento dos niveis de LSD2, sendo que 0 DNMT3B é um
modificador epigenético que promove metilacdo do DNA e silenciamento genético no cancer.
Tem sido especulado que a partir da hiperexpressdo do LSD2, os niveis de H3K4me2 seriam
diminuidos, o que geraria um ambiente favoravel para o recrutamento de DNMT, permitindo
sua atividade de repressdo transcricional (HUANG et al., 2018). Corroborando com essas
informacdes, Cao Y. et al., (2018), relatam que a influéncia na proliferacéo celular por parte do
gene LSD2 se da pela regulacdo indireta da expressdo do gene supressor de tumor TFPI-2.
Proteinas associadas ao LSD2 apresentam varias funcionalidades, incluindo replicacéo e reparo
do DNA, remodelamento de nucleossomo e modificacéo de histona e transcri¢cdo génica, o que
sugere que o LSD2 pode estar envolvido em varias funcdes celulares (FANG et al., 2010). O
LSD2 é encontrado hiperexpresso também no sarcoma de Ewing e a anélise transcricional apos
um knockdown do gene revelou um papel modulador de genes reguladores metabdlicos, além

de notadamente diminuir a transformag&o oncogénica (PATEL et al., 2019).

N&o ha uma definicdo na literatura quanto a categoriza¢do do gene LSD2 como um
oncogene ou supressor tumoral. Enquanto Katz et al., (2014) sugere um papel oncogénico para
essa enzima, com base em estudos em modelos de cancer de mama, Yang et al., (2015) reporta

gue LSD2 atua como um supressor tumoral em cancer de pulmao.
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Eventos epigenéticos podem estar associados a uma expressao adequada de genes
envolvidos na meiose, um ciclo especializado realizado por células gaméticas, garantindo a
integridade cromossdmica e progressdao meidtica (KOTA, FEIL, 2010). LSD2 também
apresenta atividade no odcito, como determinado por Ciccone, Su, Hevi, (2009), e sua
deficiéncia aumenta os niveis de H3K4me2 de maneira semelhante ao seu homdlogo LSD1.
Ademais, nesse mesmo estudo, esse gene parece regular o imprinting gendémico nos o6citos de
camundongos, sendo que embrides derivados de gametas deficientes de LSD2, mostraram falha
na metilag&o de genes que sofrem imprint, ocasionando morte gestacional. A partir desses dados
podemos inferir que a baixa expressdo de LSD2 também pode estar associada a um aumento
nos defeitos cromossomais, 0 que corrobora com nossos achados, em que a baixa expresséo

desse gene se associou a aquisicao de anormalidades cromossémicas.

Em nosso trabalho, identificamos que a inibicdo de LSD1 por tratamento das células
leucémicas com GSK-LSD1 promoveu inibicdo na expressao de BAX, o que, pelo menos em
parte, poderia explicar o acumulo de células malignas identificado entre os pacientes que
possuem menor nivel transcricional desse gene. Outro aspecto que deve ser notado, é que a
maior sobrevida dessas células pode favorecer a ocorréncia de mais mutacdes (LI1U et al., 2016).
Vale enfatizar que a inibigdo de LSD1 promoveu reducdo nos niveis transcricionais de CAPS3
em 3 dos 4 pacientes avaliados. Muito provavelmente esse achado ndo tenha resultado em
diferencas estatisticamente significativas devido a limitacdo do nosso numero de casos para
esse ensaio. Uma limitacéo importante do nosso estudo é que as céelulas primarias de pacientes
com LLC sdo notoriamente dificeis de se manter em cultura sem a presenca de uma célula
estromal para suporte. Como descrito por Panayiotidis et al., (1996) as celulas leucémicas da
maioria dos casos de LLC morrem rapidamente in vitro por apoptose. Portanto, ndo podemos
descartar que os achados do nosso ensaio funcional de inibicdo de LSD1 ndo tenham sofrido

algum impacto decorrente da cultura celular direta das células de LLC.

47



Com base nos nossos achados, acreditamos que 0s genes LSD1 e LSD2 podem ter um
papel de gene supressor tumoral na LLC, sendo que a baixa expressdo desses genes foi
associada ao acumulo de células malignas. Entretanto, estudos adicionais s&o necessarios para
descrever molecularmente como essas enzimas atuam para promover a sobrevida das células
leucémicas e também por quais mecanismos elas poderiam impactar na instabilidade gendmica
detectada neste estudo. Vale ressaltar que este trabalho é o primeiro a avaliar a expressdo de

LSD1 e LSD?2 e correlaciona-la com fatores progndsticos da LLC.
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6 Conclusao

Neste trabalho demonstramos que a expressao dos genes LSD1 e LSD2 esté associada a
marcadores prognosticos importantes na LLC, sendo que menor expressdo desses transcritos se
relaciona ao acumulo de células malignas, a presenca de padrdo cariotipico preditivo de mau

prognastico e a aquisicdo de cariétipo complexo.
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