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RESUMO

O cancer continua sendo uma das principais causas de morte no mundo. Estudos com alvos em
metabolismo energético, terapias combinas e alteragdes genéticas e epigenéticas vem sendo
utilizadas a fim de encontrar novas alternativas terapéuticas. Com isso, estudos bioinformaticos,
como os de analise in silico quando associado a experimentos de fase pré-clinica, permitem
validar o potencial bioldgico e mecanismos moleculares de novos farmacos. Dentre os
compostos atualmente aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration) os Hidroxamatos
tém se destacado em tratamentos oncoldgicos, pela sua eficiéncia na modulagdo de proteinas
histonas, favorecendo sua inibicao e silenciamento génico via inibidores de histona desacetilase
(1IHDAC). Desta forma, este trabalho objetiva analisar o potencial epigenético in vitro de dois
prototipos da classe dos hidroxamatos (LDT565 e LDT566), como potenciais agentes
antitumorais, na regulacdo dos genes HDACI e HDAC?2. Os experimentos para validagdo de
mecanismos de agdo e atividade bioldgica foram guiados por ensaios de citotoxicidade, analises
de expressdo génica em linhagem de cincer hematologico (HL60) e andlises in silico de
potenciais alvos. Foi utilizado como controle o composto comercial Vorinostat. A partir disso,
foi observada a atividade de crescimento inibitdrio, dependente do tempo (24h, 48h ou 72h) e
concentracdo, onde ha semelhanca entre os compostos sintéticos e o Vorinostat. O composto
LDTS565 destaca-se por apresentar resultados de IC50 similares desde as 24hs de tratamento
(24h = 1,85; 48h = 1,19; 72h = 1,43). Também foi possivel analisar um potencial inibi¢ao da
expressao génica de HDACI e HDAC2 ap6s 12h de incubacdo para ambos compostos
analisados (LDT565 e LDT566) e o controle positivo (Vorinostat). Apos 24h de incubagdo o
composto LDT566 apresentou reduziu a expressao da HDACI e HDAC2, sendo que o LDT565
inibiu somente a HDACI. A andlise in silico evidenciou que a HDACI regula diversos genes
envolvidos no processo de carcinogénese sendo que o maior score de interagdo foi com a
proteina EP300 (histona desacetilase), sendo que também foram relacionadas as proteinas TP53,
RB1 e RBL conhecidamente envolvidos no processo de carcinogénese. A HDAC2 apresentou
alto score de interagdo com todos os alvos relacionados, dentre eles as DNMT1 (DNA
metiltransferases), o CDH4 e ainda o TP53. Ambos compostos apresentam atividade inibitéria
dos genes HDAC1 e HDAC2 semelhante ao composto comercial, de maneira tempo dependente.
Ambos alvos HDACI1 e HDAC?2 participam da regulagdo de genes relacionados ao processo de

carcinogénese, sendo um importante alvo molecular na terapia anticancer.

Palavras-chave: HL60; hidroxamatos; HDACs; andlises in silico; expressdo génica.



ABSTRACT

Cancer remains one of the leading causes of death worldwide. Studies with targets in energetic
metabolism, combined therapies and genetic and epigenetic modifications have been used to
identify the new therapeutic strategy. Bioinformatics studies, such as in silico analysis when
associated with preclinical trials experiments, allow the validation of antitumor potential and
molecular pathways of new compounds in drug discovery. The hydroxamates have been
approved by the FDA (Food and Drug Administration) and are in current use in hematological
treatment, due to their efficiency in modulating histone proteins, favouring their genetic
silencing via histone deacetylase inhibitors (HDACi). Therefore, this work aims to analyze the
in vitro epigenetic potential of two prototypes of the hydroxamate class (LDT565 and LDT566),
as potential cellular antitumor agents in the regulation of HDAC1I e HDAC2 gene expression.

The experiments to validate the mechanisms of action and biological activity were conducted
by toxicity trials, gene expression analysis in a hematological cell line (HL60) and in silico
analysis. The commercial compound Vorinostat was used as a positive control. Up to this point,
growth activity was observed, time (24h 48h and 72h) and concentration depending, where
were found similarities between the synthetic compounds and Vorinostat, but LDT565 stands
out for presenting similar IC50 results since 24h of treatment (24h = 1.85; 48h = 1.19 and 72h
= 1.43). It was also possible to analyze the inhibition of gene expression for HDACI and
HDAC? in 12h incubation between both the prototypes analyzed (LDT565 ¢ LDT566) and the
positive control (Vorinostat). After 24h incubation, the compound LDT566 demonstrated
inhibition only in HDAC. The in silico analysis showed that HDAC1 regulates a load of genes
involved in the carcinogenic process, being the heights interaction scores related to the protein
EP300 (histone deacetylase), but it was also correlated to TP53, RB1 and RBL proteins, widely
involved in the carcinogenic process. HDAC 2 demonstrated a high score interaction with all
the correlated targets, such as the DNMT1 (DNA methyltransferases), CDH4 and TP53. Both
compounds presented inhibitory activity for HDACI e HDAC2, like the commercial compound,
in a time-dependent way. HDAC1 and HDAC?2 targets participate in the regulation of genes

related to the carcinogenesis process, being an important molecular target in anticancer therapy.

Keywords: HL60; hydroxamates; HDAC:s; in silico analysis; gene expression.
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1. INTRODUCAO

1.1 Cancer

Avancos em saude publica, diagndstico precoce e tratamentos mais eficazes
demostram que, cada vez mais, ¢ possivel uma vida com e além do cancer. No entanto, as
formas de tratamento mais difundidas e acessiveis continuam sendo: quimioterapia,
radioterapia e resseccdo cirargica (TRAPANI, 2017; HAUSMAN, 2019). A utilizacdo de
farmacos quimioterapicos tem demostrado resultados significativos no tratamento de leucemias,
linfomas e alguns tipos de tumores sdlidos (como mama e pulmao). Nao obstante, a utilizag¢do
de terapias alvo-dirigidas, com anélise dos mecanismos moleculares envolvidos e tratamentos
de medicina personalizada t€ém demostrado resultados promissores no tratamento de diversos
canceres, melhorando o prognostico e sobrevida dos pacientes (FAUBERT, SOLMONSON &
DEBERARDINIS, 2020; PLUTYNSKI, 2018).

Segundo dados da Organizacao Mundial da Satide (OMS) foram diagnosticados 19,3
milhdes pessoas com cancer em 2020, destas foram quase 10 milhdes de obitos sendo que mais
de 60% encontram-se entre os 10 tipos de cancer mais frequentes e sao responsaveis por 70%
dos obitos (SUNG et al., 2020). Quando comparado com os dados de 2018, nota-se, pela
primeira vez, uma incidéncia maior de cancer de mama que de pulmao (Sung, et al., 2021).
Segundo estimativa da Agéncia Internacional para Pesquisa em Cancer (IARC) 1 em cada 5
pessoas vai desenvolver cancer ao longo da vida. Dentre esse numero, 1 em 8 homens e 1 em
11 vém a 6bito. No mundo, estima-se que mais de 50 milhdes de pessoas vivem com cancer,
passados 5 anos desde o diagnostico. Os principais fatores desencadeadores desse aumento sao
a senescéncia da populagdo global e fatores de vulnerabilidade socioecondmica (FERLAY et
al., 2020).

No Brasil, o nimero de pessoas diagnosticadas, com algum tipo de cancer, foi de
522.212 e o nimero de 6bitos foi de 260.000. Os canceres de maior prevaléncia na populacdo
foram: prdstata, mama, colorretal e pulmao. Entre os homens, tem-se o predominio dos canceres
de prostata, colorretal e pulmao. Ja entre as mulheres a prevaléncia € entre os canceres de mama
(30% dos novos casos), colorretal e tireoide (Figura 1). Em nimeros de prevaléncia, quando
analisados os ultimos 5 anos, tem-se 1,5 milhdo de pessoas vivendo com cancer no Brasil

(INCA, 2020; FARLEY et al., 2020).
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Figura 1: Prevaléncia dos diversos tipos de cancer entre homens e mulheres no brasil. 2020,

INCA.

% Casos Novos Localizagdo Priméria Localizagdo Primaria Casos Novos %
292 65.840 Prostata Mama feminina 66.280 297
91 20.540 Célon e Reto Cdlon e Reto 20470 9,2
79 17.760 Traqueia, Brénquio e Pulm&o Colo do utero 16.710 75
59 13.360 Estomago Traqueia, Brénquio e Pulméo 12.440 56

5 11.200 Cavidade Oral Glandula Tireoide 11.950 54
39 8.690 Esofago Estémago 7.870 35
34 7.590 Bexiga Ovério 6.650 3
29 6470 Laringe Corpo do Utero 6.540 29
26 5.920 Leucemias Linfoma n&o-Hodgkin 5.450 24
28 5.870 Sisiomahervaso Conil Sistema Nervoso Central 5.230 23
100 225.980 Todas as Neoplasias, exceto pele ndo melanoma Todas as Neoplasias, exceto pele n&o melanoma  223.110 100

Sk jlodas a8 Neopasis Todas as Neoplasias 316.280

Fonte: elaborada pelo autor.

No atual modelo de estudo de progressao oncogénica, o cancer tem sua génese a partir
de células que sofrem sucessivas alteragdes (mutagdes/alteragdes genéticas), acarretando numa
divisdo celular aberrante (MACHADO, 2020). Tais modificagdes podem tanto estar
relacionadas a fatores intrinsecos (mutagdes hereditarias ou erros no processo de replicacao do
DNA) quanto extrinsecos (instabilidade génica em decorréncia de exposi¢ao a radiacao, agentes
quimicos, infecgdes virais, etc.). No entanto, sabe-se que uma unica mutagdo dificilmente
induzird a formagdo tumoral. Sdo necessarios, pelo menos, de 2 a 6 alteragdes no genoma, que
desencadeardo na interferéncia dos mecanismos de proliferagao, reparo, diferenciagdo ¢ morte

celular (Figura 2) (HARRINGTON & TANNOCK, 2021).
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Figura 2: Processo de Progressao tumoral. As sucessivas divisoes celulares podem induzir a
danos irreversiveis do DNA, devido a perda dos mecanismos de reparo. Com o aciimulo dessas
mutagoes, tém-se o desenvolvimento de linhagens geneticamente alteradas e favorecimento da

progressdo descontrolada.

CELULAS NORMAIS DIVISAO CELULAR CELULA MUTADA

Formam tecidos e 6rgaos Células normais crescem, se Célula normal pode sofrer
reproduzem (duplicagao de DNA) alteragao no material genético
& morrem (DNA)

AGENTES
CANCERIOGENICOS

(o)

O CANCER ) REPRODUGAO CELULAR
Células mutadas invadem Célula mutada pode se dividir
outros tecidos e 6rgaos de maneira desordenada e

dar origem ao tumor

Fonte: FAUBERT, SOLMONSON & DEBERARDINIS, 2020

Apesar das células cancerigenas serem os primeiros alvos de alteragdes genéticas, a
analise tumoral focada nessas células mostra-se, cada vez mais, reducionista e ultrapassada.
Entender e perceber o cancer como um microambiente, onde o tumor interage com diversas
outras células, mecanismos, vasos e substancias produzidas localmente ou provenientes do
transporte via irrigacdo sanguinea, ¢ essencial para a complexa compreensdo da evolugdo
tumoral (Figura 3) (HANAHAN, 2000).

Segundo Hinshaw (2020), células ndo cancerigenas quimiocinas e citocinas tem
papel tdo importante para o desenvolvimento do tumor quanto as células mutadas em si,
responsaveis pelos processos de metastase, angiogénese e proliferacao celular. Por conseguinte,
o tumor passa a comportar-se como um tecido complexo, perturbando a homeostasia tecidual

original e induzindo as células “normais” a comportarem-se de acordo com a nova dinamica

imposta pelas citocinas tumorais.
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Figura 3: Microambiente tumoral e seus principais constituintes. A ideia de observar o
tumor como um conglomerado de células cancerigenas ja ¢ um conceito bastante
ultrapassado. Com isso, observa-se vdrias citocinas e células que constituem o

microambiente tumoral e participam no processo de progressdo oncogénica.

O CDMOs @ Mastécitos @ MET c—sD m cf'me"‘lw
@ Macrofagos B CSDM @ Linfocitos W Pericitos 2/’@ ICelstumorais
fg;} Newtréfilos 1= ¢ CTM Fibroblastos T s’ g

Fonte: JOYCE & POLLARD 2009

Com isso, cada vez mais, vem surgindo estudos focados em analisar estas células
peritumorais, a fim de desenvolver novas possibilidades terapéuticas, baseado em como estas
células, frequentemente, conseguem manter suas taxas de proliferacdo normais e atividade

genética estavel (HINSHAWN & SHEVDE, 2019).

1.2 Onco-hematologias

Mutagdes somaticas acumulam-se em todas as células ao longo da vida. Em sua
maioria, os Polimorfismos de Nucleotideo Unico (SNP) sdo do tipo mutacdes ou Delegdes.
Estima-se que Células Tronco Hematopoiéticas (CTH) tenham, em média, ~20mutagdes
somaticas por ano em todo o seu genoma. Destas, apenas 0.1 mutagdes afetam éxons de

proteinas codificantes (KIRALY et al., 2016). Na medula 6ssea (MO), apenas células tronco de
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vida longa tem a capacidade de autorregeneragdo ao longo da vida do individuo, assim, em sua
maioria, apenas mutagdes provenientes de CTHs persistirdo no decorrer dela (JAISWAL et al.,
2020). Dado que cada pessoa tem entre 50000 e 200000 células progenitoras ¢ esperado,
aproximadamente, 350000 a 1400000 mutagdes codificantes ao longo de 70 anos de idade. Se
apenas uma dessas mutagdes for capaz de garantir vantagem seletiva nas células que lhes
desencadearam, a expansao clonal sanguinea deve ser comum ao longo do envelhecimento.
Além disso, este fenomeno, hematopoese clonal, tem sido fortemente relacionada ao
envelhecimento em diversos estudos de pessoas nao acometidas por doengas hematologicas
(RIO-MACHIN et al., 2020; VOSO et al., 2019).

Na maioria desses estudos, as mutacdes usadas para definir hematopoiese clonal sao
similares aos encontrados em canceres hematoldgicos. Os genes mais comummente mutados
em hematopoieses clonais sao: DNMT3A4, TET2, ASLXLI, TP53, JAK2 e SF3BI que também
sdo, normalmente, encontrados em Leucemia Mieloide Aguda (LMA), Sindromes
Mielodisplasicas (SMD) e Neoplasias Mieloprolierativas (NMPs) (BARCELLINI;
GIANNOTTA & FATIZZ0).

1.2.1 Leucemia Mieloide Aguda

A Leucemia Mieloide Aguda (LMA) ¢ doenca clonal, origindria no tecido
hematopoiético, caracterizada por um distirbio proliferativo de células progenitoras da
linhagem mieloide. Este distirbio, acarreta numa insuficiéncia na produgdo de células
sanguineas maduras normais, €, frequentemente, acompanhada de neutropenia, anemia e
plaquetopenia (SWAMINATHAN & WANG, 2020). Os mecanismos que induzem a célula
progenitora, de linhagem mieloide, a perder o controle de proliferagdo celular, ocasionando na
expansao do clone leucémico, permanece incerto, no entanto, a ativacdo de proto-oncogenes e
genes supressores tumorais aparentam estar envolvidos na patogénese desta doenca (EL-SISI
et al., 2021).

O procedimento de diagnostico/progndstico padrao de LMA depende de varios fatores.
Citogenética e perfil mutacional permitem uma estratificacio da LMA em subgrupos
prognosticos, associados a diferenga de significancia a Remissao Completa (RC), taxas de
relapso e sobrevivéncia geral; além de caracteristicas genéticas das células leucémicas que tém
sido, cada vez mais, wusadas para guiar novas abordagens para tratamentos
(PAPAEMMANUELI, 2016). Entre as alteragdes cromossOmicas mais frequentemente
encontradas em leucemias, sdo as do tipo translocagdes e inversdes. Dentre as LMAs,

comummente, sao observadas as alteragdes citogenéticas t(8;21); inv(16) ou t(16;16), t(15;17)
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e diversas alteragdes envolvendo o cromossomo 11 (MEDINGER, 2017; MARTELLI et al.,
2013).

Por esses motivos, a caracterizacdo dos perfis (molecular, cromossdmico e fenotipico)
para a Leucemia Mieloide Aguda ¢ essencial para um diagndstico precoce e para alinhar
estratégias alvo a fim de aumentar o tempo de sobrevida e minimizar negligencias no tratamento
(DOHNER, 2017; VOIGT, 2013). Outra técnica que pode ser usada para o estudo e avanco
terapéutico da LMA (alvo desse estudo) ¢ a andlise experimental de culturas de linhagens

celulares HL-60, objetivando a simulagdo a acdo in vitro de farmacos e terapias moleculares.

1.2.2 Linhagem HL - 60

Alinhagem HL — 60, originaria de uma paciente com Leucemia mieloide aguda (LMA)
(COLLINS et al.,, 1977), representam, majoritariamente, promieldcitos que podem ser
induzidos a diferenciagdo terminal in vitro. Alguns reagentes podem induzir a diferenciagao
dessas células em granuldcitos, monodcitos/macrofagos.

A cultura de células leucocitarias do sangue periférico desta paciente, em meio
condicionado, resultou no desenvolvimento de uma linhagem celular imortal com fator de
crescimento independente, com caracteristicas mieloides distintas. Algumas das caracteristicas
da linhagem HL-60, fizeram esta linhagem atrativa para estudos de diferenciagdo celular em
geral e de diferenciagdo celular mieloide (BIRNIE, 1988; MANDA-HENDZLIK et al., 2018).

Células de HL—60 crescem em suspensao, num tempo de duplicagdo que varia entre
20h e 45h, dependendo do subtipo. Todas as sublinhagens apresentam caracteristicas
morfologicas mielobléstica/promielotico: células grandes, nicleo arredondado (contendo de 2-
4 nucléolos bem distintos) e um citoplasma basofilico, com granulos azurofilos, além de

apresentar cariotipos com muitas alteragdes em analises citogenéticas (YU, LIU & GU, 2021).
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1.3 Marcas Celulares e Moleculares do Cancer (Hallmarks do Cancer)

Hanahan e colaboradores definiram 6 habilidades biologicas que seriam necessarias
para o desenvolvimento de neoplasias, devido ao cancer adquirir diversas caracteristicas de
diferenciacdo durante o seu processo de evolugao e progressao oncogénica, chamadas Marcas
registradas (hallmarks) do cancer. Estas, podem ser, inicialmente, categorizadas em 6
habilidades bioldgicas: (1) Resisténcia a sinais antiproliferativos; (2) Autossuficiéncia de sinais
de crescimento; (3) Resisténcia a morte celular; (4) Proliferacao ilimitada; (5) Indugdo da
angiogénese e (6) Invasao tecidual e metastase (WEINBERG & HANAHAN, 2000).

Com o passar dos anos, € aumento no nimero de estudos nesta area, propds-se um
aprimoramento desse conceito em 2011. A partir disso, foram apresentados 4 novos marcadores:
(7) Mutacao e instabilidade genética; (8) Inflamacdo; (9) Reprogramacdo do Metabolismo
Energético e (10) Evasao do Sistema Imune (HANAHAN & WEINBERG 2011). Como ja dito
anteriormente, o microambiente tumoral consiste numa regido extremamente complexa e

propicia para o desenvolvimento destes marcadores (Figura 4).

Figura 4: As Marcas celulares e moleculares (hallmarks) do cancer (Hanahan, 2011).

Evasao do Resistencia a sinais
sistema antiproliferativos
imune
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do metabolismo de sinais de
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Inflamacgao - meorte celular
[T -9
Mutacgo e Proliferacao
instabilidade ilimitada
génica

Fonte: Elaborada pelo autor
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Conhecer a aplicagdo de cada um desses Hallmarks ¢é essencial para o estudo e
desenvolvimento de novos tratamentos terapéuticos no campo da medicina oncologica.
Sabendo que os compostos capazes de agir como inibidores desses marcadores pertencem a
diferentes classes bioquimicas e alguns atuam na inibi¢ao de citocinas como: PARP, VEGFR,
HGF/c-MET e CDKs, os quais ja possuem representantes na clinica oncologica regulamentados
e aprovados pela FDA (Food and Drug Administration). Cada qual com apresenta
caracteristicas farmacoldgicas e mecanismos de agdo proprios e especificos, a fim de
desenvolver e possibilitar seu uso em terapias multialvo (NAGINI, 2017).

Dentre os 10 Hallmarks apresentados, metade possui farmacos aprovados em onco-
terapias alvo-dirigidas, enquanto que os restantes todos possuem compostos com estudos em
estagio avancado. Quando se avalia alguns desses hallmarks, observa-se que muitas classes de
compostos antineoplasicos, que atuam sobre a inibicdo da telomerase, podem representar
estratégias importantes para o desenvolvimento de estratégias terapéuticas (YASWEN et al.,
2015; SAYGIN, 2020). O Vemurafenib (Zelboraf®), por exemplo, age ligando-se,
seletivamente, ao no sitio de ligagdo do ATP da BRAF (V600E), inibindo sua atividade e

reduzindo a proliferagao celular tumoral (Dunn et al., 2019).

Tabela 1: Hallmarks e terapias alvo-dirigidas para o tratamento do cancer.

, . TAT
HALLMARK MOLECULAS ALVO FARMACO S FD;JS
Autossuﬁc1en.c fa de sinais Inibidor de EGFR Cetuximab Nio
de crescimento
R a Inibidor de glicoli
eprogra’n.lag:ao nibidor ,e g icolise Daporinad Niio
Energética Aerdbica
Resisténcia a morte BH3 miméticos ABT 737 Nao
ili omi SIM
Instabilidade g~e nomica ¢ Inibidores PARP Olaparib
mutacio (Lynparza®)
Angiogénese Inibidores da Tivozanib SIM
glog sinalizagdo VEGF (Fotvida®)
a i SIM
Invasao t ecidual e Inibidores de HGF/c-MET Vemurafenib
metastase (Zelboraf®)
Compostos anti-inflamatorios SIM!
seletivos: Aspirina! SIM?
Inflamacdo AINEs! Celecoxib?
o ) ;5 (Celebrex®)
Inibidor COX2 Dexametazona 5
L SIM
Corticoides
Inibidores de
Proliferacgao ilimitada telomerase: Imetelstat' NAO
Inibidor de oligonucleotideo
Evasio do sistema imune Ativagdo imune de Ipilimumab Nao
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anticorpos anti CTLA4

Inibidores de ciclinas
Resistencia a sinais SIM

antiproliferativos dependel(léeD(iz)qumases Palbociclib (Ibrance®)

Fonte: Adaptado de Luciano, 2019

Com a progressao do conhecimento a respeito dos mecanismos de atuacdo do cancer,
emergiram outras facetas da doenca que possibilitaram um refinamento quanto a sua
caracterizacdo e definicdo. Com isso, “Desbloquear a plasticidade fenotipica” e “Senescéncia
celular” aparecem como hallmarks emergentes. Enquanto o “Polimorfismo de microbiomas” e
“Reprogramacdo epigenética ndo-mutacional”, ambas constituem caracteristicas particulares

capazes de propiciar a aquisicao de patamar de hallmark (Figura 5) (HANAHAN, 2022).

Figura 5: Novos Hallmarks do cancer. Hallmarks emergentes e Caracteristicas Particulares

inseridas aos antigos 10 hallmarks. (Hanahan, 2022)

( Novos Hallmarks do 1
cancer

Desbloquear

Reprogramacao
plasticidade epigenética nao
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Senescéncia & | Polimorfismo de
celular microbiomas

Fonte: Adaptado de HANAHAN, 2022

Evidencias crescentes, suportam a proposi¢ao que alteracdes em andlises epigenéticas
podem contribuir para a aquisicdo de marcadores durante o desenvolvimento e progressao

oncogénica. Em adultos, por exemplo, alteragdes em genes envolvendo respostas de longa
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duracdo e modificagdes nas histonas, na estrutura da cromatina, desencadeiam alteragdes que
resultam em transformagdes epigenéticas. Alguns exemplos disso sdo: Reprogramagao
epigenética de mecanismos microambientais, Regulacdo epigenética heterogénea e regulacao

epigenética de populagdes de células do tipo estroma em microambientes tumorais

(HANAHAN, 2022; DARWICHE, 2020).

1.4 Epigenética e Cancer

Ja é sabido que, fatores de risco como exposi¢cdo ocupacional ao benzeno e a radiagdo
e hereditariedade, podem acarretar em mutagdes no DNA e, consequentemente, no
desenvolvimento de neoplasias. No entanto, também podem ocorrer interagdes entre fatores de
risco e material genético, levando a alteragdes no padrao de expressdo génica, sem que haja
alteracdo na sequéncia de nucleotideos em propriamente dita (mutacdo). A modificagdo na
expressao genica, sem alteragdes na sequéncia de DNA ¢ conferida pelos mecanismos
epigenéticos modificam a estrutura da cromatina para um estado mais (eucromatina) ou menos
acessivel (heterocromatina) aos fatores de transcri¢io (BOSKOVIC, 2018).

O interesse no campo da epigenética tém crescido exponencialmente desde que foi
descrito por Conrad Waddinton no inicio da década de 40 (DEANS & MAGGERT, 2015).
Inicialmente, o interesse de Waddinton estava na regulacdo génica e relagdes entre gendtipo e
fenotipo (WADDINGTON, 1942). J4 outros pesquisadores, como Nanney (1957) e Lederberg
(1958), tinham interesses mais inclinados para a estabilidade dos mecanismos de expressao e
heranca celular. Por controlar o crescimento e desenvolvimento celular, os mecanismos
epigenéticos tem importante papel no processo de carcinogénese, em que as epimutacoes
podem conduzir a uma reprogramagdo aberrante e inativagdo de supressores tumorais ou
ativacdo de proto-oncogenes, dentre outras vias relacionadas (ILANGO et al.,, 2020;
MIRANDA FURTADO, 2019).

As modificagdes genéticas, como mutagdes e variagdes no numero de copias, bem
como as alteragdes epigenéticas contribuem para a alteragdo da expressdo génica, e estdo
relacionadas a diversos processos biologicos, regulando etapas importantes da divisdo celular
e progressao neoplasica. Em canceres humanos, mudangas epigenéticas como metilagdo de
DNA, modificacao de histonas e os RNAs ndo codificadores (ncRNAs) atuam remodelando a
cromatina, conferindo um programa especial de expressdo genica tempo e espago especifico

(LLANGO et al., 2020).
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Tais modificagdes ocorrem, a nivel celular, na cromatina, uma organela composta por
um complexo estrutural DNA-proteico que se localiza no interior do nucleo, tendo como seu
elemento base o nucleossoma. O nucleossoma ¢é constituido por oito moléculas de histonas
centrais (octamero), um par de H2A, H2B, H3 e H4, e rodeadas por 147 pares de bases de DNA.
Adicionalmente, os nucleossomas sdo unidos pela acdo da H1 (Figura 6) (HUANG et al., 2020).
As interagdes com essas proteinas permitem que a cromatina assuma as formas de
heterocromatina (condensada), que constituird a estrutura do cromossomo e eucromatina

(descondensada), sendo a forma geneticamente ativa (HAUER, 2017).
Figura 6: Estrutura do Nucleossomo. O cromossomo constitui-se de um complexo DNA-

Proteinas que permite uma conformagao organizacional compacta do material genético (DNA).

Em azul escuro: H2A; em azul claro: H2B; em roxo H4; em vermelho H3 e em cinza DNA.

H2B

Fonte: Adaptado de CECIL, 2016

Atualmente, sabe-se que modificacdes epigenéticas estdo, intrinsicamente,
relacionadas a alteracdes na cromatina e, consequentemente, nos padroes de expressao génica,
sem interferir na sequéncia de nucleotideos. Por conseguinte, alguns genes podem ser

silenciados ou expressos reversivelmente (TOPPER et al., 2020).

Modificagdes poés-traducionais das proteinas histonas, ocorrem na cauda de
aminoacidos, devido a adicdo de grupos funcionais, desencadeadores dos processos de:

acetilacdo, desacetilagdo, metilacdo, fosforilacdo, glicosilagdo e ubiquitinacdo (HAN et al.,
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2018). Essas modificagdes desencadeiam uma mudanca na conformagdo da cromatina e da
afinidade das proteinas histonas pelo DNA. Dentre elas, a acetilagio de histonas esta
relacionada a ativagdo transcricional, sendo, frequentemente, associada aos processos
oncologicos de: progressao do ciclo celular, recombinacao e reparo de DNA e apoptose. Além
disso, a regulacdo da sua expressao esta associada a carcinogénese, tendo influéncia, assim, no

processo de formagao e progressao tumoral (CHRUN, MODOLO & DANIEL, 2017).

A acetilagdo, refere-se adi¢do do grupo funcional (R-COCH3) que confere carga
negativa, geralmente associada ao aminodacido lisina, na extremidade N-Terminal da cauda das
histonas, de carga positiva. Este processo neutraliza a carga da cauda N-Terminal e diminui a
afinidade entre as histonas ¢ a molécula de DNA, favorecendo a a¢ao dos fatores de transcricao.
Ja na desacetilagdo, acontece a remog¢do desse grupo da cauda N-terminal, desencadeando na
protonacao do grupo amino (carregando-o positivamente). Tal processo que reforga a interagao
entre Histonas e DNA, favorecendo a condensacdo da cromatina e repressdo dos fatores de
transcricdo (Figura 7). Estes processos sao controlados por duas enzimas principais, as histona
acetil transferase (HAT), que adicionam grupos acetil nas histonas, e as histona desacetilase
(HDAC) que remove os grupos acetil num processo ativo de desacetilacio (NEGANOVA,
2020). Outros grupos de proteinas podem promover a acetilagdo e desacetilagdo das histonas,
como a EP300, dentre outras, e a desacetilacdo pode ocorrer ainda de maneira passiva durante

a replicacdo do DNA ou pelas alteragdes ambientais.

Figura 7: Processo de acetilacio e desacetilacio de histonas. Na acetilacdo, ocorre a adi¢ao
do grupo acetil, a cauda N-terminal das histonas, acarreta numa diminuicao da interagdo entre
as histonas ¢ o DNA, permitindo a agdo de fatores de transcricdo e, consequentemente, a
expressdao génica. J4 na desacetilagdo, esses grupos sdo removidos, aumentando a forca de

interacdo DNA-histona, impedindo a agdo dos fatores de transcrigao.
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Fonte: Adaptado de Creative-Biogen, 2018.

Modificag¢des epigenéticas desempenham papel fundamental durante o processo de
diferenciacdo e desenvolvimento celular em decorréncia da identificagdo de uma variedade
destas alteragdes em patologias humanas, principalmente no cancer. Tais alteragdes, vem sendo
estudadas a fim de ndo apenas entender mecanismos de regulacdo epigenéticos, mas também
guiar o desenvolvimento de novas terapias no tratamento do cancer (LLANGO et al., 2020).
Diversas HDACs foram descritas na literatura, correspondendo atualmente a 18 HDACsS, as

quais sdo importantes marcadores oncoldgicos e alvos terapéutico no tratamento do cancer.

1.5 HDAC - Histonas Desacetilases

Ademais de mutagdes génicas, a desregulacdo de mecanismos epigenéticos, mediados
por histonas acetil transferases (HAT) e histonas desacetilases (HDACS), fazem parte dos
principais fatores adjacentes ao cancer (LI et al., 2018; HANAHAN, 2022). Os processos de
acetilagdo e desacetilagdo sdo mecanismos bastante equilibrados em células normais, todavia,
modificagdes em seus padrdes de expressdo podem acarretar em diversas patologias. A
hipoacetilacao, desencadeada por uma aberrante acao das HDACs, desempenha, fun¢ao crucial
na carcinogénese, alterando sua expressao génica e o fendtipo celular (LI & SETO, 2016).

Tais enzimas estdo envolvidas em diferentes estdgios do cancer. A super expressao das
HDAC:s cléssicas (1, 2 e 4) tem sido relacionadas com a uma variedade de patologias, incluindo
tumores so6lidos e hematoldgicos (LI et al., 2018). Na maioria dos casos, elevados niveis de
HDAC:s estdo associados com doencas em estagios avancados e prognosticos desfavoraveis.

Por exemplo, altas expressdes de HDACI, 2 e 3 estdo associadas a prognosticos desfavoraveis



27

em canceres gastrico e de ovario (SUDO et al.,, 2008) e altas expressdes de HDACS
correlaciona-se a estagios avancados e baixa sobrevivéncia in neuroblastomas (RETTING et al,
2015). Podendo, com isso, ser considerado um biomarcador nessas patologias.

A busca por biomarcadores precisos para o tratamento de canceres tem dominado
grande parte das pesquisas oncologicas no decorrer das ultimas décadas, em resposta ao
massivo impacto na saude. (COSTA-PINHEIRO, 2015). Os mecanismos pelos quais cada
HDAC regulam a carcinogénese sao bem diversos. Em decorréncia deles, HDACs induzem a
um espectro de modificacdes em niveis celular e molecular, através da hiperacetilagdo de
histonas e proteinas ndo histonas. HDACS podem tanto agir como genes supressores de tumor
tanto quanto regular a modificacao via oncogénica célula-sinalizagao, por meio da modificagdo
de moléculas chave (MIRANDA et al., 2019).

Até o momento, foram descobertas 18 HDACs humanas, as quais foram divididas em
4 classes. Enzimas tipo Rapd3 de Classe 1 compreendem as HDACs: 1, 2, 3 e 8; as Enzimas
tipo Hdal-1 de Classe 2, posteriormente, foram subdivididas em 2 subclasses: 2a (HDACs 4, 5,
7 ¢ 9) que sdo encontradas tanto no citoplasma quanto no nucleo e 2b (HDACs 6 e 10)
exclusivas do ambiente citoplasmatico. As enzimas Sir2 de Classe 3 consistem em um grupo
de 7 Sirtuinas (SIRT1-SIRT7), que sdo proteinas deacetilase NAD-dependentes e/ou ADP
ribosilases. Por fim, a Classe 4 contém, apenas, a HDAC 11, que apresenta similaridade génica

com as proteinas de classe 1 e 2 (Tabela 2) (CHRUN, MODOLO & DANIEL, 2017).

Tabela 2: Descri¢ao das Classes de HDACs

CLASSES HDAC:s

Classe 1 HDAC1,2,3¢8
Classe 2 HDACA4,5,6,7,9¢ 10
Classe 3 Sirtuinas (SIRT 1 —7)
Classe 4 HDAC 11

Fonte: Elaborada pelo autor

Sua fun¢@o no cancer, a partir da desacetilacdo de histonas e proteinas ndo-histonas,
as quais estao envolvidas em na regulacao do ciclo celular, apoptose, resposta a danos no DNA,
metastase, angiogénese, autofagia e outros processos celulares, ja estdo bem estabelecidas
(VAINCHENKER & KRALOVICS, 2016). Quanto a terapéutica, anteriormente, haviam
estudos utilizando bis-acetamida hexametileno (HMBA), tendo resultados mais satisfatérios
que seu antecessor (dimetilsulfoxido — DMSO). Todavia, por mais que ele apresentasse
mudangas nos padrdes de expressao e crescimento celular, a poténcia do farmaco (ECso) ainda

estava na casa do milimolar e os alvos e mecanismos moleculares especificos ndo eram bem
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estabelecidos (MCCLURE et al., 2018). Mesmo com sua aprovacao para ensaios clinicos em
Sindrome mielodisplasica e Leucemia mieloide aguda, os resultados obtidos foram apenas
marginais e respostas transitorias ao tratamento (ALFREEFF, 1992). Com a identificacdo e
clonagem de HDACs humanas e a rapida aprovacdo do Vorinostat (Zolinza®) para o
tratamento de linfoma cutaneo de células T (LCCT), o campo de pesquisa das HDACs tem
crescido consideravelmente (MCCLURE et al., 2018). Interessante ressaltar que, apenar de ter
sido “molde” para o desenvolvimento do Vorinostat, HMBA ndo consegue inibir HDAC: e,
mesmo depois de 2 décadas de pesquisa, os potencias alvos de HMBA continuam
indeterminados. Todavia, a complexidade envolvida nas modificagdes pos-traducionais da
lisina, (MCCLURE et al., 2018)

Como mencionado anteriormente, HDACs sdo enzimas chave na regulagdo de
importantes processos celulares, tais como progressao do ciclo celular e apoptose. Outra forma
pela qual HDACs sdo recrutadas at¢é o DNA sdo por meio da interagdo com fatores de
transcricdo e receptores nucleares (Robertson et al., 2000). Tendo como foco a interacdo com
fatores de transcricdo, este estudo analisara a a¢do de HDAC1 ¢ HDAC2 na modulagao

epigenética.

1.5.1 HDAC1 - Histona desacetilase 1

Histona desacetilase 1 (HDAC1) ¢ uma enzima codificada pelo gene HDAC! que, em
humanos, localizada no cromossomo 1 (1p35.1) (Figura 8). Interage com a proteina supressora
de tumor retinoblastoma (RB1), formando um complexo chave para a regulacdo de controle da
diferenciacdo e proliferacdo celular. Associado a isso, proteina associada a metastase 2 (MTA?2)
promove desacetilacdo do gene 7P53 e modula seu efeito na apoptose e crescimento celular
(KIM et al., 2020).

A utilizacdo deste gene em estudos de modelo animal vem apresentando alternativas
para o desenvolvimento de linhagens celulares de camundongos knockout base para modelos
em diversos modelos (MGI, 2012). Além disso, também ¢ possivel analisar o efeito de delecao
desse gene em camundongos adultos sob triagem fenotipica. Em descendentes com mutagdes
homozigoéticas, detectados ainda durante a gestacdo, nenhum deles sobreviveu até¢ o desmame.
Ja em heterozigotos, os individuos conseguiram chegar a idade adulta, mas com significantes

alteracoes (SHARNES et al., 2011; GERDIN, 2010).



Figura 8: (A) Posi¢ao fisica do gene HDACI no genoma humano (1p35.2-p35.1)

e (B) conformacao tridimensional da proteina HDACI.
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Fonte: Adaptado de STING, 2022.
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1.5.2 HDAC?2 — Histona desacetilase 2

Pertencente a classe das histonas desacetilase 1, a HDAC2 (Figura 9) ¢ sintetizada pelo
gene HDAC?2, localizado no cromossomo 6 (6q21) (BETZ et al., 1998). Além de participar da
acetilagdo de residuos de lisina na regido N-terminal das histonas e, por esse motivo, &,
frequentemente, considerado como um importante alvo em estudos de terapia oncogénica.

Apesar de sua interacdo com as histonas ser amplamente estudado, os mecanismos
moleculares que regulam essa via ainda ndo estdo bem estabelecidos. Sabe-se que ela é,
majoritariamente, regulada pela proteina quinase 2 (CK2) e proteina fosfatase 1 (PP1), mas
andlises bioquimicas sugerem que sua regulagdo seja mais complexa, visto sua coexisténcia em
outros complexos proteicos (SETO & YOSHIDA, 2014). Algumas das doencgas a qual ela esta
relacionada sdo: Hipertrofia cardiaca (RAGHUNATHAN et al., 2017), Alzheimer (WOOQOD,
2017), LMA (CONTE et al., 2019), osteosarcoma (LI et al., 2019), cancer de estomago (SUN
et al., 2019) e Parkinson (PARK et al., 2016)
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Figura 9: (A) Posi¢ao fisica do gene HDAC?2 no genoma humano (6q21) e (B)

conformacgao tridimensional da proteina HDAC?2.
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Fonte: Adaptado de STING, 2022.

1.6. Inibidores de Histonas Deacetilases (iHDAC)

Os inibidores de histona deacetilase (iIHDAC) sdo compostos quimicos que tem a
capacidade de bloquear a atividade das HDACs resultando em um acumulo de aceptilagdo nas
proteinas histonas (hiperacetilagdo), especialmente nos residuos de lisina (FEDERICO &
BAGELLA, 2011). A avaliagao desses inibidores, ndo s6 acelerou a compreensao das funcdes
dessas enzimas como apresentou-se como um tipo de terapia epigenética promissora para
tratamentos oncologicos (DERR et al., 2014; GUO et al., 2018). No cancer de mama, por
exemplo, eles podem afetar a mitose celular, bloquear a formacdo do fuso mitoético e impedir a
abscisao durante a citocinese, induzindo as células a apoptose (CHATTERJEE, 2013).

A nivel de estrutura quimica os 1HDAC sdao divididos em 4 grupos:
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Hidroxamatos/Acido Hidroxamico, Benzamidas, Acidos Graxos de cadeia curta e Peptidios
ciclicos (GUO et al., 2018). A maioria dessas moléculas vem sendo desenvolvida como agentes
anticancer com especificidade e eficiéncia variadas, propriedades farmacocinéticas e

caracteristicas toxicologicas (LI & SATO, 2016).

Tabela 3: Descri¢ao dos farmacos inibidores de HDAC e suas caracteristicas.

iHDAC Especificidade Tipos de Céncer Estado Clinico
Acido
Hidroxamico
Vorinostat Classes I, lIeIV ~ LCCT Aprovado pelo
(SAHA) FDA em 2006
Belinostat Classes , lIeIV ~ LCTP Aprovado pelo
(Beleodaq/ FDA em 2014
PXD101)
Panobinostat Classes ,lIeIV MM Aprovado pelo
(LBH-589) FDA em 2015
Resminostat Classes [ e Il Colorretal Ensaio de fase II
(4SC-201) avancado e
carcinoma
hepatocelular; LH
Givinostat Classes I e II LLC, MM e LH Ensaio de fase 11
(ITF2357)
Pracinostat Classes I, 1 e IV LMA Ensaio de fase 11
(SB939)
Abexinostat (PCI- Classes [ e II Tumores Solidos Ensaio de fase |
24781) Metastaticos; LH;
LNH; LLC
Quisinostat (JNJ-  Classes [ e II Tumores solidos Ensaio de fase I e
26481585) avangados, II
Linfomas, LCCP
MPTOE028 HDAC1, 2,6 Tumores solidos Ensaio de fase |
avangados
CHR-3996 Classe I Tumores solidos Ensaio de fase |
CUDC-101 Classes I e II, Tumores sélidos Ensaio de fase |
EGFR, HER2
CUDC-907 Classes [ e I, MM; Linfoma; Ensaio de fase |
PI3K Tumores solidos
Benzamidas
Entinostat (MS- Classe I Tumores solidos ¢  Ensaio de fase I e
275 hematologicos I
Mocetinostat Classe I e IV Tumores solidos ¢  Ensaio de fase [ e
(MGCDO0103) hematologicos II
Tacedinaline (CI-  Classe | MM, Pulmio e Ensaio de fase Il e
994) cancer de I

pancreas
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Ricolinostat HDAC6 MM e Linfoma Ensaio de fase I ¢
(ACY-1215) I

Chidamide HDACI1,2,3,¢e Cancer de mama;  Ensaio de fase Il e
(CS055/ HBI- 10 CPCNP I

8000)

Peptideos

Ciclicos

Romidepsin Classe I LCTC; LCTP Aprovado pelo
(Depsipeptide/ FDA em 2009 e
FK228 2011

Acido graxos de
cadeia curta

Acido Valproico Classes [ e I Tumores solidos ¢  Ensaio de fase [ e
hematologicos II

Fenilbutirato Classes L e 11 Tumores solidos e  Ensaio de fase I e
hematologicos 11

AR-42 Classes [ eIl b LMA Ensaio de fase I

Pivanex (AN-9) Classes I e Il CPCNP; Ensaio de fase II

Mieloma. LLC
Legenda: LCCT: linfoma cutaneo de células T, LCCP: linfoma cutdneo de células periféricas, MM:

mieloma multiplo, LH: linfoma de Hodgkin, LMA: leucemia mieloide aguda, LLC: leucemia linfoide
cronica, LNH: linfoma ndo Hodgkin, CPCNP: céancer pulmonar de células ndo-pequenas. Fonte:

Adaptado de LI & SATO, 2016.

Os hidroxamatos, alvo desse estudo, estdo entre os compostos mais estudados dentro
das epidrogas, Hidroxamatos. A descoberta de novas drogas derivadas desta classe,
apresentam inumeras propriedades farmacologicas, conduzindo a diversas aplicagdes
terapéuticas. Estas propriedades biologicas podem ser explicadas pela sua capacidade de quelar
metas na presenga de 2 atomos de oxigénio. Esta caracteristica, relaciona-se a atividades
antioxidantes, desintoxicantes de metais e antimicrobianas (BERTRAND et al., 2013). Todavia,
o acido hidroxamicos tem capacidade inibitéria em metaloenzimas, com atividade
antimicrobianas, anti-inflamatdrias e antitumorais. (BLANQUART, 2019).

A classe dos hidroxamatos esta entre os principais compostos investigados no campo
da epigenética, onde apresenta o maior numero de representantes de epidrogas na clinica.
Dentre quatros drogas dessa classe aprovadas pelo FDA (Food and Drug Administration) trés
delas atuam como inibidores de HDACs: Vorinostat, Panobinostat e Belinostat (Figura 11), no
qual apresentam resultados promissores com alta toxicidade (MIRANDA FURTADO et al.,
2019). Os éacidos hidroxamicos sd3o uma classe de compostos organicos, tendo como

caracteristica o grupo funcional R-C=(0)-N(OH)R’, podendo conter, em seus radicais, outros

fragmentos de compostos organicos (YAZBECK, 2015; KENNY et al., 2020).
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Figura 10: Principais representantes do hidroxamatos: (A) Vorinostat; (B) Belinostat; (C)

Pabinostat.

X A- Vorinstat B: Belinostat C:Pabinostat

Fonte: Adaptado de PubChem, 2022.

Atualmente, a maioria dos inibidores de HDAC aprovados pelo FDA sdo para
tratamentos de Linfomas, Linfoma de células T cutaneo (LCTC) e Linfoma de células T
Periféricas (LCTP). Os inibidores de histona deacetilases (HDAC), encontram entre os
principais compostos aprovados pelo FDA para tratamento do cancer, os quais apresentam
resultados promissores com alta seletividade e baixa toxicidade. Dentre eles o Vorinostat e a
Romidepsin, sao utilizados no tratamento do linfoma cutaneo de células T, e o Pabinostat e
Belinostat no tratamento do mieloma multiplo (QI et al., 2016). O Vorinostat (Acido
Hidroxamico Suberoilanilida, SAHA), tem mostrado resultados promissores, principalmente
quando usado como parte de terapia combinada (HOSHIDA et al., 2010).

Outras drogas inibidoras das enzimas que atuam nas demais modificacdes de histonas,
tais como as histonas acetilases (HATs), metiltranferases (HMTs), demetilases (HDM) e as
proteinas ligantes de histonas acetiladas ou metiladas (PAHs and PMHs, respectivamente), tem
sido avaliada quanto ao seu potencial terapéutico no tratamento do cancer (DHANAK;
JACKSON, 2014; RODRIGUEZ-PAREDES; ESTELLER, 2011). Deste modo, a busca por
novas moléculas, incluindo as classes de droga com modulagdo epigenética vem apresentando

constante interesse pela comunidade cientifica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Analisar o potencial epigenético dos hidroxamatos (LDT565 e LDT566) na modulacdo da
expressao dos genes HDACI e HDAC2 em linhagem leucémica HL-60.

2.2 Objetivos Especificos

- Analisar a interagdo in silico das proteinas HDACI e HDAC2 para determinacao dos
potenciais alvos moleculares

- Analisar o potencial citotoxico dos hidroxamatos (Vorinostat, LDT565 e LDT 566) nas
linhagens celulares HL-60.

- Identificar o potencial inibitorio dos hidroxamatos sintéticos na expressao dos genes HDAC/
e HDAC?2

- Comparar a o potencial de inibi¢do dos hidroxamatos sintéticos (LDT565 e LDT566) e o
composto comercial (Vorinostat) na regulagdo da expressao dos genes HDACI e HDACI.

- Comparar os achados in silico com os aspectos patogé€nicos da Leucemia Mieloide Aguda

(LMA).
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3. Metodologia

3.1 Analise in silico

As predicdes in silico, das enzimas de interesse, foi realizada, através da andlise em
plataforma de banco de dados on-line (STRING, versao 11.5), a fim de avaliar a interagao
proteina—proteina (IPP) e realizar predigdes de rotas metabdlicas. Em seguida, os dados obtidos
foram tabelados e analisados, baseados nos seus valores de Taxa de enriquecimento-p para IPP
(interagdo proteina-proteina) e Taxa de falsa descoberta. A rede de interagdes foi construida a
partir de um score de 0,4 ou superior, usando multiplas proteinas, e tendo como base o

organismo Homo sapiens (SZKLARCZYK et al., 2017).

3.2 Analise Celular - Potencial citotéxico dos compostos alvo em linhagem leucémica.

O perfil citotoxico dos compostos sintéticos dos hidroxamatos foram determinados
pelo método do MTT, a fim de avaliar a atividade metabolica in vitro (Mosman, 1983). Para tal,
a linhagem leucémica utilizada foi plaqueada em placas de 96 pogos incubadas em estufa a 5%
de CO2 a 37° C, na densidade celular (células/mL) de 0,3 x 10° para a linhagem de origem
leucémica HL-60 em meio especifico (RPMI). Foram adicionados as placas os prototipos dos
hidroxamatos (LDT565 e LDT566), além do controle positivo iHDAC Vorinostat, em que as
concentracdes testadas variaram de 0.02 a 160 uM. Ao final de 72h de tratamento, as placas
foram centrifugadas e os sobrenadantes removidos e entdo a avaliagdo da citotoxidade
utilizando o ensaio MTT (Sigma Aldrich, Missouri, USA) foi realizada. A absorbancia foi
medida, apds dissolu¢do do precipitado com 100 mL de dimetilsufoxido (DMSO, Dinamica)
puro, em espectrofotdmetro (Beckman Coulter Inc., modelo DTX-880) no comprimento de
onda de 595nm. A leitura foi realizada utilizando o programa Multimode Detection Software

(Beckman Coulter Inc.).

3.3 Analise Molecular

A analise da expressao genica foi realizada para identificar o potencial de iIHDAC dos
hidroxamatos LDT565 e LDT566 dos genes HDACI e HDAC2 em linhagem de celulas
leucémicas HL60 apds 12h e 24h de tratamento. O RNA total foi isolado por meio do
MasterPureTM Complete DNA and RNA Purification Kit (Epicentre, [llumina company, USA),

seguindo as recomendacdes do fabricante. Posteriormente, a concentragdo de cada amostra de



37

RNA obtida apés a quantificacdo por espectrofotometro NanoDrop 2000 (ThermoFisher

Scientific).

3.4 PCR quantitativo em tempo real (qPCR)

Tendo como molde o RNA total, a sintese do DNA complementar (¢cDNA) foi realizada
com o High capacity cDNA Synthesis Kit (Applied Biosystems), segundo recomendagdes do
fabricante. Para excluir contaminacao por DNA, foi realizada uma transcri¢do reversa negativa
(RT-), sem a adi¢do da enzima transcriptase reversa. O cDNA fita simples foi estocado a —20°C
até o momento do uso. Para a anélise da expressao dos genes HDACI e HDAC?2 foi utilizada a
metodologia de RT-qPCR (Transcrigdo reversa associada a PCR quantitativo em tempo real)
utilizando como sistema de deteccdo de sequéncias o CFX96 Touch Real-Time PCR (BioRad)
com o PowerUp Sybr Green Master Mix (Applied Biosystems). Para o desenho dos primers foi
utilizado o programa Primer3 de acordo com sequéncias depositadas no GeneBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Como genes referéncia, foram utilizados os genes GAPDH e
ACTB. A expressio relativa dos alvos analisados foi calculada utilizando o método de 2-4A¢4

descrito por Livak e Scmittgen (2001).

Tabela 4: Sequéncias dos primers utilizados.

Temperatura Pares de

Genes Primers de Anelamento base

) (pb)

F: TTGGAAJJlllcccTTATTG
HDACI 60 130
R: CCAGTIHIIEETACGAAAA

F: ATTGGCAGCTGATT
HDAC2 60 116
R:TAGCCACHHIIIAGACTTCA




38

4 RESULTADOS

4.1 Analise in silico das proteinas HDACs

Tendo por base os dados avaliados, uma rede de interacdo, funcional, para proteinas
(HDAC1 e HDAC?2) foi construida a partir da base de dados STRING (https://string-db.org,
version 11.0). Para isso, foi considerado um score de 0,4 ou maior e o organismo Homo sapiens,
como base, para criar as correlacdes proteicas. Para isso, foram selecionadas as configuracdes
padrdao do site, criando uma rede de interagdes com 10 proteinas ademais da de interesse.
Formando, assim, uma malha de intera¢cdes com 11 nds (proteinas).

Sendo uma disposicdo aleatéria, os numeros apresentados nos valores de
enriquecimento obtidos demonstraram uma maior interacdo proteina—proteina (IPP) que o
esperado. Com isso, os enriquecimentos indicados demonstram que as proteinas observadas
estdo, pelo menos, parcialmente conectadas como um grupo. Para HDACI (Tabela 5), observa-
se que na rede tem-se um total de 11 nds. Destes, o nimero de alteragdes obtidos para a matriz
foide 37 (Figura: 12), mais que o dobro de interacdes esperadas (18). O valor de enriquecimento
obtido foi de 7.86e-05. Quanto as correlagdes, as com valores mais significantes foram as de
HDACI1 com RBI, MDB2, TP53, RBL2 e MTA2 (score 0,999) (Tabela 6). Em relagdo as
analises de Taxa de descoberta falsa (Tabela 7), nos dados Ontologia Génica (GO), tanto para
0s processos biologicos quanto fungdes moleculares foram encontradas significancia estatistica

(considerando os valores de falsa descoberta - VFD) para os seus processos correspondentes.

Tabela 5: Dados sobre a rede de interagdo da HDACI1

HDAC1
Numero de nos 11
Numero de interagdes esperados 18
Numero de interagdes 37
Valor de enriquecimento-p para IPP 7.86e-05

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.



Figura 11: Rede de interagcdes da HDACI

Fonte: String, 2022

Tabela 6: Interagdo proteina-proteina e score combinado de acordo com o String para

HDACI.

#No61 #No62 ID-STRING_Nol ID-STRING_N62 Score combinado
EP300 SNAIl 9606.ENSP00000263253 9606.ENSP00000244050 680
EP300 RBL2 9606.ENSP00000263253 9606.ENSP00000262133 849
EP300 YY1 9606.ENSP00000263253 9606.ENSP00000262238 999
EP300 RCOR1 9606.ENSP00000263253 9606.ENSP00000262241 522
EP300 MTA2 9606.ENSP00000263253 9606.ENSP00000278823 934
EP300 NCORI1 9606.ENSP00000263253 9606.ENSP00000268712 988
EP300 RBI 9606.ENSP00000263253 9606.ENSP00000267163 990
EP300 HDACI 9606.ENSP00000263253 9606.ENSP00000362649 999
EP300 TP53  9606.ENSP00000263253 9606.ENSP00000269305 999
HDAC1 SNAIl 9606.ENSP00000362649 9606.ENSP00000244050 999
HDAC1 MBD2 9606.ENSP00000362649 9606.ENSP00000256429 999
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HDAC1
HDAC1
HDAC1
HDAC1
HDAC1
HDAC1
HDAC1
MBD2
MBD2
MTA2
MTA2
MTA2
MTA2
NCOR1
NCOR1
NCOR1
NCOR1
RB1
RB1
RB1
RBL2
RCOR1
RCOR1
RCOR1
SNAIl1
TP53

RBL2
YY1
RCORI1
RB1
NCORI1
TP53
MTA2
RCORI1
MTA2
SNAIl
YY1
RCORI1
TP53
YY1
RCORI1
RB1
TP53
RBL2
YY1
TP53
TP53
SNAIl
YY1
TP53
TP53
YY1

9606.ENSP00000362649
9606.ENSP00000362649
9606.ENSP00000362649
9606.ENSP00000362649
9606.ENSP00000362649
9606.ENSP00000362649
9606.ENSP00000362649
9606.ENSP00000256429
9606.ENSP00000256429
9606.ENSP00000278823
9606.ENSP00000278823
9606.ENSP00000278823
9606.ENSP00000278823
9606.ENSP00000268712
9606.ENSP00000268712
9606.ENSP00000268712
9606.ENSP00000268712
9606.ENSP00000267163
9606.ENSP00000267163
9606.ENSP00000267163
9606.ENSP00000262133
9606.ENSP00000262241
9606.ENSP00000262241
9606.ENSP00000262241
9606.ENSP00000244050
9606.ENSP00000269305

9606.ENSP00000262133
9606.ENSP00000262238
9606.ENSP00000262241
9606.ENSP00000267163
9606.ENSP00000268712
9606.ENSP00000269305
9606.ENSP00000278823
9606.ENSP00000262241
9606.ENSP00000278823
9606.ENSP00000244050
9606.ENSP00000262238
9606.ENSP00000262241
9606.ENSP00000269305
9606.ENSP00000262238
9606.ENSP00000262241
9606.ENSP00000267163
9606.ENSP00000269305
9606.ENSP00000262133
9606.ENSP00000262238
9606.ENSP00000269305
9606.ENSP00000269305
9606.ENSP00000244050
9606.ENSP00000262238
9606.ENSP00000269305
9606.ENSP00000269305
9606.ENSP00000262238

999
999
999
999
999
999
999
479
996
776
506
727
979
906
454
610
770
906
419
990
814
993
483
790
996
994
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Tabela 7: As principais Processos Bioldgicos e Fungdes moleculares na rede de interagdo da

proteina HDACI.

ID dos termos

Descricao dos Termos

Taxa de

descoberta falsa

Processo Biologico (GO)

G0:0034349  Processo apoptotico de células da glia 0.0016

G0:0070933 Desacetilacao da histona H4 0.0043
Metilacdo do DNA dependente da

G0:0006346 0.0047
dissociagdo da heterocromatina
Regulacdo negativa na producdo de

GO:1903799  miRNA envolvidos no silenciamento 0.0057
génico por miRNA
Regulacdo negativa na via de

GO:0060766  sinalizagdo de receptores de 0.0064
androgeno

Funcoes Molecular (GO)

G0:0004407  Atividade de desacetilagcao de histonas 0.0098
Ligacao do fator de transcrigdo de

G0:0001102 ‘ ‘ 7.31e-06
ativacdo da RNA polimerase II
Ligacao de fator de transcri¢do da

GO:0001085 7.96e-06
RNA polimerase II

GO:0051059  LIGACAO DO NF-kKAPPAB 0.0238
Ligacao especifica a dominio

GO:0097718 0.0275

desordenado

Fonte: Elaborado pelo autor
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Para HDAC?2 (Tabela 7), observa-se que na rede tem-se um total de 11 nds. Destes, o
nimero de conexdes esperadas para as proteinas da matriz era de 15 (Figura: 13), contudo foram
observadas 43 interacdes, quase o triplo do esperado, indicando que, numa anélise aleatéria, as
proteinas desta rede estdo, pelo menos, parcialmente biologicamente interligadas como um
grupo. O valor de enriquecimento obtido foi de 3.99e-09. Quanto as correlagdes, as com valores
mais significantes foram as de HDAC2 com MDB2, TP53, YY1, MTA1 e MTAZ2 (score 0,999)
(Tabela 9). Em relagdo as analises de taxa de descoberta falsa (tabela 8), nos dados Ontologia
Génica (GO), tanto para os processos biologicos quanto fungdes moleculares foram encontradas

significancia estatistica para os seus processos correspondentes.

Tabela 8: Dados sobre a rede de interagdo da HDAC2.

HDAC2
Numero de nds 11
Numero de interagdes esperados 15
Numero de interac¢oes 43
Valor de enriquecimento-p para IPP 3.99¢-09

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.



Figura 12: Rede de interagoes da HDAC2

MORF4L1

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

Tabela 9: Interacdo proteina-proteina e score combinado de acordo com o String para

HDAC2.

#No6 1 #N6 2 ID-STRING_Né61 ID-STRING_N62 Score
combinado
CHD4 MBD2 9606.ENSP00000349508 9606.ENSP00000256429 978
CHD4 RCOR1  9606.ENSP00000349508 9606.ENSP00000262241 831
CHD4 TP53 9606.ENSP00000349508 9606.ENSP00000269305 944
CHD4 MTA2 9606.ENSP00000349508 9606.ENSP00000278823 999
CHD4 SAP30 9606.ENSP00000349508 9606.ENSP00000296504 760
CHD4 MORF4L1 9606.ENSP00000349508 9606.ENSP00000331310 447
CHD4 MTAI1 9606.ENSP00000349508 9606.ENSP00000333633 998
CHD4 DNMT1  9606.ENSP00000349508 9606.ENSP00000352516 731
CHD4 HDAC2  9606.ENSP00000349508 9606.ENSP00000430432 999
DNMT1 MBD2 9606.ENSP00000352516 9606.ENSP00000256429 966
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DNMT1
DNMT1
DNMT1
DNMT1
DNMT1
DNMT1
DNMT1
DNMT1
HDAC2
HDAC2
HDAC2
HDAC2
HDAC2
HDAC2
HDAC2
HDAC2
HDAC2
HDAC2
MBD2
MBD2
MBD2
MBD2
MBD2
MBD2
MBD2
MORF4L1
MORF4L1
MORF4L1
MTA1
MTA1
MTA1
MTA1
MTA1
MTA1
MTA1

YY1
RCORI1
TP53
MTA2
SAP30
MTALI
CHD4
HDAC2
MBD2
YY1
RCORI1
TP53
MTA2
SAP30
MORF4L1
MTAI
CHD4
DNMT1
RCORI1
SAP30
DNMT1
CHD4
MTAI
MTA2
HDAC2
SAP30
CHD4
HDAC2
MBD2
RCORI1
TP53
MTA2
SAP30
DNMTI1
CHD4

9606.ENSP00000352516
9606.ENSP00000352516
9606.ENSP00000352516
9606.ENSP00000352516
9606.ENSP00000352516
9606.ENSP00000352516
9606.ENSP00000352516
9606.ENSP00000352516
9606.ENSP00000430432
9606.ENSP00000430432
9606.ENSP00000430432
9606.ENSP00000430432
9606.ENSP00000430432
9606.ENSP00000430432
9606.ENSP00000430432
9606.ENSP00000430432
9606.ENSP00000430432
9606.ENSP00000430432
9606.ENSP00000256429
9606.ENSP00000256429
9606.ENSP00000256429
9606.ENSP00000256429
9606.ENSP00000256429
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YY1
YY1
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DNMT1
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TP53
SAP30
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9606.ENSP00000262238 9606.ENSP00000430432 999
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Tabela 10: As principais Processos Bioldgicos e Fungdes Moleculares na rede de interagdo

da proteina HDAC?2.

ID dos termos

Descricao dos Termos

False Discovery

Ratio
Processo Bioldgico (GO)

GO0:0070933 Desacetilagdo da Histona H4 0.0078

GO0:0010225 Resposta a UV-c 0.0137

GO:0016575 Desacetilagdo de histonas 1.06e-07
Entrainment do relogio

G0:0043153 . . 0.0254
circadiano por fotoperiodo

GO0:0048512 Comportamento circadiano 0.0292

Fun¢ao Molecular (GO)

RNA polimerase II reprimindo a

G0:0001103 1.79¢-05
ligagdo a fatores de transcricao
Atividade de histona

G0:0004407 . 0.0158
desacetilase

G0O:0008327 Ligacao metil-CpG 0.0329
Ligagao promotor-especifica da

GO:1990841 . 0.0026
cromatina

GO0:0042826 Ligagao histona desacetilase 1.79e-05

Fonte: Elaborado pelo autor, 2022.

4.2 Perfil citotoxico dos hidroxamatos em linhagem hematolégica HL-60.

Os resultados de citotoxidade, realizados in vitro, apresentaram atividade de

crescimento inibitorio dependente do tempo e concentragdo analisados para todas as linhagens

analisadas. Destas, pode-se evidenciar a atividade citotoxica ao longo do tempo (24, 48 e 72h)

para os dois compostos da classe dos hidroxamatos (LDT565 e LDT566) em linhagem de

leucemia promielocitica HL-60 (Tabela 11). Quando comparado com o hidroxamatos comercial

(Vorinostat) a molécula LDT565 destacou-se, apresentando resultados de IC50 (concentracao

inibitoria) nos tempos de resultados similares de IC50 desde as 24hs de tratamento. Além disso,

os resultados mostram que as moléculas testadas sdo seletivas para linhagem leucémica através

do indice de seletividade, mais uma vez, descantando-se a molécula LDT565.
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Tabela 11: Valores de CI50 dos Hidroxamatos (LDT565, LDT566 e Vorinostat) apds 24, 48 e
72h tratamento em linhagem hemato-oncoldgica (HL60) e indice de seletividade (IS) calculado

a partir CI50 calculada em linhagem nao tumoral (L929).

Clsopm (IC 95%)

Cell Li
ell Line / IS 72h
24h 48h 72h
(Cl50L929/ClIsoHL60)
5,84 1,81 1,27
Vorinostat >6,35
(4,59-7,42) (1,67-1,95) (1,12-1,43)
1’83 1,19 1,43
HL60 LDT565 10,24
(1,56-2,15) (1,14-1,24) (1,27-1,64)
8,63 2,48 2,59
LDT566 4,90

(724-1031)  (227259)  (242-2.81)

4.3 Potencial de Modulaciao Epigenética dos Hidroxamatos.

Os promissores resultados de citotoxicidade das moléculas dos hidroxamatos somado
aos dados da literatura, onde descreve sua atividade como inibidores das enzimas histona
desacetilases (IHDACsS), estando entre os principais moduladores epigenéticos, permitiu-nos
avaliar o perfil de modulacdo da expressdao génica das HDACs induzidas por essas moléculas.

Foram analisados o perfil de expressdo dos genes HDACI e HDAC2 ap6s 12 e 24h de
incuba¢cdo com dois hidroxamatos sintéticos LDT565 e LDT566, comparados ao comercial
Vorinostat (SAHA), todos na concentracdo de 2,5 uM. Os resultados indicam que todos os
compostos reduziram a expressdo de HDACI e HDAC?2 em 12h de tratamento. No entanto, apds
24h somente o LDT566 parece reduzir a expressdo desses genes, ainda que tenha sido
observado modifica¢cdo da expressdo de HDACI e HDAC?2 pelos compostos analisados (Figura

15).
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Figura 13: Padrdo de expressdao dos genes HDACI e HDAC2 em linhagem HL60 apds
incubagdo com hidroxamatos LDT565 e LDT566.
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5. DISCUSSAO

Os compostos sintéticos de Varinostat (LDT565 e LDT566) foram desenvolvidos por
pesquisadores da Universidade de Brasilia (UnB) com o proposito de ser uma alternativa a sua
versdo comercial. Com isso, foram realizados diversos experimentos a fim de analisar sua
viabilidade como alternativa ao composto aprovado pelo FDA.

Os resultados dos ensaios in vitro demonstraram uma citotoxicidade homogénea para
todos os compostos, considerando o IC50 em todos os compostos utilizados. Considerando os
resultados obtidos nas andlises in silico e os através de expressao génica pode-se observar uma
perspectiva positiva para novos estudos farmacoldgicos usando os novos compostos
hidroxamatos sintéticos (LDT565 e LDT566), quando comparados a versdo comercial
(Vorinostat).

Estudos utilizando linhagens celulares K562 (Leucemia mieloide cronica) e PC3
(Adenocarcinoma de prostata), comparando a acdo de citotoxicidade dos hidroxamatos
utilizados neste estudo, com a linhagem celular HL60 foram encontrados valores de 1C50
semelhantes para todas as linhagens celulares. Esta similaridade permite a escolha de quaisquer
dessas linhagens celulares para em estudos in vitro desses compostos. (LUCIANO et al., 2019).

Quanto as analises de perfil de expressdo génicas de HDACI e HDAC?2 os padrdes de
inibicdo de expressdo génica foi diferente para os 3 compostos hidroxamatos. Nao obstante, em
todos os casos houve inibigao de todos os genes no tempo de incubagdo de 12h, mas apenas o
LDT566 parece inibir a expressao génica apos 24h, tornando-o um composto mais favoravel a
ser aplicado em modelos pré-clinicos. Com relacdo aos efeitos moleculares, da transcri¢ao do
RNA mensageiro (expressao genica) e tradugdo a proteina, possivelmente os efeitos a nivel de
expressao genica sejam melhores conservados em um tempo de tratamento mais curto. Assim
como o observado nos Valores de IC50.

A modulacdo da expressdao de HDACs, associado com o perfil citotéxico moderado dos
hidroxamatos, podem ser, potencialmente, promissores em diversos campos de estudo,
incluindo a pesquisa na busca pelo equilibrio entre potencial farmacoldgico, citotéxico e
vantagens terap€uticas para o tratamento de células com alta capacidade proliferativas como
células cancerigenas. Considerando o potencial de inibi¢do em linhagens leucémicas
imortalizadas, os compostos podem representar um potencial terapéutico promissor com uso

combinado no tratamento de oncologias hematoldgicas.

Comparados os dados de expressdao obtidos para os genes HDACs com as Taxas de
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falsa descoberta, vé-se conexdes de Ontologia Génica interessantes, em cada um dos nds das
redes proteicas analisadas in silico.

Para HDACI1 as mais relevantes foram MBD2, RB1 e TP53. MBD2, referente ao GO
de Metilagdo do DNA dependente da dissociacao da heterocromatina (GO:0006346), liga-se a
ilhas CpG na regido 5’ do DNA, desencadeando processos de metilagdo e, consequentemente,
silenciamento da expressao génica. Além disso, também age no recrutamento de Histona
Desacetilase (outro processo de silenciamento génico). Em LMA, uma das mutagdes mais
comuns ¢ a do DNMT3A, gene relacionado ao processo de metilagao das ilhas CpG implicando
na patogénese e prognostico desfavoravel da doenga (BECHER et al., 2010).

O RBI1, sintetizado pelo gene supressor tumoral RB, € a proteina mais importante para
o retinoblastoma, auxiliando as células a desacelerarem seu crescimento. Cada célula tem,
normalmente, dois genes RB/. Enquanto uma célula da retina tem, pelo menos, um gene RB1
funcional, o retinoblastoma ndo ird se formar. Todavia, quando ambos os genes estio mutados
ou ausentes, uma cé¢lula pode crescer sem controle, levando a outras alteragdes genéticas que,
por sua vez, podem tornar-se células cancerigenas. Ademais disso, a RB1 ¢ uma proteina chave
para a o inicio da regulacao do ciclo celular (promovendo a transi¢gao G0O-G1) e esta, diretamente,
envolvido na formacdo da heterocromatina, manutencao da sua estrutura e metilacdo de
histonas (HURWITZ; SHIELDS & SHIELDS, 2016). Levando em consideragao que o locus
desse gene, em humanos ¢ no cromossomo 13, a sua alteragdo em LMA com t(8;13) pode estar,
fortemente, relacionado ao prognostico da doenga (POZZO et al., 2017).

Narede de HDAC?2, destacam-se as proteinas MTA1 e MTA2 (envolvidas no processo
de regulacao da metastase, inativado quando ha modificagao nas proteinas histonas) (KUMAR
& WANG, 2016), DNMTT (envolvida na metilagdo do DNA, assim como DNMT3A) e MBD2
(responsavel pela metilacdo de Ilhas CpG, como citado anteriormente).

TP53 apresentou correlagdo tanto para HDAC1 quanto HDAC2. Para HDACI,
relacionam-se os GOs: 0034349 (Processo apoptdtico de células da glia), GO:1903799
(Regulacao negativa na produgao de miRNA envolvidos no silenciamento génico por miRNA),
GO:0001085 (Ligacao de fator de transcricao da RNA polimerase II) e GO:0097718 (Ligacao
especifica a dominio desordenado). Sendo o primeiro, diretamente relacionado a manutengao
do sistema imune e inibi¢ao da progressao de células tronco em gliomas (NABISSI et al., 2015),
Jj& os conseguintes referem-se aos processos de manutengdo do maquinario celular e
manuten¢do do genoma. Semelhante aos RBI, TP53 também ¢ um dos principais genes
supressores de tumor, podendo agir tanto na regulagdo da apoptose quanto na manutencao do

ciclo celular (LANCET et al., 2018).
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Além disso o loci do TP53 encontra-se no cromossomo 17, sendo a translocagao 15;17
(q12;921) uma das mais comuns para LMA e t-LMA ambas com prognostico desfavoravel
(CHAUFFAILLE, 2001; NAKAJIMA, 2019). J& em HDAC2, observa-se o GO:0042826:
Ligacao histona desacetilase (modulador de expressao génica) e GO:0010225: Resposta a UV-
¢ que, segundo SAMUDIO, 2016, ¢ capaz de modular a ativagdo de NK inibidoras de células

leucémicas pela inativagdo de HSV-1, via Radiagao UV.
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6. CONCLUSAO

- As andlises in silico das HDAC1 e HDAC2 evidenciaram correlagdo com importantes
proteinas relacionadas ao processo de carcinogénese, tais como o TP53, RB1, MTA1, MTA2 e
DNMT1

- Ambos compostos (LDT565 e LTD566) apresentaram perfil citotoxico na linhagem HL60. No
entanto, o composto LDT565 destaca-se pela estabilidade entre os resultados de IC50 apartir
de 24h de incubacao (24h = 1,83; 48h =1,19; 72h = 1,43).

- Os hidroxamatos sintéticos (LDT565 e LDT566) apresentaram agdo inibitoria similar a sua
versao comercial (Vorinostat) nas primeiras 12hs de incubagao.

- Ambos compostos inibiram a expressao dos genes HDACI e HDAC2 ap6s 12h de incubagao.
Por outro lado, apds 24h de incubag¢dao o composto LDT566 inibiu a expressdao de HDACI e
HDAC2, e o composto LDT565 inibiu somente a expressao da HDAC2.

- Comparando as proteinas das matrizes (nds), com seus Processos Bioldgicos e Fungdes
Moleculares e a patogénese da LMA, observa-se correlagdes ja descritas na literatura. Como,
por exemplo, alteragdes nos genes 7P53, RB1 e DNMT3A, todos relacionados a prognosticos
desfavoraveis para Leucemia mieloide aguda. Demonstrando que os experimentos realizados

in vitro podem ter equivaléncia em sistemas biologicos in vivo.
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