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CAPITULO 1

RESUMO

A familia SMYD, que contém os dominios conservados SET e MYND, é composta por cinco
membros que possuem fungéo de lisina metiltransferase. Um numero crescente de evidéncias indica o
envolvimento dos genes da familia SMYD em diferentes tipos de cancer. Aqui, o objetivo foi investigar
as alteragbes genéticas mais comuns da familia SMYD entre os tumores sélidos mais frequentes e
determinar seu potencial uso como biomarcadores. Foi realizado uma analise integrativa de varias
plataformas sobre as mutagdes mais comuns, alteragées no numero de copias (CNA) e expressdo de
mRNA. Dados de coortes de carcinoma de mama invasivo (BRCA), adenocarcinoma de préstata
(PRAD), carcinoma colorretal (CRC), adenocarcinoma de estdmago (STAD), adenocarcinoma de
pulmao (LUAD), carcinoma de células escamosas de pulmao (LUSC), carcinoma endometrial de corpo
uterino (UCEC) e carcinossarcoma uterino (UCS) disponiveis no Atlas do Genoma do Cancer (TCGA)

e no cBioPortal foram analisados.

Foi descoberto que os genes SMYD tém uma frequéncia geral de mutagdo mais baixa entre os
tumores examinados. A maioria sdo mutagées missense espalhadas entre seus dominios. Diferentes
mutacgdes foram identificadas no SMYD1 (78), SMYD2 (33), SMYD3 (44), SMYD4 (39) e SMYD5 (44).
E interessante notar que as mutacdes em todos os genes SMYD foram encontradas com mais
frequéncia em UCECs. Portanto, nenhuma mutacgéao foi detectada com frequéncia na mesma coorte e
nenhuma mutacgao especifica teve poder de estratificagao suficiente para ser usada como biomarcador

nos canceres examinados.

Em relacdo ao CNA, a alteracdo de ganho de baixo nivel foi a mais comum entre os genes,
com excecdo do SMYD4, que teve a perda heterozigética como a alteracdo mais frequente em todos

os tumores analisados.

Na expressdo do mRNA, cada membro da familia SMYD teve um padrao de expresséo distinto.
O SMYD1 se dividiu entre baixa expressao e nivel basal, enquanto o SMYD2 e SMYD3 tiveram
alterac6es dependendo do tumor analisado, mas a maioria tendeu ao aumento da expressao; o SMYD4
mostrou uma grande tendéncia a baixa expressao, sugerindo uma agao de supressor tumoral; o
SMYD5 se apresentou com alta e baixa expressao, a depender do tumor avaliado. Com relagéo a
analise de sobrevivéncia, SMYD3 e SMYD4 em STAD, SMYD3 em BRCA, SMYD2 e SMYD4 em LUAD
apresentaram diferengas no tempo de vida, dependendo do nivel de expressao. Portanto, os resultados
mostram que os membros da familia SMYD tém fungdes diferentes dependendo do tumor, e podem
agir como oncogene e supressor tumoral, o que torna ainda mais evidente a importancia de uma melhor
compreensao do envolvimento desses genes durante a carcinogénese e sua utilizagdo como potenciais

biomarcadores moleculares.

Palavras-chave: Familia SMYD; Carcinogénese, Tumores sdlidos; Epigenética; Lisina

metiltransferase.



ABSTRACT

The SMYD family, which contains the conserved SET and MYND domains, comprises five
members that have a lysine methyltransferase function. A growing number of evidences indicate the
involvement of SMYD family genes in different types of cancer. Here, the aim was to investigate the
most common genetic alterations of the SMYD family among the most frequent solid tumors and
determine their potential use as biomarkers. A multi-platform integrative analysis was performed on the
most common mutations, copy number alterations (CNA) and mRNA expression. Data from cohorts of
invasive breast carcinoma (BRCA), prostate adenocarcinoma (PRAD), colorectal carcinoma (CRC),
stomach adenocarcinoma (STAD), lung adenocarcinoma (LUAD), lung squamous cell carcinoma
(LUSC), uterine corpus endometrial carcinoma (UCEC) and uterine carcinosarcoma (UCS) available on

The Cancer Genome Atlas (TCGA) and cBioPortal were analyzed.

SMYD genes were found to have a lower overall mutation frequency among the tumors
examined. Most are missense mutations scattered between their domains. Different mutations were
identified in SMYD1 (78), SMYD2 (33), SMYD3 (44), SMYD4 (39) and SMYD5 (44). It is interesting to
note that mutations in all SMYD genes were found more frequently in UCECs. Therefore, no mutation
was detected frequently in the same cohort and no specific mutation had sufficient stratification power

to be used as a biomarker in the cancers examined.

With regard to CNA, the low-level gain alteration was the most common among the genes, with
the exception of SMYD4, which had heterozygous loss as the most frequent alteration in all the tumors

analyzed.

With regard to mRNA expression, each member of the SMYD family had a distinct expression
pattern. SMYD1 was divided between downregulated expression and basal level, while SMYD2 and
SMYD3 had alterations depending on the tumor analyzed, but most tended to upregulation; SMYD4
showed a great tendency to downregulation, suggesting tumor suppressor action; SMYD5 was both
upregulated and downregulated, depending on the tumor evaluated. With regard to survival analysis,
SMYD3 and SMYD4 in STAD, SMYD3 in BRCA and SMYD2 and SMYD4 in LUAD showed differences
in survival time, depending on the level of expression. Therefore, the results show that SMYD family
members have different functions depending on the tumor, and can act as oncogene and tumor
suppressor, which makes it even more evident the importance of a better understanding of the

involvement of these genes during carcinogenesis and their use as potential molecular biomarkers.

Keywords: SMYD family; Carcinogenesis, Solid tumors; Epigenetics; Lysine methyltransferase
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1. INTRODUGAO

1.1. O que é o cancer?

O cancer é uma doenga caracterizada pelo descontrole da proliferagéao celular
podendo se disseminar para outras partes do corpo (1). Quando a proliferagao celular
descontrolada leva a formag¢ao de um tumor, o mesmo pode ser classificado de duas
formas a depender de sua agressividade: benigno ou maligno. O tumor benigno tem
como caracteristica o crescimento local e ndo ocorre a invasao em tecidos adjacentes
e, quando removido, nao costuma crescer novamente. Ja o tumor maligno tem como
caracteristica a capacidade de invadir tecidos adjacentes, e se espalhar para outros
locais do corpo para formar novos tumores, processo esse conhecido por metastase.
Quando removido, pode vir a crescer novamente no mesmo local e, por isso, 0s

tumores malignos costumam ser mais agressivos e trazer riscos a vida do paciente
(2).

Ao analisar o tecido tumoral, percebe-se que ha diferenca em sua disposi¢cao
quando comparado ao tecido normal porque as células perdem sua capacidade de
organizagado. Com isso, através de analises histolégicas, é possivel classificar o tipo
tumoral de acordo com o seu tecido de origem. Dessa forma, o tipo mais comum € o
carcinoma que surge de células epiteliais que, a depender do modelo e funcgao
especifica da célula, pode ser classificados ainda em dois subtipos principais:
adenocarcinoma, que surge de células epiteliais especializadas em secretar
substancias, ou carcinoma de células escamosas, que é oriundo de células epiteliais
de revestimento que serve como uma camada de protecao tanto da superficie corporal
quanto de 6rgaos e cavidade interna (1,2).

Entre os tumores do tipo n&o epitelial que s&o oriundos do tecido conjuntivo,
encontra-se o sarcoma, que engloba cerca de 1% dos casos de cancer que sao
formados em tecidos moles e 6sseos, como por exemplo os musculos, vasos
sanguineos e linfaticos, e tecido fibroso. (1,2) Existe também o cancer originado de
células hematopoiéticas que incluem as células do sistema imune, sendo as
leucemias, que afetam as linhagens celulares hematopoiéticas na medula 6ssea, e os

linfomas, que afetam as linhagens celulares linfoides T e B presentes no linfonodo.
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Um outro tipo nao epitelial é classificado de neuroectodermal, que surge em células
que compdem o sistema nervoso central e periférico e os tumores sao subdivididos e
chamados de (glioblastomas, gliomas, neuroblastomas, schwanomas e

meduloblastomas (2).
1.2. Biologia do cancer

As células cancerigenas adquirem e acumulam diversas mudangas estruturais
que levam a desregulagao de varios fatores responsaveis pelo bom funcionamento
celular. Segundo Hanahan e Weinberg, existem algumas caracteristicas que sao
encontradas desreguladas com frequéncia em células cancerigenas denominados de
hallmarks do cancer, que séo caracteristicas adquiridas pela célula durante o processo
de carcinogénese que possibilitam a sobrevivéncia, proliferacao e disseminagao da
célula cancerigena. Os hallmarks propostos englobam a sustentagcdo de sinais
proliferativos, evasdo de supressores de crescimento, resisténcia a morte celular,
permissado da imortalidade replicativa, inducéo ou acessibilidade ao sistema vascular,
ativacdo da invasao e metastase, escape da destruicdo pelas células imunes e

desregulacao do metabolismo celular (Figura 1) (3,4).

A proliferagao crdnica € uma caracteristica essencial para manter a sustentacao
dos sinais proliferativos nas células cancerigenas. Esses sinais que permitem a
proliferacdo sdo em sua grande maioria convertidos através de fatores de crescimento
que vao se ligar a receptores presentes na superficie celular que normalmente
possuem dominios de tirosina quinase intracelular (3), mantendo dessa forma os
sinais de transdugao sempre ativos e afetando os processos de transcricao génica.
Mutacao nesses receptores podem também levar a uma ativagao aberrante na via de
sinalizagdo intracelular que pode acarretar em alguns disturbios como cancer,

inflamacéao e angiogénese (5).

As células cancerigenas também podem estimular sua proliferagcdo
descontrolada ao produzir seus proprios fatores de crescimento obtendo uma
estimulacao autécrina de proliferacao, ou através do estimulo de células normais que
se encontram associadas ao estroma tumoral, que fornecem fatores de crescimento

a células cancerigenas através de uma estimulagéo paracrina (3,6).
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Figura 1: Hallmarks do cancer. Representacdo das caracteristicas adquiridas pela
célula durante o desenvolvimento tumoral. (Adaptado de Hanahan D. Hallmarks of
Cancer: New Dimensions. Cancer Discov. 2022).

Outra caracteristica comum em células cancerigenas é o processo de evasao
de genes supressores tumorais, que sdo responsaveis pelo controle da proliferagao
celular. Os genes retinoblastoma (RB) e TP53 sdo exemplos bem estabelecidos de
supressores tumorais que frequentemente encontram-se desregulados em diversos

tumores, o que leva ao descontrole e aumento da taxa de proliferagao celular (3,7).

A resisténcia a morte celular é outra caracteristica estratégica que a célula
tumoral adquire como forma de burlar a morte celular programada e, uma das vias
utilizadas para tal feito envolve a perda do TP53 que acarreta na falha de uma das
vias de indugdo a apoptose (3), e a desregulagao de fatores anti e pré-apoptético
como, por exemplo, 0 aumento da expressao do Bcl-2 e Bcl-xL, que sao reguladores
anti apoptaéticos, e a downregulacédo de Bax, Bim, Noxa e Puma, que sao fatores pro-
apoptéticos, auxiliam na sobrevivéncia da célula cancerigena contribuindo para
formagdo e progressao tumoral, além de terem implicagdes na resisténcia aos

tratamentos oncoldgicos (8,9).

Para que haja a formagao tumoral, sabe-se que € necessario o descontrole da

proliferacdo celular, e uma das caracteristicas que permite essa alteracdo é a
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capacidade permissiva da imortalidade replicativa adquirida pela célula cancerigena.
Uma célula normal possui uma quantidade limitada de replicagdo e, quando essa
caracteristica € perdida, a célula passa a se replicar de forma ilimitada levando a
formagao do tumor. Nesse processo de desregulacdo, duas barreiras que servem para
impedir a proliferacdo sdo afetadas, sendo a senescéncia, que € um processo pelo
qual a célula para de se proliferar mantendo sua viabilidade, e a crise celular, que
engloba a morte celular programada. Esse descontrole ocorre porque o telémero
passa a ser produzido e adicionado ao cromossomo através da reativacdo da
telomerase, o que mantém o cromossomo protegido através das multiplas divisbes
celulares nao levando ao encurtamento dos teldmeros, que em condi¢gdes normais,
ativaria a senescéncia e morte celular e, por isso, a célula cancerigena adquire

capacidade de continuar proliferando indefinidamente (3,7,10).

Para que o tumor consiga passar de 1 milimetro, € necessario que o mesmo
consiga obter sustentagdo de vasos sanguineos, portanto, a angiogénese € induzida
bem cedo, durante o inicio do desenvolvimento neoplasico com a liberacao de fatores
angiogénicos, sendo o mais comum o fator de crescimento do endotélio vascular
(VEGF), que pode se tornar upregulado em situagao de hipoxia e através de sinais
oncogénicos, situagdo comum em um microambiente tumoral. Por essa razdo, o
VEGF é um fator bem estabelecido e usado inclusive como alvo terapéutico contra o
desenvolvimento da neovascularizagdo tumoral. Dessa forma, a angiogénese

contribui também para a progressao, invasao e metastizacao do tumor (3,7,11).

O processo de invasdo e metastase € a causa mais comum de Obito em
pessoas com cancer. As células cancerigenas adquirem essa habilidade através de
alteragdes estruturais e na capacidade de aderéncia a outras células, e um dos
motivos desse acontecimento se da pela perda de uma molécula chamada E-
caderina, que € fundamental para a aderéncia celular. O programa de transigao
epitélio-mesenquimal também auxilia na indugdo da invasdo e metastase por
transformar as células epiteliais, possibilitando a sua circulagdo através dos vasos
sanguineos e linfaticos e, ao invadir e encontrar um local propicio para se estabelecer,
a célula pode passar pelo processo inverso passando pela transicdo mesenquimal-
epitelial, formando assim uma nova col6nia de células cancerigenas em outro érgao

com caracteristica do tumor primario (3,12).
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Outro aspecto que torna possivel a sobrevivéncia e desenvolvimento da célula
cancerigena é a capacidade que a mesma adquire de burlar o sistema imune e passar
despercebida, podendo se estabelecer e iniciar a formagao tumoral. As células
tumorais conseguem tal feito porque as mesmas liberam fatores como citocinas
imunossupressoras, prostaglandinas e fator de crescimento do endotélio vascular, que
sao responsaveis por reorientar a resposta imune para a formagao de um ambiente
propicio ao crescimento, ao eliminar a agao efetiva de células T citotéxicas e Natural
Killer (3,7,13).

A reprogramacédo da energia metabdlica € uma caracteristica que tem se
mostrado essencial no desenvolvimento tumoral. Um dos fatores dessa
reprogramagao metabdlica € o uso da glicose como fonte energética mesmo quando
a ceélula cancerigena encontra-se na presenca de oxigénio, e essa mudanca é
favoravel por gerar metabdlitos que funcionam como matéria-prima para o
crescimento e divisdo celular, por gerar nucleosideos e aminoacidos que sao
constituintes que facilitam a formagédo de macromoléculas e organelas (3). Ao usar a
glicose como fonte de energia ocorre também a producédo de lactato, que é um
componente que auxilia na acidificagdo do microambiente tumoral que pode ter como
consequéncia a aquisicdo de resisténcia a farmacos usados para tratamento

oncoldgico (14).
1.3. Genética e epigenética do cancer

As células cancerigenas se desenvolvem a partir de alteragbes tanto genéticas
quanto epigenéticas. Em geral, as alteracbes genéticas sao ocasionadas por
mutacgoes, instabilidade no genoma e variagdo no numero de copia de um gene. Ja as
alteracdes epigenéticas englobam a metilagdo no DNA, modificagdo em histonas e
perda do imprinting, porém essas mudangas modificam a expresséo génica sem que

haja alteragcao na sequéncia do codigo genético (15).

A nivel genético, o cancer pode iniciar através de mutagcdo em célula
germinativa e, dessa forma, todas as células do organismo sdo impactadas com a
mutacao, e esse caso € conhecido como sindrome do cancer hereditario. Uma outra
forma é o desenvolvimento do cancer de forma esporadica, sendo esse a maioria dos
casos relatados. Nesse processo esporadico, a mutacdo ocorre apenas em uma

célula somatica que, por sua vez, consegue se multiplicar e formar a massa tumoral.
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As mutagdes genéticas responsaveis pelo surgimento e progressao tumoral ocorrem
em sua grande maioria em duas classes de genes: 0s oncogenes € 0S genes

supressores tumorais (16).

O oncogene é a forma mutada de um proto-oncogene. O proto-oncogene é a
forma normal de genes que possuem como fungdo a codificacdo de proteinas
responsaveis pelo crescimento e sobrevivéncia celular. Para a transformacéo de um
proto-oncogene em um oncogene, basta que ocorra uma mutagdo em apenas um
alelo do gene, o que propicia um ambiente solicito a malignidade através da
estimulacdo da proliferagcdo ou a inibicdo da apoptose (16). Essa mutacao
desestabiliza o proto-oncogene ao afetar a estrutura da proteina ou desregular a

expresséo proteica.

A ativacado do proto-oncogene em oncogene se da através da translocagao
cromossOmica que levara um local do cromossomo ndo transcrito a outro que sera
transcrito, possibilitando a formagao de proteinas anormais; da mutagao de ponto, que
desencadeia a mudanca de um aminoacido do proto-oncogene levando a formacéao
de um oncogene e, por fim, através da amplificacdo génica, que eleva o numero de
copias de um oncogene acarretando em um aumento da produg¢ao de oncoproteinas
(17).

Um exemplo bem estabelecido de um proto-oncogene que é encontrado
amplamente mutado em diversos tumores pertence a familia MYC, que desempenha
funcdes na transformacdo, desdiferenciacdo, proliferagdo e imortalizacdo celular.
Portanto, a ativagdo do MYC no tumor estimula muitos hallmarks do céncer,

possibilitando o desenvolvimento tumoral (17,18).

Os genes supressores tumorais sao classificados em controladores e de
manutencao, e contribuem com o cancer quando ha a perda dos dois alelos do gene.
Os controladores séo responsaveis pelo controle dos mecanismos que englobam o
crescimento celular, que leva ao bloqueio do desenvolvimento tumoral. Ja os de
manutencao sao responsaveis pela protecdo da integridade genémica, e a perda de
sua fungdo ocasiona no acumulo de mutacdes secundarias em oncogenes e em
genes supressores tumorais controladores que, juntos, levam a progressao tumoral
(16,17).
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De modo geral, os genes supressores tumorais estdo envolvidos em vias
responsaveis pela supressao da divisao celular, indugao da apoptose, reparo ao dano
no DNA e inibicdo da metastase (19) e, por essa questdo, quando silenciados
contribuem com a iniciagdo e o desenvolvimento do tumor. Um supressor tumoral
bastante conhecido por ser encontrado mutado em cerca de 50% dos tumores
diagnosticados é o p53, que quando alterado é responsavel por levar ao descontrole
da regulacdo da expressado de genes que controlam a proliferagdo, senescéncia,

reparo do DNA e a morte celular (20).

Em relagdo a epigenética, os processos mais estudados sdo a metilagdo no
DNA e as modificagdes pds-traducionais em histonas que, quando alterados, podem
levar ao desenvolvimento tumoral. A metilacdo no DNA tem uma importante funcao
regulatoria nos processos de diferenciagao e desenvolvimento celular, além de auxiliar
na estabilidade genémica. A metilagdo geralmente ocorre em citosinas seguidas por
guaninas, que estdo concentrados em trechos ricos de CpG que sdo denominados de
ilhas CpG, que frequentemente estdo em regides promotoras dos genes. A
hipometilagao leva a perda da heterocromatina que influencia na ativagao de genes,
e a hipermetilagdo ocasiona na compactacdo anormal da cromatina levando ao
silenciamento génico. Portanto, o processo tanto de metilagdo quanto de desmetilagéo
do DNA sao importantes para manter a integridade gendémica e a expressao génica e,

quando desregulados, podem levar ao desenvolvimento tumoral (21,22).

Ja as modificagdes pds-traducionais em histonas ocorrem na grande maioria
em caudas N-terminais de histonas, e as alteragbes se classificam em acetilagéo,
fosforilagao, ubiquitinacdo, sumoilagao e metilagao (22), sendo essa ultima a alteragao
estudada no presente trabalho. A metilagdo em histonas ocorre em sua grande maioria
em residuos de lisina (K) catalisadas por enzimas chamadas de histonas
metiltransferases (HMTs), que serdo abordadas mais adiante, sendo responsaveis
pela transferéncia de um, dois ou trés grupos metil realizando a mono, di ou
trimetilacao, respectivamente, nos residuos de lisina que tem como fungao ativar ou
reprimir a expressao génica (23). Isso ocorre por que as modificagbes nas histonas
influenciam a acessibilidade da cromatina participando do controle da expresséao
génica. Portanto, ha uma relacdo entre a genética e a epigenética durante o
desenvolvimento do cancer, e as alteragdes epigenéticas tem chamado atencao pela
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sua natureza reversivel que leva a oportunidades terapéuticas mais especificas
(21,22).

1.4. O cancer no Brasil

Estima-se que para o triénio 2023-2025 ocorrera 704 mil casos novos de cancer
no Brasil. Tirando os casos de cancer de pele ndo melanoma, a estimativa dos
tumores mais incidentes na populagao brasileira durante esse periodo sera de 74 mil
em céanceres de mama (10,5%); 72 mil de prostata (10,2%); 46 mil de célon e reto
(6,5%); 32 mil de pulmao (4,6%); € 21 mil de estdmago (3,1%) (24).

1.4.1. Cancer de mama

O céancer de mama no Brasil € o mais incidente entre a populagdo do sexo
feminino em todas as regides do pais, e o risco estimado durante o periodo de 2023
a 2025 sera de 66,54 casos a cada 100 mil mulheres (24). Além da predisposi¢céo
genética, outros fatores de risco associam-se a condigdes hormonais ou reprodutivas,
como por exemplo a gravidez tardia e algumas causas relacionadas ao estilo de vida

como obesidade, sedentarismo e consumo excessivo de alcool (24,25).

Na pratica clinica, o diagndstico € realizado através de analises histologicas e
caracteristicas moleculares (Figura 2) (25). O cancer de mama receptor hormonal
positivo é caracterizado pela expressao de receptor de estrogénio (ER+) e/ou receptor

de progesterona (PR+), e sdo divididos em dois subtipos: Luminal A e B.

O Luminal A é o subtipo mais comum abrangendo 50% dos casos de cancer de
mama, caracterizado por ser ER+. Geralmente possui um melhor prognéstico quando
comparado com o Luminal B, e tem uma melhor resposta a terapia enddcrina.
Histologicamente, sdo de baixo grau e usualmente ndo é do tipo invasivo (26). O
Luminal B ocorre em cerca de 20% dos casos e € mais agressivo, além de possuir um
pior progndstico comparado com o Luminal A. E classificado em dois grupos:
ER+/PR+, caracterizado por um alto indice de proliferacéo, e receptor tipo 2 do fator
de crescimento epidérmico humano positivo (HER2+), caracterizado pela alta
expressdao de genes relacionados a proliferagcédo (26). Pelo seu alto nivel de
proliferacao celular, a quimioterapia costuma ser um bom candidato terapéutico (27).
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O subtipo receptor tipo 2 do fator de crescimento epidérmico humano positivo
(HER2+), abrange cerca de 20% dos casos diagnosticados e possui um mau
prognoéstico. HER2 é uma proteina que quando desregulada leva ao aumento de
moléculas sinalizadoras de crescimento e de expressao de genes relacionados a
proliferagao celular, que contribui para um elevado crescimento tumoral resultando em
uma evolucéao rapida da progressao do tumor. O cancer de mama HER2+ pode ser
tanto positivo quanto negativo para os receptores hormonais. E invasivo com elevado
risco de recorréncia, que ocorre geralmente dentro de um periodo de 5 anos apds o

tratamento (26).

Por fim, o subtipo triplo negativo (TNBC) é caracterizado por ser negativo para
ER, PR e HER2. E um tumor heterogéneo com fenétipo clinico distinto que compée
de 15% a 20% dos casos relatados. O TNBC possui padrées bastante distintos de
metastase, podendo metastatizar para regides distantes, como por exemplo para
visceras e cérebro, tendo mau progndstico e um comportamento bioldgico bastante
agressivo, além de possuir um crescimento mais acelerado. E mais comum em
mulheres jovens antes da menopausa (26). O cancer de mama do tipo basal é
bastante comum sendo tipicamente TNBC, de alto grau associado ao mau prognostico
de comportamento agressivo. E dividido em dois subgrupos, sendo o BL1 que é
enriquecido em genes que estao envolvidos com a proliferagao celular e a resposta
aos danos do DNA, e o BL2, que é enriquecido em vias de sinalizagao para receptor
de fator de crescimento (27).
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Figura 2: Representagcao esquematica histolégica da mama. (Adaptado de Harbeck
N. et. al. Breast cancer. Nat Rev Dis Primers. 2019).
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Dessa forma, percebe-se que o cancer de mama é altamente heterogéneo e
que necessita de testes para saber se o tumor possui ER, PR, HER2 ou se € TNBC
para um diagnostico mais preciso, auxiliando dessa forma a escolha da melhor

abordagem terapéutica.
1.4.2. Cancer de prostata

No Brasil, o cancer de préstata € o tumor mais incidentes dentre a populagao
masculina, com estimativa de risco de 67,86 novos casos a cada 100 mil homens (24).
O cancer de prostata surge através de um processo de varios passos, que
resumidamente engloba a iniciagdo através da neoplasia intraepitelial prostatica, que
sdo lesdes consideradas pré-neoplasicas, progredindo para o cancer de préstata
localizado e, por fim, o desenvolvimento do adenocarcinoma de préstata avancado
com invasao local, podendo resultar em metastase que geralmente ocorre em

linfonodos proximos, seguido do figado pulméao e ossos (28).

As células epiteliais que possuem alta relagdo com a carcinogénese prostatica
incluem as células luminais, que sdo as mais predominantes e dependentes de
androgenos, produzem proteinas secretoras prostaticas e sado caracterizadas pela
expressao de receptores de androgénio (AR); as células basais que também possuem
AR porém em baixos niveis e diferentemente das luminais, sdo responsaveis pela
expressdao de fatores de protegdo a danos ao DNA; por fim, as células
neuroenddcrinas sdo responsaveis por fornecer sinais paracrinos que auxiliam no
suporte do crescimento das células luminais. Essas células sdo independentes de AR,
€ 0 seu acumulo é caracterizada pela agressividade do cancer de prostata (Figura 3)
(29).

E caracterizado por uma grande heterogeneidade por possuir uma justaposi¢ao
de glandulas benignas, lesbes pré-neoplasicas e neoplasicas, além de possuirem
caracteristicas de multifocalidade, que revelam uma distingdo genética de células de
origem nao clonal (29). Para detecgéo, o exame de dosagem do antigeno especifico
prostatico, conhecido por PSA, é utilizado na pratica clinica por estar relacionado ao
cancer de préstata quando encontrado em altos niveis. Porém, a biopsia tecidual
continua sendo a melhor abordagem diagndstica, ja que o PSA pode ser encontrado

em niveis elevados em alguns homens que ndo possuem cancer de prostata (30).
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Abate-Shen and Shen

Célulaneuroenddcrina Lamina basal

Figura 3. Esquema de células que compdem o ducto prostatico. Secretions:
Secrecdes. (Adaptado de Abate-Shen C, Shen MM. Molecular genetics of prostate
cancer. Genes Dev. 2000).

Os fatores de risco incluem a idade avancada, etnia, que abarcam fatores tanto
socioecondmicos quanto biologicos, fatores genéticos e histérico familiar. Outros
fatores englobam estilo de vida, como dieta com alta ingestdo de carne processada e
gordura saturada de origem animal, obesidade, consumo de alcool, cigarro e
sedentarismo, e fatores ambientais como exposicdo a compostos quimicos e radiagao
(30).

1.4.3. Cancer colorretal

O cancer colorretal (CRC) ocupa a terceira posicdo entre os tumores mais
incidentes no Brasil e, de modo geral, seu risco estimado para o triénio 2023-2025 é
de 21,10 casos a cada 100 mil habitantes. Em relagdo ao género, o risco estimado
para populacdo masculina € de 20,78 a cada 100 mil homens e para populacao

feminina é de 21,41 a cada 100 mil mulheres (24).

CRC é definido pela localizacado tumoral que vai especificar o seu subtipo, que
pode ocorrer no célon proximal, colon distal e reto. Dessa forma, percebe-se que o

CRC é amplamente heterogéneo e tanto o prognostico quanto a resposta terapéutica
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€ influenciada pela localizagdo tumoral, ja que as caracteristicas moleculares se
diferem entre a regido proximal, distal e retal (Figura 4) (31,32). A grande parte do
CRC surge através da formacéo de um pélipo, que € uma lesdo precursora neoplasica,
e leva um periodo de 10 a 15 anos até se desenvolver em céancer. Outra forma
conhecida que leva ao desenvolvimento tumoral € o CRC derivado de células tronco,
que passa por um processo de acumulo de alteragcdes genéticas e epigenéticas que
acarretam na inativagdo de genes supressores tumorais e a ativagdo de oncogenes
(32).

Colorectal cancer
risk factors
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* Doencainflamatodria
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* Estilodevida

Reto

Figura 4. Representagcédo da regido colorretal e descrigdo dos principais fatores de
risco. (Adaptado de Dekker E. et.al. Colorectal cancer. Lancet. 2019).

O cancer colorretal € uma doencga assintomatica durante grande parte de seu
desenvolvimento, e os sintomas geralmente s6 comegam aparecer quando o paciente
se encontra em estagio avangado. Alguns dos sintomas mais comuns englobam
sangramento retal oculto nas fezes ou evidente, mudanca de habitos intestinais,

anemia e fortes dores abdominais (32).
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Em relagdo aos fatores de risco, a idade é levada em consideragao pois a
incidéncia € elevada em pessoas com mais de 50 anos. Os fatores genéticos se
dividem em dois tipos, sendo classificados em casos esporadicos, do qual mutagdes
somaticas e alteragdes epigenéticas sdo acumuladas ao decorrer da vida, e fatores
hereditarios. O estilo de vida também pode influenciar o desenvolvimento do tumor, ja
que o sedentarismo eleva o nivel de gordura, inflamagao e alto peso corporal, que
influencia a carcinogénese por estar associado a inflamagao de baixo grau, podendo
promover a transcricdo de genes que estdo envolvidos com a metaplasia; dieta pobre,
ja que o alto consumo de carne vermelha e comidas processadas, carboidratos
refinados, baixa ingestdo de frutas, verduras, legumes e calcio facilita a respostas
inflamatdrias; outro fator € a disbiose da microbiota intestinal, onde foi observado que
infeccdo causada por Fusobacterium nucleatum, Bacteroides fragilis e Streptococcus

gallolyticus podem elevar o risco de CRC (31-35).
1.4.4. Cancer de pulmao

O cancer de pulmao ocupa a quarta posi¢ao entre os tumores mais incidentes
na populagao brasileira, com o risco estimado para o triénio 2023-2025 € de 15,06
casos a cada 100 mil habitantes. Ao estratificar entre géneros, o risco estimado é de

17,06 casos a cada 100 mil homens e 13,15 casos a cada 100 mil mulheres (24).

O cancer de pulmao se difere através de caracteristicas histoldgicas,
moleculares e etiologicas, sendo divididos em carcinoma de pulm&o de células
pequenas (SCLC) e carcinoma de pulméo de células ndo pequenas (NSCLC). Esse
ultimo se subdivide em carcinoma de pulmao de células escamosas (LUSC),
adenocarcinoma de pulméo (LUAD) e carcinoma de células grandes (36). O presente

estudo teve como foco os subtipos LUSC e o LUAD.

Acredita-se que o cancer de pulmao ocorre através de multiplas mudangas
patolégicas na regido da mucosa respiratéria (36), sendo que o adenocarcinoma de
pulmdo surge geralmente nas vias aéreas distais, com histologia glandular e
comumente expressam biomarcadores de origem pulmonar distal, como o Fator de
transcricao da tiredide-1 (TTF-1) e queratina 7 (KRT-7). O carcinoma de pulmao de
células escamosas comumente ocorre nas vias aéreas proximais, e associa-se
fortemente ao tabagismo e a inflamacgao crénica de pulm&o quando comparado com

o LUAD (Figura 5). O LUSC é caracterizado pela diferenciagdo escamosa, que advém
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do epitélio colunar pseudoestratificado, que é conhecido por reverter a regido da

traqueia e as vias aéreas superiores. (37).

Entre os fatores de risco, o tabagismo €& o principal habito associado ao
desenvolvimento do cancer de pulmao, que aumenta o risco do cancer também em
fumantes passivos. Isso se da pelo fato de o cigarro conter mais de 4 mil substancias
quimicas, com ao menos 50 dessas sendo classificadas como carcinogénicas. Outros
fatores de risco incluem a idade, género e fatores socioeconémicos, além de fatores
genéticos e historico de cancer familiar. A exposi¢ao ocupacional a produtos quimicos,
como niquel, cromo, silica entre outros, a exposi¢gdo a poluicdo do ar devido a
mudancgas ambientais, queima de carvao e biomassa para cozinhar e/ou aquecer, € a
alimentagdo, com alta ingestdo de carne vermelha, gordura saturada e lipideos,

também aumentam o risco de cancer de pulmao (38).
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Figura 5. Representacdo esquematica pulmonar evidenciando o carcinoma de
pulmdo de células escamosas e adenocarcinoma de pulmédo. (Criado com
BioRender.com).

1.4.5. Cancer de estbmago

O céancer de estbmago ocupa a quinta posi¢cao entre os tumores mais incidentes
no Brasil, com o risco estimado em 9,94 casos novos a cada 100 mil habitantes para
o triénio de 2023-2025. Avaliando apenas a populagao feminina, o risco estimado é
de 7,36 casos a cada 100 mil mulheres e, para populagdo masculina, 12,63 casos a
cada 100 mil homens. Sua incidéncia é de quase duas vezes mais entre os homens

do que em mulheres (24).
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O cancer gastrico é separado anatomicamente em dois tipos: adenocarcinoma
gastrico verdadeiro, conhecido como nao cardia, e o adenocarcinoma da transigao
esofagogastrica, também conhecido como céncer gastrico cardia. A maioria dos
tumores gastricos € do tipo adenocarcinoma, sendo amplamente heterogéneo por
haver diferengas na arquitetura, diferenciagdo e crescimento celular, além das
diferengas entre as caracteristicas moleculares (39). Segundo a classificacdo de
Lauren, pode-se classificar o cancer de estdmago levando em consideragao dois tipos
histolégicos, sendo o carcinoma difuso, que é pouco diferenciado e ndo ha formagéao
glandular. E localizado na regido proximal, e possui um pior progndstico por ter maior
probabilidade de eventos metastaticos. O outro tipo € denominado de carcinoma do
tipo intestinal, que vai de moderado a bem diferenciado havendo formacdo de
estruturas glandulares. Geralmente ocorre na regido distal do estbmago e é

caracterizado por ulceracgdes (Figura 6) (40).

Entre os fatores de risco, a infecgdo por Helicobacter pylori continua sendo a
principal causa de cancer de estbmago que afeta a regido distal (39). Isso ocorre
porque a maioria das cepas de H. pylori possui uma citotoxina associada ao gene A
(CagA), que é uma oncoproteina responsavel por afetar a expressdao de outras
proteinas envolvidas nas vias de sinalizagcédo celular (41). A infecgdo por H. pylori
modifica processos celulares como a proliferacao e apoptose, além de influenciar
alteracbes epigenéticas em genes supressores tumorais que podem acarretar em
inflamacbes associadas a oncogénese (39). Outros fatores de risco englobam
infeccdo pelo virus Epstein-Barr, idade avangada, baixo status socioeconémico,
tabagismo, consumo excessivo de alcool, baixo consumo de frutas e vegetais, anemia

perniciosa e fatores genéticos (41).

O cancer gastrico é assintomatico, o que dificulta seu diagnéstico em fase
inicial. Quando diagnosticado com os sintomas ja presentes, provavelmente a doenga
se encontra em estagio avancado, geralmente incuravel sendo recomendado apenas
tratamento paliativo. Os sintomas mais comuns sao dispepsia, anorexia ou sentimento

de saciedade de forma precoce, perda de peso e dores abdominais (41).
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Figura 6. Representacao esquematica gastrica. Cardia, fundo e corpo representam a
regido proximal;, Antro e piloro representam a regido distal. (Criado com
BioRender.com).

1.4.6. Cancer de utero

O céancer de utero € amplamente heterogéneo e possui diferengas em relagao
ao risco estimado e sua incidéncia, além dos fatores de risco, a depender do local
afetado e do tipo do tumor que acomete o utero. O cancer de colo de utero possui um
risco estimado de 15,38 novos casos a cada 100 mil mulheres, e ocupa a sexta
posicdo entre os tumores mais incidentes quando avaliado de forma geral na
populagao brasileira e, quando avaliado apenas entre as mulheres, é o terceiro mais
incidente. Ja o cancer do corpo uterino pode iniciar em diferentes partes do 6rgao e
tem a regido do endométrio como a mais acometida. Seu risco estimado é de 7,08
casos a cada 100 mil mulheres e ocupa o sétimo lugar entre os tumores mais

incidentes na populag&o feminina (Figura 7) (24).

Em relagdo ao cancer de colo de utero, a principal causa é a infecgao por
algumas cepas de HPV. A infecgéo € assintomatica e por essa razéo, pode levar um
periodo de 10 a 15 anos até que ocorra uma mudanca no colo do utero. Outros fatores
que contribuem para o cancer de colo de utero € a idade precoce ao iniciar relagoes
sexuais, tabagismo, que contribui com a destruicido de células cervicais e
comprometimento do sistema imune, deixando a paciente mais suscetivel a infecg¢oes,

e 0 uso prolongado de anticoncepcional oral por um periodo maior que 5 anos (42).

Ja para o cancer do corpo do utero foi proposto dois tipos de classificagao de
acordo com a patologia, sendo: Tipo |, que é caracterizado pelo alto ou moderado grau

de diferenciagao, invasao moderada do miométrio com um progndstico favoravel; Tipo
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II, que é pouco diferenciado com invasao profunda ao miométrio, com chances de
processos metastaticos para pelve e linfonodos, com progndstico desfavoravel. Em
relacdo a caracteristicas histopatologicas, € classificado em endometrioide e suas
variantes. Uma parcela pequena apresenta uma diferenciacdo mesenquimal, sendo

entao classificado como carcinossarcoma (43,44).

O carcinoma endometrioide é o mais comum do cancer de endométrio e sua
classificagdo entre o tipo usual e suas variantes vao depender da especificidade da
diferenciacéo celular. E dividido ainda em 3 graus: Grau 1, que é composto em grande
maioria por glandulas com células bem diferenciadas; Grau 2, que contém cerca de
6% a 50% de crescimento tumoral sélido; Grau 3, que possui mais de 50% de
crescimento tumoral sélido. O carcinossarcoma, por sua vez, € um tumor uterino raro
de natureza agressiva que geralmente projeta-se através do colo do utero e possui
um mau prognostico. Possui caracteristicas de carcinoma e sarcoma e, por isso, €
considerado um tumor bifasico. Seu processo metastatico € similar ao que ocorre no
carcinoma endometrial e €& composto majoritariamente por componentes

carcinomatosos (43,44).

Corpo do
utero

Endométrio

Miométrio
Colo do utero

Vagina

Figura 7. Representagdo esquematica uterina. (Criado com BioRender.com).
Entre os fatores de risco, os fatores metabdlicos contribuem para o
desenvolvimento do cancer endometrial através da obesidade, diabetes, hipertensao
e sindrome do ovario policistico. Outras questdbes como fatores reprodutivos que
incluem a nuliparidade, infertilidade, menarca precoce e menopausa tardia, além de
terapia hormonal na menopausa, fatores genéticos e histdrico familiar também

contribuem para o risco de cancer do corpo do utero (45).
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1.5. Metiltransferases e o cancer

As histonas metiltransferases (HMTs) sdo proteinas responsaveis por
alteracdes reversiveis pos-traducionais, que ocorrem em residuos de lisina e arginina
em caudas N-terminais de histonas. O processo de metilagao realizado por lisinas
metiltransferases (KMT) nos residuos de lisina divide-se em duas classes de enzimas
de acordo com seu dominio catalitico: uma que possui o dominio conservado
chamado SET (Supressor of variegation, Enhancer of zester, e Trithorax), composto
por 130 aminoacidos e sendo essa a maior parte das KMT descritas, e o DOT1L, que
nao possui o dominio SET. Ambas as classes, porém, utilizam S-adenosil-L-metionina
(SAM) como doador de grupo metil (46,47).

Portanto, um dos mecanismos responsaveis pela regulagdo da cromatina
envolve as modificagdes de histonas, que ocorrem através da metilagado em residuos
de lisina que, por sua vez, podem receber até trés grupos metil, denominados de
mono, di e trimetilagdo (Km1, Km2 e Km3, respectivamente) (Figura 8). A depender
do grau de metilagdo e a posigao da lisina que recebe a alteragdo € que sera
determinado a fungdo e a consequéncia em relacdo aos estados da cromatina e,
dessa forma, sera determinado a acessibilidade ao DNA (47—-49). Em humanos, os
locais metilados melhores caracterizados sdo as marcas encontradas na histona 3
lisinas 4, 9, 27, 36 e 79, e na histona 4 lisina 20 (48).

Os processos de metilagcdo estdo envolvidos na regulagdo da expressao
génica, ja que suas marcas podem servir tanto para repressao quanto para ativagéo
génica atuando, dessa forma, na regulagao das informacgdes genéticas e as funcdes
biolégicas como, por exemplo, a transcricdo, replicacdo e manutengcido dos

cromossomos (47,49).
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Figura 8: Representagdo de mono, di e trimetilacdo em residuos de lisina. (Yang C.
et.al. Histone methyltransferase and drug resistance in cancers. J Exp Clin Cancer
Res. 2020).

De modo geral, inicialmente as proteinas contendo o dominio SET se encaixam
em dois complexos proteicos, sendo o complexo Polycomb (PcG), associados a
heterocromatina e consequentemente a repressdo génica, e o Trithorax (TrxG),
relacionados a ativagao génica (50). O E(z) faz parte do PcG e em associagdo com o
Su(var)3-9 sdo responsaveis pela adicdo de marcas heterocromaticas enquanto
removem as marcas eucromaticas (51). O PcG é composto por proteinas que
reprimem a transcrigao e auxiliam a manutencao da diferenciagao celular mantendo a
identidade celular. No processo carcinogénico, a tumorigénese é induzida através da

repressao da transcrigdo de genes supressores tumorais (46).

O TrxG, por sua vez, € um grupo mais heterogéneo quando comparado ao PcG,
e estdo envolvidos em processos de ativacao transcricional. Isso ocorre pelo fato do
TrxG estar associado a indugdo da trimetilagdo na lisina 4 da histona 3 (H3K4me3),
marca essa que esta amplamente presente na regido promotora de genes ativamente
transcritos (52,53).

Portanto, o processo evolutivo do cancer também se da através de alteragcdes
epigenéticas que ocorrem quando ha alguma disfuncédo no funcionamento das HMTs,
0 que pode afetar as caracteristicas bioldgicas de células tumorais. As proteinas do
complexo PcG/TrxG mostram-se entdo essenciais para a manutengao da expressao
génica, possuindo fungdes importantes em diversos processos celulares ja que as
mesmas agem tanto como supressores tumorais quanto oncogenes, a depender do
contexto tumoral (46,49,52).

1.6. Familia SMYD de metiltransferases

A familia SMYD é composta por cinco membros (SMYD1-5) que possuem o
dominio SET, responsavel pela catalise da metilacdo em residuos de lisinas e que é
“dividido” pelo dominio MYND (Myeloide - Nervy — DEAF1), que é responsavel por
facilitar a interacao proteina-proteina por conter o motivo dedo de zinco, que participa
da regidao N-terminal e contribui para a interagdo com o dominio SET. O dominio
MYND, portanto, € o que diferencia a familia SMYD das outras lisinas
metiltransferases (Figura 9). Com a divisdo do dominio SET, o “S” auxilia na ligagéo

a cofatores ou na interagao proteina-proteina juntamente com o dominio MYND, além
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de conter a fungao catalitica da enzima. As regides pos-SET e SET-I auxiliam nos
processos de ligacao a cofatores e substratos, ou a estabilidade da estrutura proteica.
Os membros da familia SMYD podem metilar proteinas tanto histonas quanto nao
histonas (54,55).

Além dos dominios citados acima, exceto pelo SMYDS5, o dominio C-terminal
(CTD) também se encontra nessa familia de genes que, estruturalmente, se
assemelha ao tetratricopeptideo (TRP), importante para o processo de ligagdes a co-
chaperonas. No SMYD4, esses dois dominios sdo maiores, que faz com que o SMYD4

tenha quase que o dobro do tamanho dos outros membros da familia SMYD (55).

5 MYND SET- S)ET Post-SET CTD
SMYD1 490

svyp2HEEEH_— HIOH  HE- 433
svyp:3LHEEEH ——  HINH  HE- 428
TPR
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Figura 9: Representacao de dominios encontrados entre as proteinas da familia
SMYD de metiltransferases. S, SET-I (S)ET e Post-SET representam a totalidade do
dominio SET; MYND (Myeloide - Nervy — DEAF1) € o dominio responsavel pela
interacao proteina-proteina; CTD t o dominio C-terminal; TRP é o dominio
tetratricopeptideo. (Spellmon N. et.al. Structure and function of SET and MYND
domain-containing proteins. Int J Mol Sci. 2015).

A familia SMYD, portanto, é capaz de metilar residuos especificos de lisina e,
com isso, podem tanto silenciar quanto potencializar a expressao de genes alvos.
Contudo, sua disfungdo pode acarretar a indugdo da oncogénese através de
modificagdes epigenéticas e, de modo singular, cada um dos cinco membros da
familia SMYD contém variagbes de acordo com a distribuigdo entre os tecidos e suas

funcdes (56).
1.6.1. SMYD1

Inicialmente foi identificado como uma proteina especifica do musculo cardiaco
e esquelético, participando do processo de diferenciagdo celular e morfogénese
durante o desenvolvimento embrionario (57). Foi observado também que a auséncia
do SMYD1 acarreta em defeitos ao ventriculo direito por afetar a diferenciacéo de

cardiomiocitos (54). O SMYD1 é o unico dentre a familia que possui uma alta
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expressao de suas varias isoformas em tecidos cardiacos e esqueléticos, além de ser

necessario para o controle do crescimento cardiaco (56).

Foi sugerido que sua atividade catalitica seja controlada pelo dominio C-
terminal, que pode adquirir duas formas diferentes a depender da condigao ambiental
ao ligar-se a substratos alvos. No processo de metilagdo, o SMYD1 é responsavel
pela marca no residuo de lisina 4 da histona 3 (H3K4), um residuo conhecido por fazer

parte da iniciacdo da transcrigao (54,56).

No estudo da carcinogénese, o SMYD1 ainda é pouco elucidado, porém ja foi
descrito que sua desregulacao teve relagdo com o rabdomiossarcoma (58). No cancer
de mama, foi observado que houve uma reducao de sua expressao a nivel de mRNA
(59). No linfoma esplénico da zona marginal, foram encontradas mutacdes somaticas
(60). Alteracdes na expressao do mRNA também foram observadas em tumores do
sistema digestivo (61). E, por fim, no cancer de prostata foi observado que houve

alteracdo no CNA que associava-se a sobrevida livre de progressao (62).
1.6.2. SMYD2

O SMYD2 se encontra em niveis elevados nos tecidos do coracéo, cérebro,
figado, rim, timo e ovario, além de ser encontrado também em tecido embrionario
referente ao coragao e hipotalamo, sugerindo que o SMYDZ2 seja necessario para o

desenvolvimento (63).

Foi observado que o local de agao do SMYD2 ocorre na lisina 4 da histona 3
quando em conjunto com a HSP90 (heat shock protein), marca essa responsavel pela
ativagdo da expressao génica, enquanto que o SMYD2 sozinho, por ter um
enfraquecimento em sua atividade, € responsavel pela metilagdo na lisina 36 da
histona 3, marca essa responsavel pela repressdo da expressao génica. Além do
mais, foi observado que a elevagdo da expressdo do SMYD2 pode ocasionar a
upregulagdo de trinta e sete genes que participam da remodelagem da cromatina,

ciclo celular e regulacao da transcricao (64).

O SMYD2 também é conhecido por metilar proteinas nao histonas, como por
exemplo a p53 e Retinoblastoma (Rb). Na p53, o SMYD2 é responsavel pela
monometilacdo da K370, que leva a reducgao da eficiéncia do p53 de se ligar ao DNA
por reprimir sua atividade. Dessa forma, o SMYDZ2 tem agao oncogénica por ocasionar
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a eliminacao da funcao do supressor tumoral p53. Ja no Rb, o SMYD2 é responsavel
por metilar a K860, que leva a condensagao da cromatina e por conseguinte, leva a
repressao da expressao génica (65). Outro supressor tumoral que o SMYDZ2 auxilia
na regulacéo € o PTEN. A metilagcdo do PTEN na K313 pelo SMYD2 ocasiona em sua
reducao de supressor tumoral, promovendo a proliferagdo das células cancerigenas
(66).

Portanto, o SMYD2 é um dos membros da familia SMYD melhor descrito no
ambito da carcinogénese, sendo reconhecido por ser um regulador de supressores
tumorais, e sua superexpressao esta associada ao desenvolvimento de diversos
tumores, como o pancreatico, adenocarcinoma pulmonar, o cancer de mama triplo

negativo, o cancer cervical, entre outros (67-70).
1.6.3. SMYD3

Semelhante ao SMYD1, o SMYD3 também possui atividade durante o processo
de diferenciacdo do musculo esquelético por conter um nivel elevado de sua
expressdo em mioblastos (71). Foi observado que o SMYD3 em conjunto com
HSP90A realizam a metilacdo no residuo de lisina 4 da histona 3 (H3K4), sendo
responsavel pela di- e tri-metilagdo. Observou-se também que o SMYD3 pode agir na
histona 4 nos residuos de lisina 5 e 20 (H4K5 e H4K20, respectivamente). A marca
H4K5 mostrou-se necessaria para manter a alta expressao do SMYD3 em células

cancerigenas (72-74).

Em relagao a metilagdo em proteinas nao histonas no ambito tumoral, o SMYD3
€ responsavel por metilar a K831 do receptor de tirosina quinase VEGFR1, conhecido
pela sua fungdo na angiogénese, associando-se ao crescimento e progressao tumoral
e, portanto, o aumento do SMYD3 pode levar a invasao e a metastase de células
cancerigenas (75). Também é responsavel pela metilagdo na K260 da MAP3K2, que
€ um evento importante para a regulagdo da via de sinalizagdo Ras em células
cancerigenas. Nesse contexto, o0 SMYD3 auxilia a promogado do Ras durante o
desenvolvimento e a progressdo de células cancerigenas, ja que essa via é

responsavel pela estimulagao da diferenciagéo e multiplicagéo celular (76).

Dentre a familia SMYD, o SMYD3 é um dos membros que mais possui estudos
que relaciona seu envolvimento durante os processos carcinogénicos. Isso porque ja

€ descrito pela literatura a funcdo que o SMYD3 exerce durante a progressao e
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invasao do cancer através da regulagao transcricional (72), associando-se a um mau
prognoéstico quando superexpresso por levar a proliferagdo, invasdo e metastase
tumoral. Sabe-se também que o SMYD3 é capaz de reprimir a expressao do p53 e

promover a transi¢cao epitélio-mesenquimal em células tumorais (71).

Portanto, a alteragdo da expressao do SMYDa3 ja foi descrita em diversos tipos
tumorais, como por exemplo no cancer colorretal e hepatocelular, no cancer de mama,
cancer de pulmao de células ndo pequenas, cancer pancreatico, leucemia linfoide

cronica, entre outros (59,72,77-79).
1.6.4. SMYD4

Em relacdo a saude humana, ha poucas informagdes disponiveis sobre o
SMYD4. Porém, um estudo realizado em peixe zebra mostrou que seu homdlogo
smyd4 possui atividade no desenvolvimento cardiaco. Foi sugerido também que seu
local de agao ocorre na histona 3 lisina 4, realizando tanto a di- quanto a tri-metilagao
(80). Dessa forma, € importante ressaltar que a marca H3K4me3 é descrita como uma
assinatura epigenética responsavel pela ativagdo de supressores tumorais em células
normais (81). Portanto, foi sugerido que o smyd4 age como um regulador epigenético
por conter fungao de metiltransferase e regulador negativo da hdac1, homdlogo da
HDAC 1 e 2 presentes em mamiferos, por impactar a fungdo da mesma quando ha

um declinio do smyd4 (80).

No ramo da oncologia, o SMYD4 foi inicialmente descrito como supressor
tumoral por reprimir a expressao do Pdgfr-a, um receptor celular responsavel pela
ativacado de vias relacionadas a proliferacdo e sobrevivéncia tumoral e, portanto, o
silenciamento do SMYD4 esta associado a tumorigénese em células mamarias
normais (82). Posteriormente, outros estudos corroboraram a hipétese do SMYD4 agir
como potencial supressor tumoral no cancer de mama por ter sido observado que o
miR-1307-3p estimulava a proliferagéo celular ao inibir a expressao do SMYD4 (83),
e ter sido observado que o aumento de sua expressdo associava-se a uma boa
sobrevida livre de recidiva, sendo sugerido pelo autor que o SMYD4 poderia servir
como marcador de bom prognéstico para o cancer de mama (59).

Por outro lado, o SMYD4 também foi associado a fungdo oncogénica em
tumores de células-tronco cancerigenas, que quando superexpresso, potencializa a

expressdo do Nanog, um fator transcricional presente em células-tronco que é uma
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assinatura molecular frequente em células-tronco cancerigenas (84). Alteragbes no
SMYD4 foram descritas também em glioblastomas e em tumores do sistema digestivo,
como por exemplo no carcinoma hepatocelular, adenocarcinoma gastrico e no

carcinoma esofagico (61,85).
1.6.5. SMYD5

Foi observado que o SMYD5 participa da catalise da tri-metilagdo na lisina 20
da histona 4 (H4K20me3), e na mono-metilagcdo da histona 3, lisina 36 e 37
(H3K36me1 e H3K37me1, respectivamente) (86,87). A marca H4K20me3 auxilia na
formagao da heterocromatina e consequentemente na repressao génica por facilitar a
ligacado da Proteina da heterocromatina 1 (HP1). Com isso, foi visto que a redugao do
SMYD5 afeta a capacidade da auto renovacédo e diferenciagao de células tronco
embrionarias por levar a reducédo de alguns reguladores de pluripoténcia, como por
exemplo o Nanog, por reduzir o silenciamento de genes responsaveis pela

diferenciacao celular (86).

O SMYD5 também participa do controle de respostas pro-inflamatorias através
da metilacdo na H4K20 mediado pelo complexo NCoR/SMYD5, que € um complexo
co-repressor que reprime a resposta inflamatoria por restringir o receptor toll-like 4
(TLR-4) auxiliando, dessa forma, na manutengcdo da inflamacdo (88). Na
hematopoiese, foi visto que ha uma interagdo do SMYD5 com a Nucleofosmina 1
(NPM1), uma proteina que regula a mielopoiese e, portanto, agem na regulagao de

células tronco hematopoiéticas (89).

Na carcinogénese, foi sugerido que o silenciamento do SMYDS5 esteja
relacionado a instabilidade gendmica, tumorigénese e na progressao tumoral por
reduzir as marcas repressivas H4K20me3 e H3K9me3 em células cancerigenas (90).
Contudo, apesar do SMYD5 ser pouco estudado na area da oncologia, existem
estudos promissores que mostram o envolvimento do mesmo no adenocarcinoma
gastrico, no processo metastatico do cancer de mama na colonizagéo celular do
pulmao, na leucemia mieloide aguda, no carcinoma hepatocelular, que ocasiona no
aumento da proliferagdo, migracao e invasao celular, e em leucemia linfoide aguda
(89,91-94). Foi observado que o SMYD5 pode agir tanto como supressor tumoral

quanto oncogene, a depender do contexto tumoral (59,90).
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2, OBJETIVOS
2.1. Objetivos gerais

Determinar o perfil de alteragdes moleculares nos genes da familia SMYD e
avaliar o seu valor progndstico entre os tumores solidos mais incidentes e na leucemia
linfoide aguda (LLA).

2.2. Objetivos especificos

Foram divididos em duas etapas, sendo que para este primeiro capitulo os

objetivos foram:

o Analise in silico em bases de dados gen6micas para avaliagao dos tipos
de mutagao, numero de copias alteradas e expressao aberrante do mRNA referente a
todos os cinco membros da familia SMYD entre as neoplasias malignas sélidas mais

frequentes na populacéao brasileira;

o Determinar as principais alteragdes cancer-especificas da familia SMYD

com intuito de propor novos biomarcadores moleculares.
Para o segundo capitulo, os objetivos especificos foram:

o Analise in silico em bases de dados genémicas para avaliar o perfil do
numero de copias alteradas e expressao do mRNA da familia SMYD na leucemia
linfoide aguda.

o Iniciar a validacado funcional de um dos alvos hiperexpresso em LLA

através do nocaute génico utilizando a tecnologia Crispr-Cas9.
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3. METODOLOGIA

3.1. Delineamento experimental

Analise in silico

Tumores solidos

Expressdo do Numero de copias

Mutacdo
mRNA alteradas
Avaliacdo dompadrao Analise de
de expressdo do .
sobrevida

mRNA

Figura 10: Delineamento experimental referente ao capitulo 1.

3.2. Analise in silico

Os dados de mutacado, numero de copias alteradas (CNA) e expressao do
mRNA foram obtidos pela plataforma online “cBio Cancer Genomics Portal”

(www.cbioportal.org). Essa plataforma reune informagdes de alteragdes moleculares

encontradas em pacientes oncologicos obtidos através de diversos estudos
publicados, que possibilita avaliar um grande n amostral (Tabela 1). Para obtengao
dos dados, os estudos e os genes de interesse sdo selecionados e os arquivos com

as informacdes das alteragdes citadas acima sédo adquiridos na opcao “Download”.

As abreviacbes utilizadas nesse estudo para representar os tumores foram
retiradas da lista “"TCGA Study Abbreviations”, encontrada na plataforma “National
Cancer Institute” (https://gdc.cancer.gov/), sendo: Carcinoma Colorretal (CRC);
Adenocarcinoma de Estébmago (STAD); Céancer de Mama Invasivo (BRCA);
Adenocarcinoma de Prostata (PRAD); Adenocarcinoma Pulmonar (LUAD); Carcinoma
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de pulméo de células escamosas (LUSC); Carcinoma Endometrial do Corpo Uterino
(UCEC); Carcinossarcoma Uterino (UCS).

Tabela 1: numero de estudos selecionados e numero de pacientes obtidos para

avaliagao das alteracdes moleculares referente a cada tumor analisado.

Tumores N° de estudos N° de pacientes
CRC 7 3.015
STAD 6 895
BRCA 11 4.398
PRAD 16 5.995
LUAD 1 3.595
LUSC 2 591
UCEC 3 818
UCS 2 79

Para avaliar as mutacgdes, o arquivo “Mutations” foi obtido e as mutacdes foram
separadas de acordo com o dominio do qual estava presente. Em seguida, as
mutacdes foram agrupadas de acordo com as repeticbes entre pacientes com o
mesmo tipo tumoral e entre os tumores avaliados, com intuito de analisar mutacdes
frequentes, caso houvesse. Para validagdo de mutacdes que se apresentaram mais
de uma vez em diferentes pacientes no mesmo tipo tumoral e/ou em diferentes
tumores, a plataforma COSMIC (Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer, em
inglés) foi utilizada (95). Representagdes graficas foram geradas pelo GraphPad Prism

8 e pelo software R.

A coorte com dados para mutacao totalizou 67 pacientes com CRC, 92
pacientes com STAD, 834 pacientes com BRCA, 182 pacientes com PRAD, 128
pacientes com LUAD, 47 pacientes com LUSC, 62 pacientes com UCEC e 9 pacientes
com UCS.

Para avaliar a frequéncia da alteracdo do numero de copias alteradas dos
genes, o arquivo denominado ‘‘Copy-number Alterations” foi obtido. Esses dados
utilizam o algoritmo GISTIC (Genomic Identification of Significant Targets in Cancer,
em inglés), que indica o numero de copia de cada membro da familia SMYD de acordo

com o tumor avaliado, sendo: -2 indica perda homozigética, -1 perda heterozigética, 1
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indica ganho de baixo nivel e 2 indica amplificagdo. Os dados foram processados da
seguinte forma: os pacientes foram agrupados de acordo com o nivel da alteragao do
numero de copias do DNA que possuia, e em seguida foi calculado a frequéncia

absoluta e depois a frequéncia relativa.

A coorte com dados para o numero de cépias alteradas totalizou no CRC 616
pacientes para o SMYD1, SMYD2, SMYD4 e SMYD5, e 1.943 para o SMYD3. 589
pacientes para STAD e 3.469 pacientes para o BRCA. Para o PRAD houve variagao
no n amostral, sendo 2.848 pacientes para o SMYD1, SMYD2 e SMYD5, 3.890 para
0 SMYD3 e 1.835 para o SMYD4. Para o LUAD também houve variagdo no n amostral
sendo 1.109 pacientes para o SMYD1, SMYD2 e SMYD4, 1.973 pacientes para o
SMYD3 e 1.158 pacientes para o SMYD5. 501 pacientes com LUSC, 620 pacientes

com UCEC e 56 pacientes com UCS foram avaliados.

Para a andlise de expressdo do mRNA, o arquivo denominado “mRNA
expression z-scores relative to diploid samples” foi obtido. (62,96). Para avaliar o nivel
de expressao, os dados foram plotados em diagrama de caixa (boxplot, em inglés) e
o valor da mediana obtido foi usado para analisar os intervalos interquartis. Os valores
acima da mediana séo classificados como alta expresséo, e os valores abaixo da

mediana sao classificados como baixa expressao.

A coorte com dados para expressdao do mRNA totalizou 382 pacientes para
CRC, 415 pacientes para STAD, 1.100 para BRCA, para o PRAD houve uma variagao
entre os genes, sendo 498 pacientes parao SMYD1, SMYD4 e SMYD5, 486 pacientes
para o SMYD2 e 493 pacientes para o SMYD3, 169 pacientes para LUAD, 501
pacientes para LUSC, 177 pacientes para UCEC e 57 pacientes para UCS.

3.3. Mapa de calor

Os dados em Z-score relacionados a expressdao de mRNA dos SMYDs nos
tipos de cancer avaliados foram visualizados usando graficos de mapa de calor
(heatmap, em inglés) gerados por meio da ferramenta de analise e visualizagao de
dados Flaski (https://flaski.age.mpg.de). Os dados foram dimensionados

numericamente dentro do intervalo de £+2. O método de ligagdo de Ward com distancia

euclidiana foi empregado para agrupamento.


https://flaski.age.mpg.de/
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3.4. Analise de sobrevida

O banco de dados “Kaplan-Meier plotter” (http://kmplot.com/analysis/) foi

usado para explorar a importancia prognéstica das alteragbes nos cinco genes da
familia SMYD. Foram realizadas analises de sobrevida para determinar a correlagao
entre as alteragées dos SMYDs e o prognéstico do tumor. Na analise para mutagao,
a opcao “DNA pan cancer” foi selecionada e os pacientes foram categorizados em
dois grupos: aqueles com mutagdes e aqueles com genes do tipo selvagem. Para a
analise do nivel de expressao de mRNA, a opgdao “mRNA pan cancer” foi selecionada
e os pacientes foram divididos com base nos niveis de alta expressdo e baixa

expressao de acordo com a mediana.

A anadlise de sobrevida em relacdo a alteracdo do numero de copias foi
realizada usando a plataforma cBio Cancer Genomics Portal, utilizando a mesma
coorte dos estudos citados acima, com os pacientes categorizados em "grupo
alterado", que continha pacientes com amplificagdo ou perda heterozigética, e "grupo
inalterado", que continha pacientes com CNA a niveis normais nos genes avaliados.

O valor de P < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.
3.5. Estatistica

O programa estatistico GraphPad Prism 8 foi utilizado para realizagdo das
analises estatisticas. Para a correlagdo do mRNA entre os genes da familia SMYD, e
a correlacao entre CNA e mRNA no cancer de mama invasivo, foi realizado o teste de
correlagdo de Pearson. O valor de p<0,05 foi considerado como estatisticamente

significativo.
4. RESULTADOS
4.1. Perfil mutacional

Inicialmente, as mutagdes foram analisadas em cada um dos genes da familia
SMYD em todas as coortes disponiveis por meio do portal cBio Cancer Genomics para
os oito tipos de tumores avaliados neste estudo. As mutacdes entre os cinco membros
da familia SMYD foram analisadas em um total de 9.696 pacientes de todas as coortes
examinadas. Para a analise do SMYD3, um total de 11.804 pacientes estavam

disponiveis para analise.


http://kmplot.com/analysis/
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As mutacdes missense foram as mais prevalentes entre as mutagdes
identificadas. O SMYD1 apresentou a maior frequéncia de mutagdes missense, com
78 mutacdes distintas identificadas, seguido pelo SMYD3 (46), SMYD5 (44), SMYD4
(39) e SMYDZ2 (33). As mutagdes nonsense foram o segundo tipo de mutagdo mais
comum, com seis casos detectados no SMYD3, quatro no SMYD2, trés no SMYD1 e
SMYDS5 e duas no SMYD4. Outros tipos de mutacado foram observados em menor

numero (Tabela 1).

Tabela 2: Total de diferentes tipos de mutagées somaticas encontradas nos membros

da familia SMYD em oito tumores sélidos analisados

Mutacao SMYD1 SMYD2 SMYD3 SMYD4 SMYD5
Missense 78 33 46 39 44
Nonsense 3 4 6 2 3
Splice 3 2 9 0 4
FSins 1 2 1 0 0
FS del 2 0 5 3 3
IF del 0 1 0 0 2
IF ins 0 1 0 0 0
Nonstop 0 0 0 2 0
Fusion 0 0 0 2 0
Del 1 0 0 0 0
Ins 0 0 0 2 0

Legenda: (Ins = insercéo; Del = delecao; IF ins = insercao in frame; IF del = delecao
in frame; FS del = delecao frameshift; FS ins = insercao frameshift.

Posteriormente, o numero total de mutacdes por dominio foi avaliado nos cinco
genes. A analise foi dividida entre as regiées que codificam os dominios conservados
SET e MYND e em regides com dominios inespecificos. As mutagcdes missense foram
avaliadas individualmente, enquanto que os demais tipos de mutagdo foram
agrupados e analisados coletivamente. A maioria das mutagdes missense foram
encontradas em dominios inespecificos, totalizando 129 mutagdes, sendo o SMYD1
responsavel por 49 dessas mutagdes. Quanto aos dominios conservados, o dominio
SET exibiu a maior frequéncia de mutacdo, com 107 mutacbes identificadas.
Notavelmente, o SMYD5 apresentou o0 maior numero de mutagdes dentro do dominio

SET, com 34 mutagdes documentadas (Figura 10)
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Para obter um melhor panorama do perfil mutacional, as frequéncias de
mutacdes foram avaliadas separadamente para cada gene em diferentes tipos de
tumor. Observou-se que as frequéncias de mutagao dentro da familia SMYD eram
relativamente baixas, com certos genes exibindo frequéncias superiores a 2%.
Especificamente, o SMYD5 teve uma frequéncia de mutagcéo de 2,3% no cancer
colorretal (CRC), enquanto o SMYD1 mostrou uma frequéncia de mutacao de 2,3%
tanto no adenocarcinoma de pulmdo (LUAD) quanto no carcinoma de pulmao de
células escamosas (LUSC). No carcinoma endometrial (UCEC), as frequéncias de
mutacao foram de 3,3% para SMYD1, 2,1% para SMYD2, 2,1% para SMYD3, 2,1%
para SMYD4 e 2,4% para SMYD5, respectivamente. Além disso, no carcinossarcoma
uterino (UCS), as frequéncias de mutacao foram de 5,1% para SMYD1 e 2,5% para
SMYD4 (Tabela 2). Estes resultados destacam que os tumores uterinos apresentaram
as maiores frequéncias de mutagao entre os tumores avaliados, com particular énfase
na frequéncia obtida pelo SMYD1 no UCS.

100 1

80 1

B MYND: Missense
MYND: Other

B No Domain: Missese
Il No Domain: Other
—_— B SET Missense
SET: Other

SMYD1 SMYD2 SMYD3 SMYD4 SMYD5

Figura 11. Total de mutagbes somaticas separadas por dominios conservados e nao
conservados. O dominio SET é representado em verde escuro para mutacao
missense e verde claro para outras mutagdes; Dominio MYND é representado em
vermelho para mutagdo missense e amarelo para outras mutagdes; Dominios
inespecificos representado em azul escuro para mutagao missense e azul claro para
outras mutacdes.

60 1

40+

Number of Mutations

201

Nenhuma mutagdo especifica entre os genes SMYD foi observada com
frequéncia repetida entre pacientes com o mesmo tipo de tumor, em tumores

diferentes ou em ambos.

Em seguida, a plataforma Kaplan-Meier plotter foi utilizada para avaliar a

correlagdo em potencial entre mutagcbes em cada gene da familia SMYD e o tempo
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de sobrevida (OS) dentro de cada tipo de tumor examinado. Essa analise abrangeu a

opg¢ao “all mutations”, que carece de especificagdo quanto aos tipos de mutagao. Esta

analise revelou que apenas mutag¢des no SMYDJ3 no carcinoma de colon e SMYDZ2 no

LUSC tiveram um impacto significativo na sobrevida, levando a um prognostico menos

favoravel em comparagcdo aos casos do tipo selvagem. Porém, mais estudos séo

necessarios para investigar sua relagdo com a progressao do cancer (Figura 11 A e

B)

Tabela 3. Frequéncia de mutacdo em cada membro da familia SMYD entre os oito

tipos de tumores.

Tumores SMYD1 SMYD2 SMYD3 SMYD4 SMYD5
CRC 1,4% 0,9% 1,0% 0,5% 2,3%
STAD 1,2% 0,9% 1,9% 0,8% 1,1%
BRCA 0,3% 0,2% 0,4% 0,4% 0,3%
PRAD 0,2% 0,1% 0,2% 0,1% 0,1%
Cancer de pulmao

LUAD 2,3% 0,8% 0,7% 0,4% 0,5%
LUSC 2,3% 0,8% 1,2% 0,8% 0,4%
Cancer uterino

UCEC 3,3% 2,1% 2,1% 2,1% 2,4%
ucs 5,1% 0,0% 0,0% 2,5% 1,3%

Legenda: Carcinoma Colorretal (CRC); Adenocarcinoma de Estdbmago (STAD);
Cancer de Mama (BRCA); Adenocarcinoma de Proéstata (PRAD); Adenocarcinoma
Pulmonar (LUAD); Carcinoma de pulméo de células escamosas (LUSC); Carcinoma

Endometrial do Corpo Uterino (UCEC); Carcinossarcoma Uterino (UCS).
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Figura 12. Analise de sobrevida global da familia SMYD em relagdo a mutagao
(Kaplan-Meier plotter). (A) Adenocarcinoma de colon; (B) Céncer de pulméo de
células escamosas. Mutagdes (vermelho) e tipo selvagem (preto). (P < 0,05 com
significancia estatistica).

4.2. Avaliagdo do numero de cépias alteradas

A alteragao do numero de cépias (CNA) refere-se a alteragdes nos numeros de
copias do DNA que ocorrem em locais especificos do genoma. Essas alteracdes
podem levar a ativagdo de oncogenes ou a supressao de genes supressores tumorais.
Compreender a funcionalidade deste mecanismo € crucial para avangar no
desenvolvimento de potenciais marcadores terapéuticos e diagnésticos (98). Os
dados obtidos do CNA para os genes da familia SMYD através do cBioPortal foram

analisados usando o algoritmo GISTIC (99).

No adenocarcinoma colorretal, a alteracdo mais frequente foi o ganho de baixo
nivel, exceto SMYD4, que exibiu frequéncia de 55,5% de perda heterozigética (Figura
12 A). No adenocarcinoma de estdmago, foram observadas amplificagbées no SMYD2
(2,2%) e SMYD3 (3,7%). No entanto, a alteracdo mais frequente observada foi o
ganho de baixo nivel em todos os genes, exceto pelo SMYD4, que apresentou uma
perda heterozigoética de 37,4%. Além disso, SMYD3 e SMYD4 exibiram uma perda
homozigdtica de 1,4% (Figura 12 B).

Em relagdo ao adenocarcinoma de préstata, o SMYDZ2 obteve uma frequéncia
de amplificagado de 1,5%, enquanto os demais genes apresentaram frequéncias de
amplificagdo inferiores a 1%. SMYD1 e SMYD5 apresentaram maior frequéncia de

perda heterozigaotica (7,6% e 10,1%, respectivamente) em comparagao com ganho de
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baixo nivel. SMYD4 exibiu o maior nivel de perda heterozigética, com 22,9%,
enquanto SMYD2 e SMYD3 apresentaram a maior frequéncia de ganho de baixo nivel
(15,2% e 11%, respectivamente) (Figura 12 C).

Na avaliagdo dos subtipos de cancer de pulméo, o carcinoma de pulmé&o de
células escamosas apresentou uma frequéncia de amplificagéo de 1,8% para SMYD2,
2,6% para SMYD3 e 2,2% para SMYDS5, enquanto os demais genes apresentaram
frequéncias inferiores a 1%. SMYD4 exibiu perda heterozigoética como alteragdo mais
frequente (60,9%), e os demais genes apresentaram predominantemente ganho de
baixo nivel, ultrapassando 40% (Figura 12 D). No adenocarcinoma pulmonar, SMYD2
e SMYD3 apresentaram frequéncias de amplificacdo de 3,4% e 2,7%,
respectivamente. A alteragdo mais comum entre os genes da familia SMYD foi o
ganho de baixo nivel, exceto pelo SMYD4, que teve uma frequéncia de perda
heterozigodtica de 47,4% (Figura 12 E).

As frequéncias de amplificagdo foram notaveis no carcinoma de mama
invasivo, com 18,6% e 19,2% para SMYD2 e SMYD3, respectivamente, enquanto o
ganho de baixo nivel permaneceu predominante, ultrapassando 40%. SMYD1 exibiu
perda heterozigoética como alteragao mais frequente (8,2%), enquanto ganho de baixo
nivel foi responsavel por 7,9% das alteracées. O SMYD5 apresentou uma distribuicdo
entre ganho de baixo nivel e perda heterozigética, com frequéncias de 8,3% e 8,4%,
respectivamente. Curiosamente, mais uma vez o SMYD4 apresentou a perda
heterozigotica como a alteragédo mais comum, atingindo 51,3% dos casos (Figura 12
F).

No carcinoma endometrial, o SMYD2, SMYD3 e SMYD4 exibiram frequéncias
de amplificacéo de 2,4%, 3,1% e 1,3%, respectivamente. Embora a alteracdo de maior
frequéncia entre os genes tenha sido o ganho de baixo nivel, 0 SMYD4 apresentou

como maior frequéncia a perda heterozigética atingindo 21,0% dos casos (Figura 12
G).

No caso do carcinossarcoma uterino, todos os genes exibiram graus variados
de amplificacao, com frequéncias de 5,4% para SMYD2, 3,6% para SMYD3, 1,8%
para SMYD4 e 3,6% para SMYDS5. Apesar dessas amplificagdes, o ganho de baixo
nivel continuou sendo a alteragdo mais comum observada entre os genes, sendo

responsavel por mais de 40% dos casos, exceto pelo SMYD4 que exibiu uma
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frequéncia de 69,9% para perda heterozigética. Além disso, um pequeno subconjunto

de pacientes (1,8%) apresentou perda homozigética para SMYD2 (Figura 12 H).

Notavelmente, o SMYD4 demonstrou um padrao de alteracédo consistente em
todos os tumores examinados, caracterizado por uma alta frequéncia de perda
heterozigotica e pela ocorréncia de delegao homozigética em alguns pacientes. Esses
achados sao consistentes com estudos anteriores que sugerem uma acado em

potencial de supressor tumoral para o SMYD4 (82,83,100).

Em seguida, foi investigado se as alteragcbes observadas no CNA se
correlacionariam com a OS. Foi encontrado associagdes significativas indicando uma
pior OS para pacientes com SMYD2 em STAD (p = 0,0375) e PRAD (p = 0,0240).
Relacdo semelhante foi encontrada para pacientes do CNA para o SMYD17 em LUSC
(p = 0,0319) e em BRCA (p = 2,241e-4) (Figura 13 A-D). Apesar do baixo numero de
pacientes na coorte de grupos alterados, esses resultados sugerem que ha uma
diferenga significativa na sobrevida global, indicando um mau prognédstico para o

grupo alterado em comparagao ao grupo inalterado.

Em relagéo a sobrevida livre de doenga (DSF), foram observadas associagdes
significativas para CNA em SMYD1 (p = 4,166e-3) e SMYD5 (p = 0,0438) em PRAD,
bem como CNA no SMYD4 (p = 2,513e-3) em STAD (Figura 14 A-C). Estes resultados
indicam que quando o numero de copias destes genes ¢é alterado, ha uma diferenga

significativa na DSF que resulta em um mau prognostico.
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Figura 13. Frequéncia de alteragdes no numero de coépias na familia SMYD. (A)
Adenocarcinoma colorretal — n = 616 para SMYD1, 2, 4 e 5; n = 1943 para SMYD3.
(B) Adenocarcinoma de estdbmago — n = 589. (C) Adenocarcinoma de prostata — n =
2.848 para SMYD 1, 2 e 5; n = 3890 para SMYD3; n = 1835 para SMYD4. (D)
Carcinoma de pulmao de células escamosas — n = 501. (E) Adenocarcinoma de
pulmado —n =1.109 para SMYD1, 2 e 4, n = 1973 para SMYD3; n = 1158 para SMYDS5.
(F) Cancer de mama invasivo — n = 3.469). (G) Carcinoma de endométrio — n = 620.
(H) Carcinossarcoma uterino — n = 56. (Amp — amplificagao de alto nivel; Gain — ganho
de baixo nivel; Hetloss — delec&o heterozigdtica; Homdel — delegcdo homozigotica).
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Figura 14. Sobrevida global da familia SMYD em relagdo ao CNA (portal cBio). (A)
Adenocarcinoma de estdbmago (Grupo alterado: 4 pacientes. Grupo inalterado: 527
pacientes). (B) Adenocarcinoma de préstata (Grupo alterado: 6 pacientes. Grupo
inalterado: 794 pacientes). (C) Carcinoma de pulmao de células escamosas (Grupo
alterado: 6 pacientes. Grupo inalterado: 489 pacientes). (D) Cancer de mama invasivo
(Grupo alterado: 11 pacientes. Grupo inalterado: 3.048). Grupo alterado (vermelho) e
grupo inalterado (azul) (P < 0,05 com significancia estatistica).
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Figura 15. Sobrevida livre de doenga da familia SMYD em relagdo ao CNA (portal
cBio). (A) Adenocarcinoma de prostata (Grupo alterado: 4 pacientes. Grupo inalterado:
693 pacientes). (B) Adenocarcinoma de préstata (Grupo alterado: 6 pacientes. Grupo
inalterado: 961 pacientes) (C) Adenocarcinoma de estdmago (Grupo alterado: 7
pacientes. Grupo inalterado: 345 pacientes). Grupo alterado (vermelho) e grupo
inalterado (azul) (P < 0,05 com significancia estatistica).

4.3. Perfil de expressdo do mRNA

A expressao do mRNA foi realizada usando a opgao em “Z-score” em relagao
aos dados de amostras diploides obtidos para cada tipo de cancer através do
cBioPortal. As analises de mapa de calor e de diagrama de caixa (boxplot, em inglés)
foram usadas para avaliar o nivel de expressao da familia SMYD. O cancer colorretal
obteve uma coorte de 382 pacientes, e 0 SMYD1 e SMYD4 exibiram niveis de baixa
expressao. Por outro lado, SMYD2, SMYD3 e SMYD5 apresentaram uma tendéncia

a alta expressao (Figura 15 A).

No adenocarcinoma de estdbmago, a expressao de SMYD1 permaneceu a nivel
basal. SMYD2, SMYD3 e SMYD5 apresentaram alta expressdo na maioria dos
pacientes. Mais uma vez, o SMYD4 apresentou uma tendencia de baixa expressao
(Figura 15 B). Ja no adenocarcinoma de prostata, o SMYD1 manteve um nivel de
expressao basal, enquanto todos os outros genes da familia SMYD foram observados

com baixa expressao na maioria das amostras avaliadas (Figura 15 C).

No carcinoma de pulmao de células escamosas, o SMYD71 e SMYD3
apresentaram um nivel de expressao basal. Ja o SMYD2 e SMYD5 apresentaram-se
com alta expressao e, mais uma vez, SMYD4 estava com baixa expressao (Figura 15
D). Em contrapartida, o adenocarcinoma de pulm&o apresentou um padrdo de
expressao distinto. Enquanto o SMYD1 exibiu um nivel basal, os genes SMYD2,
SMYD3 e SMYDS5 apresentaram niveis de alta expressdo. O SMYD4 foi encontrado,

mais uma vez, com baixa expressédo na maioria dos pacientes (Figura 15 E).

Em pacientes com cancer de mama invasivo, SMYD1, SMYD4 e SMYD5
exibiram um baixo nivel de expressdo. Notavelmente, tanto o SMYD3 quanto o
SMYD2 apresentaram-se altamente expressos (Figura 15 F).

No carcinoma endometrial, SMYD1, SMYD2 e SMYD4 apresentaram-se baixo
expressos, enquanto o SMYD3 e SMYD5 apresentaram-se alto expressos (Figura 15

G). Por fim, os dados de expressdo de mRNA sobre carcinossarcoma uterino foram
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escassos. No entanto, em uma coorte com 57 pacientes, o SMYD1, SMYD2 e SMYD3
exibiram um baixo nivel de expressao. Ja o SMYD5 exibiu alta expressao na maioria

dos pacientes. Nao havia dados disponiveis para o SMYD4 (Figura 15 H).

Em todas as coortes de tumores avaliados, o SMYD4 seguiu um padréao de
baixa expressao. Esse resultado associa-se com os achados do CNA, em que
apresentou uma alta frequéncia de perda heterozigética. O SMYD1 permaneceu com
baixo nivel de expressao, exceto em PRAD, STAD e LUAD, onde apresentou-se a
niveis basais de expressao. A baixa expressao do SMYD1 nao esta alinhada com os
achados no CNA. Além disso, a maior frequéncia de mutagdo do SMYD1 entre os

genes da familia SMYD nao se reflete ao nivel transcricional.

Por fim, para avaliar se ha uma correlagao entre a sobrevida global e o nivel de
expressdao do mRNA na familia SMYD como fator prognédstico, o banco de dados
Kaplan-Meier foi utilizado para obter as informacdes disponiveis sobre STAD, BRCA
e LUAD. Os grupos foram separados entre pacientes com alta e baixa expresséo de
cada gene em seus respectivos tumores. Foi descoberto que a alta expressao do
SMYD3 esta relacionada a uma pior sobrevida global em STAD e BRCA(p=0,01ep
= 0,02, respectivamente). Além disso, a alta expressdo de SMYDZ2 esta relacionada a
uma pior sobrevida geral entre os pacientes com LUAD (p < 0,05). Por outro lado, a
baixa expressdo de SMYD4 foi associada a uma OS reduzida em pacientes com STAD
e LUAD. (Figura 16 A-E).
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Figura 16. Expressdo de mRNA da familia SMYD em tumores sélidos. (A) Cancer
colorretal (n= 382). (B) Adenocarcinoma de estdbmago (n= 415). (C) Adenocarcinoma
de préstata (SMYD1, 4 e 5: n=498; SMYD2: n= 486; SMYD3: n=493). (D) Cancer de
pulméo de células escamosas (n= 501). (E) Adenocarcinoma de pulmao (n= 169). (F)
Cancer de mama invasivo (1100). (G) Carcinoma endometrial do corpo uterino (n=
177). (H) Carcinossarcoma uterino (n= 57). A baixa expresséao foi definida como um
valor abaixo de 50 percentil e a alta expressao foi definida como um valor acima de
50 percentil.
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Figura 17. Analise de sobrevida da familia SMYD (grafico de Kaplan-Meier). (A-B)
Adenocarcinoma de estdbmago. (C) Cancer de mama invasivo. (D-E) Adenocarcinoma
de pulmao. Alta expressao (vermelho) e baixa expressao (preto). (P < 0,05 com
significancia estatistica).
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4.3.1. Correlacao do mRNA entre os membros da familia SMYD

A analise de correlacdo de Pearson foi utilizada para analisar se existe uma
correlacdo dos niveis de expressdo do mRNA entre os cincos membros da familia
SMYD. No cancer colorretal, observou-se que ha uma correlagao positiva significativa
entre 0 SMYD2 e SMYD3 (p = 2,357e-022), bem como entre SMYD2 e SMYD5 (p =
4,055e-005). Uma correlagédo negativa foi observada entre o SMYD3 e SMYD4 (p =
0,008) e entre SMYD4 e SMYD5 (p = 3,015e-004) (Figura 17 A).

No adenocarcinoma de estdbmago, a correlagdo mostrou que embora o SMYD1
tenha permanecido a nivel basal, o SMYDZ2 (p = 9,068e-005) e o SMYD3 (p = 0,001)
estavam altamente expressos, indicando assim uma correlagdo negativa. Por outro
lado, foi observada uma correlagao positiva entre SMYD2 e SMYD3 (p = 2,087e-016),
SMYD2 e SMYD5 (1,994e-014) e SMYD3 e SMYD5 (p = 4,143e-007. (Figura 17 B).

A analise de correlagédo indicou que existe uma correlagado positiva entre o
SMYD2 e SMYD3 (p = 0,029), bem como entre SMYD3 e SMYD5 (p = 7,957e-005).
Por outro lado, foram encontradas correlagdes negativas entre SMYD2 e SMYD4 (p =
0,002), SMYD3 e SMYD4 (p = 1,761e-008) e, finalmente, entre SMYD4 e SMYD5 (p

= 1,309e-009) no adenocarcinoma de prostata (Figura 17 C).

Foram encontradas correlagdes positivas no carcinoma de pulmao de células
escamosas entre 0o SMYD2 e SMYD3 (p = 1,900e-009), SMYD3 e SMYD5 (p =0,010),
bem como entre SMYD4 e SMYDS5 (p = 0,005). Por fim, foi observada uma correlagao
negativa entre SMYD2 e SMYD4 (p = 0,007) (Figura 17 D). Ja no adenocarcinoma de
pulméo, uma correlagéo positiva foi encontrada entre SMYD2 e SMYD3 (p = 0,001).
Observou-se uma correlacdo negativa entre SMYD4 e SMYD5 (p = 4,666e-004).
(Figura 17 E).

No cancer de mama invasivo, houve uma correlacéo positiva entre o SMYD1 e
SMYD4 (p = 6,045e-005) e entre 0 SMYD2 e SMYD5 (p = 8,466e-009). Ocorreu uma
correlacédo negativa entre SMYD1 e SMYD3 (p = 0,040), SMYD3 e SMYD4 (p =
4,967e-005) e SMYD4 e SMYD5 (0,002). (Figura 17 F). Como SMYD2 e SMYD3
apresentaram a maior frequéncia de amplificacdo entre os tumores avaliados, foi feita
uma correlagao entre a coorte que continha o CNA amplificado e o mRNA com alta
expressdo. Ambos apresentaram uma correlagdo positiva significativa (p = 0,0001)
(Tabela 3).
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Tabela 4. Correlacéo entre a expressao de CNA e mRNA no cancer de mama.

Gene Pacientes (n) Pearson Valor de p
SMYD2 301 0.3398 <0.0001
SMYD3 281 0.2207 <0.0001

Foi observada uma correlagao positiva entre SMYD1 e SMYD3 (p = 3,061e-
004), bem como entre SMYD2 e SMYD3 (p = 0,009) e entre SMYD2 e SMYD4 (p =
0,002) no carcinoma endometrial (Figura 17 G). Ja para o carcinossarcoma uterino
nao houve correlagéo estatisticamente significativa na expressdo de mRNA dentro da

familia SMYD na coorte analisada (Figura 17 H).
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A CRC B STAD
SMYD1 -0.008 -0.009 0.021 -0.012 -0.191 -0.084 0.080 -0.165
SMYD2 -0.008 0.467 -0.032 0.208 -0.191 0.389 0.071 0.364
SMYD3 | -0.009 0.467 -0.136 0.058 -0.084 0.389 -0.050 0.245
SMYD4 0.021 -0.032 -0.136 -0.184 0.080 0.071 -0.050 -0.049
SMYD5 | -0.012 0.208 0.058 -0.184 -0.165 0.364 0.245 -0.049
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Figura 18. Correlagao da expressdo de mRNA da familia SMYD em tumores sélidos.
(A) Cancer colorretal (n= 382). (B) Adenocarcinoma de estdmago (n= 415). (C)
Adenocarcinoma de prostata (SMYD1, 4 e 5: n= 498; SMYD2: n= 486; SMYD3: n=
493). (D) Cancer de pulméo de células escamosas (n= 501). (E) Adenocarcinoma de
pulmao (n= 169). (F) Cancer de mama invasivo (1100). (G) Carcinoma endometrial do
corpo uterino (n=177). (H) Carcinossarcoma uterino (n= 57). O teste de correlagéo de
Pearson foi usado para comparagao do nivel de expressao entre os cinco genes em
cada tumor avaliado (p = 0,05).
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5. DISCUSSAO

Este estudo analisou as alteracbes moleculares da familia SMYD, como
mutacdo, alteracdo do numero de copias, expressdo de mRNA e o impacto
prognostico dessas alteragbes no tempo de sobrevida entre os tumores sélidos mais
incidentes. A analise in silico provou ser uma ferramenta essencial para o avango dos
estudos moleculares relacionados a carcinogénese, tendo surgido como um
instrumento indispensavel para explorar as vulnerabilidades relacionadas ao cancer,
tornando-se um auxilio essencial para o desenvolvimento e o direcionamento de
novos estudos na area. A analise das alteragbes genéticas mais predominantes nos
genes da familia SMYD revelou distingdes importantes entre cada membro, sua

relagdo com a progressao do cancer e sua utilidade como ferramentas de prognastico.

No contexto das mutagdes, a mutagdo do tipo missense surge como a mais
frequente observada nos genes SMYD. O dominio SET conservado, em particular,
abriga um total de 107 mutagdes missense ao contabilizar em todos os cinco genes
da familia SMYD. Entretanto, nenhuma dessas mutagdes demonstraram uma
predominéancia clara, o que torna dificil determinar seu possivel impacto sobre a

dindmica funcional da familia SMYD.

O SMYD1 difere de outros SMYDs por apresentar uma expressao
predominante nos tecidos cardiacos, assumindo um papel crucial no desenvolvimento
cardiaco embrionario e sua sustentagcédo durante a vida adulta (101). Foi descrito que
o SMYD1 forma um complexo com o skNAC, uma proteina presente nos tecidos
esqueléticos e cardiacos responsavel pela regeneragao dos tecidos (102). Entretanto,
a funcdo do SMYD1 durante o processo de carcinogénese precisa ser melhor
elucidada. No presente estudo, o SMYD1 foi o gene mais mutado e a expressao do
MRNA permaneceu a nivel basal nos tumores STAD, PRAD e LUAD, e mostrou uma
tendéncia a downregulagéo nos tumores CRC, LUSC, BRCA, UCEC e UCS. Esses
achados sugerem nao haver relagdo com o CNA, uma vez que o ganho de baixo nivel
foi a alteracdo mais frequente, com excec¢ao dos tumores PRAD e BRCA, nos quais o

SMYD1 apresentou uma perda heterozigotica em maior frequéncia.

Os achados para o SMYD1 em PRAD implicam que as alteragdes do CNA
poderiam servir como fator prognostico para a sobrevida livre de doenga (DFS). Zhang

et al. (2019) também observaram uma relagdo semelhante, demonstrando que a
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amplificagdo do SMYD1 estava ligada a uma diminuicdo da sobrevida livre de
progressao (PFS) (62). Embora o CNA comumente identificado no SMYD1 tenha sido
de perda heterozigbtica, seu potencial como biomarcador merece atencgao,
necessitando de mais estudos para avaliar de forma abrangente o papel do SMYD1

na carcinogénese da prostata.

Por outro lado, embora a alteragao mais frequente no CNAdo SMYD1 no BRCA
correspondesse a perda heterozig6tica, um subconjunto de onze pacientes com
amplificagdo se correlacionou com uma pior sobrevida global em comparagao com o
grupo sem alteragdes. Embora o estudo de Jianping et al. (2019) tenha sido
relacionado a expressdo de mRNA e ndo ao CNA, eles mostraram que o SMYD1
estava com baixo nivel de expressdo no cancer de mama invasivo e que o aumento
da expresséao se correlacionou com uma boa sobrevida livre da doenga (DFS) (59).
Apesar da aparente contradicdo de ambos os resultados, isso pode ser possivel
devido ao fato de que a alteracdo do CNA nem sempre leva a alteragdes no mRNA
(103). Notavelmente, o SMYD1 pode influenciar no BRCA e mais estudos séo
necessarios para determinar se o SMYD1 pode servir como um biomarcador

prognostico para o BRCA.

Na familia SMYD, o SMYD2 é um dos membros mais estudados associado ao
cancer. Ele apresentou uma baixa frequéncia de mutagao, sendo o menos mutado
entre os cinco membros (0,4%). Entretanto, com relagao ao CNA, todos os tumores
avaliados apresentaram ganho de baixo nivel como a alteragdo mais frequente.
Particularmente no BRCA, o SMYDZ2 foi amplificado em 18,6% dos casos. Nos
tumores CRC, STAD, LUAD, LUSC e BRCA, a expressao do mRNA também foi
elevada, em concordancia com os achados do CNA. No entanto, o SMYD2 mostrou-
se baixo expresso na maioria dos pacientes com PRAD, UCEC e UCS, que nao foi de

acordo com os achados do CNA.

Na analise de sobrevida, a alta expressao do SMYD2 no LUAD foi associada a
reducdo do tempo de sobrevida, correspondendo aos achados na analise de mRNA.
Estudos relacionaram a superexpressdo do SMYDZ2 ao desenvolvimento do tumor,
estando associada a proliferacdo, migracdo e invasao celular. A superexpressao
associou-se também a metastase no cancer colorretal (104,105), adenocarcinoma de
estbmago (61,106) e adenocarcinoma de pulmdo (68), e foi correlacionada a

progressao do cancer de mama e também a invaséo e metastase (66,107). Embora o
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SMYD2 tenha sido associado a progressao de tumores ginecolégicos (108), ndo ha
descricdo sobre seu envolvimento no carcinoma endometrial do corpo uterino e no

carcinossarcoma uterino.

No PRAD, o perfil de CNA do SMYD?2 exibiu uma prevaléncia notavel de ganho
de baixo nivel, mas na coorte de analise de sobrevida, o subgrupo com alteracéo de
delecdo homozigdtica exibiu uma sobrevida global (OS) inferior. Em relagdo a
sobrevida livre de progressao (PFS), Zhang et al. (2019) mostraram que a
amplificagdo do SMYD?2 estava associada a sua reducgao (62). Portanto, embora essas
duas situagdes sejam diferentes, isso sugere que o SMYD2 tem uma influéncia na
progressao da doenga e na sobrevida do paciente. Elucidar seu mecanismo durante
esse processo € importante para direcionar e aprimorar a eficacia do tratamento em

pacientes com PRAD.

No STAD, a alteragdo do SMYD2 no CNA também foi associada a um pior OS.
Entretanto, até o momento, ha apenas um estudo que avaliou a expressao do mRNA
do SMYD2 no tumor em questdo. Embora tenha sido associado a um aumento da
expressao de SMYD2 no STAD, nao houve associacdo com a OS, mas houve uma
correlagdo com outros tumores do sistema digestivo (61). No entanto, o0 SMYD2 em
geral, possui agado oncogénica e sua superexpressdo esta associada ao

desenvolvimento tumoral e pode servir como um potencial biomarcador terapéutico.

Em relacdo ao SMYD3, que também é amplamente estudado e associado ao
cancer, surgiu como o segundo gene mais mutado neste estudo, com uma taxa de
mutacao de 0,6%. Em termos de alteragbes do numero de cépias, todos os tumores
avaliados apresentaram predominantemente ganhos de baixo nivel. No entanto, a
amplificagdo do SMYD3 no cancer de mama foi notavel, representando 19,2% das
alteracdes. Os niveis de expressdo de mRNA variaram entre os diferentes tipos de
tumores: a alta expressao foi observada em CRC, STAD, LUAD, BRCA e UCEC,
enquanto o SMYD3 em PRAD e UCS mostrou uma tendéncia a baixa expressao. O
carcinoma de pulmao de células escamosas, por outro lado, manteve-se a um nivel

basal de expresséo.

A analise de sobrevida mostrou que a alta expressdo do SMYD3 em STAD e
BRCA estava correlacionada com a reduc¢ao do tempo de sobrevida. A analise de

sobrevivéncia relacionada a mutagdo mostrou que houve uma reducao no tempo de
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sobrevida em pacientes com cancer de célon quando o SMYD3 sofreu mutagao. No
entanto, o banco de dados Kapplan-meier plotter usado para essa analise nao
especifica qual tipo de mutacdo estava presente na coorte selecionada. Até o
momento, também nao ha estudos que correlacionem mutagcdes no SMYD3 com a

OS no cancer de célon.

A superexpressao do SMYD3 ja foi relacionada a varios tipos de tumores,
contribuindo com o desenvolvimento e a progressdao do cancer, regulando a
proliferacdo, apoptose, invasao celular e os processos metastaticos (71). Estudos
anteriores associaram a superexpressao de SMYD3 ao crescimento do CRC e a um
progndstico desfavoravel (72,109), a migracao celular, proliferagéo e a progressao do
ciclo celular, além de correlacionar sua alta expressdo a um pior prognostico e tempo
de sobrevida no STAD (61,110).

No LUAD, descobriu-se que o SMYDJ3 estava superexpresso e associado a
ativagdo da familia oncogénica RAS, participando da proliferagdo celular e do
crescimento do tumor (76,111). A superexpressao de SMYD3 também foi associada a
proliferacao celular no cancer de mama podendo ser vantajoso para o crescimento do

tumor, além de poder servir como um possivel biomarcador terapéutico (112,113).

Embora nao tenha sido observado a tendéncia a alta expressao do SMYD3 na
coorte do PRAD, pesquisas anteriores associaram sua alta expressao ao aumento da
proliferagdo celular e a progressao do cancer de prostata. Foi relatado que o SMYD3
esta envolvido na ativagdo dos receptores de andrégenos e pode servir como fator
prognostico (62,114,115). Portanto, sdo necessarios mais estudos para entender

melhor a fungdo do SMYD3 no processo cancerigeno do PRAD.

No presente estudo, o SMYD4 foi o terceiro gene mais mutado, sendo
responsavel por 0,5% do total de mutagcbes. Em todos os tumores avaliados,
observou-se uma alta frequéncia de perda heterozigotica, o que se alinha com os
achados do mRNA em todos os tipos de tumores analisados, os quais exibiram uma
tendéncia a baixa expressdo. Essa tendencia pode ocorrer por conta da localizagao
do SMYD4, que se encontra na regiao cromossémica 17p13.3, descrita na literatura
por sofrer perda heterozigoética em varios tipos de cancer (82,116-119).

A analise de sobrevida revelou que a baixa expressdo do SMYD4 em STAD e
LUAD associou-se a reducao do tempo de sobrevida. Curiosamente, um estudo
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conduzido por Liu et al. (2020) constatou que o SMYD4 estava superexpresso na
maioria dos pacientes com STAD, um achado que contradiz nossos resultados. Uma
possivel explicacao para esse fato se da pela capacidade do SMYD4 se ligar e elevar
a expressao de Nanog em células tronco cancerigenas (84), auxiliando a proliferacéo,
migragao e invasao celular. Portanto, € evidente que o SMYD4 desempenha um papel
no STAD, ressaltando a necessidade de mais pesquisas para entender melhor seu

mecanismo de agéo nesse tipo de tumor (120,121).

Os achados no cancer de mama foram consistentes com estudos anteriores,
do qual associavam a baixa expressdo do SMYD4 ao desenvolvimento do tumor
mamario (82,83). Em relacdo ao adenocarcinoma de prostata, um estudo conduzido
pelo Zhang et. al. (2019) mostrou que o SMYD4 estava baixo expresso quando
comparado a tecidos n&o cancerigenos, o que entrou em acordo com o achado nesse
estudo (62). A funcdo do SMYD4 no processo de carcinogénese ainda € pouco
elucidada, porém, ha grandes indicios que o mesmo possua fungdo de supressor
tumoral (82,83,100), mas pode agir também como oncogene em ceélulas tronco
cancerigenas ao se ligar a receptores Nanog quando hiperexpresso, contribuindo para

o desenvolvimento tumoral (84).

O SMYD5 foi o segundo gene mais mutado, juntamente com o SMYD3 (0,6%).
No CNA, o gene teve uma frequéncia maior de ganho de baixo nivel nos tumores
CRC, STAD, LUAD, LUSC, UCEC e UCS, enquanto o PRAD teve a perda
heterozigotica mais frequente. O BRCA ficou dividido entre ganho de baixo nivel
(8,3%) e perda heterozigdtica (8,4%). Em termos de mRNA, todos os tumores
apresentaram-se com alta expressao exceto pelo PRAD e BRCA, que tenderam a

baixa expressao.

Um estudo realizado por Kidder et al. (2017) mostrou que, no cancer de colon,
no carcinoma de pulmao de células escamosas e cancer de mama, a perda do SMYD5
levou a superexpressao de genes envolvidos em sua carcinogénese, o que designa
ao SMYD5 uma possivel fungédo de supressor tumoral (90). No entanto, esses dados

apenas corroboram os achados do cancer de mama no presente estudo.

No STAD, essa analise corroborou estudos anteriores em que a alta expressao
do SMYDS5 associou-se ao desenvolvimento do adenocarcinoma de estdbmago

(61,122). No entanto, os achados sobre a expressdo do mRNA no PRAD contradizem
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os achados de outro estudo, ressaltando a necessidade de pesquisas adicionais para
esclarecer o papel do SMYD5 nesse tipo de cancer (62). Quanto aos outros tumores,
nenhum estudo existente estabelece uma relacdo com o SMYD5. Isso destaca a
importancia de uma melhor compreensdo dos mecanismos de acao do SMYD5 no

processo carcinogénico.

Na analise de correlagdo de Pearson, alguns achados foram dignos de nota
devido a alteragdes no padrao de expressao da familia SMYD em alguns tumores. No
adenocarcinoma de prostata, apesar da baixa expressao do SMYD2-5, observou-se
uma associagao negativa entre SMYD2 e SMYD4, SMYD3 e SMYD4, e SMYD4 e
SMYD5. Isso foi possivel porque um numero significativo de pacientes apresentou
padrées de expressédo opostos. Por exemplo, alguns pacientes demonstraram altos
niveis de expressao no SMYDZ2 (19,8%), SMYD3 (19,5%), SMYD4 (27,1%) e SMYD5
(19,3%). Apesar da tendéncia a baixa expressao, esse grupo de pacientes poderiam

se beneficiar de inibidores para os genes mencionados acima (56).

Embora o SMYD2 e SMYD5 estejam predominantemente alto expressos, o
SMYD4 esteja com baixa expressdao € o SMYD3 mantenha um nivel basal no
carcinoma de células escamosas do pulméao, foi observado uma correlagao positiva
entre eles. Essa correlagéo é possivel porque alguns pacientes apresentam o0 mesmo

padrao de expressao entre esses genes, apesar da correlagao ser relativamente fraca.

Por outro lado, houve uma correlagdo significativamente positiva entre o
SMYD2 e SMYD5, que foram encontrados com alta e baixa expressdo no BRCA,
respectivamente, apesar de ser uma correlagao fraca. Isso pode ocorrer porque
alguns pacientes apresentaram padrées de expressao semelhantes. Houve uma
correlagdo negativa entre SMYD4 e SMYD5, embora ambos tenham sido encontrados
baixo expressos. Isso pode ter ocorrido porque alguns pacientes apresentaram
padrdées de expressao opostos. Vale a pena observar que o SMYD4 e SMYD5
apresentaram 10,5% e 14,9%, respectivamente, de aumento na expressao do mRNA,
0 que demonstra a importancia da estratificacdo entre os pacientes com cancer de
mama para melhor direcionamento terapéutico com base nas caracteristicas

biolégicas e moleculares de cada paciente (123).

Curiosamente, SMYD2 e SMYD3, que tiveram uma alta frequéncia de

amplificacdo de CNA, foram positivamente correlacionados com a alta expressao do
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MRNA. Isso sugere que o aumento do CNA pode levar ao aumento da expressao de
MRNA, indicando que alteragbes dessas caracteristicas podem servir como possiveis

biomarcadores para o cancer de mama.

Na UCEC, o SMYD1 e SMYD2 apresentaram-se baixo expressos, enquanto o
SMYD3 apresentou-se com aumento de sua expressao. Mesmo assim, houve uma
correlacdo positiva entre SMYD1 e SMYD3, e entre SMYD2 e SMYD3. lIsso
possivelmente ocorreu devido ao fato de que o SMYD3 esteve com baixa expressao

em 9,6% dos pacientes.

Portanto, as analises de correlagdo ressaltam um ponto importante: o papel
critico da medicina personalizada no tratamento contemporaneo do cancer (43). Isso
€ destacado pela observagao de que, mesmo que um gene exiba predominantemente
um determinado padrao de expressao, ele pode se manifestar de maneira oposta em
um subconjunto de pacientes com o mesmo tumor. Isso ressalta a complexidade da

expressao génica e a necessidade de abordagens terapéuticas individualizadas.
6. CONCLUSAO

Ao avaliar as alteragdes moleculares da familia SMYD nos tumores mais
incidentes na populagdo brasileira em busca de potenciais biomarcadores

terapéuticos e diagnésticos, pode-se concluir:

o No SMYD1, alteragdes do CNA no PRAD e BRCA associaram-se a
reducdo no tempo de sobrevida livre da doenga e na sobrevida global,
respectivamente.

o Alta expressdo do SMYD2 no LUAD levou a redugao no tempo de
sobrevida global, enquanto que alteragées no CNA associaram-se a reducao do tempo
de sobrevida global em PRAD e STAD. O SMYD2 tem agdo de oncogene e esta
envolvido em processos que influenciam o desenvolvimento tumoral.

o Alta expressao do SMYD3 teve correlagdo com a diminuigédo do tempo
de sobrevida no STAD e BRCA. O SMYD3 possui também agado de oncogene
auxiliando o desenvolvimento tumoral.

o O SMYD4 se destacou entre os demais genes por seguir um mesmo
padrdao de alteracdo no CNA, apresentando uma alta frequéncia de perda

heterozigoética, e baixa expressdao do mRNA em todos os tumores avaliados nesse
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estudo. Sua baixa expressao associou-se a redugao da sobrevida no STAD e LUAD,
indicando uma possivel agao de supressor tumoral.

o O SMYD5 obteve alteragdes no CNA associando-se a redugéo do tempo
de sobrevida livre da doenga no PRAD, sendo indicativo de mau prognostico.

o A familia SMYD, portanto, pode servir como potenciais biomarcadores
prognoésticos, sendo que o SMYD2 e SMYD3 podem atuar também como
biomarcadores terapéuticos nos tumores citados acima.

o As alteragbes nos padroes de expressao entre a familia SMYD indicados
pela analise de correlagdo de Pearson nos tumores aqui avaliados, ressaltou a
importancia do desenvolvimento e implementagao da medicina personalizada durante
o tratamento oncolégico, ao direcionar as abordagens terapéuticas de acordo com a

necessidade de cada paciente.
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CAPITULO 2
RESUMO

As leucemias sdo um conjunto de doengas de caracteristica maligna que afetam células
sanguineas, levando a alta taxa proliferativa de glébulos brancos nao funcionais impedindo o
desenvolvimento hematopoiético normal. Sao caracterizadas pelo tipo celular afetado e pelo seu grau
de maturagao, classificando-se em quatro subtipos principais: Leucemia mieloide crénica (LMC),
leucemia mieloide aguda (LMA), leucemia linfoide crénica (LLC) e leucemia linfoide aguda (LLA), sendo
essa Ultima o objeto de interesse do presente estudo. A LLA é caracterizada, de modo geral, pela alta
proliferagdo de blastos, com capacidade de invadir outras regides do corpo. Afeta em sua grande
maioria criancas de 1 a 4 anos de idade.

A familia SMYD de metiltransferases possuem até o momento poucos estudos que os
correlacionem a LLA, porém ja existe na literatura estudos que mostram o SMYD2 alterado em
amostras de criangas com LLA, sendo um possivel indicativo prognéstico. Ja o SMYDS foi encontrado
com uma alta expressdo nessas mesmas amostras e, através desse achado, o SMYD5 foi entdo
escolhido como objeto de estudos do presente trabalho. Foi proposto a avaliagdo do niumero de copias
alteradas (CNA) e dos niveis de expressdo do mRNA da familia SMYD de coortes obtidas através do
cBioPortal e BloodSpot.

Em relagdo ao CNA, houve diferengcas de alteragdes entre a familia SMYD, sendo que o
SMYD1 e SMYD5 apresentaram a perda heterozigética como a alteracdo mais frequente, enquanto
que os demais apresentaram um ganho de baixo nivel como a alteragao mais frequente. Ja em relagéao
a expressdo do mRNA, o SMYD1 e SMYD2 mostram-se com baixa expressdo enquanto o SMYD5
mostrou-se superexpresso em LLA quando comparados a amostras de medula éssea saudavel. Os

demais membros nido apresentam diferenca de expresséao estatisticamente significativas.

Portanto, apesar da pouca informagéo, a familia SMYD tem sido correlacionada ndo s6 a LLA
como também a outras malignidades sanguineas. Estudos anteriores mostraram que o SMYD5 possui
fungdo na hematopoiese e que estava alterado em LLA. Ja foi relatado também que o SMYDS5 forma
um complexo repressor com NCoR, sendo responsavel pela H4K20me3 mantendo, dessa forma, a
repressdo de genes pré-inflamatérios. Na literatura, foi descrito que sua deple¢do pode levar a

aberragdes cromossémicas.

Dessa forma, ha evidéncias que o SMYD5 tenha participacdo na leucemogénese por estar
envolvido nas fungdes citadas acima e, portanto, foi proposto avaliar com mais precisdo os efeitos
causados pelo SMYD5 ao iniciar modelos estaveis de linhagens celulares de LLA-B expressando Cas9,

para realizagdo de knockout génico por meio da técnica de CRISPR-Cas9.

Palavras-chave: Leucemias; Leucemia linfoide aguda; Familia SMYD; SMYD5; CRISPR-
Cas9.



78

ABSTRACT

Leukemias are a group of malignant diseases that affect blood cells, leading to a high
proliferation rate of non-functional white blood cells and inhibiting normal hematopoietic development.
They are characterized by the type of cell affected and its stage of maturation and are classified into
four main subtypes: chronic myeloid leukaemia (CML), acute myeloid leukaemia (AML), chronic
lymphocytic leukaemia (CLL) and acute lymphocytic leukaemia (ALL), the last of which is the subject of
this study. ALL is generally characterized by the high proliferation of blasts, with the capacity to invade

other regions of the body. It mostly affects children between the ages of 1 and 4.

The SMYD family of methyltransferases has so far had few studies correlating them with ALL,
but there are studies in the literature showing SMYD2 altered in samples from children with ALL, which
is a possible prognostic indicator. SMYD5, on the other hand, was found to be upregulated in these
same samples and, as a result of this finding, SMYD5 was chosen as the subject of this study. It was
proposed to evaluate the number of altered copies (CNA) and mRNA expression levels of the SMYD

family from cohorts obtained through cBioPortal and BloodSpot.

In relation to CNA, there were differences in alterations between the SMYD family, with SMYD1
and SMYD5 showing heterozygous loss as the most frequent alteration, while the others showed a low-
level gain as the most frequent alteration in ALL. In terms of mRNA expression, SMYD1 and SMYD2
were downregulated while SMYD5 was upregulated in ALL when compared to healthy bone marrow

samples. The other members showed no statistically significant difference in expression.

Therefore, despite the limited information, the SMYD family has been correlated not only with
ALL but also with other blood malignancies. Previous studies have shown that SMYD5 has a function in
hematopoiesis and that it was altered in ALL. It has also been reported that SMYD5 forms a repressor
complex with NCoR and is responsible for H4K20me3, thus maintaining the repression of pro-
inflammatory genes. In the literature, it has been described that its depletion can lead to chromosomal

aberrations.

Therefore, there is evidence that SMYDS5 plays a role in leukemogenesis due to its involvement
in the above-mentioned functions. It was then proposed to evaluate the effects caused by SMYD5 more
precisely by starting stable models of ALL-B cell lines expressing Cas9, in order to perform a gene
knockout using the CRISPR-Cas9 technique.

keywords: Leukemias; Acute lymphocytic leukemia; SMYD family; SMYD5; CRISPR-Cas9.
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1. INTRODUGCAO
1.1. O que é leucemia?

As leucemias sdo descritas como um grupo de doengas malignas
hematologicas de origem clonal de células-tronco hematopoiéticas (CTH),
caracterizadas pela rapida proliferacdo de glébulos brancos néo funcionais, que
ocupam espaco na medula 6ssea e impedem a produgao de globulos vermelhos,
gldbulos brancos e plaquetas normais (1,2). Essas células leucémicas podem chegar
até o sangue periférico e infiltrar outros 6rgaos, como por exemplo o figado e os
linfonodos (2). O processo de carcinogénese da CTH leva a formagé&o da célula-tronco
leucémica (CTL), que apresenta danos a sua capacidade de diferenciagéo, além de
levar ao aumento proliferativo e auto-renovacgao ilimitada, caracteristicas essas que

auxiliam na progressao da doencga, recidiva e resisténcia a drogas terapéuticas (1).

A hematopoese € controlada através dos componentes da matriz extracelular
(MEC), que formam o estroma medular e auxiliam em processos de manutencao e
liberagdo das células hematopoiéticas para o sangue periférico. Observou-se entao
que, quando ha alguma alteragdo nesse microambiente, a proliferacao descontrolada
de células neoplasicas ocorre através dessa interacdo com a MEC. A proliferacéao
celular em células neoplasicas € dependente também da produgdo autocrina de
citocinas que, por sua vez, auxiliam na sintese e no aumento de proteoglicanos na
superficie celular, fazendo com que essas células aumentem sua capacidade de
adesao a MEC (2). O microambiente exerce grande influéncia em processos como a
auto-renovagao, quiescéncia, diferenciacdo e a proliferagdo celular e, portanto,
quando desregulado, auxilia na promocédo da oncogénese. Além disso, as células
leucémicas séo capazes de alterar o microambiente do qual estdo inseridas, tornando-

0 mais permissivel para a progressao da leucemia (1).

A classificagdao das leucemias se da de acordo com o tipo celular que é
acometido pela doenga e pelo grau de maturagao dessa célula. Referente ao tipo
celular, podem ser classificadas como leucemias linfoides, que levam a transformacgao
neoplasica de células progenitoras dos linfécitos do tipo T e B, e leucemias mieloides,
que levam a transformacao de células progenitoras responsaveis pela maturacao da
linhagem mieloide, como mondcitos, mastocitos, basdfilos, neutréfilos, eosindfilos,

eritrocitos e trombdcitos (Figura 1). De acordo com o grau de maturagéo, a
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classificagao se da em leucemias agudas, que levam ao bloqueio da maturagao das
células sanguineas acompanhada do aumento proliferativo dessas células imaturas,
e leucemias crénicas, que séo caracterizadas pela transformagéao parcial de células ja

maduras seguida pela proliferagao clonal celular (1,2).
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Figura 1. Representacdo do processo hematopoiético. Figura criada pelo “National
Cancer Institute”. Terese Winslow (2007).

De acordo com a classificagdo descrita acima, as leucemias se dividem em
quatro tipos principais: leucemia mieloide crénica (LMC), leucemia mieloide aguda
(LMA), leucemia linfoide cronica (LLC) e leucemia linfoide aguda (LLA), sendo esta

ultima o objeto de estudo do presente trabalho.

A LMC ¢é caracterizada pela transformacao e crescimento anormal de células
mieloides em graus diferentes de maturacdo, sendo um subtipo raro em criancas e,
por sua natureza crénica, as células afetadas geralmente funcionam adequadamente,
0 que permite um desenvolvimento mais brando e lento da doenga quando comparado
aos tipos agudos (1,3,4). A translocagao nos cromossomos 9 e 22, conhecido por

cromossomo filadélfia (Ph), leva a fusdo génica dos genes BCR e ABL (Bcr-Abl), e
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essa alteragao associa-se a LMC. Essa fusao génica é responsavel pela ativagao das
vias de sinalizacdo MAPK, JAK/STAT, MYC, RAS e PI3K, que estdo envolvidas em
processos proliferativos, de sinalizagcado, sobrevivéncia e mecanismos de controle

celular (1).

ALMC quando nao tratada pode progredir para fase blastica, caracterizada pelo
aumento de blastos que podem ser de Ilinhagem mieloide, linfoide ou
mista/indiferenciada. Os sintomas relacionados a LMC incluem febre, fadiga e perda
de peso, e com a progressdao da doencga, os sintomas incluem dores Osseas e
sangramento. Porém, os pacientes que se encontram na fase crbénica da doenca sao

assintomaticos (3).

A LMA, por sua vez, caracteriza-se pelo descontrole no crescimento e acumulo
de mieloblastos imaturos na medula 6ssea que levam ao bloqueio da diferenciagcao
celular (1,4). E uma doenga agressiva que leva ao desenvolvimento de sintomas que
se relacionam com falhas da medula 6ssea, como febre, infecgdo, sintomas
relacionados a anemia, hematomas ou sangramentos, além da capacidade de
infiltracdo em outros 6rgaos. A LMA é rara, porém atinge o segundo lugar em termo
de mortalidade entre as leucemias e afeta majoritariamente pessoas da terceira idade,

com a média de diagnostico sendo de 68 anos (5).

Para fins progndsticos e melhor orientagcdo para escolha do tratamento,
recomenda-se uma analise cromossdmica, e o principal propdsito terapéutico € a
aquisicao da remissdo da doenca, que leva ao desaparecimento dos blastos na
medula 6ssea e, consequentemente, a normalidade da produgao de gldbulos brancos,

gldébulos vermelhos e plaquetas (4).

A LLC resulta da proliferacdo exagerada e acumulo de uma célula unica de
linfocito B madura CD5*, que esta presente no sangue, na medula éssea, linfonodos
e bacgo. Atinge pessoas na fase adulta, com média de diagndstico de 70 anos de idade,
porém ha uma variagéo na incidéncia de acordo com a etnia e sexo bioldgico (6,7). A
consequéncia clinica resultante do crescimento clonal varia, ja que alguns pacientes
vao a obito em um periodo entre dois e trés anos, e outros sobrevivem durante
décadas ap0ds o diagndstico. Essa variedade pode ocorrer tanto por fatores intrinsecos

quanto por fatores extrinsecos do qual cada paciente € exposto (7).
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Os fatores de risco relacionados a LLC ainda ndo foram identificados,
entretanto, ja foi observado uma pré-disposi¢ao genética que atinge cerca de 10% dos
pacientes diagnosticados (6). Sabe-se também que ha uma interagdo entrea LLC e 0
HIF-1a, que confere plasticidade a essas células leucémicas, além de regular o

metabolismo e o ciclo celular (1).

Ja a LLA sera melhor descrita mais adiante. De modo geral, a LLA é resultado
da proliferagdo descontrolada de célula linfoide B ou T, que prejudica a produgao

normal de globulos vermelhos, brancos e plaquetas (4).

Portanto, é fundamental a distincdo fenotipica das células leucémicas para fins

diagndsticos, progndsticos e terapéuticos.

1.2. Leucemia Linfoide Aguda de células B

A leucemia linfoide aguda é caracterizada pela alta taxa de proliferacdo de
linfécitos em estagio inicial de diferenciagéo (blastos), podendo invadir outros locais
do corpo, inclusive regides extramedular, que prejudica a formag¢ao normal de células

sanguineas (4,8).

A leucemia linfoide aguda de células B (LLA-B) afeta em sua grande maioria
criangas de 1 a 4 anos de idade, havendo uma reducgao brusca ao decorrer da infancia
em individuos com idade entre 5 e 14 anos, adolescente e jovens adultos, de 15 a 39
anos de idade, com menor incidéncia em individuos entre 25 e 45 anos de idade.
Nesse panorama, a sobrevida geral de pacientes acometidos pela LLA-B no periodo
de 5 anos chega a 90% em criangas, mas em adultos com mais de 50 anos de idade
ha uma queda para apenas 25%. Os fatores progndsticos, portanto, englobam idade,
contagem de células sanguineas, envolvimento do sistema nervoso central, etnia,

género e tipo celular acometido (8).

Em relacao a fatores de predisposicdo, mesmo com o avanco no entendimento
da patologia acerca da LLA, a maioria dos casos acontece em individuos saudaveis.
Porém, existe uma associacdo a interacbes com fatores ambientais como, por
exemplo, exposicao a pesticidas, radiagdo ionizante e infecgbes no periodo
gestacional ou durante a infancia. Ha também associacao a fatores hereditarios, que

incluem sindromes genéticas que podem aumentar a susceptibilidade ao
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desenvolvimento da LLA, como a Sindrome de Down, de Fancone e Li-Fraumeni, bem
como outras anormalidades genéticas e cromossémicas que participam e afetam
processos como a proliferagao e diferenciagdo de células precursoras de linfécitos
(8,9).

De modo geral, a LLA caracteriza-se por varios subtipos genéticos, com
diversas alteragdes moleculares que incluem alteragbes cromossdmicas como
aneuploidia e rearranjos, alteragdo no numero de cépia do DNA e mutagdo. Essas

caracteristicas impactam diretamente o progndstico e a resposta terapéutica (9).

A aneuploidia divide-se em hiperdiploidia e hipodiploidia. A hiperdiploidia € mais
comum em criangas e possui dois subtipos, sendo a alta hiperdiploidia caracterizada
pela presenga de 51 a 65 cromossomos, e a baixa hiperdiploidia que contém de 47 a
50 cromossomos. A alta hiperdiploidia em conjunto com algumas caracteristicas
clinicas, como a idade média de 4 anos e uma baixa contagem no nivel de células
brancas no momento do diagndstico, associa-se a um bom prognostico com uma taxa
de 90% de sobrevida, pelo fato de responderem bem a quimioterapia. A hipodiploidia
(abaixo de 44 cromossomos), € uma condigdo mais rara que afeta ~7% dos pacientes
com LLA, e possui um aumento em sua incidéncia com a idade. Possui como
caracteristica uma baixa contagem de células brancas no momento do diagndstico e

associa-se a um mau prognostico (9).

Ja os rearranjos cromossOmicos levam a formacdo de genes quiméricos
através de translocagdes. Entre as translocagdes, o rearranjo do KMT2A (conhecido
também por MLL), aparece em 80% dos diagnésticos de criangas com idade de 0 a 1
ano, associando-se a um mau prognostico (8). Outra alteragdo cromossOmica que é
comumente encontrada € a fusdo dos genes BCR-ABL [t (9;22) (q34;911)], conhecido
como cromossomo filadélfia (Ph+). O Ph+ aumenta com a idade sendo mais incidente
em adultos de 35 a 50 anos (20% a 30% dos casos), que leva a disfungao de varias
vias de sinalizagdo, como a auto-renovacgao, proliferacdo celular e crescimento

tumoral, que ocasiona um mau progndstico (10).

Outro rearranjo comum em pacientes adolescentes e jovens adultos ocorre no
DUX4, que vem associado a um bom prognéstico mesmo quando existe outro fator

genético de risco. Rearranjo no MYC ocorre em cerca de 4% de pacientes adultos
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com LLA-B sendo bastante raro em pacientes pediatricos, e essa caracteristica

associa-se a um mau prognostico (11).

O rearranjo ETV6::RUNX1, que é a alteragdo presente na linhagem celular
utilizada no presente estudo, € originada através da translocagao [t (12;21) (p13;922)],
também conhecido por TEL::AML1. Afeta cerca de 25% das criangas diagnosticadas
com LLA-B, sendo essa alteragdo a mais comum entre esses pacientes, e associa-se
a resultados favoraveis com o tempo de sobrevida de 5 anos chegando a 94%, e 88%
em 10 anos. Ja foi identificado a presenca de ETV6::RUNX1 no sangue do cordao
umbilical, indicando que essa doenca esteja presente durante a fase pré-natal. Essa
alteracdo por conta propria ndo leva ao desenvolvimento da leucemia, sendo entado
necessario a presenga de uma alteragcao genética secundaria em genes associados a

maturacao de células B, que levara ao processo da leucemogénese (9).
1.2.1. SMYDs e a LLA-B

A familia SMYD é composta por cinco genes (SMYD1-5) dos quais possuem
estudos que os associam a diversos tumores (12-18). Porém, estudos que
correlacionam a familia SMYD a malignidades em células sanguineas e

principalmente a LLA-B, ainda s&o escassos.

Contudo, apesar de ndo haver até o momento evidéncias da participacao do
SMYD1 na LLA, mutagbes no SMYD1 ja foram encontradas em pacientes

diagnosticados com linfoma nao-Hodgin de célula B (19).

Em relacdo ao SMYD2, foi observado que havia uma alteracdo de sua
expressdo em criangas com LLA que correlacionava-se a um mau prognostico,
indicando que o SMYD2 poderia servir como um marcador de acompanhamento e
prognostico da doenga (20). Esses resultados foram posteriormente corroborados por
Zang et.al (2020) (21). J& o SMYD3 nao possui até o momento estudos que o
correlacione com a LLA, mas sua alta expressao ja foi descrita na leucemia linfoide

cronica (22,23). SMYD4 também nao possui estudos que o relacionem a LLA.

O SMYDS5, gene de interesse do presente estudo, apresentou alta expressao
em pacientes com LLA, além de possuir fungées na hematopoiese (24,25). Apesar da
escassez de estudos que envolvem a participacdo do SMYD5 em LLA, ha informacgdes
sobre sua participagado em outros tipos de cancer (13,18,26).
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2. MATERIAIS E METODOS

2.1. Delineamento experimental

/ Leucemia linfoide aguda \

Analise in silico Analise in vitro
Expressdo do Obtencdo de
Ntmero de copias Expressio da familia _ SMYD5 em linhagens estaveis
alteradas SMYD em LLA vs MOS linhagens de LLA Cas9

e

Knockout génico

T

Sequenciamento Western Blot

Figura2: Delineamento experimental referente ao capitulo 2.

2.2. Base de dados online

Para analise de expressdo do mRNA, a plataforma online BloodSpot

(https://www.fobinf.com/) foi utilizada por conter dados sobre células hematopoiéticas

saudaveis e doentes. O estudo “Leukemia MILE” (GSE13159) foi selecionado para
comparar a expressao do SMYD5 em amostras de leucemia linfoide aguda de células
B e amostras de medula éssea saudavel (27). Para analise de significancia entre a
expressao do gene alvo nas amostras selecionadas, o teste de Mann Whitney com

valor de significancia estatistica de p < 0.05 foi utilizado.

Para analise do numero de cdpia alteradas (CNA) e correlagdo entre mRNA e
CNA, dados obtidos pelo cBioportal foram utilizados como descrito no capitulo 1. Para
analise de correlacao, os testes de Pearson e Spearman com valor de significancia

estatistica de p < 0.05 foram utilizados.

O software GraphPad prism 8.0. foi utilizado para realizar as analises

estatisticas.
2.3. Cultivo celular

As linhagens celulares de LLA-B REH, RS4;11, Nalm-6 e 697 foram cultivadas

em meio RPMI (Roswell Park Memorial Institute) 1640 (Gibco), suplementado com
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bicarbonato de sddio (Sigma), penicilina e estreptomicina a 1% (Gibco Pen-Strep) e
soro fetal bovino (SFB) a 10% (Gibco). As células foram mantidas em meio RPMI

completo a 37°C, em estufa umida com 5% CO2.
2.4. Extracdo de DNA

Para extragcao de DNA gendmico foi utilizado o protocolo alternativo de extragéao

por Proteinase K (Biolabs #P81025), realizado da seguinte forma:

Ressuspensao do pellet celular em 50ul em agua Milli-Q livre de nuclease
seguido por 10 minutos de aquecimento a 95°C. Em seguida, o produto é resfriado a
-80°C durante 20 minutos. Apdés esse periodo, o produto € descongelado a
temperatura ambiente e adicionado 30ug de Proteinase K seguido de uma incubacgao
a 56°C por 30 minutos e, logo apds, a temperatura é elevada para 95°C e a incubagéo
€ realizada por mais 10 minutos. Entédo o produto é centrifugado a 16.000g por 1
minuto seguido pela coleta do sobrenadante para obtencdo do DNA. O

armazenamento indicado é a -20°C.
2.5. Extracdo de RNA e sintese de cDNA

As extragdes de RNA das linhagens celulares foram realizadas utilizando o
reagente TRIzol® (Invitrogen) de acordo com indicado pelo fabricante. De modo geral,
a lise celular foi realizada pela adicdo de Trizol seguida pela adigdo de cloroférmio
para separacdo da fase aquosa. Depois utiliza-se isopropanol absoluto para
precipitagdo do RNA e a lavagem do pellet é realizada com etanol gelado a 75%. Por
fim, utiliza-se agua livre de RNase para ressuspender o pellet seguida pela incubagéo
a 55-60°C por 15 minutos. Armazenamento a -80°C. A integridade do RNA foi
analisada através da visualizacdo das bandas do RNA ribossomal 28S e 18S por
eletroforese em gel de agarose a 1%. Apenas as amostras de RNA que estavam

integras seguiram para a fase da sintese de cDNA.

Para sintese de cDNA, o RNA foi primeiro tratado com o kit DNase | (Sigma-
Aldrich), seguindo as instrugdes do fabricante. Para a reagao da transcri¢gao reversa
foi utilizado o kit “"High-Capacity cDNA Reverse Transcription” (AppliedBiosystems)

conforme o indicado pelo fabricante.
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2.6. PCR convencional e PCR quantitativa (QPCR)

O DNA gendmico foi utilizado a 50ng/pl para realizagdo da PCR convencional
utilizando o kit * GoTag® G2 Hot Start Taq Polymerase” seguindo as seguintes
condigdes no termociclador: 94°C a 2 minutos, 94°C por 30 segundos, 55°C por 30°C
segundos, 72°C por 30 segundos e 72°C por 5 minutos, com repeticao de 30 ciclos.
Amostras foram corridas em gel de agarose a 1% a 100 volts. A PCR convencional foi
utilizada para visualizar a presenga da Cas9 (Exxtend) e da Beta actina (Invitrogen)

na linhagem celular de escolha para o prosseguimento do estudo (Tabela 1).

Para qPCR o kit “ PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix” e o sistema StepOne
Plus ™ (Applied Biosystems) foram utilizados. O cDNA obtido das linhagens celulares
REH, RS4;11, Nalm-6 e 697 foram dispostos em triplicata em placa de 96 pogos para
avaliacao da expressao do SMYDS5 (Invitrogen) (Tabela 1), sendo 1ul de amostra para
9ul do Master Mix por poco. Testes para curvas de diluicdo com eficiéncia entre 90-
110% de acordo com MIQE (Minimum Information for Publication of Quantitative Real-
Time PCR) (28) foram realizados para cada amostra em uma razao de 2 (1:2 — 1:64).
A diluicado de melhor eficiéncia utilizada para os ensaios de expressao génica foi de
1:8.

Tabela 1: Sequéncia de primers.

Gene Sequéncia Orientagao Aplicagao
CTGCAGACAGTGAAGGTGGT Forward PCR
Cas9 TCGGCCTTGGTCAGATTGTC Reverse PCR
GGACTTCGAGCAAGAGATGG Forward PCR
Beta actina AGCACTGTGTTGGCGTACAG Reverse PCR
CCCCTTGCATCCTCTCAATA Forward gPCR
SMYD5 TCTCCGCAGAAGTTCCAGTT Reverse gPCR

2.6.1. Analise de dados da gPCR

Para a quantificagao relativa da expressdo do mRNA do SMYD5 entre as quatro
linhagens celulares, o método comparativo de quantificagao relativa (AACT) foi
utilizado. Resumidamente, a média dos valores de Cr das amostras analisadas do
gene de interesse foram normalizadas (valor de Ctde cada amostra subtraido pela
média do valor de Ct do gene enddgeno), achando o valor de ACt e em seguida, os
valores de AACt sdo calculados. Como nesse estudo foram utilizados dois genes
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endbégenos, a média geométrica dos genes TBP e B2M foram calculadas. Para
calcular a expressao génica, o AACt de cada replicata do gene alvo foi dividida pela
média geométrica dos genes endogenos. Por fim, a média e o desvio padrdo dos

valores foram calculados e organizados utilizando o GraphPad prism 8.0.
2.7. Producao de lentivirus e Transfecgao de linhagem celular

Para obtencdo de expressdo estavel da endonuclease Cas9 na linhagem
selecionada, utilizou-se o sistema de infecdo por lentivirus com plasmideos
previamente estabelecidos no CancerLab, baseando-se em protocolos também
previamente estabelecidos (29). Resumidamente, para confecgdo do lentivirus, 3

plasmideos foram utilizados:

1) um plasmideo que contenha o gene da endonuclease Cas9, que ira se

integrar no genoma do hospedeiro.

2) plasmideo pCMV Delta R8.2, responsavel por codificar todos os

componentes para o empacotamento do lentivirus;
3) plasmideo pCMV VSVG, que codifica a proteina do envelope viral.

Ha entdo a juncéo dos trés plasmideos em proporgéao equimolar ao meio Opti-
MEM (Invitrogen) e lipofectamina 2000 (Invitrogen). Apds 20 minutos de incubagao, a
mistura € adicionada a célula HEK293T e o periodo de incubacgao € de 4 a 6 horas.
ApoOs esse periodo, o meio de transfeccdo é removido e o meio DMEM completo é
adicionado a célula. O meio de cultivo é entao coletado em 24h, 48h e 72h depois e a
concentracdo do virus é realizada de acordo com o protocolo “4xLentivirus

Concentrator Solution”. Em seguida, o produto € armazenado a -80°C até o uso.
2.7.1. Transdugao lentiviral

O concentrado lentiviral é entdo adicionado a célula de interesse, em um
processo chamado de transducdo para geragao de células estaveis que expressam

cas9. Em resumo, esse processo ocorre da seguinte forma:

° Diferentes diluicdes do lentivirus sdo preparadas em meio de cultivo
completo mais polibreno (16,0ug/mL) para determinar a diluigdo de melhor eficiéncia

(ver imagem 2).
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o 1mL de cada diluigdo € adicionada em cada po¢o de uma placa de 6.
Recomenda-se deixar dois poc¢os para controle sem a presenca do lentivirus, do qual
um pogo recebera antibidtico para posterior selegao celular.

o Adicionar 300.000 células em suspensao em 1mL de meio completo em
cada pogo. Aqui, a concentragao de polibreno ficara em 8ug/mL.

o Incubar entre 48-72 horas a 37°C com CO2 a 5%.

g R

500 ul letivirus

L, Controle
1000 ul letivirus .,
(sem lentivirus)

N %

Figura 3: Representagao da configuragcao da placa no processo de transducao.

Controle
(sem lentivirus)

o Depois do periodo de incubagao, ha a troca do meio completo com a
adicdo do antibidtico adequado. Nessa etapa, o processo de selecido de células
estaveis € iniciado (imagem 3).

o Apos a etapa anterior, € necessario a observacao diaria da placa para
garantir que ha morte celular nos pogos controle. A troca do meio deve ser realizada
a cada 2-3 dias para manter a dose correta do antibidtico.

o Esse processo de sele¢cdo dura o tempo em que as células do poco
controle + antibidticos levam para morrer por completo. Aqui, a concentragao utilizada

foi de 1ug/mL de puromicina (P7255, Sigma).
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Figura 4: Representagao da configuragéo da placa no processo de selegéo de células
transduzidas.

Controle
(sem lentivirus +
antibiotico)

1000 ulL letivirus

o Houve entdo a expansdo das populagdes transduzidas e a populagao

com melhor expressao foi escolhida para separag¢ao de clones de célula unica.
2.7.2. Separagao clonal

Para obtencdo de uma populagcdo de células monoclonais, utilizou-se o
protocolo alternativo de diluicdo seriada, e a verificacdo da expressao estavel da Cas9
foi feita por PCR convencional e posteriormente confirmada por western blot. Para
isso, foi necessario a inoculacdo de 4x102 células no poco A1 de uma placa de 96
pogos, 0 que permite uma diluigdo em série primeiro na vertical seguida por outra
diluicao seriada na horizontal em proporg¢ao de 1:2. Com isso, estima-se que consiga

cerca de 10 clones por cada placa de 96 pocos (Figura 4).

Recomenda-se o uso de meio condicionado, que € o meio completo de uma
placa que esteja de 50-60% de confluéncia, que possui fatores de crescimento que
vao estimular a proliferagao das células individuais. Ao coletar esse meio, recomenda-
se que seja filtrado através de um filtro PES de 0,45 um. O meio condicionado pode

ser diluido em meio novo completo na proporcao de 1:1 a 20% de SFB.
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Figura 5. Representagcdo da configuracao da placa de 96 pogos para o método de
diluicdo de matriz seriada. Marcado em vermelho estdo os pocos que, teoricamente,
encontram-se células unicas.

2.7.3. Transfecc¢éo celular utilizando sgRNA

Para realizagdo do nocaute génico, sgRNAs (single-guide RNAs, em inglés)
foram desenhados com 0 auxilio da plataforma CHOPCHOP

(https://chopchop.cbu.uib.no/) (30), e adquiridos comercialmente. A transfecgdo dos

guias de RNA foi feita por lipofecgao diretamente nas linhagens Cas9 estaveis de
interesse, e o protocolo alternativo de diluicdo seriada para obtengao de células unicas
foi novamente realizado conforme descrito acima para obter clones monoclonais com
K.O do SMYDS5. O processo de transfecgdo de guia foi realizada de acordo com o
protocolo “Transfecgao de células Cas9-estaveis com TrueGuide™ Synthetic gRNA”
utilizando reagente de transfecgao Lipofectamine™ RNAIMAX™” (Invitrogen), com a
opgao para placa de 6 pogos. Foram confeccionadas 2 guias para o K.O génico, sendo

uma direcionada para o é€xon 1 e outra para o éxon 2 (Tabela 2; Figura 5).


https://chopchop.cbu.uib.no/
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Tabela 2. Sequéncia de sgRNA utilizadas para transfec¢gao em células Cas9 estaveis

para K.O génico.

Linhagem Guia Cadigo da Exon Fita GC%
celular guia
REH-cas9 GCTCACGAAACGGACTTCCA  SMYD5-E1 1 Negativa 55
CGG
CAGGGGCCGTTCTACGAAGA  SMYD5-E2 2 Negativa 60
TGG
SMYD5

(& 1

NM_006062.3 | -—i——m—a——i

- PTN CUT:24 E> PTN CUT:49

LEGENDA:

4m sgsmyps-e1 [l EXON
<= sgsMYDSs [] EXONCOM sgRNA

Figura 6. Representacdo do SMYD5 com as guias confeccionadas para knockout
génico direcionadas para o Exon 1 e Exon 2 na linhagem celular de leucemia linfoide
aguda.

2.8. Sequenciamento de Sanger

Para confirmar o nocaute génico, € realizada a extragcdo de DNA seguindo o
protocolo alternativo descrito acima. As amostras sao entdo diluidas a 5ng/uL para
realizacdo da PCR convencional. Os primers utilizados para amplificacédo e
sequenciamento da regido de interesse encontram-se na (tabela 3). Para algumas
amostras houve a purificacdo do gel usando o kit “GenElute gel extraction” (Sigma)
segundo as instrugbdes do fabricante. O produto amplificado é entdo enviado para

sequenciamento e o resultado € analisado através do programa Geneious Prime.
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Tabela 3: Sequencia de primers utilizados para amplificacdo e sequenciamento da
regido de interesse do SMYDS5 para confirmacdo de knockout génico. Produtos

produzidos pela Exxtend.

Sequéncia Exon Orientagao Aplicagao
AGGCACCGATGTAAAAGCAC 1 Forward PCR
CCAACCATACACACAGCCAC 1 Reverse PCR
GGTTAAGGGTCATAAGGCGG 1 Forward Sequenciamento

GAAATGCGCACGGAGACTC 1 Reverse Sequenciamento
CAGCCTGCTATAAGCCTTGG 2 Forward PCR
GCCTAAGTCCTGCTGTGCTC 2 Reverse PCR
AAGAGTGAGGCATGTGGGAG 2 Forward Sequenciamento
CACATCTGAAGAGCCTCCCA 2 Reverse Sequenciamento

2.9. Western Blot

Para realizacdo do western blot, proteinas foram extraidas das linhagens
celulares utilizando RIPA contendo inibidor de protease, e a concentracédo proteica

utilizada foi de 35ug por poco.

De modo geral, os lisados de proteinas sao aplicados em gel de poliacrilamida
(gel concentrador a 4% e separador a 10%) onde ocorre a separagao das proteinas
de acordo com seu tamanho por eletroforese em gel com voltagem fixa a 110V. Em
seqguida, foi realizada a transferéncia das proteinas do gel para membrana de PVDF
(fluoreto de polivinilideno) de 0,22 pm utilizando o método “wet” a 24V overnight. Apds
o processo de transferéncia, a membrana é bloqueada com uma solug¢ao bloqueadora
(PBS-T + leite em p6 desnatado a 5%). Em seguida, houve a incubagéo por 1 hora a
temperatura ambiente sob agitagdo com o anticorpo primario “monoclonal Anti-Flag®
M2 (Merk, F1804-200G) e “Anti-Beta actin” (Abcam, AC-15) padronizados em dilui¢ao
de 1:1.000 cada.

O passo seguinte foi a lavagem com PBS-T e incubagdo com o anti-mouse
diluido em solucao de bloqueio a 2% a temperatura ambiente por 1 hora, em diluigao
de 1:10.000 para a membrana marcada com anti-flag e 1:15.000 para membrana
marcada com anti-B-actin. A visualizagdo da membrana foi realizada com
fotodocumentador Amersham™ Imager 600 (GE life science) utilizando o “Luminata™
Forte Western HRP Substrate” (Millipore) para detecgdo em quimioluminescéncia. A

quantificacdo das imagens digitalizadas foi realizada com software ImageJ.
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3. RESULTADOS
3.1.  Avaliacdo do numero de copias alteradas e expressdo do mRNA

Os dados referentes ao numero de copias alteradas dos genes da familia
SMYD foram igualmente obtidos através do cBioPortal e analisados usando o
algoritmo GISTIC como descrito no capitulo anterior (12). A alteragdo de maior
frequéncia na LLA observada no SMYD1 e SMYDS5 foi a perda heterozigética (4,6% e
4,1%, respectivamente), enquanto que o SMYD2, SMYD3 e SMYD4 tiveram o ganho
de baixo nivel (12.3%, 10,5% e 11,9%, respectivamente) como a alteragdo mais

frequente (Figura 6, Tabela Anexo ).

Leucemia linfoide aguda

30+
m Amp

o mm Gain
N
o 204 Bl Hetloss
Q
S Homdel
o
@ 10
L

0

SMYD1SMYDESMYD3SMYD4SMYD5

Figura 7. Frequéncia de alteragdes no numero de copias na familia SMYD na
Leucemia Linfoide Aguda de células B. n = 763. (Amp — amplificagcao de alto nivel,
Gain — ganho de baixo nivel; Hetloss — delegcao heterozigoética; Homdel — delecao
homozigdtica).

Em relagdo a expressdo do mRNA, a base de dados BloodSpot foi utilizada
para analisar o nivel de expressao dos cinco membros da familia SMYD comparando-
0os com dados da expressao dos mesmos advindos de amostras de medula dssea
saudavel. Houve diferenca estatisticamente significativa nos genes SMYD1 e SMYD2
que apresentaram-se com baixa expressos quando comparados a amostras da
medula éssea saudavel (p = <0,0001) (Figura 7 A e B). O SMYDS5, por sua vez,
apresentou alta expressao quando comparado a amostras saudaveis da medula
o6ssea (p = 0,0022) (Figura 7 E). Os SMYD3 e SMYD4 nao tiveram diferenca

estatisticamente significativas (Figura 7 C e D).
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Figura 8: Expressdo do mRNA da familia SMYD em medula 6ssea saudavel e
leucemia linfoide aguda de células B. (A) SMYD1: MOS n= 131; LLA-B n= 72. (B)
SMYD2: MOS n= 167; LLA-B n= 107. (C) SMYD3: MOS n= 73; LLA-B n= 14. (D)
SMYD4: MOS n= 73; ALL-B n= 13. (E) SMYD5: MOS n= 73; LLA-B n= 13. (MOS -
Medula éssea saudavel). Teste de Mann Whitney (*p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001,

ek < 0.0001).

Com o achado de Sakamoto et.al (2014) do qual descreveu a superexpressao

do SMYD5 em LLA infantil (Figura 8), juntamente com o resultado aqui apresentado

(Figura 7), o SMYD5 foi escolhido como alvo de investigagao para realizacdo de

knockout génico e averiguagao de seu envolvimento com o crescimento e proliferagao

celular.
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A B
Gene P Fold-change 95% CI
SMYD2 0,0004283 8554 254528759
SMYDS 0,00000847 6.380 2,842 - 14,322
SETDIB 0.00122 3.132 1.478 - 6.636 g , J
SETD2 0.0191 7.240 1277 - 41,029 F o
SETD3 0.002834 5,726 1.726 - 16.127 g
SETD4 0.006323 8.5 1.757 - 41.116 filiig
SETDS 0.058 2.456 0,932 -6.473 T [ .
SETMAR 0.000000072 14.714 5.158 —41.977 S B -
Realizada comparagao de médias para amostras independentes com teste Mann-Whitney N B I

Figura 9: Resultados retirados da tese “Papel de metiltransferases de proteinas no
desenvolvimento e progndstico de leucemias linféides agudas da infancia” de Luis
Sakamoto (2014). (A) Comparagao dos niveis de expressao de metiltransferases de
lisinas em amostras de leucemias e medula 6ssea ndo-neoplasica, com destaque para
o SMYD5. (B) Comparacgao do nivel de expressao do SMYD5 em amostras de controle
nao neoplasico e amostras leucémicas.

3.1.1. Correlagéo entre CNA e mRNA do SMYD$5

Em seguida, dados obtidos através do cBioPotal foram analisados para saber
se havia correlacdo entre o CNA e a expressao do mRNA do SMYDS5, gene de
interesse do presente estudo nesse capitulo. Contudo, constatou-se que n&o ha

correlacao entre o CNA e o mRNA (Tabela 4).

Tabela 4. Correlagcédo entre CNA e expressao do mRNA do SMYD5

Gene Pacientes (n) Pearson Valor de p Spearman Valor de p
SMYD5 11 0,0364 0,915 0,000 0,0909

3.2. Nivel de expressdo do SMYD5 em linhagens celulares de LLA-B

Para analise in vitro, o SMYDS5 foi selecionado e, dessa forma, seu nivel de
expressao foi avaliado em quatro linhagens celulares de leucemia linfoide aguda do
tipo B (RS4;11, REH, Nalm-6 e 697) através de qPCR. Com isso, a linhagem celular
REH apresentou uma maior expressao do SMYD5 em relagdo as outras linhagens

celulares, sendo entao selecionada para os testes subsequentes (Figura 8).
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Figura 10. Analise de gPCR para avaliar a expressdo do SMYD5 em linhagens
celulares de leucemia linfoide aguda de células.

3.3. Selegao de clone celular com expressao estavel de Cas-9

Em seguida, a linhagem REH foi submetida a transducao lentiviral para
obtenc&o de clones de células unicas com expressao de Cas-9 estavel (Figura 9 A).
Dessa forma, sete clones foram obtidos e testados a nivel proteico. Com isso, o clone
4 foi o escolhido para o knockout do SMYD5 por apresentar uma boa expressao

proteica da Cas-9 entre os clones avaliados (Figura 9 B).

REH-Cas9 (clones1a 7)

Cas9

Clonel Clone2 Clone3 Cloned4 Clone5 Clone6 Clone?

REH-Cas9

o
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Cas9 [ - - 130 kDa

p-acn DD - - -:: 0:
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Figura 11. (A) PCR para confirmar expresséo de Cas9 e Beta actina nos clones 1 ao
7 da linhagem REH-Cas9. (B) Western Blot para avaliar nivel proteico da Cas-9 nos

clones 1 ao 7 obtidos da REH-Cas9. Grafico gerado através do ImagelJ.
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4, DISCUSSAO

Este capitulo analisou as modificagées moleculares como alteragdo do numero
de copias e a expressdo de mRNA na leucemia linfoide aguda de célula B presentes
na familia SMYD, tendo o SMYD5 como alvo principal do estudo, por meio do banco
de dados cBioportal e BloodSpot. As analises dessas alteragdes langaram luz sobre o

potencial uso desses genes como biomarcadores.

Resultados da expressao da familia SMYD em LLA-B obtidos pelo BloodSpot
mostraram que a expressao do mRNAdo SMYD1, SMYD2 e SMYD5 tiveram diferenca
significativa quando comparados a amostras advindas de medula 6ssea saudaveis
(MOS), enquanto que a expressdao do mRNA do SMYD3 e SMYD4 nao tiveram
diferenga estatisticamente significativa comparadas a MOS. Ao comparar as
alteragcdes do CNA com a expressdo do mRNA, apenas o SMYD1 entrou em
concordancia, mas isso pode acontecer pelo fato da alteracdo do CNA nao

necessariamente afetar a expressdo do mRNA (31).

O SMYD1 mostrou-se com baixa expressao na LLA-B quando comparado a
amostras de MOS, e teve como alteragdo mais frequente no CNA a perda
heterozigdtica, o que entra em concordancia. Porém, ndo ha até o momento estudos
que correlacione o SMYD1 com a LLA-B. Todavia, Peveling-Oberhag et.al (2015)
demonstrou que o SMYD1 continha mutagdes no linfoma nao-Hodking de célula B,
nao sendo possivel caracterizar se o SMYD1 agia como oncogene ou supressor
tumoral (19). Dessa forma, ha um indicio de que o SMYD1 possua algum envolvimento

em células B que merece uma melhor elucidagdo em estudos futuros.

Em relacdo ao SMYD2, o achado desse estudo apresentou uma reducao de
sua expressdo génica quando comparado a MOS, nao estando de acordo com
achados em estudos anteriores dos quais apresentaram o SMYD2 superexpresso em
LLA-B, resultando em um pior prognéstico com redugéo do tempo de sobrevida dos
pacientes (20,21). Portanto, apesar de Brown et.al (2020) também corroborar os
resultados citados acima, foi demonstrado que em camundongos o knockout do
SMYD2 em células tronco hematopoiéticas gerou alteracbes na hematopoiese pelo
fato de sua perda levar a modulagées na via WNT/ B-catenina (32). Contudo, é

inegavel a participacédo do SMYD2 em LLA-B e seu potencial como alvo terapéutico.
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A expressao do mRNA do SMYD3 e SMYD4 nao tiveram diferenca
estatisticamente significativas quando comparadas a MOS e, até o momento, ndo ha
estudos que os correlacionem com a LLA. Porém, na leucemia linfoide cronica, que &
uma malignidade que afeta células B, ha estudos que mostram que a alta expressao
do STAT3 leva ao aumento da expressao do SMYD3, promovendo a progressao da
LLC, podendo ser usado como biomarcador para progndstico de agressividade,
contribuindo com o mau prognéstico da doencga (22,23,33). Portanto, apesar de néo
haver associagao com a LLA-B, ha associag¢ao da alteracdo do SMYD3 em células B
que levam a progresséao da LLC indicando, dessa forma, que uma melhor investigagcao

sobre o SMYD3 na LLA-B pode ser promissora.

No presente estudo, o0 SMYD5 mostrou-se superexpresso, o que condiz com
os achados de Sakamoto et.al (2014) que descreveu um aumento de expressao do
SMYD5 em LLA infantii quando comparado a amostras de medula 6ssea nao
neoplasicas. Nesse caso, nao foi encontrado associacdo com o tempo de sobrevida,
porém, esse aumento de expressdo em amostras de LLA merece uma melhor
compreensao (24). Apesar da pouca informagao encontrada na literatura sobre o
SMYD5 nao s6 em relacdo a malignidades hematopoiéticas, mas no processo
carcinogénico em geral, o mesmo ja foi descrito como superexpresso no cancer

gastrico e em processos metastaticos do cancer de mama para o pulméo (34,35).

Um estudo realizado por Fuijii et.al (2016) em zebrafish mostrou que o SMYD5
possui fungdes fundamentais na hematopoiese e também na mielopoiese por interagir
com a nucleofosmina 1 (NPM1) (25,36), que por sua vez é encontrada mutada em
25%-35% dos adultos diagnosticados com LMA (37). Outro estudo revelou que o
SMYDS5 forma um complexo juntamente com NCoR (co-repressor do receptor
nuclear), responsavel pela marca da trimetilagédo na lisina 20 da histona 4 (H4K20me3)
na regiao promotora de um grupo de genes responsaveis pela resposta pro-
inflamatdria, mantendo-os reprimidos por restringir o receptor toll-like 4 (TLR-4) (38).
Portanto, uma redugao da expressdo do SMYD5 podera desencadear uma ativagao
constante de genes inflamatérios que podem contribuir com o processo da

carcinogénese, ja que o processo inflamatério € um dos hallmarks do cancer (39).

Em relagéo a LLA, foi sugerido por Guidez et.al (2000) que o NCoR possui uma
funcdo repressora no transcrito da proteina TEL (conhecida por ETV6), e

provavelmente na oncoproteina de fusdo TEL-AML1 (40). E possivel especular que o
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SMYD5 participe da repressdo da TEL ao formar um complexo com o NCoR.
Entretanto, uma investigagcdo mais aprofundada se faz necessaria para uma
compreensao mais completa de seu papel no rearranjo TEL-AML1, que é a alteragéo
mais comum em criangas com LLA-B. (9). Ja a baixa expressao do TLR4 também foi
descrita em PBMC de criangas com LLA-B quando comparado ao controle, que
sugere uma possivel explicagao para redugao da resposta imune antitumoral na LLA
(41).

Durante o processo de diferenciacdo de células tronco embrionarias, a
deplecdo do SMYDS5 ocasiona aberragdes cromossémicas, caracteristica comum em
leucemias, e a transformacédo celular (9,42). Esse processo pode levar ao
desenvolvimento de células cancerigenas por apresentar redugcdo das marcas
epigenéticas H4K20me3 e H3K9me3, marcas essas que sao relacionadas a diversos
tipos tumorais (42). A H4K20me3 € uma marca envolvida com a formagao da
heterocromatina que consequentemente regula e reprime a transcrigdo, sendo comum
em ocorréncias oncoldgicas que reduz de acordo com a agressividade tumoral. Ja a
H3K9me3 auxilia na estabilidade gendémica e sua perda relaciona-se a células
cancerigenas (42—44). Portanto, nesta etapa de diferenciagcdo embrionaria, é possivel
que o SMYD5 tenha papel importante ao evitar a redu¢cao da H4K20me3 e H3K9me3,
aberragées cromossdmicas e a transformagdo de células cancerigenas. Porém, a
expressao constitutiva desregulado do SMYD5 pode manter também a repressao de
genes pro-inflamatérios impedindo a ligacdo do TLR4 e afetar, dessa forma, a resposta
imunoldgica contra células cancerigenas. Essa dualidade de possiveis mecanismos
de acdo no processo da tumorigénese salienta a necessidade de futuras investigagdes
sobre o envolvimento do SMYD5 nessas duas vias apresentadas, e enfatiza a
importancia da sua desregulagéo no contexto da leucemia linfoide aguda de células
B.

Dessa forma, através dos resultados prévios encontrados nesse estudo,
juntamente com os achados sobre o SMYD5 na hematopoiese e oncogénese
discutidos acima, um modelo celular de LLA-B que expressa a proteina Cas-9 de
forma estavel foi construido afim de averiguar, em estudos futuros, a fungcdo do
SMYD5 nos processos de proliferagao, viabilidade e crescimento celular através do
seu knockout utilizando a tecnologia de Crispr-Cas9.
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5. CONCLUSAO

Ao avaliar as alteragdes presentes na familia SMYD de metiltransferases, com
foco maior no SMYDS5, para uma melhor compreenséo do envolvimento desses genes
na LLA-B afim de determinar potenciais alvos moleculares mais eficazes para o

monitoramento e tratamento da LLA-B, foi determinado:

o SMYD1 e SMYD?2 tiveram baixa expressdo em pacientes com LLA-B.

o O SMYDS5, por sua vez, apresentou-se com a expressao elevada em
amostras de LLA-B.

o Os SMYD1, SMYD2 e SMYD5 podem servir como potenciais

biomarcadores moleculares para pacientes com LLA-B.

6. PERSPECTIVAS

Os resultados obtidos neste trabalho e os dados disponiveis na literatura
evidenciam a importancia de analise mais aprofundada do papel do SMYDS5 na
leucemogénese de LLA. As ferramentas que construimos para o knockout do SMYD5
em linhagens celulares de LLA-B via CRISR/Cas9, permitirao a realizacdo de estudos
futuros para elucidar os efeitos do SMYDS5 no crescimento, proliferagcao e viabilidade
celular. Assim como permitirdo explorar a interagcdo do SMYD5 com genes pré-

inflamatdrios e sua relagdo com o desenvolvimento e progressédo da LLA-B.
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8. ANEXO |

Tabela Anexo I: Frequéncia total do numero de copias alteradas referentes a

Leucemia Linfoide Aguda.

Gene Amplificagao Ganho de baixo Perda Perda
nivel heterozigética homozigotica
SMYD1 0,0% 0,5% 4,6% 1,7%
SMYD2 0,5% 12,3% 1,7% 0,3%
SMYD3 0,8% 10,5% 3,1% 0,9%
SMYD4 0,4% 11,9% 6,7% 0,9%

SMYD5 0,1% 0,5% 4,1% 0,8%




ﬁr International Journal of
Molecular Sciences

Article

Genetic Alterations of SMYD4 in Solid Tumors Using Integrative
Multi-Platform Analysis

Brunna Leticia Olivera Santana, Mariana Braccialli de Loyola

and Fabio Pittella-Silva *

check for
updates

Citation: Olivera Santana, B.L.; de
Loyola, M.B.; Gualberto, A.C.M.;
Pittella-Silva, F. Genetic Alterations of
SMYD#4 in Solid Tumors Using
Integrative Multi-Platform Analysis.
Int. J. Mol. Sci. 2024, 25, 6097.
https://doi.org/10.3390/
ijms25116097

Academic Editor: Saverio Candido

Received: 30 April 2024
Revised: 21 May 2024

Accepted: 22 May 2024
Published: 31 May 2024

Copyright: © 2024 by the authors.
Licensee MDPI, Basel, Switzerland.
This article is an open access article
distributed under the terms and
conditions of the Creative Commons
Attribution (CC BY) license (https://
creativecommons.org/licenses /by /
4.0/).

, Ana Cristina Moura Gualberto

Laboratory of Molecular Pathology of Cancer, Faculty of Healthy Sciences, University of Brasilia, Federal District,
Brasilia 70910-900, Brazil; brunna.los@hotmail.com (B.L.O.S.); marianabraccialli@outlook.com (M.B.d.L.);
ana.gualberto@unb.br (A.C.M.G.)

* Correspondence: pittella@unb.br

Abstract: SMYD4 is a member of the SMYD family that has lysine methyltransferase function. Little is
known about the roles of SMYD4 in cancer. The aim of this study is to investigate genetic alterations
in the SMYD4 gene across the most prevalent solid tumors and determine its potential as a biomarker.
We performed an integrative multi-platform analysis of the most common mutations, copy number
alterations (CNAs), and mRNA expression levels of the SMYD family genes using cohorts available
at the Cancer Genome Atlas (TCGA), cBioPortal, and the Catalogue of Somatic Mutations in Cancer
(COSMIC). SMYD genes displayed a lower frequency of mutations across the studied tumors, with
none of the SMYD4 mutations detected demonstrating sufficient discriminatory power to serve as a
biomarker. In terms of CNAs, SMYD4 consistently exhibited heterozygous loss and downregulation
across all tumors evaluated. Moreover, SMYD4 showed low expression in tumor samples compared
to normal samples, except for stomach adenocarcinoma. SMYD4 demonstrated a frequent negative
correlation with other members of the SMYD family and a positive correlation between CNAs and
mRNA expression. Additionally, patients with low SMYD4 expression in STAD and LUAD tumors
exhibited significantly poorer overall survival. SMYD4 demonstrated its role as a tumor suppressor
in the majority of tumors evaluated. The consistent downregulation of SMYD4, coupled with its
association with cancer progression, underscores its potential usefulness as a biomarker.

Keywords: SMYD family; SMYD4; solid tumors; in silico analysis; protein methyltransferase; epigenetics

1. Introduction

Protein methyltransferases (PMTs) are a class of epigenetic modifiers essential for
regulating a wide range of biological processes. Their misregulation can contribute to the
development of various physiopathological conditions, including cancers. PMTs participate
in crucial epigenetic processes by catalyzing the transfer of methyl groups to lysine or
arginine residues. Molecular alterations in PMTs due to copy number alterations (CNA) or
aberrant mRNA expression can lead to a series of dysfunctional events affecting several
physiological conditions. The dysregulation of methylation processes has been linked to
various pathological conditions, including cancer development, progression, and increased
tumor aggressiveness, as well as metastatic events [1,2].

The SMYD (SET and MYND domain-containing proteins) family is a subgroup of
protein methyltransferases that consists of five members (SMYD1-5). These proteins contain
the SET domain, responsible for lysine methylation. The SET domain is divided into two
segments by the MYND domain (Myeloid, Nervy, and DEAF-1), which is a unique charac-
teristic of the SMYD family that facilitates protein-protein interactions [3]. While SMYD4
has been less studied in carcinogenesis compared to other members of the SMYD family, it
has been identified as a potential tumor suppressor due to its observed downregulation in
breast cancer [4-6]. High expression of SMYD4 has been implicated in the signaling path-
ways of cancer stem cells (CSCs), contributing to tumor cell transformation [7]. However, a
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comprehensive understanding of the molecular alterations in SMYD4 within the context of
a specific cancer remains largely unexplored.

According to the World Health Organization, the four most prevalent tumors among
males in 2022, excluding non-melanoma skin cancer, were lung cancer (15.3%), prostate
cancer (14.2%), colorectal cancer (10.4%), and stomach cancer (6.1%). In females, the leading
types were breast cancer (23.8%), lung cancer (9.4%), colorectal cancer (8.9%), and cervix
cancer (6.8%) [8]. Despite the heterogeneity of these cancer types, classical molecular
signatures, such as mutations or alterations in key cell cycle regulators, like TP53, are often
described [9]. Whether these cancer types also share common alterations in epigenetic
genes is still unknown.

In this study, we conducted an integrative multi-platform analysis using publicly
available databases to investigate the prevalent molecular alterations in the genes of the
SMYD family, specifically in SMYD4, across eight of the most common tumor types. We
analyzed data from breast invasive carcinoma (BRCA), prostate adenocarcinoma (PRAD),
colorectal carcinoma (CRC), and stomach adenocarcinoma (STAD), as well as the most com-
mon subtypes of lung cancer, namely lung adenocarcinoma (LUAD) and lung squamous
cell carcinoma (LUSC). Additionally, we examined uterine corpus endometrial carcinoma
(UCEC) and uterine carcinosarcoma (UCS) cohorts from the Cancer Genome Atlas (TCGA)
and cBioPortal. We aimed to uncover the potential prognostic values associated with
these alterations.

2. Results
2.1. Mutation Profile of SMYD Genes

We initially analyzed mutations in each SMYD family gene across the eight tumor
types under examination. We used cohorts available at the cBio Cancer Genomics portal
as well as at the Catalogue of Somatic Mutations in Cancer (COSMIC). The mutations
in SMYD genes were examined in a total of 9696 patients encompassing all cancer types
included in the analysis. Missense mutations were individually analyzed, as they were the
most prevalent among the identified mutations, while other non-missense mutation types,
such as frameshift, insertions, or deletions, were grouped and analyzed collectively. A total
of 240 missense and 64 non-missense mutations were identified across the SMYD genes.
The majority of missense mutations were located in non-conserved regions (129), followed
by the SET domain (107) and the MYND domain (4). Specifically, SMYD4 exhibited a total
of 50 mutations, with 32 located in non-conserved regions, 17 in the SET domain and 1 in
the MYND domain (Figure 1).
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Figure 1. Total somatic mutations separated by conserved domains and non-conserved regions.
Missense mutations in the SET domain are represented in dark green, and other mutations are noted
in light green. Missense mutations in the MYND domain are represented in red, and other mutations
are noted in yellow. Missense mutations in non-specific regions are represented in dark blue, and
other mutations are noted in light blue.
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It was observed that the mutation frequencies within the SMYD family were rela-
tively low, with certain genes exhibiting mutation frequencies higher than 2%. Specifically,
SMYD5 exhibited a mutation frequency of 2.3% in colorectal cancer, while SMYD1 demon-
strated a mutation frequency of 2.3% in both lung adenocarcinoma and lung squamous
cell carcinoma. In endometrial carcinoma, the mutation frequencies were 3.3% for SMYDI,
2.1% for SMYD?2, 2.1% for SMYD3, 2.1% for SMYD4, and 2.4% for SMYD5. Moreover,
in uterine carcinosarcoma, the mutation frequencies were 5.1% for SMYD1 and 2.5% for
SMYD4 (Table 1). These findings indicate that uterine tumors exhibited the highest mu-
tation frequencies among the SMYD genes within the tumors evaluated, with particular
emphasis on the mutation frequency of SMYD]1 in uterine carcinosarcoma.

Table 1. Mutation frequency in each SMYD family member among the eight tumor types.

Tumor SMYD1 SMYD?2 SMYD3 SMYD4 SMYD5
CRC 1.4% 0.9% 1.0% 0.5% 2.3%
STAD 1.2% 0.9% 1.9% 0,8% 1.1%
BRCA 0.3% 0.2% 0.4% 0.4% 0.3%
PRAD 0.2% 0.1% 0.2% 0.1% 0.1%
Lung Cancer

LUAD 2.3% 0.8% 0.7% 0.4% 0.5%
LUSC 2.3% 0.8% 1.2% 0.8% 0.4%
Uterine

Cancer

UCEC 3.3% 2.1% 2.1% 2.1% 2.4%
ucs 5.1% 0.0% 0.0% 2.5% 1.3%

However, no specific mutations across the SMYD genes were found to be frequently
recurrent among patients with the same tumor type or within different tumors.

2.2. Copy Number Alterations in the SMYD Family Genes

Copy number alteration (CNA) refers to changes in DNA copy numbers occurring at
specific locations in the genome. These alterations can lead to the activation of oncogenes
or the suppression of tumor suppressor genes. Understanding the functionality of this
mechanism is crucial for advancing the development of potential therapeutic and diagnostic
markers [10]. We obtained CNA data for the SMYD genes through cBioPortal and analyzed
these data using the GISTIC algorithm across all evaluated tumors [11].

SMYD4 exhibited a uniform alteration pattern, marked by a high incidence of het-
erozygous loss across all examined tumor types. These included colorectal adenocarcinoma
(55.5%), stomach adenocarcinoma (37.4%), prostate adenocarcinoma (22.9%), lung squa-
mous cell carcinoma (60.9%), lung adenocarcinoma (47.4%), breast carcinoma (51.3%),
endometrial carcinoma (21%), and uterine carcinosarcoma (69.6%) (Figure 2A-H). Im-
portantly, six out of eight tumors had heterozygous loss as the predominant CNA with
a frequency of more than 30%. No other gene in the SMYD family exhibited a similar,
consistently high level of heterozygous loss across the different tumor types.

In the case of SMYD]1, the majority of alterations were observed as low-level gains
in colorectal adenocarcinoma (18.5%), stomach adenocarcinoma (16.1%), lung squamous
cell carcinoma (43.1%), lung adenocarcinoma (20%), endometrial carcinoma (17.1%), and
uterine carcinosarcoma (46.4%). Prostate adenocarcinoma (7.6%) and breast carcinoma
(8.2%) exhibited heterozygous loss as the most frequent alteration, although low-level gains
exhibited frequencies of 6.2% and 7.9%, respectively (Figure 2A-H).

In all the tumors evaluated, low-level gains emerged as the most common alteration
observed in SMYD2 and SMYD3. Notably, in the case of breast carcinoma, the frequency of
high-level amplification accounted for 18.6% and 19.2% of the alterations in SMYD?2 and
SMYD3, respectively (Figure 2A-H). Finally, low-level gain was the most frequent alter-
ation in SMYD?5 in colorectal adenocarcinoma (19.5%), stomach adenocarcinoma (19.2%),



Int. J. Mol. Sci. 2024, 25, 6097

4of 14

squamous cell lung cancer (46.3%), lung adenocarcinoma (18.7%), endometrial carcinoma
(18.2%), and uterine carcinosarcoma (44.6%) tumors. Prostate adenocarcinoma (10.1%) was
characterized by heterozygous loss. Breast carcinoma had similar distributions of low-level
gain and heterozygous loss, with frequencies of 8.3% and 8.4%, respectively (Figure 2A-H).
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Figure 2. Frequency of copy number alterations in SMYD family genes. (A) Colorectal adenocarci-
noma: n = 616 for SMYDI, 2, 4, and 5; n = 1943 for SMYD3. (B) Stomach adenocarcinoma: n = 589.
(C) Prostate adenocarcinoma: n = 2848 for SMYD1, 2, and 5; n = 3890 for SMYD3; n = 1835 for SMYD4.
(D) Lung squamous cell carcinoma: n = 501. (E) Lung adenocarcinoma: n = 1109 for SMYD]1, 2, and
4; n = 1973 for SMYD3; n = 1158 for SMYD5. (F) Invasive breast cancer: n = 3469. (G) Endometrial
cancer: n = 620. (H) Uterine carcinosarcoma: n = 56. (Amp—high level amplification; Gain—low-level
gain; Hetloss—heterozygous deletion; Homdel-—homozygous deletion).

2.3. mRNA Expression Profile

mRNA expression was assessed using Z-scores relative to diploid sample data obtained
for each cancer type from cBioPortal. Heatmaps and boxplots were used to assess the ex-
pression levels of the SMYD genes in all eight cancer types. In line with previous results
observed for CNA, SMYD4 also exhibited a uniform expression pattern in all tumors evalu-
ated. In all tumors cohorts, SMYD4 followed a pattern of downregulation (Figure 3A-H).
This result corroborates the CNA findings, which indicated a high frequency of heterozygous
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loss (Figure 2A-H). These observations are consistent with previous studies suggesting a
potential tumor suppressor function for SMYD4 [4-6]. Among other SMYD family genes,
SMYD4 was the only one with such a consistent downregulation pattern across the different
tumor types.

CRC

S &S
S & & & O

STAD

ILE;;

S & &S
S & & &

15 15

(Z-score)

=)
°

ion

)

mRNA expression (Z-score)
o @

mRNA expressi
°

5 5

SMYD1 SMYD2 SMYD3 SMYD4 SMYD5 SMYD1 SMYD2 SMYD3 SMYD4 SMYD5
c

LuUsc

N
5

o

S

=)
=3

mRNA expression (Z-score)
s &
S S S Sy S S

w o o
a
S

mRNA expression (Z-score)
°

n o o

n

I —
—
=
H—

N v 'l > »
S ¢ & TE
"9* ‘9@ ‘9“ @*

S,

SMYD1 SMYD2 SMYD3 SMYD4 SMYD5 SMYD1 SMYD2 SMYD3 SMYD4 SMYD5

0
E

LUAD BRCA

N A O ®

mRNA expression (Z-score)
o

AN
mRNA expression (Z-score)
*

T
S &S

S N M O
9 9 ) L) L)

S & & &
SMYD1 SMYD2 SMYD3 SMYD4 SMYD5 SMYD1 SMYD2 SMYD3 SMYD4 SMYDS
G

UCEC ucs

N
°

150
100

{1

S &S
S & & & &

SMYD1 SMYD2 SMYD3 SMYD4 SMYD5 SMYD1 SMYD2 SMYD3 SMYD5

@

°

mRNA expression (Z-score)
mRNA expression (Z-score)

Figure 3. mRNA expression of SMYD family genes in solid tumors. (A) Colorectal cancer (n = 382).
(B) Stomach adenocarcinoma (n = 415). (C) Prostate adenocarcinoma (SMYD]1, 4, and 5: n = 498;
SMYD2: n = 486; SMYD3: n = 493). (D) Lung squamous cell cancer (n = 501). (E) Lung adeno-
carcinoma (n = 169). (F) Invasive breast cancer (1100). (G) Uterine corpus endometrial carcinoma
(n =177). (H) Uterine carcinosarcoma (n = 57). Low expression was defined as a value below the 50th
percentile, and high expression was defined as a value above the 50th percentile. SMYD4 expression
data for UCS were not available.

SMYD1 was downregulated in CRC, BRCA, UCEC, and UCS tumors, while its expres-
sion was upregulated in STAD, PRAD, LUSC, and LUAD. A similar variation in mRNA
expression levels was observed for SMYD2. While its expression was increased in the
majority of CRC, STAD, LUSC, LUAD, and BRCA tumors, it was downregulated in patients
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with PRAD, UCEC and UCS tumors. SMYD3 showed upregulated expression levels in
CRC, STAD, LUAD, BRCA, and UCEC, while it was downregulated in the majority of
PRAD and UCS patients. SMYD3 remained at basal levels in LUSC (Figure 3A-H). SMYD5
was upregulated in the majority of CRC, STAD, LUSC, LUAD, UCEC, and UCS tumors. In
contrast, it was downregulated in PRAD and BRCA patients (Figure 3A-H).

With the exception of SMYD4, which exhibited a consistent downregulated pattern, all
the other members of the SMYD family showed a distinct pattern of expression depending
on the tumor.

2.4. Correlation Analysis of SMYD4 Expression with Other SMYD Genes

The correlation of SMYD4 expression with other SMYD family genes was assessed us-
ing Pearson correlation analysis. The analysis revealed weak negative correlations between
SMYD4 and SMYD3 (r = —0.136, p = 0.008) and between SMYD4 and SMYD5 (r = —0.184,
p =3.015 x 107*) in CRC (Figure 4A). In STAD, there was no significant correlation be-
tween SMYD4 and the other SMYDs (Figure 4B). In PRAD, Pearson’s correlation also
showed poor negative correlations between SMYD4 and SMYD?2 (r = —0.141, p = 0.002),
SMYD4 and SMYD3 (r = —0.249, p = 1.761 x 10~%), and SMYD4 and SMYD5 (r = —0.268,
p=1.309 x 10~°) (Figure 4C).

In LUSC, a slightly positive correlation was observed between SMYD4 and SMYD5
(r=0.125, p = 0.005). A poor negative correlation was observed between SMYD2 and
SMYD4 (r = —0.121, p = 0.007) (Figure 4D). In LUAD, a weak negative correlation was also
observed between SMYD4 and SMYD5 (r = —0.266, p = 4.666 x 10~%) (Figure 4E).

There was also a minimal positive correlation between SMYD1 and SMYD4 (r = 0.074,
p =6.045 x 107?) and a low negative correlation between SMYD3 and SMYD4 (r = —0.058,
p = 4967 x 107°) and between SMYD4 and SMYD5 (r= —0.114, p = 0.002) in BRCA
(Figure 4F). In UCEC, a poor positive correlation was observed between SMYD2 and
SMYD4 (r = —0.056, p = 0.002) (Figure 4G). In UCS, there was no significant correlation
between SMYD4 and the other members of the SMYD family (Figure 4H).

2.5. Comparison of SMYD4 Expression between Normal Samples and Tumor Samples at Different
Tumor Stages

SMYD4 exhibited a negative regulation pattern based on mRNA analysis in all the
evaluated tumors. To assess the expression of SMYD4 in normal samples and tumor
samples at different disease stages, we profiled its mRNA expression using the UALCAN
database. In this analysis, colon and rectal tumors were evaluated separately, and it was
observed that SMYD4 expression in colon adenocarcinoma was significantly lower in stage
2,3, and 4 tumors (p = 1.04 x 1073, 5.55 x 1073, and 1.21 x 1072, respectively) when
compared to normal samples. In rectal adenocarcinoma, significantly low expression of
SMYD4 was only observed in stage 2 tumor samples (p = 1.86 x 10~2) when compared to
normal sample (Figure 5A,B).

The expression of SMYD4 in STAD was noteworthy for the fact that it differed from
the other tumors in that its expression was significantly higher in stages 2, 3, and 4 when
compared to the normal sample (p = 3.83 x 103,2.28 x 1075,and 3.37 x 1072, respectively).
Stage 3 had a statistically significant higher expression of SMYD4 when compared to stage
1 (p =1.94 x 102) (Figure 5C). In LUSC, SMYD4 expression was significantly lower in
stage 4 compared to normal samples (p = 1.55 x 10~3) (Figure 5D). In LUAD, patients
with stage 1, 2, and 3 tumors presented low expression when compared to normal samples
(p=119 x 1076, p =7.68 x 1078, and p = 3.51 x 107, respectively) (Figure 5E). In BRCA,
SMYD4 expression was also significantly lower in all tumor stages in comparison with
normal samples (p <1 X 1012, p =111 x 10-16, p<1lx 10712, and p =1.96 x 1012
for stages 1, 2, 3, and 4, respectively) (Figure 5F). In UCEC, low expression of SMYD4
was observed in stages 1, 2, 3, and 4 (p = 3.26 X 101,771 x 10719, 1.30 x 1072, and
7.80 x 1074, respectively) when comparing them with normal samples (Figure 5G).
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Figure 4. Correlation of mRNA expression of SMYD family genes in solid tumors. (A) Colorectal
cancer (n = 382). (B) Stomach adenocarcinoma (n = 415). (C) Prostate adenocarcinoma (SMYD]1,
4, and 5: n = 498; SMYD2: n = 486; SMYD3: n = 493). (D) Lung squamous cell cancer (n = 501).
(E) Lung adenocarcinoma (n = 169). (F) Invasive breast cancer (1100). (G) Uterine corpus endometrial
carcinoma (n = 177). (H) Uterine carcinosarcoma (n = 57). Pearson correlation test was used for
comparison of expression levels among the five genes in each tumor evaluated (p = 0.05). Red
represents a negative correlation (r values close to —1). Blue represents a positive correlation (r values
close to +1). White represents independent variables with values close to 0.
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Figure 5. SMYD4 expression between normal and tumor stages samples. (A) Colon adenocarcinoma
(COAD). (B) Rectum adenocarcinoma (READ). (C) Stomach adenocarcinoma (STAD). (D) Lung squa-
mous cell carcinoma (LUSC). (E) Lung adenocarcinoma (LUAD). (F) Invasive breast cancer (BRCA).
(G) Uterine corpus endometrial carcinoma (UCEC). No data were available for normal samples
comparison to UCS. (* p < 0.05; ** p < 0.01; *** p < 0.001; *** p < 0.0001 with statistical significance).

2.6. Correlation Analyses between SMYD4 CNAs and mRNA Expression

A correlation analysis was conducted to ascertain the relationship between SMYD4
copy number alterations (CNAs) and mRNA expression across various tumor types. These
included colorectal cancer (CRC), gastric adenocarcinoma (STAD), lung squamous cell
carcinoma (LUSC), breast invasive carcinoma (BRCA), and uterine corpus endometrial
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carcinoma (UCEC). We found a statistically significant positive correlation for all tumors
evaluated in this study, indicating that CNAs influenced mRNA expression in these tumors.
Specifically, CRC, STAD, LUSC, and BRCA had a Pearson correlation coefficient greater than
0.500. LUSC and UCEC had Spearman correlation coefficient greater than 0.500 (Table 2).

Table 2. Correlation analyses of SMYD4 mRNA and CNA.

Tumors Pearson p Value Spearman p Value Patients (n)
CRC 0.568 <0.0001 0.337 <0.0001 255
STAD 0.593 <0.0001 0.465 <0.0001 190
PRAD 0.468 <0.0001 0.296 0.0015 98
LUSC 0.615 <0.0001 0.500 <0.0001 362
LUAD 0.488 <0.0001 0.354 0.0003 89
BRCA 0.532 <0.0001 0.472 <0.0001 695
UCEC 0.483 <0.0001 0.538 <0.0001 74

2.7. Overall Patient Survival Based on SMYD4 Expression

To assess whether there is a correlation between the overall survival (OS) of patients
and the expression level of SMYD4, we analyzed its mRNA expression using both RNA-Seq
data and microarray data (Affymetrix ID 229175_at) available from the Kaplan-Meier plot-
ter database. For each cancer type evaluated, we dichotomized patients based on SMYD4
expression into two groups with high or low expression as previously described [12]. We
found that low expression of SMYD4 was significantly linked to a reduced OS in LUAD
patients. In a cohort of 504 LUAD patients, those with lower expression of SMYD4 had a
median overall survival of 45.2 months compared with an overall survival of 59.2 months
of patients with higher expression (HR = 0.72, 95% CI = 0.53-0.97; p = 0.032) (Figure 6A).
This difference became even more pronounced in a separate cohort of 1411 LUAD pa-
tients, where SMYD4 expression was analyzed using microarrays. Patients exhibiting
lower SMYD4 expression had a median overall survival of 47 months. In contrast, patients
with higher SMYD4 expression demonstrated a median overall survival of 88.7 months
(HR =0.64, 95% CI = 0.56-0.75; p = 7.2 X 1079) (Figure 6A). Similarly, in a cohort of 371
STAD patients, those with higher expression had a median overall survival of 46.9 months,
whereas those with lower SMYD4 expression had a median overall survival of 21.1 months
(HR = 0.66, 95% CI = 0.47-0.91; p = 0.011) (Figure 6B).

When we analyzed available cohorts of BRCA patients, although SMYD4 expression
did not significantly affected OS, it was linked with a worse relapse-free survival (RFS).
Patients who had lower expression of SMYD4 demonstrated a median RFS of 28 months
compared with the group that had higher expression (median RFS of 59 months, HR = 0.56
95% CI = 0.48-0.65; p = 3.4 x 10~14) (Figure 6C).
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Figure 6. Overall survival (OS) or relapse-free survival (RFS) analysis based on SMYD4 expression
levels (Kaplan-Meier plotter). (A) Two distinct cohorts of lung adenocarcinoma patients (LUAD) were
analyzed. The left panel shows the OS in a cohort of 371 patients based on RNA-seq data. The right
panel shows the OS of a cohort of 1411 patients based on microarray data. (B) OS in a cohort of 371
stomach adenocarcinoma (STAD) patients. (C) RFS in a cohort of 2032 breast cancer patients (n = 2031)
was analyzed based on microarray data. Differences in OS or RFS were analyzed with the log-rank test.

3. Discussion

The availability of vast amounts of cancer genomic data in public database repositories
has made in silico analysis an indispensable tool for exploring cancer-related vulnerabil-
ities. Analyzing the most predominant genetic alterations in SMYD genes has revealed
important distinctions among each member, their relation with cancer progression, and
their usefulness as prognostic tools.

In the context of mutations, the missense variant emerges as the most frequently
observed mutation across SMYD genes. The conserved SET domain, in particular, harbors
a total of 107 missense mutations within the SMYD gene family. However, none of these
mutations demonstrate a clear predominance, making it challenging to determine their
potential impact on the functional dynamics of the SMYD family.

SMYD4 emerged as a point of interest in our analysis, as all the evaluated tumors dis-
played a high frequency of heterozygous loss. This observation is consistent with the mRNA
findings across all analyzed tumor types, which all showed a trend toward downregulation.
This trend may be due to the fact that SMYD4 is located on 17p13.3, a region known to
undergo heterozygous loss in various solid tumors and leukemias [4,13-16]. Although not
a rule, copy number alterations can affect gene expression [17]. The correlation analysis
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between CNAs and mRNA expression in all evaluated tumors showed that both alterations
in SMYD4 are correlated.

Intriguingly, Xiao et al. proposed that SMYD4 is accountable for di- and tri-methylation
at H3K4 in zebrafish [18]. H3K4me3 is an epigenetic marker recognized for preserving the
activity of tumor suppressor genes in normal cells [19]. Thus, if the function of SMYD4
observed in zebrafish is conserved and mirrors its role in humans, SMYD4 could potentially
activate tumor suppressors through H3K4me3. Therefore, a loss in SMYD4 function might
lead to a corresponding loss of function in other tumor suppressors.

To date, very few studies have examined the role of SMYD4 in cancer. Our analysis
confirmed that SMYD4 was downregulated in the majority of BRCA patients examined. Al-
though there was no association with OS, downregulation of SMYD4 significantly affected
RFS. Importantly, BRCA patients also presented a significant correlation between CNAs
and mRNA expression. This observation supports the findings that propose a tumor sup-
pressor role for SMYD4 in the development of breast cancer, at least partially, by inhibiting
platelet-derived growth factor receptor « polypeptide (Pdgrf-«) [4]. Its downregulation
also helps in the process of transforming normal mammary cells into tumor cells [5]. In ad-
dition, a study by Zhang et al. also found that SMYD4 was downregulated in PRAD tumor
tissues, which is also consistent with the findings of our study [20]. We also demonstrated
that SMYD4 consistently displayed a pattern of downregulation across a variety of tumor
types, implying that its role as a tumor suppressor might be a universal characteristic in
diverse oncological contexts.

Importantly, a comparative analysis of SMYD4 expression between samples from
normal tissues and samples from tumors at different stages revealed that SMYD4 expression
is significantly decreased in cancer samples, regardless of the tumor stage. Despite no
association with tumor stage, SMYD4 expression remains significantly reduced during
cancer progression. This was observed in almost all cancer types analyzed, including colon
and rectal cancers, breast cancer, uterine corpus endometrial carcinoma, and lung squamous
cell carcinoma. For patients with lung adenocarcinoma, a decrease in SMYD4 expression
also resulted in a lower overall survival rate. This suggests that SMYD4 expression could be
explored as a valuable biomarker for predicting a more severe prognosis in this cancer type.

Interestingly, in the examined data from stomach adenocarcinoma, specifically those
from stage 2, 3, and 4 tumors, SMYD4 exhibited higher expression levels compared to
normal samples in most patients. However, Kaplan-Meier analysis of 371 patients revealed
that lower expression of SMYD4 was associated with poorer overall survival, indicating a
more unfavorable outcome among those patients with reduced SMYD4 expression. One
possible explanation for this intriguing alteration in SMYD4 expression in STAD may
be that higher SMYD4 potentiates the expression of the transcription factor Nanog in
cancer stem cells [7]. Previous studies have demonstrated a correlation between elevated
Nanog expression in gastric tumors and increased tumor aggressiveness, as it enhances
cell proliferation, migration and invasion [21,22]. A recent study also reports that SMYD4
is upregulated in hepatocellular carcinoma, forming a positive feedback loop with the
arginine methyltransferase PRMT5 [23]. As the role of SMYD4 in cancer becomes more
evident, further research is needed to better comprehend its mechanism of action in these
tumor types.

The correlation analysis revealed noteworthy findings regarding changes in the ex-
pression pattern between SMYD4 and other members of the SMYD family. In general,
SMYD4 negatively weak correlates with other SMYD genes. For instance, SMYD3 is known
to be upregulated in colorectal cancers [24-27]. In patients with high expression of SMYD3,
SMYD+4 is consistently downregulated, exhibiting a clear negative correlation. Interestingly,
a similar correlation was found in CRC between SMYD4 and SMYD5, which is a much less
studied gene. This negative correlation was also observed in PRAD, where patients with a
high expression of SMYD2, SMYD3 [26,28], or SMYDb5 showed lower expression of SMYD4.
This opposing expression pattern was also observed in LUSC and BRCA, where SMYD4
is downregulated while SMYD?5 is upregulated. In BRCA, there was a small negative
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correlation between SMYD4 and SMYD3, which is expected since SMYD3 upregulation
is already known to be associated with breast cancer proliferation [26,27,29,30]. Despite
sharing similar conserved domains, the contrasting expression patterns of these genes in
cancer may suggest divergent roles.

In conclusion, our study highlights SMYD4 as a tumor suppressor gene across various
solid tumors. Our comprehensive analysis of genetic alterations within the SMYD4 gene
revealed consistent heterozygous loss and downregulation across all tumors evaluated.
Furthermore, SMYD4 exhibited frequent negative correlations with other members of the
SMYD family, suggesting distinct functional roles. Importantly, the consistent downreg-
ulation of SMYD4 expression and its association with poor overall survival underscores
its likely role in tumorigenesis and highlights its potential as a valuable biomarker. Fur-
ther research into the mechanisms underlying SMYD4’s tumor-suppressive functions is
warranted to fully elucidate its clinical potential.

4. Materials and Methods
4.1. Gene Database Analysis

Mutation data were obtained from the cBio Cancer Genomics Portal (www.cbioportal.org)
and the Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer (COSMIC) “www.cancer.sanger.ac.uk /cosmic
(accessed on 31 October 2022)”. Data on copy number alterations and mRNA expression
were obtained from the cBio Cancer Genomics Portal “www.cbioportal.org (accessed on 31
July 2022)” and the Cancer Genome Atlas (TCGA) database “www.cancergenome.nih.gov
(accessed on 31 June 2022). The frequency of copy number alterations (CNAs) was gener-
ated using the algorithm GISTIC (Genomic Identification of Significant Targets in Cancer),
and the copy number of each gene in each tumor evaluated was determined, where —2
indicates a homozygous loss, —1 is heterozygous loss, 1 is low-level gain, and 2 indicates
amplification. For mRNA expression analysis, data from patient samples relative to diploid
samples were used. The value is presented as a standard deviation of the mean expression
(Z-score) [20,31]. The UALCAN database “http:/ /ualcan.path.uab.edu (accessed on 31
August 2023)”, which contains data obtained from TCGA [32], was used to evaluate the
relative expression of SMYD4 between normal and tumor stage samples in order to identify
whether SMYD4 could serve as a potential biomarker in the tumors evaluated in this
study. Graphical representations were generated using GraphPad Prism 8 and Rsudio
2023.06.0 software.

4.2. Heatmap

The z-score data related to the mRNA expression of SMYD:s in the evaluated cancer
types were visualized using heatmap plots generated through the Flaski data analysis and
visualization tool “https:/ /flaski.age.mpg.de (accessed on 30 September 2023)”. The data
were scaled numerically within a range of +2. The Ward linkage method with Euclidean
distance was employed for clustering. The data were sorted into row clusters.

4.3. Survival Curve

The Kaplan—-Meier plotter database “http://kmplot.com/analysis/ (accessed on 30
April 2023)” was used to explore the prognostic significance of alterations in the five SMYD
genes. Survival analyses were conducted to determine the correlation between SMYD
gene alterations and tumor prognosis. For mRNA expression analysis, the mRNA pan
cancer option was selected, and patients were divided based on “high expression” and
“low expression” levels as previously described [12]. OS for LUAD and PFS for BRCA
were also assessed using data from microarray assays. p value < 0.05 was considered
statistically significant.


www.cbioportal.org
www.cancer.sanger.ac.uk/cosmic
www.cbioportal.org
www.cancergenome.nih.gov
http://ualcan.path.uab.edu
https://flaski.age.mpg.de
http://kmplot.com/analysis/
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4.4. Statistics

Statistical analyses were performed using GraphPad Prism 8. The mRNA correlations
between SMYD family genes were analyzed using Pearson correlation test, with p < 0.05
serving as the definition of a statistically significant difference.
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