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RESUMO

SILVA BARCELOS, E. C. Variabilidade genética em NOTCH1: associacdo com o
excesso de peso e implicacOes terapéuticas na Leucemia Linfocitica Crbénica
em idosos. 2021. 201f. Tese (Doutorado em Biotecnologia) — Programa de Pos-
Graduacgdo em Biotecnologia, UFES, Espirito Santo. Brasil.

NOTCH1 é fundamental para a manutencdo de células-tronco e tecidos
adultos, e parece atuar como molécula chave no envelhecimento e em diversas
condi¢gbes cronicas, incluindo a obesidade e o céancer, em especial a Leucemia
Linfocitica Croénica (LLC). Recentemente, a via de sinalizacdo de NOTCH1 vém
sendo apontada como fundamental na homeostase de adipdcitos, além de estar
diretamente ligada ao processo inflamatério. Além disso, a ativagédo constitutiva da
sinalizacdo de NOTCHL1 esta associada ao mau progndéstico em alguns tipos de
cancer, como na LLC onde mutagdes recorrentes de NOTCH1 sdo responséaveis
pela estabilizacdo do estado de sinalizacdo. Dado o envolvimento do gene NOTCH1
no metabolismo e desenvolvimento celular, a hipdtese do presente estudo é que
variacbes genéticas de NOTCH1 estdo associadas ao aumento do risco para o
excesso de peso (sobrepeso e obesidade) e também alteram a resposta de células
de LLC ao estresse provocado por farmacos. Portanto, como primeiro objetivo,
investigamos se variagdes genéticas em NOTCH1 estdo associadas ao sobrepeso /
obesidade em uma coorte de idosos brasileira. Para avaliar a associacdo dos
polimorfismos de NOTCH1 e o sobrepeso / obesidade, dados antropométricos,
bioquimicos, histérico médico e estilo de vida foram coletados. Foram analisados
dados de sequenciamento de 1.024 individuos (de 59 a 99 anos): 424 apresentavam
sobrepeso, 320 obesidade e 280 peso normal. Analisamos cento e sessenta e um
tag SNPs abrangendo todo o gene NOTCH1 e bordas através da abordagem de
tagging SNP (frequéncia de alelo menor=0,01 e desequilibrio de ligagdo par a par
r’>0,8). Observamos a associacdo do SNP rs9411207 com risco de sobrepeso /
obesidade sob o modelo aditivo, e a distribuicdo do gendtipo mostrou aumento da
frequéncia de TT homozigoto (OR = 1,50, IC 95%: 1,20-1,88; P = 0,0002). O
haplétipo GAT construido a partir deste e de outros SNPs em alto desequilibrio de
ligacdo (DL) foi mais frequente em individuos com sobrepeso / obesidade (P =

0,003). A analise in silico sugeriu que esses SNPs provavelmente afetam a



transcricdo de NOTCH1 e outros genes. Este é o primeiro estudo relatando a
associacdo entre SNPs de NOTCH1 e risco de sobrepeso / obesidade.
Considerando a possibilidade de modulacdo de NOTCH1, estudos populacionais
adicionais sdo necessarios para replicar esses resultados e confirmar a utilidade
desses genotipos de risco para novas estratégias terapéuticas. Um segundo objetivo
foi avaliar se a mutacdo no gene NOTCHL1 e a desregulacdo da via NOTCH1 em
casos de LLC alteram a resposta a curcumina. Para isso, investigamos o efeito anti-
LLC da curcumina e sua capacidade de interferir na resposta integrada ao estresse
(ISR) e na via de sinalizagdo NOTCH1 em células primarias de LLC com mutacéo no
gene NOTCH1 e no modelo murino de LLC Ep-TCL1. Inicialmente, foram analisados
dados de expressdo génica de células com mutacdo c.7544-7545 delCT em
NOTCH1 em confronto com dados de células Wild-Type (WT). A analise in silico da
expressao génica das células de LLC muatadas em NOTCH1 mostrou um aumento
na expressao de genes envolvidos no estresse de Reticulo Endoplasmético (RE) e
ISR. Células primarias de LLC foram coletadas e cultivadas com curcumina, um
composto natural que também tem como alvo o estresse do RE, para posterior
analise em Western blotting e PCR em tempo real. Ap0s a exposicao in vitro a
curcumina, foram observados mecanismos relacionados ao estresse nas células
primarias com NOTCH1 mutado em comparac¢do com células WT. Essa resposta foi
precedida por aumento precoce de Ca®* no citoplasma das células de LLC mutadas
em NOTCH1, o qual pode desencadear e manter o estresse de RE. Além disso, a
curcumina aumentou a apoptose das células de LLC portadoras da mutacao em
NOTCH1, independentemente da carga alélica, quando comparada com células WT.
A sinalizacdo de NOTCH1 também aparece modulada apés a exposicdo a
curcumina. Em particular, as células de LLC mutadas em NOTCH1 mostraram
reducdo na porcado ativa de NOTCH1 (ICN1) e nas proteinas anti-apoptéticas da
familia BCL2 (BCL2 e MCL1), sendo que a combinacdo de curcumina com 0
venetoclax, um anti-BCL2, mostrou ter um efeito sinérgico em células de LLC. Além
disso, utilizamos o modelo murino Epy-TCL1 para avaliagdo do tratamento com a
curcumina. A administracdo in vivo de curcumina no modelo Epy-TCL1 reduziu
significativamente a porcentagem de células leucémicas CD5*/CD19" infiltrantes no
figado, baco e na medula 6ssea, com inibicdo concomitante da sinalizacdo de
NOTCH1 em células leucémicas na medula éssea. Nossos resultados sugerem que

a ativacdo de ISR induzida pelo estresse de RE e a inibicdo da sinalizacdo de



NOTCH1 convergem para a amplificagdo da morte de células de LLC e fornecem um
alvo crucial para o tratamento de LLC.

Palavras-chave: NOTCH1; Polimorfismo de nucleotideo Unico e mutagdes;
Haplétipo; Sobrepeso / obesidade; Leucemia Linfocitica cronica; Resposta integrada

ao estresse; curcumina

ABSTRACT
SILVA BARCELOS, E. C. Genetic variability in NOTCH1: association with
overweight/obesity and therapeutic implications in Chronic Lymphocytic
Leukemia in elderlies. 2021. 201p. Thesis (Doctoral in Biotechnology) -

Postgraduation Biotechnological Programme, UFES, Espirito Santo. Brazil.

NOTCHL1 is critical for the maintenance of stem cells and adult tissues, and
appears to play as a key molecule in aging and in a variety of chronic conditions,
including obesity and cancer, especially Chronic Lymphocytic Leukemia (CLL).
Recently, the NOTCH1 signaling pathway has been identified as fundamental in
adipocyte homeostasis, in addition to being directly linked to the inflammatory
process. Furthermore, constitutive activation of NOTCH1 signaling is associated with
poor prognosis in some types of cancer such as CLL where recurrent NOTCH1
mutations are responsible for stabilizing the signaling state. Given the involvement of
the NOTCH1 gene in cell metabolism and development, the hypothesis of the
present study is that genetic variations of NOTCH1 are associated with increased risk
for overweight (overweight and obesity) and also alter the response of CLL cells to
induced-stress. Therefore, as a first objective, we investigated whether genetic
variations in NOTCHL1 are associated with overweight/obesity in a Brazilian elderly
cohort. To assess the association of NOTCH1 polymorphisms and
overweight/obesity, anthropometric, biochemical, medical history, and lifestyle data
were collected. Sequencing data from 1.024 individuals (aged 59 to 99 years) were
analyzed: 424 were overweight, 320 were obese, and 280 were normal weight. We
analyzed one hundred and sixty-one tag SNPs spanning the entire NOTCH1 gene
and borders using the SNP tagging approach (minor allele frequency=0.01 and
pairwise linkage disequilibrium r220.8). We observed the association of SNP
rs9411207 with risk of overweight/obesity under the additive model, and the



genotype distribution showed an increased frequency of homozygous TT (OR = 1.50,
95% CI: 1.20-1.88; P = 0.0002). The GAT haplotype constructed from this and other
SNPs in high linkage disequilibrium (LD) was more frequent in overweight/obese
subjects (P = 0.003). In silico analysis suggested that these SNPs likely affect the
transcription of NOTCH1 and other genes. This is the first study reporting the
association between NOTCH1 SNPs and risk of overweight/obesity. Considering the
possibility of modulation of NOTCH1, additional population studies are needed to
replicate these results and confirm the usefulness of these risk genotypes for new
therapeutic strategies. A second objective was to evaluate whether the mutation in
the NOTCH1 gene and the deregulation of the NOTCHL1 pathway in CLL cases alter
the response to curcumin. For this, we investigated the anti-CLL effect of curcumin
and its ability to interfere in the integrated stress response (ISR) and in the NOTCHL1
signaling pathway in primary CLL cells with mutation in the NOTCH1 gene and in the
murine model of CLL Ep-TCL1. Initially, gene expression data from cells with c.7544-
7545 delCT mutation in NOTCH1 were analyzed against data from Wild-Type (WT)
cells. In silico analysis of gene expression of CLL cells mutated in NOTCH1 showed
an increase in the expression of genes involved in Endoplasmic Reticulum (ER) and
ISR stress. Primary CLL cells were collected and cultured with curcumin, a natural
compound that also targets ER stress, for further analysis by Western blotting and
real-time PCR. After in vitro exposure to curcumin, stress-related mechanisms were
observed in primary cells with mutated NOTCH1 compared to WT cells. This
response was preceded by an early increase in Ca** in the cytoplasm of CLL cells
mutated in NOTCH1, which can trigger and maintain ER stress. Furthermore,
curcumin increased the apoptosis of CLL cells carrying the NOTCH1 mutation,
regardless of allelic load, when compared to WT cells. NOTCH1 signaling also
appears modulated after exposure to curcumin. In particular, CLL cells mutated in
NOTCH1 showed a reduction in the active portion of NOTCH1 (ICN1) and in the anti-
apoptotic proteins of the BCL2 family (BCL2 and MCL1), and the combination of
curcumin with venetoclax, an anti-BCL2, shown to have a synergistic effect on CLL
cells. In addition, we used the murine model Eu-TCL1 to evaluate treatment with
curcumin. In vivo administration of curcumin in the Ep-TCL1 model significantly
reduced the percentage of CD5+/CD19+ leukemic cells infiltrating the liver, spleen
and bone marrow, with concomitant inhibition of NOTCHL1 signaling in leukemic cells

in the bone marrow. Our results suggest that ER stress-induced ISR activation and



NOTCHL1 signaling inhibition converge to amplification of CLL cell death and provide

a crucial target for CLL treatment.

Keywords: NOTCH1; Single Nucleotide Polymorphism and mutations; Haplotype;
Overweight / Obesity; Chronic Lymphocytic Leukemia; Integrated Stress Response;

curcumin
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ANEXOS



1 INTRODUCAO

1.1 INTRODUCAO GERAL

Ha anos o mundo tem vivenciado os efeitos das transicbes demograficas e
epidemiolodgicas, cujos resultados trouxeram aumento na expectativa de vida e
crescimento da populacdo idosa. O envelhecimento resulta em maior
suscetibilidade a doencas cronicas, incapacidade, aumento da fragilidade e vem
se tornando uma prioridade de saude publica (FERRUCCI; FABBRI, 2018).

Individuos idosos tendem a desenvolver um estado pré-inflamatério que é
caracterizado por altos niveis de marcadores proé-inflamatérios em células e
tecidos, uma condicédo frequentemente chamada pelo termo em inglés “inflamm-
aging”, cunhado pela primeira vez em 2000, por Claudio Franceschi
(FRANCESCHI et al., 2000). Fortes evidéncias indicam que a inflamacdo € um
fator de risco para doencas cardiovasculares (DCV), além de muitas doencas
cronicas associadas a idade e outros resultados adversos para a saude. Os
mecanismos potenciais de inflamag&o incluem: obesidade central, aumento da
permeabilidade intestinal, alteragdes na composi¢cdo da microbiota, senescéncia
celular, estresse oxidativo causado por disfungbes mitocondriais, desregulacao
das células imunoldégicas e infec¢des crénicas (FERRUCCI; FABBRI, 2018).

No estudo da velhice humana, denominado “gerociéncia”, o envelhecimento é
tido como a principal causa de muitas doencas cronicas na vida adulta, incluindo
Doenca de Alzheimer, doenca renal cronica, doenca arterial coronaria (DAC),
osteoartrite, acidente vascular cerebral, diabetes mellitus tipo 2 (DM2) e canceres
sélidos como o cancer de mama, de prostata e colorretal e malignidades
hematoldgicas, com destaque para a Leucemia Linfocitica Crénica (LLC), o tipo de
leucemia mais comum em idosos (KENNEDY et al., 2014).

Embora a funcéo declinante seja caracteristica no envelhecimento, as taxas de
declinio variam enormemente. Enquanto algumas individuos morrem com
doencas relacionadas a idade em seus 60 anos de idade, alguns ainda estao
ativos aos 100 anos de idade ou mais. Compreender os fatores genéticos que
impulsionam esta variabilidade no envelhecimento entre as pessoas € de
fundamental importancia (LOCKE et al., 2015).
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Durante a década passada, diversos estudos de associacdo do genoma
(GWAS) para muitos fendtipos associados ao envelhecimento auxiliaram na
descoberta de variantes associadas (TAM et al., 2019). No entanto, uma das
principais limitacdes das abordagens de todo o genoma € a necessidade de
adotar um alto nivel de significancia para os varios testes. Como resultado, GWAS
convencionais séo insuficientes para detectar toda a herdabilidade explicada por
variantes de nucleotideo Unico (SNPs) que ndo superam o P-valor estipulado para
o estudo de GWAS (MANOLIO et al., 2009; TAM et al., 2019).

Dentre as estratégias discutidas pela comunidade cientifica para superar a
limitacdo do GWAS mencionada anteriormente, restringir a analise para genes ou
vias candidatas pode ser uma alternativa viavel. Genes que mostram padrdes de
expressao diferencial relacionados a condicdo estudada. Para isto, combinar
suporte biolégico baseado em evidéncias com significancia estatistica aumenta a
probabilidade de que o resultado seja um verdadeiro positivo (TAM et al., 2019).
Uma vantagem estatistica é oferecida quando o numero de testes possiveis €
reduzido, como por exemplo: pelo ensaio de unidades biolégicas, como genes, em
vez de variantes Unicas.

O estudo de variantes genéticas permite ao pesquisador / médico adaptar o
tratamento as caracteristicas genéticas e gendmicas individuais dos pacientes.
Consequentemente, um biomarcador farmacogendémico € definido como uma
caracteristica mensuravel de DNA e/ou RNA que é um indicador de processos
biolégicos normais, processos patogénicos e/ou resposta a intervencdes
terapéuticas ou outras. Um biomarcador gendmico poderia ser, por exemplo, o
grau de expressdo de um gene, a funcéo de um gene ou a regulacédo de um gene.

Como um subconjunto da farmacogendmica, a farmacogenética estuda
como as variacdes nas sequéncias de DNA afetam a resposta a um medicamento.
Uma variacdo genética pode variar de um polimorfismo de nucleotideo Unico
(SNP) a perda de parte de um cromossomo. As principais aplicacdes dos
biomarcadores farmacogenéticos sdo: a identificacdo de respondedores e néo
respondedores a medicamentos, prevencao de eventos adversos e otimizacéao da
dose do medicamento (COYLE, 2017).

O presente trabalho foca no estudo do gene NOTCH1, membro da via de

sinalizacdo NOTCH. A via de sinalizagdo NOTCH é uma via evolutivamente
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conservada importante para a comunicacado célula-célula e determinacdo do
destino da célula durante o desenvolvimento. A via NOTCH vem sendo apontada
como importante reguladora do metabolismo. Estudos recentes apontam o papel
fundamental do NOTCH1 na regulagcdo do metabolismo, com papel fundamental
na homeostase da adipogénese e angiogenese metabodlica. A modulacao/inibicdo
da via de sinalizacdo de NOTCH1 promove a diferenciacdo adipogénica de
células-tronco mesenguimais e parece promover escurecimento (aparecimento de
adipécitos bege no tecido adiposo branco-WAT) e resisténcia a obesidade
induzida por dieta rica em gordura em camundongos (Bl et al., 2014a, 2014b).
Além disso, NOTCHL1 esta localizado no cromossomo humano 9934 e delecbes
cripticas dessa localizacdo genémica foram associadas a obesidade e sindromes
de retardo mental (CORMIER-DAIRE et al., 2003).

Estudos extensos indicaram que a alteragdo da expressdo de NOTCH1
esta implicada no desenvolvimento de doencas e sindromes. MutacBes e
polimorfismos no gene NOTCHL1 estdo associadas a suscetibilidade ao cancer em
diversas populacdes (SHAH et al., 2020), além de mau progndstico, como no caso
da LLC (ROSATI et al, 2018a). No entanto, diversos estudos também
demonstraram a implicacdo de SNPs de NOTCH1 em doencas ndo tumorais,
como malformacgBes de desenvolvimento; por exemplo, valvula aértica bictspide
(GARG et al., 2005), condicdes de estresse no inicio da vida (STEINE et al., 2016)
e susceptibilidade a doencas no estilo de vida (DING et al., 2018b).

A sinalizacdo de NOTCH1 desregulada esta implicada na proliferacéo,
resisténcia a apoptose e sobrevivéncia de células de LLC (ROSATI et al., 2018).
Lesdes genéticas de NOTCH1 sdo responsaveis pelo acumulo do dominio
intracelular de NOTCH1 (ICN1) e subsequente estabilizacdo da via de sinalizacao.
A LLC com mutacdo em NOTCH1 estd associada ao prognostico desfavoravel,
refratariedade ao tratamento e maior risco de transformacdo em sindrome de
Richter (ARRUGA et al., 2014; PUENTE et al., 2011; SPORTOLETTI et al., 2010).
Neste contexto, estudos anteriores mostraram que células cancerosas com altas
taxas de crescimento possuem alteracéo na capacidade da maquinaria do reticulo
endoplasmatico (RE) que envolve o processo de sintese de proteinas e
representa um alvo em potencial para a terapéutica (C; FR, 2018; CUBILLOS-
RUIZ; BETTIGOLE; GLIMCHER, 2017).
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Em células estressadas, o RE desencadeia uma cascata de vias de
sinalizacdo conhecida como resposta de proteina ndo dobrada ou UPR (do inglés,
Unfolded Protein Response), causada pelo acumulo de proteinas ndo dobradas ou
dobradas incorretamente no RE. Essa resposta € seguida pela dissociacdo da
proteina chaperona regulada por glicose 78 (HSPA5 / GRP78, também conhecida
como BIiP) e, posteriormente, ativacdo de trés sensores ativadores UPR: quinase
ER semelhante a PKR (PERK), fator de transcricdo 6 ativado (ATF6) e
endonuclease 1a regulada por inositol (IREa). O sensor PERK € um membro da
resposta integrada ao estresse (ISR), um processo que leva a um desligamento
global da traducdo e a inducdo de genes selecionados, como o fator de
transcricdo ATF4, cujo objetivo principal € restaurar o equilibrio aumentando a
resisténcia e adaptabilidade. No entanto, sob estresse severo e prolongado, o
programa homeostatico pode conduzir a sinalizacdo em dire¢do a morte celular,
por meio de interagcdes com a proteina homéloga C / EBP pré-apoptética (CHOP)
(Marciniak et al, 2004).

Estudos anteriores mostram que a inibicdo da sinalizacdo de NOTCH1 pelo
inibidor de y-secretase (GSI) desencadeia estresse de RE, inibicdo de
proteassoma e induz em células de LLC a apoptose (ROSATI et al., 2012). Em
outro contexto que ndo a LLC, o composto natural curcumina exibiu atividade
tanto como indutor de estresse de RE quanto como inibidor de NOTCH1
(ANGELO; KURZROCK, 2009; REN et al., 2019). Esse composto aparece com
diversas ac¢6es farmacoldgicas, incluindo anticancer, antioxidante, antiinflamatorio,
imunomodulador e regulador de lipidios (KUNNUMAKKARA et al., 2019).

Dado o envolvimento do gene NOTCH1 no desenvolvimento celular e
metabolismo, a hipétese do presente estudo € que variagcbes genéticas de
NOTCH1 estdo associadas ao aumento do risco para 0 excesso de peso
(sobrepeso e obesidade) e também alteram a resposta a curcumina em células de
LLC.

Tendo em vista que a melhor compreensdo de marcadores genéticos
auxilia no desenvolvimento de novas metodologias de saude para a prevencéao e
tratamento das doencgas cronicas relacionadas ao envelhecimento, a perspectiva
biotecnoldgica deste estudo consistiu em identificar polimorfismos genéticos para

a futura composicao de um painel contendo marcadores de risco para a obesidade
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e doencas relacionadas, assim como avaliar alteragbes em vias celulares e
mecanismos que podem ser usadas como alvo em células de LLC na resposta a

farmacos.
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2  REVISAO DE LITERATURA

2.1 ENVELHECIMENTO, DOENCAS CRONICAS E BASES GENETICAS

As doencgas cronicas ndo transmissiveis (DCNT) estado relacionadas a causas
multiplas e possuem longa ou indefinida duracdo. Devido a sua alta ocorréncia e
expressao no padrdo de morbidade adulta, as DCNT constituem um dos principais
problemas de saude mundial (RACHEL, 2019).

O aumento da prevaléncia de DCNT registrado no ultimo século esta
diretamente relacionado as mudancas demogréaficas profundas sofridas em nossa
sociedade, sobretudo no que se refere ao envelhecimento global. Este processo
pelo qual o padrao de morbidade e mortalidade é alterado de uma populacdo jovem
para uma populagdo idosa €& conhecido pelo termo “transigcdo epidemioldgica”,
intimamente associado com avancos cientificos e tecnologicos, bem como o
desenvolvimento da urbanizacdo, sanitizacdo e alimentacdo (BRUCE; JOEL Wi;
JONATHAN L, 2015).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), as DCNT constituem a
maior causa de morte e incapacidade em todo o mundo (JAUL; BARRON, 2017). O
namero de mortes causadas por condi¢cdes cronicas é duas vezes maior que
aguelas por doencas infecciosas, incluindo HIV/AIDS, tuberculose e malaria;
deficiéncias nutricionais e problemas gestacionais. Aproximadamente 80% das
mortes causadas por doencas crbnicas sdo registradas em paises de baixa ou
média renda (HUNTER; REDDY, 2013).

No Brasil, as DCNT constituem um problema de saude publico, representando
72% de todas as mortes, principalmente em individuos idosos, com baixa renda e
escolaridade (HOFELMANN et al., 2018; HUNTER; REDDY, 2013). A prevaléncia de
ao menos uma DCNT na populacédo brasileira € de 43%, sendo que os individuos
mais afetados sé@o aqueles habitantes da regido Sudeste, caucasianos, do sexo
feminino, pouco escolarizados e com baixa posi¢cdo socioecondmica (MA et al.,
2021).
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Entre os fatores de risco comuns para as DCNT, podemos encontrar 0s
fatores modificaveis: alimentacdo ndo saudavel, inatividade fisica e o tabagismo;
assim como fatores ndo modificaveis: envelhecimento e hereditariedade (WHO,
2021). Além disso, fatores de risco metabdlicos contribuem para as quatro principais
mudancgas associadas ao aumento de risco para DCNT, sendo essas: 0 sobrepeso e
a obesidade; a hipertensao, a hiperglicemia (altos niveis de glicose no sangue) e a

hiperlipidemia (altos niveis de gordura no sangue), como representado na figura 1.

_ Fatores de risco | Fatores de risco N
Determinantes ~ Fatores de risco
. . comuns comuns nao . Y.
socio-econdmica, e o pe o intermediarios

- modificaveis modificaveis
cultural, politica e

ambiental * Alimentacdo * Envelhecimento H!perte'nsao. DCNT
n . o ¢ Hiperglicemia
N ndo saudavel * Hereditariedade RS .
* Globalizagdo o ¢ Hiperlipidemia
L * Inatividade
¢ Urbanizagdo * Sobrepeso/

fisi
+ Envelhecimento |5|ca. Obesidade
* Tabagismo

Figura 1. Causas das DCNT. Determinantes e Fatores de risco comuns as DCNT.
Extraido e adaptado de: WHO, 2021.

Caracteristicas complexas, como as DCNT e o envelhecimento per si,
apresentam uma forte interacdo genética com fatores ambientais e de estilo de vida,
diferindo, portanto, das conhecidas “doengas mendelianas”, onde alteracbes na
sequéncia de DNA produzem o estado patolégico. Assim sendo, o estudo de
caracteristicas complexas se torna mais desafiador (ZONDERVAN; CARDON,
2007).

Em condi¢cdes mendelianas dominantes, a presenca de uma Unica cépia de
um gene mutado é responsavel pela doenca; ou seja, a mutagdo tem um tamanho
de efeito muito alto. Em desordens autossémicas recessivas, dois alelos mutantes
do mesmo gene conferem o estado de doenca. Estudos de andlise de ligacdo em
familias grandes (“Family-based linkage analysis”) auxiliaram a descoberta das
alteracdes génicas associadas as doengas. A ligagdo determina a se¢do de genoma
compartilhado pelos familiares afetados. Essa regido compartilhada deve conter a
mutacdo que causa a doenga genética, tornando possivel o estudo da hipotese
biol6gica (MULLEN et al., 2009).

No entanto, quando as familias de individuos com doencas genéticas nao-

Mendelianas (ou caracteristicas complexas) sdo estudadas, parentes préximos sao
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afetados em taxas superiores a populagdo, mas sem padrdes de heranca que
sugerem um Unico gene causador. Acredita-se que varios alelos diferentes de varios
genes, combinados com fatores ambientais, resultam em doencas. Ao longo da
Gltima década, os estudos de associacdo gendmica ampla (GWAS) identificaram um
grande numero de variantes genéticas comuns associadas ao risco para
caracteristicas complexas (SCOTT et al., 2017; WILD et al., 2017). Neste contexto, a
abordagem do GWAS se baseia no estudo de um inteiro genoma, enquanto outra
abordagem, o estudo de associacdo gene-candidato, se baseia em um numero
limitado de genes pré-especificados que possuem alta relevancia biolégica para a

caracteristica complexa estudada, como mostrado na figura 2.
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gene-candidato gendmica ampla
| Regido compartilhada | Regido candidata | Associagdo SNPs
| Mutacao | | Variantes comuns |

:
=

Figura 2. Estudos genéticos. Analise de ligagao (“family-based linkage analysis”) e
estudos de associacdo gene-candidato e de gendmica ampla (“Genome-Wide association
studies”). Extraido e adaptado de: MULLEN et al., 2009.

2.1.1 Envelhecimento e DCNT

O envelhecimento da populacdo humana constitui um fendmeno mundial e
representa um dos principais desafios da biologia e medicina atuais. Segundo a

OMS, a proporgdo da populagdo mundial com mais de 60 anos dobrara em
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aproximadamente 35 anos (BEARD et al.,, 2016). De 2012 a 2022 a taxa de
crescimento anual da populagéo idosa atingira 4% ao ano, com previsdo de 41,5
milhdes de idosos em 2030 (RIBEIRO; et al., 2020). Uma projecdo semelhante feita
para a populacao brasileira realizada pelo IBGE indica que, em 2060, um em cada
quatro individuos tera mais de 65 anos (IBGE, 2013), o que provocara mudancgas na
pirdmide etaria, com o estreitamento da populacdo jovem e adulta e alargamento no
topo (CASTRO et al., 2021; SIMOES, 2016). O impacto desta nova “ordem

demografica” reflete a urgéncia da atencéo integral a saude da pessoa idosa.

O envelhecimento biolégico pode ser entendido como o declinio progressivo
das func¢des bioldgicas intrinsecas (ACIOLE; BATISTA, 2013; DUARTE et al., 2019).
Esse processo complexo é refletido na limitacdo das capacidades regenerativas dos
tecidos de um organismo idoso que diferem de um tecido com sua competéncia
proliferativa preservada (LOPEZ-OTIN et al., 2013). Por sua vez, uma disfuncéo do
sistema leva ao aumento da susceptibilidade as DCNT relacionadas com a idade e,
consequentemente, o aumento da taxa de morbimortalidade em individuos idosos
(HARMAN, 1988). Portanto, a presenca de doencas comuns ao envelhecimento,
como: cancer, Doencas Cardiovasculares (DCV), doencas pulmonares, Diabetes do
tipo 2 (DM2), ou doencas com perda de funcdes cognitivas; se encontra intimamente
associado com o chamado “envelhecimento ndo saudavel” (HALASCHEK-WIENER
et al., 2009; NICCOLI; PARTRIDGE, 2012).

Neste contexto, o declinio da massa e forga muscular se inicia na quarta
década de vida. Aos 80 anos, aproximadamente 20% das pessoas apresentam
sarcopenia, com significativa perda de massa e forca muscular (RICHARD
MATTHEW et al.,, 2017). A inflamacdo cronica, o declinio dos niveis hormonais,
diminuicdo da funcao mitocondrial muscular, e prejuizo na funcdo das células-tronco
musculares sdo fatores importantes para a sarcopenia (JEREMY D, 2012). Esse
declinio na massa muscular e aumento da gordura corporal contribuem para
mudancas na farmacocinética. Individuos idosos devem consumir menos medicagéo

guando comparados com individuos mais jovens.

Aléem disso, as mudancas relacionadas com a idade também afetam o
sistema imune, mediadas, em grande parte, pelo estado de pré-inflamacéo e

inflamacgéo croénica. Os individuos idosos apresentam um declinio na funcdo das
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células B, na geracdo e funcdo de células T, além de disfuncdo na imunidade inata
(BANDARANAYAKE; SHAW, 2016). A inflamacdo crbnica e as mudancas na
resposta imune constituem um importante fator de risco para a morbidade e
mortalidade em idosos, e € hipotetizado como um fator condutor para as DCNT
(HAYNES, 2020).

2.1.2 Sobrepeso e obesidade

O sobrepeso e a obesidade sdo considerados fatores de risco para o
surgimento de varias DCNT. A obesidade consiste em uma doenca multifatorial
associada a inflamacao sistémica cronica e é caracterizada pelo acimulo excessivo
de gordura corporal na forma de tecido adiposo branco ou WAT (do inglés, White

Adipose Tissue).

A obesidade esta se expandindo a uma taxa preocupante, a frequéncia de
sobrepeso e obesidade combinados aumentou 27,5% para adultos e 47,1% para
criancas entre 1980 e 2013. Nos paises em desenvolvimento, a propor¢do de
adultos obesos aumentou de cerca de 20% em 1980 para mais de 20% em 2013
(MARIE et al., 2014).

Para medir a obesidade, os pesquisadores costumam usar uma escala
conhecida como indice de massa corporal (IMC). O IMC é calculado dividindo o
peso de uma pessoa (em quilogramas) pela sua altura (em metros) ao quadrado
(comumente expressa como kg / m?). De acordo com esse célculo, os individuos
com peso normal se encontram com IMC entre 18,5 e 24,9, enquanto individuos
com sobrepeso possuem IMC acima de 25, sendo que obesos séo classificados na
categoria de IMC acima de 30. O IMC fornece uma medida mais precisa da
obesidade do que apenas o peso e, para a maioria das pessoas, € um indicador

bastante bom (embora indireto) da gordura corporal (WHO, 2021).

Sabe-se que a localizacdo abdominal de gordura (obesidade central) se
mostra mais associada a distirbios metabdlicos e riscos cardiovasculares como
dislipidemias, DM2 e hipertensdo arterial (SANGMI et al., 2009). Além disso, ha
evidéncias consistentes de que maiores quantidades de gordura corporal estao
associadas a riscos aumentados de varios tipos de cancer (LAUBY-SECRETAN et

al., 2016). A obesidade ndo apenas aumenta o aparecimento de desequilibrios
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metabdlicos, mas também diminui a expectativa de vida e impacta 0s processos

celulares de maneira semelhante ao envelhecimento (REXFORD S, 2009).

Com base em diversos estudos, duas hipGteses distintas podem ser
propostas. Uma é que as respostas celulares provocadas por um excesso de
nutrientes causam obesidade, e que a obesidade é responséavel por acelerar o ritmo
de envelhecimento. Apoiando essa hipétese estao as observacdes de que o nocaute
do receptor de insulina especifico para a gordura, para produzir camundongos
extremamente magros (LOCKE et al., 2015), e a remocdo da gordura visceral em
ratos (RADHIKA et al., 2008), aumentaram a expectativa de vida (C et al., 2015). A
possibilidade alternativa € que as respostas celulares provocadas por um excesso
de nutrientes sejam responsaveis por aumentar o ritmo de envelhecimento. Este
solo comum compartilhado por envelhecimento e obesidade foi chamado de
"adipaging” (LAURA M et al., 2016), e ha algumas evidéncias de pontos comuns: a
hiperglicemia, por exemplo, induz a senescéncia em células endoteliais e
macréfagos (FRANCESCO et al., 2018), enquanto a reducdo de glicose a impede,
em células-tronco mesenquimais humanas (TING et al., 2011).

Se a hiperfunc¢éo / disfuncao do tecido adiposo é causa do declinio funcional
do envelhecimento ou representa simplesmente um marcador do avanco do
processo de envelhecimento, ficard mais claro em estudos futuros. Além disso, nem
todos os depdsitos de gordura séo iguais em seu impacto para a saude (DEREK M;
N, 2010) e também pode acontecer que ambas as hipbéteses sejam simultaneamente
verdadeiras (MICHAEL B et al., 2017).

O tecido adiposo marrom ou BAT (do inglés, Brown Adipose Tissue) tém
como funcédo principal a termogénese, ou seja, a capacidade de queimar calorias
para gerar calor, em mamiferos. Estudos com roedores mostram que a atividade
termogénica do BAT pode proteger contra a obesidade (CARSTEN T; FIORAN W,
2019). Descobertas recentes usando novos procedimentos de radiodiagnostico
revelaram alta atividade inesperada de BAT em humanos adultos (KIRSI A, 2016).
Além disso, processos complexos de diferenciacdo celular que levam ao
aparecimento de adipdcitos marrons ativos foram recentemente identificados. Os
adipécitos marrons agrupados em depdsitos anatdbmicos de roedores surgem de

células precursoras mesenquimais comuns a linhagem de células miogénicas. Eles
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estdo sendo chamados de adipdcitos marrons “classicos” ou “programados para o
desenvolvimento” (TIZHONG et al., 2013).

No entanto, os adipdcitos marrons podem aparecer apos estimulos
termogénicos em locais anatdbmicos correspondentes ao WAT. Este processo é
denominado “escurecimento” do WAT. Os adipécitos marrons que aparecem no
WAT derivam de células precursoras diferentes daquelas no BAT classico e estédo
mais proximos da linhagem de células de adipocitos brancos. Esses adipdcitos
marrons que aparecem no WAT séo frequentemente chamados de "indutiveis, bege
ou brite". O aparecimento desses adipécitos marrons induziveis no WAT também
pode envolver processos de transdiferenciacdo de células adiposas brancas a

marrons (ZOICO et al., 2019), como demonstrado na figura 3.

Clareamento

Célula adiposa branca Célula adiposa bege Célula adiposa marrom
_ —
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+ Poucas gotas lipidicas; . i ’ L
+  UCP1 negativo; (ex.: autofagia) * Numerosas gotas lipidicas;
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adiponectina);

* Principal causa de adiposidade,
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Figura 3: Tipos de tecido adiposo. Células adiposas branca, bege e marrom.
Caracteristicas e fungfes dos tecidos adiposo branco e marrom. Extraido e adaptado de:
RO et al., 2019.

N&o h& evidéncias de que a funcdo termogénica final dos adipdcitos bege /
brite difere daquela dos adipdcitos marrons classicos, embora alguns dados
genéticos em roedores sugiram um papel relevante do processo de escurecimento

na protecdo contra a obesidade. Embora a ativagdo do BAT classico e o processo
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de escurecimento compartihem mecanismos comuns de indugdo (por exemplo,
inducdo mediada por noradrenérgicos pelo frio), varios novos fatores enddcrinos
independentes adrenérgicos que ativam o BAT e o escurecimento do BAT foram
identificados recentemente. Em humanos adultos, o BAT é composto principalmente
de adipdcitos bege / brite, embora dados recentes indiguem a persisténcia do BAT
cldssico em alguns sitios anatémicos (FONSECA-ALANIZ et al., 2006; WHITEHEAD
et al., 2021). Compreender os processos bioldégicos que controlam a atividade e
diferenciacdo dos adipdcitos marrons pode ajudar na concepcdo de estratégias

focadas no BAT para aumentar o gasto de energia e lutar contra a obesidade.
2.1.3 Leucemia Linfocitica Cronica

A leucemia linfocitica cronica (LLC) € um tipo de DCNT e representa um dos
tipos de cancer mais comumente encontrados entre 60 e 80 anos. Cerca de 90%
das pessoas diagnosticadas com a LCC possuem 50 anos ou mais. Sendo a
leucemia mais comum no mundo Ocidental, a LLC é comumente diagnosticada em
individuos idosos e abrange cerca de 40% de todas as leucemias em individuos
adultos. No Brasil, a média de idade no diagnéstico da LLC é de 66 anos e sua
incidéncia varia em torno de 0,3 a 0,8 por 100.000/ano (GONCALVES et al., 2017).
Individuos com ascendéncia caucasiana se encontram no grupo de risco, quando

comparadas a afro-americana e asiatica (YANG et al., 2015).

A LLC representa e corresponde a uma neoplasia hematolégica caracterizada
pelo acimulo de células B no sangue periférico, medula 6ssea e 6rgaos linfoides
sélidos. O desenvolvimento da LLC, em geral, é precedido por um estado
assintomatico designado Linfocitose B monoclonal (LBM) onde aproximadamente
50% dos pacientes apresentam aumento da contagem de linfocitos B no sangue
periférico sem causa determinada. Segundo a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) a LLC é caracterizada pela presenca, no sangue, de mais de 5 mil linfécitos
clonais B com imunofendtipo caracterizado pela fraca expressao dos marcadores B
(CD19, CD20, CD23, IgM e/ou IgD de superficie) e alta expressdo do marcador T
CD5 (MATUTES et al., 1994).

Apesar de ser assintomatico em muitos casos, possiveis sintomas
encontrados em pacientes com LLC incluem fatiga, febre, infec¢cdes recorrentes e

perda de peso. Outros achados comuns incluem: linfadenopatia, hepatomegalia e
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esplenomegalia, assim como, infiltracdo na medula éssea resultando em anemia e

trombocitopenia, devido a falhas no desenvolvimento da hematopoiese .

Os critérios para iniciar o tratamento podem variar de acordo com o estagio
do paciente. Na préatica geral, os pacientes com doenca em estagio inicial
assintomatica devem ser monitorados sem terapia, a menos que tenham evidéncia
de progressdo da doenca ou sintomas relacionados a doenca. Varios estudos
mostraram que o tratamento de pacientes com doenca em estégio inicial ndo resulta
em beneficio de sobrevida; portanto, uma terapia de intervencdo precoce com
medicamentos antileucémicos, incluindo inibidores de sinalizacdo ou antagonistas
de Bcl2, isoladamente ou em combinacdo com anticorpos monoclonais, atualmente
néo € indicada (HALLEK et al., 2018).

A quimioimunoterapia tem sido o tratamento de primeira linha padréo de
pacientes com LLC. Nos dltimos anos, grandes avancos foram feitos no
entendimento da biologia da LLC e, felizmente, varias dessas descobertas estdo
sendo feitas seu caminho para as clinicas. Estes incluem novos anticorpos
monoclonais CD20 (mAb) (ofatumumabe e obinutuzumabe), inibidores da tirosina
quinase de Bruton (BTK) (ibrutinibe), inibidores da fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)
(idelalisibe), inibidores de Bcl-2 (ABT-199 ou venetoclax) e varios outros (RAI; JAIN,
2016).

7

O tratamento alopatico convencional € indicado somente em casos
avancados da doenca devido a toxicidade das drogas. A avaliacdo da toxicidade
relacionada ao tratamento requer uma consideragcdo cuidadosa das manifestacdes
da doenca subjacente e das reacOes adversas previstas aos agentes usados na
terapia. Um exemplo é a toxicidade hematoldgica; os pacientes com LLC avancada
geralmente tém citopenias que podem ser causadas pela LLC subjacente e / ou
terapia anterior (RAI; JAIN, 2016).

Devido ao aumento dos efeitos colaterais das drogas no controle da LLC,
estudos com o uso de produtos naturais em pacientes tém sido realizados. Alguns
dos produtos naturais estudados s&o: resveratrol, genisteina, epigalocatequina
galato e curcumina (KUMAR; SHANBHAG, 2017).
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A curcumina causa a liberagao de citocromo ¢ da membrana mitocondrial, que
pode contribuir para a apoptose de células de CLL. A curcumina € conhecida por
potencializar as ac¢des da vincristina nas células B da LLC in vitro. O EGCG é o
principal polifenol presente no cha verde. EGCG e curcumina sdo ambos capazes de
induzir poli (ADP-ribose) clivagem da polimerase (PARP) e inibicdo da atividade da
telomerase em células de CLL. A curcumina néo ativa a caspase-3 enquanto EGCG
ativa caspase-3 enquanto induz a clivagem de PARP e apoptose em B-CLL
(ANGELO; KURZROCK, 2009).

2.1.3.1 Biologia da LLC

Embora a exata causa da LLC seja ainda desconhecida, esta neoplasia &
observada associada a danos nos genes relacionados ao desenvolvimento de
linfécitos na medula éssea. Em adicao, estas alteracdes estdo correlacionadas com
a mudanca da meia-vida das células, tornando-as resistentes a apoptose,
mecanismo na qual normalmente seriam renovadas. O estado mutacional das
células LLC pode progredir devido ao acumulo de lesdes genéticas, mudancas
epigenéticas e fatores ambientais. Linhas de pesquisa evidenciam que o surgimento
destas mutacdes e alteracbes epigenéticas pode ter seu surgimento ainda nas

células tronco hematopoiéticas.

Coletivamente, oito principais vias estdo frequentemente alteradas em LLC,
incluindo a sinalizacdo BCR, a regulacdo do ciclo celular, apoptose, a resposta ao
dano ao DNA, remodelamento da cromatina, a sinalizacdo NF-kB, a sinalizacéo
NOTCH1 e o metabolismo de RNA (PUENTE et al., 2015).

Através de estudos do sequenciamento gendmico e exdmico em pacientes de
LLC foram identificadas mutacdes génicas recorrentes. No diagnéstico, o gene mais
frequentemente encontrado com mutacdes € o NOTCH1, seguido por ATM, SF3B1,
BIRC3, CHD2, TP53 and MYD88 (NADEU et al., 2016; PUENTE et al., 2011).

Mutacbes em NOTCH1 provocam um efeito estabilizador na sinalizacdo de
NOTCH1 em células de LLC, e consequente resisténcia a apoptose (IANNI et al.,
2009). Aléem disso, novas evidencias descrevem mecanismos da ativacdo de
NOTCH1 independentemente do status mutacional (FABBRI et al., 2017). A ativagcao
constitutiva de NOTCH1 é associada com pior prognéstico na LLC (SPORTOLETTI
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et al., 2010). Portanto, a via de sinalizagdo NOTCH1 representa uma pega chave
nas terapias atuais e futuras para a LLC.

2.1.4 Variacao genética, Desequilibrio de ligacdo e Haplétipos

A variacdo genética é gerada continuamente pelo processo mutacional, mas
sua persisténcia no genoma € determinada por diferentes fatores histéricos e
gendmicos. A maioria das novas mutacfes que afetam a funcdo do gene tém efeitos
deletérios na aptidao reprodutiva. No entanto, como 0s genes representam apenas
uma pequena fracdo do genoma humano, acredita-se que a maioria das mutacoes
sao neutras e ndo tem efeito sobre a aptidao reprodutiva (ELLEGREN; GALTIER,
2016).

A maioria das variantes de DNA no genoma humano € considerada
seletivamente neutra por trés razdes principais. Em primeiro lugar, a porcao principal
do genoma, estimada em cerca de 97%, nao codifica um produto funcional, como
proteina ou acido ribonucléico (RNA), nem afeta indiretamente a funcdo do gene,
regulando a expressdo ou replicagcdo. Em segundo lugar, se uma nova variante
ocorrer em 1,5% do genoma que codifica um produto funcional (regibes
codificantes), pode ndo resultar em uma mudanca de aminoécido (ou seja, pode ser
uma substituicdo "sinbnima"). Terceiro, as variantes que afetam as regides
regulatérias ou codificadoras e alteram um aminoacido (substituicbes nao-

sinbnimas) podem néo ter efeito sobre a aptidao reprodutiva (WRIGHT, 2005).

O polimorfismo genético é definido como a heranca de uma caracteristica
controlada por um unico locus genético com dois alelos, em que o alelo menos
comum tem uma frequéncia de cerca de 1% ou mais. Polimorfismos e mutagdes s&o
duas alteracbes genéticas freqlentes. Essas variacdes sao representadas por
polimorfismos de nucleotideo Unico (SNPs), alteracbes na organizagdo ou no
tamanho das sequéncias, incorporacdo do DNA extracromossdmico e alteracdes
anafasicas ou da citocinese e incluem: substituicdes, insercdes, duplicacdes e
fusdes de nucleotideos (ISMAIL; ESSAWI, 2012).

Essas variacdes genéticas podem ser o resultado de processos casuais ou
podem ter sido induzidos por agentes externos, como virus ou radiacdo. Se uma

diferenca na sequéncia de DNA entre os individuos estiver associada a doencas,
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geralmente serd chamada de mutacdo genética. Mudancas na sequéncia de DNA
que foram confirmadas como causadas por agentes externos também séo
geralmente chamadas de "mutacdes" em vez de "polimorfismos”. Os SNPs séo o
tipo mais comum de variacdes genéticas em humanos. Compreender as funcdes
dos SNPs pode nos ajudar muito a entender a genética da variagdo do fenotipo
humano, especialmente a base genética de doencas humanas complexas (BULL,
2013; ISMAIL; ESSAWI, 2012).

Os polimorfismos de DNA compreendem trés tipos: polimorfismo de repeticao
em tandem, variacbes do numero de coépias e SNPs. A deteccdo desses
polimorfismos pode ser realizada por diferentes métodos, incluindo PCR especifico
de alelo, polimorfismo de comprimento de fragmento de restricdo, a técnica de
microarray e sequenciamento do genoma completo (ISMAIL; ESSAWI, 2012).

A descoberta e genotipagem de diversos polimorfismos de nucleotideo Unico
ou SNPs permite o mapeamento desses padrbes ao longo do genoma por
associacfes nao aleatorias, chamados de desequilibrio de ligacdo ou LD (do inglés,
Linkage Desequilibrium) (GABRIEL et al., 2002). O LD é um indicador sensivel das
forcas genéticas populacionais que estruturam um genoma. Por causa do
crescimento explosivo dos métodos para avaliar a variacdo genética em uma escala
fina, os bidlogos evolucionistas e 0s geneticistas humanos estdo cada vez mais
explorando o desequilibrio de ligacdo para entender eventos evolutivos e
demograficos passados, para mapear genes que estdo associados a caracteres
guantitativos e doencas hereditarias, e para compreender a evolucdo conjunta de
conjuntos de genes ligados. Atualmente, o desequilibrio de ligacdo € usado muito
mais extensivamente no estudo de humanos do que em ndo humanos, mas isso
esta mudando a medida que avancos tecnolégicos tornam extensos estudos

gendmicos viaveis em outras espécies (H; R; MH, 2003).

Em particular, a clonagem posicional de genes para suscetibilidade a doencas
depende do desequilibrio de ligacdo (LD) e correlacdes entre alelos de variacdes
vizinhas, refletindo “haplotipos” descendentes de um cromossomo ancestral comum.
Tornou-se claro que SNPs mapeados e ordenados cromossomicamente podem ser
agrupados em "blocos de haplétipos” que abrigam um namero limitado de haplétipos

distintos (GABRIEL et al., 2002). Um haplétipo € um conjunto de alelos co-herdados



34

especificos; normalmente, esses alelos sdo co-herdados porque estdo presentes em
marcadores genéticos vizinhos. Um individuo que carrega o mesmo alelo em ambas
as copias de um locus é homozigoto para esse alelo, enquanto alguém que carrega
dois alelos diferentes é heterozigoto. Neste contexto, marcadores genéticos sao
sequéncias especificas de DNA polimorficas e empregadas no mapeamento de
genes de doencgas (CRAWFORD; NICKERSON, 2005; H; R; MH, 2003).

Varios estudos mostraram que o genoma humano é estruturado com tais
segmentos dentro dos quais h& forte LD entre SNPs relativamente comuns, mas
entre 0s quais a recombinacao deixou pouco LD (Patil et al. 2001). Quando os SNPs
estdo em LD forte, os alelos de alguns SNPs em um hapl6tipo sugerem os alelos
dos outros SNPs, que, como resultado, fornecem informacdes redundantes.
Consequentemente, um numero modesto de SNPs comuns selecionados de cada
segmento seria suficiente para definir os haplétipos relevantes em presumivelmente
qualquer populacédo (WALL; PRITCHARD, 2003).

Essa hipotese levou ao projeto HAPMAP (http://www.hapmap.org), que visa
desenvolver um mapa de padrdes de haplétipos comuns em todo o genoma em
varias populacdes étnicas. Uma vez que cada gene (ou fragmento cromossémico) é
subdividido em blocos de haplétipos, os haplétipos podem ser “marcados” por um
subconjunto de todos os SNPs disponiveis, os chamados SNPs de marcacao.
Espera-se que a construcdo de um mapa de haplétipos do genoma humano e a
definicdo de SNPs de marcacdo facilite os estudos de associacdo de variacao
genética comum, em particular, para determinar alelos causadores de doencas
ainda néo identificados (THE INTERNATIONAL HAPMAP CONSORTIUM, 2005).

O conhecimento da regido candidata auxilia na escolha de um grupo de
variantes (tag SNPs) que captura a maioria das variantes genéticas comuns na
predicao do status alélico de SNPs préximos (ZONDERVAN; CARDON, 2007).

Os polimorfismos contribuem com grandes variacdes no genoma humano e
podem definir como os individuos respondem aos medicamentos, seja alterando a
farmacocinética e a farmacodindmica dos medicamentos ou alterando a resposta
celular aos agentes terapéuticos. Definir o efeito dos polimorfismos nos alvos dos
quimioterapicos € necessario para a predicdo da farmacocinética alterada dos

agentes terapéuticos (KOCAL; BASKIN, 2017). Portanto, o estudo e a identificacao
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de mutacdes e polimorfismos que impactam o risco de DCNT e/ou seus fatores de
risco, assim como a resposta a farmacos por esses individuos é de fundamental

importancia.
2.2 VIA DE SINALIZACAO NOTCH1 E VARIANTES GENETICAS

A sinalizagdo NOTCH desempenha um papel na maioria dos programas de
desenvolvimento de 6rgéos e tecidos e freqientemente atua iterativamente durante
a divisdo e diferenciacdo celular. Existem muitas situacdes onde a sinalizacéo
NOTCH blogueia a diferenciacdo e assegura um pool de células-tronco ou
progenitoras, mas também hé situacdes onde dois destinos celulares diferenciados
sao o resultado potencial para uma célula tronco ou progenitora e dita a sinalizacéo
NOTCH o equilibrio entre os dois destinos de células disponiveis (CAPACCIONE;
PINE, 2013).

Altamente conservada entre as espécies (YAMAMOTO; SCHULZE;
BELLEN, 2014), a via de sinalizacdo NOTCH foi descoberta e descrita apds a
observacéo de diferentes fenétipos nas asas de Drosophila melanogaster causadas
pela haploinsuficiéncia da regido cromossomica codificante para NOTCH (MOHR,
1919). Adicionalmente, a andlise genética da via de sinalizacdo NOTCH em
Caenorhabdits elegans trouxe contribuices essenciais para o entendimento dos
mecanismos moleculares deste sistema (GREENWALD; KOVALL, 2013). Como
exemplo, a proteina glp-1, codificada pelo gene homologo de NOTCH em C.
elegans, é requerida continuamente na proliferacdo da linhagem germinativa, e sua
mutacdo provoca a formacdo de tumores na espécie (BERRY; WESTLUND;
SCHEDL, 1997). Em humanos, NOTCH foi primeiramente identificado como um
gene cuja translocacao cromossémica t(7;9) (g34;934.3) estaria presente em células
T leucémicas (ELLISEN; BIRD; WEST, 1991).

Diversas evidéncias mostram que a sinalizacdo NOTCH desempenha um
papel fundamental na homeostase dos tecidos. A homeostase do tecido é definida
como a manutencdo de um estado estacionario através de um equilibrio de
proliferacdo e apoptose, e permite que um tecido responda dinamicamente a varias
condicoes fisiologicas e também, em alguns casos, para montar uma defesa contra
lesGes e doencas (SIEBEL; LENDAHL, 2017).
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A perturbacéo da via de sinalizacdo NOTCH esté& ligada a uma variedade de
doencas genéticas, ndo tumorais e canceres. Além disso, estudos recentes
empregando modelos de camundongos transgénicos de manipulacéo especifica de
tecido da sinalizacdo NOTCH comecaram a revelar os papéis da via NOTCH na
regulacéo do metabolismo (SIEBEL; LENDAHL, 2017).

2.2.1 Genética e estrutura dos receptores NOTCH

Membros da familia NOTCH codificam quatro tipos de receptores
transmembranares (NOTCH1-4), codificadas nas regides cromossOmicas 9q34,
1p13-p11, 19p13, 2-p13.1 e 6p21.3, respectivamente (KOJIKA; GRIFFIN, 2001).
Estes receptores agem através da interacdo com diferentes ligantes de superficie
celular, sendo eles: Jaggedl, Jagged?2 e Ligantes Delta-like 1, 3 e 4 (DLL1, DLL3 e
DLL4). (TEJADA et al., 2014). Os ligantes de NOTCH s&o descritos na literatura
comumente como presentes em células adjacentes influenciando somente a
expressao génica de células vizinhas. Entretanto, evidéncias recentes revelam a
existéncia de ativacdo da via ligando-independente, por exemplo: o ligante Jaggedl
pode ser secretado, ativando a sinalizacdo NOTCH sem a necessidade do contato
célula-célula (LU et al., 2013).

Os receptores NOTCH e seus ligantes sdo constituidos por proteinas
multidominio, sendo que os ectodominios das proteinas contém multiplas repeticdes
do fator de crescimento epidermal EGF (do inglés, Epidermal Growth Factor). As
repeticbes EGF sofrem modificacbes poés-traducionais por diversos glicanos que
participam na estabilizacdo da interacédo receptor-ligante. Juntamente com a regiao
regulatéria negativa NRR (do inglés, negative regulatory region), as repeticbes EGF
compdem a parte extracelular NECD (do inglés, NOTCH Extracelular Domain) do
receptor. J4 na porcdao intracelular NICD (do inglés, NOTCH Intracelular Domain), se
localizam: uma sequéncia RAM (do inglés, RBP-Jk-Associated Molecule), um
dominio rico em prolina, glutamina, serina e treonina, chamado de PEST (do inglés,
proline-P, glutamic acid-E, serine-S e threonine-T), além de repeticbes de anquirina
ANK (do inglés, Ankyrin) responsaveis pela interacdo com fatores de transcricdo no
nacleo. As proteinas envolvidas neste complexo transcricional variam de acordo com
a espécie estudada, sendo que nos humanos é representada pela CBF1/RBP-JKk,

sendo referida como RBP-Jk nesta revisdo. Além do NICD, se unem ao complexo
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transcricional co-ativadores, como MAML, responsaveis pela transcricdo dos genes-
alvo de NOTCH (ARRUGA; VAISITTI; DEAGLIO, 2018; KUROOKA; KURODA,;
HONJO, 1998).

2.2.2. Ativacao da via de sinalizacdo NOTCH

Para a ativagdo da via canbnica de sinalizagdo NOTCH €& necessario o
contato fisico do receptor NOTCH e seu ligante. Assim sendo, ap0s a interagcdo, o
receptor NOTCH expresso na superficie celular sofre sucessivas clivagens
proteolitica e subsequente ativacdo transcricional, sendo a primeira clivagem
dependente da endoprotease furina (clivagem S1) no NECD. Apés isso, a
metaloproteinase ADAM realiza uma segunda clivagem no NECD (clivagem S2), o
gue permite a facilitagcdo da terceira clivagem (clivagem S3) e posterior liberacédo do
NICD, realizada pelo complexo y-secretase (HORI, 2013), processo representado na
figura 4. Este complexo consiste em quatro proteases individuais: presinilina-1,
nicastrina, Anterior-Pharynx-defective-1 e presenilina enhancer -2 (CAPACCIONA,;
PINE, 2013).

Célula com ligando

Ligando de NOTCH

Clivagem por y-secretase

Genes-alvo
de NOTCH
(HES1, HEY1)

| Célula receptora do sinal |
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Figura 4: Via de sinalizagdo NOTCH. Estrutura do receptor NOTCH, pontos
de clivagem e mecanismo de acdo através da interacdo com ligando de célula
vizinha. Extraido e adaptado de: (ZHANG et al., 2016)

O NICD, resultado da clivagem, sofre translocacdo diretamente ao nucleo e
comumente se associa ao complexo proteico RBP-Jk. Na auséncia de NICD, o RBP-
JKk se associa a um complexo de proteinas que atua como repressor transcricional.
Ao contrario, se a por¢do NICD se liga ao mediador RBP-Jk, o fator de transcrigéo €
convertido de um estado repressor a constitutivamente ativado através da
dissociacdo do complexo SMRT/HDAC1 do RBP-JKk, o que permite a transcricdo dos
genes alvo de NOTCH (KOJIKA; GRIFFIN, 2001).

2.2.3 NOTCH no desenvolvimento, metabolismo e adipogénese

A sinalizacdo NOTCH é notavelmente pleiotropica e dificilmente existe um
tecido que néo seja afetado pelas escolhas do destino celular que s&o reguladas
pela sinalizaggo NOTCH. A consequéncia de desenvolvimento da regulagao
negativa ou positiva da sinalizacdo NOTCH é estritamente especifica ao contexto, e
o mesmo sinal NOTCH pode, por exemplo, em um contexto promover a proliferacao,
enquanto em outro resultar em apoptose. Consequentemente, a maneira como a
sinalizagdo NOTCH é integrada a outras vias de sinalizagdo no contexto de uma
fisiologia celular especifica, determina como a atividade NOTCH afeta o destino da
célula. Apesar desta complexidade espacial e temporal, os eventos de especificacdo
lateral sdo a marca registrada do destino da célula regulada por NOTCH (HORI;
SEN; ARTAVANIS-TSAKONAS, 2013).

Em geral, a ativacdo da via de sinalizagdo NOTCH estd associada a
linhagens celulares precoces em desenvolvimento, tornando NOTCH um marcador
muito bom para rastreamento de linhagem (FRE et al., 2011). A sinalizacdo NOTCH
tem sido implicada na regulagcdo de um numero crescente de células-tronco em
muitos tecidos diferentes, fazendo com que seja caracterizada como uma "via de
células-tronco" (LIU et al., 2010). E bom enfatizar que a atividade NOTCH é
generalizada e importante para a diferenciagcdo, manutencédo e proliferacdo de
células-tronco em quase todos os sistemas examinados, incluindo linhagens de

células-tronco, intestinos, sistema hematopoiético, linha germinativa, varios epitélios,
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musculos, mesénquima, sistema nervoso, adipdcitos e outros (HORI; SEN;
ARTAVANIS-TSAKONAS, 2013)

A sinalizacdo NOTCH foi recentemente descrita como um elemento-chave
no metabolismo, por ser um regulador chave do destino celular e celular e
homeostase em praticamente todos os 6rgdos metabdlicos. No figado, a sinalizacéao
NOTCH estimula os programas de gliconeogénese e lipogénese, que levam a
hiperglicemia e doenca hepética gordurosa. No tecido adiposo, a ativacao genética
da sinalizacdo NOTCH induz o clareamento do BAT e da resisténcia a insulina,
enquanto a inibicdo genética ou farmacoldgica da sinalizacdo NOTCH promove o
escurecimento dos adipdcitos brancos e melhora a sensibilidade a insulina (Bl et al.,
2014b).

No musculo esquelético e no cérebro, a ativacdo NOTCH reforca ativamente
a quiescéncia das células-tronco adultas locais, portanto, limitando seus potenciais
de reparo de tecido e, subsequentemente, influenciando o metabolismo do corpo. No
sistema imunoldgico, a ativacdo da sinalizacdo NOTCH promove a polarizacdo do
macréfago M1, produzindo um estado de inflamacéo sistémica de baixo grau que
exacerba a resisténcia a insulina nos tecidos periféricos. A inibicdo da sinalizacédo
NOTCH em vérios desses tecidos melhora consistentemente a tolerancia a glicose,

a sensibilidade a insulina e melhora a obesidade e a aterosclerose (Bl et al., 2014a).

O papel da via de NOTCH na adipogénese é controverso, e varios estudos
afirmam que ela tem papel positivo no processo de diferenciacdo dos adipécitos,
metabolismo energético e escurecimento dos adipdcitos. Estudos demonstraram que
a inibicdo ou delecdo de NOTCH1 reduz a massa WAT e aumenta a expressao de
genes de assinatura BAT, promovendo a formacao de adipécitos bege. Além disso,
aumenta o gasto de energia, melhora a sensibilidade a insulina e protege os ratos da
obesidade induzida por uma dieta rica em gordura (HFD) (Bl et al., 2014a). Por outro
lado, a ativacdo da sinalizacdo de NOTCH1 em adipdcitos é suficiente para
promover um fen6tipo de clareamento no tecido adiposo perivascular (BOUCHER et
al., 2020). Recentemente, Vastrad et al. (2020) identificou NOTCH1 como um gene
diferencialmente expresso em analise in silico, sugerindo ser um gene chave na

obesidade associada ao diabetes tipo 2.
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Além disso, ha evidéncias crescentes de interacdo entre a sinalizacdo
NOTCH1 e Wnt (relatada como desempenhando um papel fundamental na inibicéo
da adipogénese) (ROSS; RAO; KADESCH, 2004). Isso é particularmente importante
a luz das evidéncias que mostram que o knockdown de NOTCH1 parece modular
significativamente a via canénica Wnt / B-catenina pela redug¢ao da proteina GSK3f3
total expressa, e que, por sua vez, parece ser um regulador negativo do

escurecimento nos adipdcitos.
2.2.4 Polimorfismos e mutacfes em NOTCH1 e suas implicacdes

A sinalizacdo NOTCH desregulada estd ligada a vérias doencas, incluindo o
cancer. Em alguns casos, a doenca é causada por mutaces nos membros da via
NOTCH, enquanto em outros casos o efeito € mais indireto, sendo observado como
uma regulacao aberrante na sinalizagdo NOTCH (SIEBEL; LENDAHL, 2017).

Polimorfismos e mutacées no gene NOTCH1 sdo comumente encontrados em
ma-formacdes cardiacas, como a estenose da valva adrtica, coarctacdo da aorta e
sindrome do coracao esquerdo hipoplasico. McBride et al. (2008) descreve que as
mutacdes em NOTCH1 reduzem a sinalizacdo através do ligante Jaggedl, sendo
que pequenas alteracbes na via podem provocar defeitos cardiacos. Além disso,
diversos estudos associam polimorfismos em NOTCH1 com outras doencas nao-
tumorais, como Diabetes tipo 1 (NYAGA et al.,, 2018), ansiedade e depressao
(STEINE et al., 2016) e surdez (DING et al., 2018a).

No entanto, a grande maioria dos estudos que envolve mutacdes e polimorfismos
de NOTCH1 mostram sua associagdo com tumores. O polimorfismo rs3124591
aparece associado ao risco de desenvolvimento de cancer de mama (CAO et al.,,
2014), assim como o rs3124599 foi associado ao risco de cancer de pulm&o em néo
fumantes (QUAN et al., 2017). Outros diversos trabalhos citam a presenca de

mutacOes de NOTCH1 em tecidos tumorais.

No contexto da LLC, o proto-oncogene NOTCH1 sofre mutacdo em
aproximadamente 10% dos pacientes quando eles inicialmente requerem
tratamento, mas isso aumenta para mais de 20% na recidiva e até 40% na
transformacdo de Richter. Mutagbes de NOTCH1 sao essencialmente mutacdes

truncadas dentro do exon 34 que resultam na perda do dominio PEST. Este dominio
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€ responsavel pela instabilidade da proteina de tipo selvagem e sua perda
demonstrou estabilizar as proteinas mutantes e, portanto, aumentar a sinalizacéo de
NOTCH. Uma delecdo de frameshift [c.7544 7545delCT (p.P2514 fs)] dentro do
exon 34 foi relatada como responsavel por até 90% das mutacdes de NOTCH1 em
CLL. Mutacdes nao codificantes situadas na regido 3' UTR de NOTCH1 causam
eventos de splicing aberrantes com um local doador de splice exénico criptico e
resultam em uma delecdo das ultimas 158 bases de codificacdo do exon 34 e, da
mesma forma, a perda do dominio PEST (PUENTE et al., 2015).
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OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Verificar se a variabilidade genética no gene NOTCH1 esta associada ao risco de

sobrepeso/obesidade e resposta a curcumina na Leucemia Linfocitica Crénica

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Verificar se polimorfismos em NOTCH1 estdo associados ao sobrepeso /

obesidade e outras variaveis clinicas associadas

Realizar analise de associacdo regional, obtendo as frequéncias alélicas,

genotipicas e haplotipicas

Avaliar in silico a expressao génica de células de LLC mutadas para NOTCH1

e possiveis vias de sinalizacdo como alvo

Avaliar resposta a curcumina em células mutadas para o gene NOTCH1 em

cultura primaria de LLC

Avaliar resposta ao tratamento com a curcumina em modelo murino de LLC
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4  METODOS

4.1 ARTIGO 1 - ASSOCIACAO DE VARIANTES GENETICAS EM NOTCH1 COM
SOBREPESO E OBESIDADE EM UMA COORTE DE IDOSOS BRASILEIROS

41.1 Coorte estudada

Todos os participantes (com 59 anos ou mais) eram independentes e
selecionados no projeto interdisciplinar SABE (Saude, Bem Estar e Envelhecimento -
Saude, Bem-Estar e Envelhecimento). O SABE foi coordenado pela Organizagédo
Pan-Americana da Saude (OPAS / OMS) como uma pesquisa multicéntrica de
salude e bem-estar de pessoas idosas em sete centros urbanos do Caribe e da
América Latina, incluindo Sao Paulo - Brasil. O projeto SABE foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Saude Publica da Universidade de
Sdo Paulo (CAAE: 47683115.4.0000.5421, Revisdo: 3.600.782). A coleta contém
todos os conjuntos de dados gendmicos de nivel individual que concordaram em
participar e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido aprovado pelo
CEP / CONEP (Comités de Etica locais e nacionais). A aprovacdo da ética foi dada
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Saude Publica da Universidade
de Séo Paulo, Brasil (ndmero de protocolo 2015/12837 / 1.015.223). Desde entéo,
esta coorte foi analisada em estudos genéticos (BRIDE et al., 2021; NASLAVSKY et
al., 2017, 2020).

4.1.2 Dados bioguimicos e antropométricos

A coleta de dados foi realizada por equipe treinada e descrita em outro lugar
(NASLAVSKY et al., 2020). Um questionario padronizado (C10) com foco na histéria
meédica, estilo de vida e caracteristicas sociodemograficas foi coletado de todos os
individuos. O C10, proposto pela Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS), foi
traduzido e adaptado para uso na coorte brasileira. O DM2, hipertenséo e tabagismo
foram autorreferidos. Todos os participantes foram submetidos a puncéo venosa de
sangue para analises bioquimicas e genémicas.

As seguintes variaveis demograficas e de saude foram registradas: sexo,
idade, pressao arterial sistélica (PAS) (mmHg), pressao arterial diastolica (PAD)

(mmHg), colesterol HDL (mg / dL), colesterol LDL (mg / dL), total colesterol (TC) (mg
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/ dL), triglicerideo em jejum (TG) (mg / dL), glicose plasmética em jejum (FPG) (mg /
dL), hemoglobina glicada (Hb1Ac) (%), proteina C reativa (hsCRP) ( mg /L), IMC (kg
/ m2) e Circunferéncia da Cintura (CC) (cm). O peso e a altura foram medidos em
balanca portatii (Seca, Alemanha) e antropdmetro (Harpenden, Inglaterra),
respectivamente. A CC foi medida a meio caminho entre a margem inferior da ultima
costela palpavel e o topo da crista iliaca usando uma fita métrica inelastica, com
aproximacédo de 0,1 cm ap0s a inspiracao e expiracdo. O IMC foi calculado com o
peso em quilogramas dividido pelo quadrado da altura em metros (kg / m?).
Utilizando a classificagdo da OMS (WHO, [s.d.]), dividimos os individuos em
grupos de acordo com os valores de IMC em sobrepeso / obesidade (25,0 kg / m?,
excesso de peso) e peso normal (24,9 kg / m?). Apds a exclusdo dos individuos
com dados incompletos ou que néo realizaram o teste genético, foram incluidos no

presente estudo 1.024 idosos.

4.1.3 Sequenciamento de Nova Geracado (NGS) e Selecdo de Tag SNPs

A extracdo do DNA, o sequenciamento do genoma completo e o controle de
qualidade das variantes foram seguidos conforme descrito em outro lugar
(NASLAVSKY et al.,, 2020). As frequéncias dos alelos foram depositadas no
ABraOM - Arquivo Brasileiro Online de Mutacdes (Arquivo Online de Mutacdes
Brasileiras, http://abraom.ib.usp.br). Usamos as ancestrais individuais europeias,
africanas, americanas nativas e do leste asiatico inferidas por Naslavsky et al. (2020)
como covariaveis em nossos modelos.

Filtramos SNPs localizados nas posic¢des inicial e final de NOTCH1 mais 50-
Kb em ambos os lados, abrangendo Chr9: 136440101 a 136599978 da sequéncia
de referéncia humana (GRCh38: NC_000009.12). Apés a exclusdo dos INDELs,
primeiro retivemos SNPs com Frequéncia Alélica Menor (MAF) 20,01 e em equilibrio
de Hardy-Weinberg (HWE) (P> 0,05). Em seguida, SNPs foram selecionados
usando uma abordagem de tag SNP (algoritmo de tagging pairwise realizado com
limiar de r?20,8) usando dados de gendtipo HapMap (versdo 28) no software
Haploview 4.2 (BARRETT et al., 2005). Tag SNPs foram incluidos na analise de
associacdo. As frequéncias de alelos e gendtipos de SNPs associados foram
comparadas com o projeto Allele Frequency Aggregator (ALFA) do banco de dados
do National Center for Biotechnology Information (NCBI) (PHAN et al., 2020).
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4.1.4 Andlises estatisticas

As caracteristicas dos individuos foram comparadas por meio de estatistica
descritiva. As variaveis categoricas foram apresentadas como frequéncias e
porcentagens, N (%), e as variaveis continuas foram expressas como mediana e
valores extremos (minimo e méximo) para dados ndo paramétricos. O teste de
Kolmogorov-Smirnov para uma amostra foi usado para testar a normalidade da
distribuicdo. As comparacdes entre individuos com sobrepeso/obesidade e
eutréficos foram realizadas por meio do teste do qui-quadrado e do teste nao
paramétrico de Mann-Whitney.

A andlise de associacdo baseada em SNP foi realizada usando o pacote R
“SNPassoc”, sob diferentes modelos genéticos (codominante, dominante, recessivo,
overdominant e log-aditivo) (GONZALEZ et al., 2007). A andlise foi ajustada para
idade, sexo e ancestralidade (Modelo 1) e para todas as variaveis de confusao
(Modelo 2). Odds ratios (OR) e intervalos de confianca de 95% (IC) foram calculados
por regressao logistica multinomial. Blocos de haplétipos foram definidos com base
em Gabriel et al. (2002) e gréficos de desequilibrio de ligacdo (LD) foram gerados
usando Haploview 4.2.31 As frequéncias de haploétipos foram estimadas pelo
algoritmo Expectation - Maximization (algoritmo EM) usando o pacote estatistico R
“HaploStats” (SCHAID et al., 2002).

Adotamos significancia de P<0,05 e correcdo de Bonferroni para
comparacdes de testes multiplos (P = 0,05 / N de SNPs de tag ou N de haplétipos
testados) ou quando necessario. A andlise estatistica foi realizada no SPSS versao
27.0 (IBM, Armonk, NY, EUA) e no ambiente computacional R versdo 4.0.0 (R

Development Core Team, 2020).

4.1.5 Anélises In Silico

A anotacao funcional dos SNPs associados foi obtida nos sites de previséo
funcional: rvarBase (GUO et al., 2016), HaploReg (WARD; KELLIS, 2016),
RegulomeDB (BOYLE et al., 2012), e portal Gtex (ARDLIE et al., 2015). O banco de
dados rVarBase (versdao 2.0 do rSNPBase) foi usado para descrever as

caracteristicas regulatérias do SNP na dimensdo de estados de cromatina,
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elementos regulatérios sobrepostos e genes alvo potenciais (GUO et al.,, 2016).
HaploReg v4.1 (WARD; KELLIS, 2016) e RegulomeDB (BOYLE et al., 2012) foram
usados para anotar os SNPs por mineracdo sistematica de dados comparativos,
regulatorios e epigendmicos, com base no projeto Encyclopedia of DNA Elements
(ENCODE). A pontuacdo RegulomeDB foi usada para identificar e comparar
variantes regulatorias potenciais; pontuacdes mais baixas estdo associadas a uma
gama mais ampla de dados que sustentam a importancia funcional. O portal GTEx
(Genotype-Tissue Expression) (ARDLIE et al., 2015) foi usado para determinar a
expressao significativa de loci de tragos quantitativos (eQTL) para os SNPs
associados.

4.2 ARTIGO 2 — RESPOSTA INTEGRADA AO ESTRESSE EM LEUCEMIA
LINFOCITICA CRONICA

4.2.1 Fonte De Dados, Pré-Processamento e Analise Diferencial

Os dados de expressdo génica foram obtidos do banco de dados publico do
Centro Nacional de Informacfes sobre Biotecnologia GEO (Barrett, T. et al., 2013)
com o numero de acesso GSE131114, GSE75122 e GSE92626. Neste estudo,
selecionamos 52 amostras; incluindo 21 amostras de CLL com mutacdo de NOTCH1
e 31 amostras de NOTCH1 WT CLL. Para manter a consisténcia ao longo do
estudo, foram excluidas séries de amostras para ICN1 negativo ou mutacfes em
outros genes. Dados de microarray normalizados foram transformados em log2 e
fragmentos normalizados por quilobase de modelo de exon por milhdo de leituras
mapeadas (FPKM) contendo valores de dados de RNA-Seq foram transformados
seguindo Mooney et al. (2013). Os dados RNA-Seq transformados foram
combinados com conjuntos de dados de microarray com ID Entrez exclusivo. A
funcdo Combat do pacote SVA R (LEEK; JOHNSON, 2012) foi usada para ajustar os
efeitos de lote conhecidos de conjuntos de dados combinados de diferentes GSEs. A
analise do Rank Product foi usada para calcular os valores do Rank Product (RP)
gue foram baseados na mudanca de dobra (FC) do rank usando o pacote RankProd
R (Hong, 2006). A taxa de descoberta falsa (FDR) usando o método Benjamini-
Hochberg (BH) foi controlada em 0,01, abaixo da qual todos os genes foram

extraidos representando listas de genes DE para cada comparacdo de dados de



47

microarray e RNA-Seq. Como o produto de classificagdo é um método baseado em
classificacao e os valores de FC eram heterogéneos, um valor de FC maior do que 1
foi identificado como genes DE regulados positivamente e menos de 1 identificado
como genes DE regulados negativamente. O teste de correlacdo de pares de logFC
dos genes DE para as duas comparagOes dentro e entre as duas tecnologias foi

realizado usando o teste de correlagao de “Spearman” na base R.

4.2.2 Ontologia genética (GO) e andlise de enriquecimento de vias

Para realizar a andlise funcional da lista de genes resultante com o Gene
Ontology (GO), as anotacGes foram realizadas usando o pacote clusterProfiler do
Bioconductor em R (Yu, G., Wang, L.-G., Han, Y. & He, Q .-Y.,, 2012). O
enriguecimento funcional foi realizado para cada comparagdo contra as trés
categorias GO (BP, CC e MF). Genoma de anotacdo ampla, com base no
mapeamento usando Entrez Gene Identifiers (“org.Hs.eg.db”), o método do valor p
ajustado foi Benjamini e Hochberg (BH), e os pontos de corte para os valores p e q
foram definidos como 0,05 . Os termos GO redundantes foram eliminados usando a
fungao “simplificar” do pacote clusterProfiler. O Gltimo pacote também foi usado para
visualizar algumas categorias e genes GO usando um gréfico de mapa de calor
(heatplot) e uma rede circular (cnetplot). O enriquecimento da via da Enciclopédia de

Genes e Genomas de Kyoto (KEGG) também foi realizado.

4.2.3 Analise de enriquecimento de conjunto de genes (GSEA)

A analise de enriquecimento do conjunto de genes (GSEA) foi realizada
usando o método pré-classificado na implementacdo GSEA Java. A lista de genes,
organizada por escores z em ordem decrescente, foi usada como conjuntos de
genes pré-classificados e convertidos para o formato de lista de classificacdo de
acordo com Jung et al. (Jung et al., 2018). Genes Hallmark do banco de dados de
assinaturas moleculares (MsigDB, http://software.broadinstitute.org/gsea/msigdb)
foram usados como conjuntos de genes (Liberzon et al., 2015).
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4.2 .4 Isolamento de células de LLC

Amostras de sangue periférico (PB) foram obtidas de pacientes com LLC néo
tratados. Todos os experimentos foram realizados de acordo com a Declaracdo de
Helsinque e aprovados pelo Comité de Revisdo Institucional da Universidade de
Perugia. As caracteristicas do paciente sdo descritas na Tabela Suplementar S1. As
células CLL foram isoladas de sangue total usando centrifugacdo em gradiente de
densidade Ficoll seguida por rosetagem de eritrocitos de ovelha. Resumidamente,
este procedimento permitiu a separacdo de células leucémicas B ndo rosetadas
altamente purificadas (93,8 + 2,7% CD5" / CD19") de células T rosetadas. A pureza
das células foi avaliada por analise de citometria de fluxo (EPICS-XLMCL; Beckman
Coulter, Fullerton, CA) usando anticorpos monoclonais anti CD45, CD19, CDS5,
CD11b, CD3 (mAb) em 7AAD negativo (todos da Beckman Coulter). Os casos de
LLC foram caracterizados quanto ao status mutacional IGHV, SF3B1 e MYDS88, as
principais anormalidades citogenéticas descritas (DOHNER et al., 2000; GHIA et al.,
2007; PATNAIK et al., 2012).

4.2.5 Status mutacional de NOTCH1

A carga alélica de NOTCH1 em células de LLC foi determinada por PCR
especifico de alelo (AS-PCR) e PCR digital (ddPCR) conforme descrito
anteriormente (DI IANNI et al., 2018).

4.2.6 Cultura de células e tratamento com a curcumina

Células de LLC colhidas a fresco ou congeladas de forma viavel foram
ressuspensas em meio RPMI 1640 suplementado com 10% ou 20% de soro humano
inativado por calor (FBS, Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, EUA), L-glutamina 2mM e
100U / ml penicilina / 100ug / ml estreptomicina a 37 ° C em atmosfera umidificada
de 5% de CO2. Para ativar especificamente a sinalizagdo de NOTCH1, 2x106
células / ml foram tratadas com EDTA 0,5 mM por 1 h. As células de LLC foram
tratadas com veiculo (dimetilsulféxido) ou curcumina (Sigma-Aldrich) adicionado

diretamente ao meio em diferentes momentos.
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4.2.7 Anélise de citometria de fluxo

As células apoptéticas foram enumeradas por citometria de fluxo em um
analisador FACSCalibur (BD Biosciences) apo0s coloracdo com Anexina-V-APC /
lodeto de Propidio (Immunotech, Beckman Coulter) realizada de acordo com as
instrucdes do fabricante. Os resultados foram expressos como a porcentagem de
células viaveis (AnV- / PI-) ou apoptoticas (An + / Pl- ou AnV +/ Pl +) em relacédo ao
controle tratado com veiculo. A medicéo do fluxo de Ca?* foi realizada usando o kit
de ensaio de calcio Fluo-4 DirectTM (Life technologies, Thermo Scientific, Eugene,
Oregon, EUA) seguindo o protocolo do fabricante. A analise dos dados foi realizada
com o software FlowJo versao 10 (FlowJo, LLC, Ashland, OR, EUA).

4.2.8 Western blotting

A andlise de Western blot foi conduzida com protocolos previamente
relatados. Em resumo, em cada ponto de tempo, as células foram coletadas e
lavadas com PBS. As proteinas de células inteiras foram extraidas por tampédo de
lise RIPA frio contendo coquetel de inibidores de protease (Sigma-Aldrich). A
concentragcdo de proteina foi determinada pelo ensaio de Bradford e fracionada por
SDS-PAGE e eletrotransferida para uma membrana de nitrocelulose (Millipore). Os
blots foram bloqueados e incubados com anticorpos primarios durante a noite a 4°C,
e entdo visualizados com substrato quimioluminescente Supersignal (Thermo Fisher
Scientific) em filme de raios-X. A quantificacdo densitométrica da intensidade do
sinal em relacdo ao controle de carregamento GAPDH foi realizada usando o

software Quantity One.

4.2.9 Reacao em cadeia da polimerase-transcriptase reversa (RT-PCR)

O RNA total foi extraido das células usando RNeasy Micro Kit® (Qiagen,
Hilden, Alemanha). Um kit PrimeScript ™ RT Master Mix (Takara Biotechnology Co.,
Ltd.) foi usado para sintetizar cONA conforme as instru¢des do fabricante e RT-PCR
foi realizado com PCR Master Mix Power SYBER Green (Applied Biosystem,

Warrington, Reino Unido) usando o 7900HT fast Sistema PCR em tempo real
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(Biossistema Aplicado). Os niveis de expressao relativa do mRNA foram calculados

usando o método 2 — AACq e normalizados para GAPDH.

4.2.10 Modelo de mouse Eu-TCL1

Os camundongos foram mantidos em condi¢cdes especificas livres de
patdgenos e os experimentos foram realizados de acordo com o protocolo aprovado
pelo Comité Universitario para o Cuidado Etico e Uso de Animais em Experimentos.
Camundongos Ep-TCL1 mais velhos (8 meses de idade, CD5" / CD19" (%) periférico
= 5 + 3,25) com alta carga de CLL no sangue periférico foram identificados
examinando a porcentagem de células CLL em PBMCs. Estes camundongos foram
tratados diariamente por 8 semanas com curcumina (50 mg / kg) administrada
diariamente por injecao intra-peritoneal. O grupo de controle recebeu i.p. injecbes
com 6leo de milho (Sigma-Aldrich), usado como veiculo. O desenvolvimento de LLC
foi seguido por hemograma completo e medi¢cdes de citometria de fluxo no sangue
periférico com sangramentos mensais. No sacrificio, 0 peso do rato e o tamanho do
baco foram medidos. Sangue periférico, medula 6ssea, baco, figado e géanglios
linfaticos foram analisados por citometria de fluxo. Os lisados do baco e da medula
O0ssea foram analisados em western blotting. O baco inteiro do veiculo e dos
camundongos tratados foi injetado em camundongos C57BL / 6 imunocompetentes
e eles foram monitorados para CD5" / CD19" (%) periférico por citometria de fluxo e
taxa de sobrevivéncia. A sobrevivéncia geral dos animais foi estimada pela analise

de Kaplan-Meier.

4.2.11 Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com GraphPad Software (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, EUA). Os dados sédo apresentados como média + DP e
as diferencas estatisticas entre os valores médios foram avaliadas usando testes
nao parameétricos como Wilcoxon para dados pareados e Mann-Whitney para dados
nao pareados. Os resultados foram indicados como significativos e marcados da
seguinte forma: * P <0,05; ** P <0,01; *** P < 0,001.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ARTIGO SUBMETIDO: Associacgédo de variantes genéticas em NOTCH1 com

sobrepeso e obesidade em uma coorte de idosos brasileiros

Artigo referente ao estudo de associacdo de tag SNPs e haplétipos do gene
NOTCH1 com sobrepeso e obesidade na coorte de idosos do projeto SABE. O
referido artigo esta foi submetido para a revista Diabetes, Metabolic Syndrome and
Obesity: Targets and Therapy (Qualis A1 - Biotecnologia), tendo o estudante de
doutorado Estevao Carlos Silva Barcelos como primeiro autor. Segue a partir da

proxima pagina o artigo na integra juntamente com material suplementar.
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RESUMO

Introducao: O sobrepeso e a obesidade sao disturbios comuns que envolvem fatores
genéticos e ambientais, associados a doencas cardiovasculares, diabetes tipo 2 e
outros. NOTCH1 é fundamental para a manutencdo de células-tronco e tecidos

adultos, sendo relatado como um jogador-chave na adipogénese.

Obijetivo: Investigamos se os polimorfismos de nucleotideo unico NOTCH1 (SNPs)
estdo associados ao sobrepeso / obesidade em uma coorte brasileira. Dados

antropométricos, bioquimicos, histérico médico e estilo de vida foram coletados.

Métodos: Foram analisados dados de sequenciamento de 1.024 individuos (com
idade entre 59 e 99 anos): 424 apresentavam sobrepeso, 320 obesidade e 280 eram
eutroficos. Analisamos cento e sessenta e um tag SNPs abrangendo todo o gene
NOTCH1 e fronteiras através da abordagem de marcacdo SNP (frequéncia de alelo

menor=0,01 e desequilibrio de ligagdo em pares r2=0,8).

Resultados: Observamos associacao do SNP rs9411207 com o risco de sobrepeso /
obesidade, sob o modelo aditivo, e a distribuicdo dos gendtipos mostrou aumento da
frequéncia de TT homozigoto (OR = 1,50, IC 95%: 1,20-1,88; P = 0,0002) O
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haplétipo GAT construido a partir deste e de outros SNPs em alto Linkage
Disequilibrium foi mais frequente em individuos com sobrepeso / obesidade (P =
0,003). A andlise In silico sugeriu que esses SNPs provavelmente afetam a
transcricdo de NOTCHL1 e outros genes.

Conclusédo e perspectivas: Este € o primeiro estudo relatando associacdo entre
SNPs de NOTCHL1 e risco de sobrepeso / obesidade. Considerando a possibilidade
de modulacdo NOTCH1, estudos populacionais adicionais sdo necessarios para
replicar esses resultados e confirmar a utilidade desses gendtipos de risco para

novas estratégias terapéuticas.

Palavras-chave: ldoso, Haplétipo, gene NOTCH1, Peso excessivo, Polimorfismo de

nucleotideo Unico
INTRODUCAO

Segundo a Organizacdo Mundial da Saude (OMS), a frequéncia de pessoas com
indice de Massa Corporal (IMC) elevado estd aumentando rapidamente em todo o
mundo (KALISH, 2016; SARMA; SOCKALINGAM; DASH, 2021). A obesidade deve
afetar 50-60% da populacéo adulta até 2050 (AGHA; AGHA, 2017). Paralelamente a
esse aumento, cresce a propor¢cdo da populacdo acima de 65 anos e,
consequentemente, a alta prevaléncia de obesos e idosos (DHANA et al., 2016).
Essas condi¢cdes estdo associadas a um maior risco de doencas cardiovasculares,
diabetes tipo 2 (T2D) e muitas outras condi¢cdes cronicas (POWELL-WILEY et al.,
2021).

O sobrepeso e a obesidade (excesso de peso) consistem em um distarbio
multifatorial caracterizado por células de gordura anormais ou excessivas em
depositos especificos no corpo. O tecido adiposo é composto por tecido adiposo
branco (WAT) e tecido adiposo marrom (BAT). O WAT armazena o excesso de
energia como triglicerideos; O BAT ¢é especializado em termogénese e recentemente
apontado como um regulador do metabolismo sistémico (YUKO; SAITO, 2021). Além
disso, os adipécitos bege, uma subpopulacdo de progenitores no WAT, tém uma
capacidade termogénica altamente induzivel mediante estimulacdo (WU et al.,
2012).
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O sobrepeso e a obesidade sdao geneticamente complexos resultantes da interagao
entre um perfil genético de risco e fatores ambientais (GHOSH; BOUCHARD, 2017).
O componente genético da obesidade € responsavel por 40% a 50% da
variabilidade no status do peso corporal, mas varia entre as classes de IMC, sendo
menor entre individuos com peso normal (~30%) e maior em individuos com
obesidade leve a grave (60% -80%). Dois ter¢cos da herdabilidade do IMC podem ser
atribuidos a variantes comuns de DNA, enquanto as variantes raras e de baixa
frequéncia explicam a fracéo restante (BOUCHARD, 2021). Os alelos promotores da
obesidade exercem efeitos minimos em individuos com peso normal, mas podem ter

maior penetrancia em individuos com tendéncia a obesidade (BOUCHARD, 2021).

Muitos estudos de associacdo do genoma (GWAS) detectaram polimorfismos de
nucleotideo Unico (SNP) associados a IMC elevado, por exemplo, aqueles dentro do
gene FTO (SCUTERI et al., 2007; TM et al., 2007). No entanto, uma das principais
preocupacdes é que GWAS acabara por implicar todo o genoma na predisposi¢cao
de doengas e que a maioria dos sinais de associagao refletem variantes e genes
sem relevancia biologica direta para doencas e caracteristicas (TAM et al., 2019).
Neste contexto, a abordagem do gene candidato oferece a possibilidade de
priorizando genes e vias altamente relevantes, aumentando o poder estatistico para
detectar diferencas (ALGHAMDI; PADMANABHAN, 2014).

A sinalizagdo NOTCH é uma via conservada que regula a proliferacdo celular,
diferenciacdo, potencial de autorrenovacao, apoptose, resposta inflamatéria e
decisbes de destino celular (PAKVASA et al., 2021; PERDIGOTO; BARDIN, 2013).
Esta via complexa envolve quatro receptores NOTCH. codificado por genes
NOTCH1-4 e cinco ligantes das familias Jagged / Delta-like (Jagged1/2, DII1/3/4)
(MATSUNO, 2020). NOTCH1 foi destacado em experimentos in vitro e em
camundongos como um regulador do metabolismo, diferenciacdo de adipdcitos,
adipogénese e escurecimento dos adipécitos. Além disso, camundongos mutantes
NOTCH1 sao resistentes a obesidade induzida por dieta rica em gordura
(BARTOLOME et al., 2019; Bl et al., 2014; LIU; LOGAN; NEWMAN, 2020).

O gene NOTCHL1 (9g34) é composto por 34 exons e expresso em células-tronco e
na maioria dos tecidos adultos. Modificagbes cripticas na mesma localizacao

gendmica sdo conhecidas por causar obesidade e sindromes de retardo mental
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(CORMIER-DAIRE et al., 2003; D'ANGELO et al., 2018; GAWLIK-KUKLINSKA et al.,
2007). Os SNPs de NOTCH1 foram identificados em malformacdes cardiovasculares
(PILEGGI et al., 2019), condi¢cdes de estresse no inicio da vida (STEINE et al.,
2016), susceptibilidade a doencas de estilo de vida (DING et al., 2018) e cancer
(SHAH et al., 2020), mas sobrepeso e obesidade ndo foram explorados. Assim,
considerando as evidéncias experimentais acima de envolvimento de NOTCH1 no
metabolismo e adipogénese, hipotetizamos que variagdes genéticas em NOTCH1
estdo associadas ao fendtipo de peso excessivo. Portanto, nosso principal objetivo é
verificar se as variacfes genéticas no NOTCH1 estdo associadas ao sobrepeso

/obesidade e caracteristicas relacionadas.
METODOS
Coorte de estudo

Todos as amostras dos participantes (com 59 anos ou mais) eram independentes e
selecionadas pelo projeto interdisciplinar SABE (Saude, Bem Estar e
Envelhecimento - Saude, Bem-Estar e Envelhecimento). O SABE foi coordenado
pela Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS / OMS) como uma pesquisa
multicéntrica de saude e bem-estar de idosos em sete centros urbanos do Caribe e
da América Latina, incluindo S&o Paulo - Brasil. O projeto SABE foi aprovado pelo
Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Saude Publica da Universidade de
Sédo Paulo (CAAE: 47683115.4.0000.5421, Revisdo: 3.600.782). A coleta contém
todos os conjuntos de dados gendémicos de nivel individual que concordaram em
participar e assinaram o termo de consentimento livre e esclarecido aprovado pelo
CEP / CONEP (Comités de Etica locais e nacionais). A aprovacdo da ética foi dada
pelo Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Satde Publica da Universidade
de Séo Paulo, Brasil (nimero de protocolo 2015/12837 / 1.015.223). Desde entéo,
esta coorte foi analisada em estudos genéticos (BRIDE et al., 2021; NASLAVSKY et
al., 2017, 2020).

Colecéo de dados

A coleta de dados foi realizada por equipe treinada e descrita em outro local
(NASLAVSKY et al., 2020). Um questionario padronizado (C10) com foco na historia

médica, estilo de vida e caracteristicas sociodemograficas foi coletado de todos os
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individuos. O C10, proposto pela Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS), foi
traduzido e adaptado para uso na coorte brasileira. O DM2, hipertenséo e tabagismo
foram autorreferidos. Todos os participantes foram submetidos a puncéo venosa de

sangue para analises bioquimicas e genémicas.

As seguintes variaveis demogréaficas e de saude foram registradas: sexo, idade,
pressao arterial sistélica (PAS) (mmHg), pressao arterial diastolica (PAD) (mmHg),
colesterol HDL (mg / dL), colesterol LDL (mg / dL), total colesterol (CT) (mg / dL),
triglicerideo em jejum (TG) (mg / dL), glicose plasmatica em jejum (FPG) (mg / dL),
hemoglobina glicada (Hb1Ac) (%), proteina C reativa (hsCRP) ( mg / L), IMC (kg /
m2) e Circunferéncia da Cintura (CC) (cm). O peso e a altura foram medidos em
balanca portatil (Seca, Alemanha) e antropbmetro (Harpenden, Inglaterra),
respectivamente. A CC foi medida a meio caminho entre a margem inferior da ultima
costela palpavel e o topo da crista iliaca usando uma fita métrica inelastica, com
aproximacédo de 0,1 cm apoés a inspiracao e expiracdo. O IMC foi calculado com o

peso em quilogramas dividido pelo quadrado da altura em metros (kg / m?).

Usando a classificacdo da OMS, (“Obesity and overweight’, 2021) dividimos os
individuos em grupos de acordo com os valores de IMC em sobrepeso / obesidade
(25,0 kg / m?, excesso de peso) e peso normal (24,9 kg / m?). Apds a exclusdo
dos individuos com dados incompletos ou que nao realizaram o teste genético, um

total de 1.024 idosos foram incluidos no presente estudo.
Dados de sequenciamento de préxima geracéo e selecdo de tag SNPs

Extracdo de DNA, sequenciamento do genoma completo e controle de qualidade de
variantes foram seguidos conforme descrito em outro lugar (NASLAVSKY et al.,
2020). As frequéncias alélicas foram depositadas no ABraOM - Arquivo Brasileiro
Online de MutagcBes (Arquivo Online de Mutacdes Brasileiras, http: // abraom
ib.usp.br). Usamos as ancestrais individuais europeias, africanas, americanas
nativas e do leste asiatico inferidas por Naslavsky et al. (2020) como covariaveis em
nossos modelos. Filtramos SNPs localizados nas posi¢des inicial e final de NOTCH1
mais 50-Kb em ambos os lados, abrangendo Chr9: 136440101 a 136599978 da
sequéncia de referéncia humana (GRCh38: NC_000009.12). Ap6s a exclusdo dos
INDELSs, primeiro retivemos SNPs com Frequéncia Alélica Menor (MAF) 20,01 e em
equilibrio de Hardy-Weinberg (HWE) (P> 0,05). Em seguida, os SNPs foram
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selecionados usando uma abordagem de tag SNP (algoritmo de tagging pairwise
realizado com limiar de r?20,8) usando dados de genétipo HapMap (versdo 28) no
software Haploview 4.2. (BARRETT et al., 2005) Tag SNPs foram incluidos na
associacao analise. As frequéncias de alelos e gendtipos de SNPs associados foram
comparadas com o projeto Allele Frequency Aggregator (ALFA) do banco de dados
do National Center for Biotechnology Information (NCBI) (PHAN et al., 2020).

Anélise estatistica

As caracteristicas dos individuos foram comparadas por meio de estatistica
descritiva. As varidveis categoéricas foram apresentadas como frequéncias e
porcentagens, N (%), e as variaveis continuas foram expressas como mediana e
valores extremos (minimo e maximo) para dados ndo paramétricos. O teste de
Kolmogorov-Smirnov foi usado para testar a normalidade da distribuicdo. As
comparacdes entre individuos com sobrepeso / obesidade e peso normal foram
realizadas por meio do teste do qui-quadrado e do teste ndo paramétrico de Mann-
Whitney.

A analise de associacdo baseada em SNP foi realizada usando o pacote R
“SNPassoc”, sob diferentes modelos genéticos (codominante, dominante, recessivo,
overdominante e log-aditivo) (GONZALEZ et al., 2007). A andlise foi ajustada para
idade, sexo e ancestralidade (Modelo 1) e para todas as variaveis de confusao
(Modelo 2). Odds ratios (OR) e intervalos de confianca de 95% (IC) foram calculados
por regressao logistica multinomial. Blocos de haplétipos foram definidos com base
em Gabriel et al (GABRIEL et al., 2002) e graficos de desequilibrio de ligacdo (LD)
foram gerados usando Haploview 4.2 (BARRETT et al.,, 2005). As frequéncias de
haplétipos foram estimadas pelo algoritmo de Expectativa - Maximizacéo (algoritmo
EM ) usando o pacote estatistico R “HaploStats” (SCHAID et al., 2002).

Adotamos significancia de P<0,05 e correcdo de Bonferroni para comparacdes de
testes multiplos (P=0,05 / N de tag SNPs ou N de haplétipos testados) ou quando
necessario. A analise estatistica foi realizada no SPSS verséo 27.0 (IBM, Armonk,
NY, EUA) e no ambiente computacional R versao 4.0.0 (R Development Core Team,
2020).
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Anélise funcional In silico

A anotacdo funcional dos SNPs associados foi obtida nos sites de previsdo
funcional: rvarBase, (GUO et al, 2016) HaploReg, (WARD; KELLIS, 2016)
RegulomeDB, (BOYLE et al., 2012) e portal Gtex (ARDLIE et al., 2015). O banco de
dados rVarBase (versdo 2.0 de rSNPBase) foi usado para descrever as
caracteristicas regulatérias do SNP na dimensdo dos estados de cromatina,
elementos regulatorios sobrepostos e genes alvo potenciais (GUO et al.,, 2016).
HaploReg v4.1 (WARD; KELLIS, 2016) e RegulomeDB (BOYLE et al., 2012) foram
usados para anotar os SNPs por mineracdo sistematica de dados comparativos,
regulatorios e epigendmicos, com base no projeto Encyclopedia of DNA Elements
(ENCODE). A pontuacdo RegulomeDB foi usada para identificar e comparar
variantes regulatorias potenciais; pontuacdes mais baixas estdo associadas a uma
gama mais ampla de dados que sustentam a importancia funcional. O portal GTEx
(Genotype-Tissue Expression) (ARDLIE et al., 2015) foi usado para determinar a
expressao significativa de loci de tragos quantitativos (eQTL) para os SNPs
associados.

RESULTADOS

Coorte de estudo

Do total de individuos com dados de fendtipo e genodtipo (N = 1.024), 424
apresentavam sobrepeso (41,4%), 320 obesidade (31,25%) e 280 eram eutréficos
(27,34%). A mediana de idade foi de 71,31 anos (variacdo de 59 a 99 anos) e
64,28% eram mulheres. As caracteristicas clinicas, antropométricas e
sociodemogréficas dos individuos, bem como as frequéncias de ancestrais
europeus, africanos, nativos e asiaticos, foram apresentadas na Tabela 1. Individuos
com sobrepeso / obesidade apresentaram valores aumentados de PAD e
prevaléncia de hipertensdo, mesmo como FPG, HblAc, hsCRP, niveis de TG, em
comparacdo com o peso normal (P<0,001). Niveis diminuidos de colesterol HDL
foram observados em individuos com sobrepeso / obesidade (P<0,001). O
sobrepeso / obesidade foi menos frequente em individuos fumantes (P<0,001) e ex-
fumantes (P<0,05).
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Tabela 1 — Caracteristicas clinicas, antropométricas e sécio-demograficas da coorte SABE

Variaveis Todos os individuos Peso normal Sobrepeso/Obesidade P-valor
N 1024 280 (27.34%) 744 (72.65%) -
Homens/Mulheres(%) 365(35.71%)/657(64.28%) 115(41.21%)/164(58.78%) 250(33.64%)/493(66.35%) 0.024
Idade (anos) 71.31(59-99) 74.36(60-99) 68.97(59-98) <0.001
Freq. Ancestralidade
Européia 72.53% 72.08% 72.69% 0.79
Africana 17.89% 16.13% 18.55% 0.04
Asiatica 2.80% 5.26% 1.88% 0.22
Nativo-americana 6.75% 6.49% 6.85% 0.82
IMC (kg/m?) 27.45(15.13-53.61) 22.83(15.13-25) 29.2(25.01-53.61) <0.001
CC (cm) 94(62-142) 82(64-99) 98(62-142) <0.001
Hipertensao (%) 702(68.55%) 167(59.64%) 535(71.9%) <0.001
PAS (mmHg) 138(88-250) 135(88-242) 138.5(91-250) 0.13
PAD (mmHg) 79(49-125) 76(50-117) 80(49-125) <0.001
HDL (mg/dI) 48(19-133) 52(20-124) 46(19-133) <0.001
LDL (mg/dl) 126(28-299) 126(41-226) 125(28-299) 0.89
CT (mg/dl) 204(86-388) 204(89-321) 204(86-388) 0.94
TG (mg/dl) 115(25-1283) 101(25-436) 121.5(34-1283) <0.001
T2D (%) 259 (25.29%) 53 (18.92%) 206 (27.68%) 0.004
FPG (mg/dl) 88(80-102) 85(78-95) 90(82-105.8) <0.001
Hb1Ac (%) 5.8(4.8-13.7) 5.7(4.9-13.6) 5.8(4.8-13.7) <0.001
hsCRP (mg/L) 2.34(0.14-141) 1.43(0.14-61.5) 2.83(0.14-141) <0.001
Ex/fumante atual 375(36.62%)/121(11.81%) 110(39.28%)/52(18.57%) 265(35.61%)/69(9.27%) <0.001

Resultados séo apresentados como medianas e valores extremos (minimo e maximo). P-valores indicam diferengas entre individuos com peso normal (IMC < 25Kg/m2) e sobrepeso/obesidade (IMC = 25kg/m2) de acordo com o teste de Mann-
Whitney para variaveis ndo-paramétricas e o teste do qui-quadrado para as variaveis sexo e fumo. Frequencias de ancestralidade foram expressas como porcentagens dos valores médios. NiUmeros em negrito mostram valores com significancia
estatistica (P < 0,05). Abreviag6es: IMC, Indice de massa corpérea; CC, Circunferéncia da cintura; PAS, Presséao Arterial Sistélica; PAD, Presséo Arterial Diastélica; HDL, Lipoproteina de alta densidade; LD,: Lipoproteina de baixa densidade; CT,

Colesterol total; TG, triglicerideos; T2D, Diabetes tipo 2; FPG: Glicose em jejum; Hb1Ac: Hemoglobina glicada; hsCRP: Proteina C reativa.
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Associagdo de SNPs individuais com sobrepeso / obesidade

De um total de 3816 SNPs na regidao e bordas de NOTCH1 (SEC16A, C90rf163 e
NALT1), 566 eram pouco frequentes ou comuns, dos quais 453 se encontravam em
HWE. Destes, 161 tag SNPs foram incluidos na andlise de associacdo (Tabela 1
suplementar). Ap6s ajuste para idade, sexo e ancestralidade (Modelo 1),
observamos associacao entre o SNP rs9411207 e sobrepeso / obesidade. Usando o
Critério de Informacéo de Akaike, o modelo aditivo para este SNP melhor se ajusta
aos dados (OR =1,49; IC 95% = 1,21-1,85; P = 0,0002), sobrevivendo a correcao de
Bonferroni [P <0,0003 (0,05 / 161)]. Observamos também, no modelo aditivo, uma
associacao sugestiva entre os SNPs rs2229971 (OR =1,46; IC 95% =1,17-1,81; P =
0,0005), rs11574891 (OR =1,43; IC 95% = 1,15-1,77; P = 0,0012), rs3125005 (OR =
1,36; IC 95% = 1,10-1,67; P = 0,0038), rs3812604 (OR = 1,35; IC 95% = 1,10-1,65;
P =0,0041) e sobrepeso / obesidade (Tabela suplementar 2).

Todos esses SNPs foram encontrados no gene NOTCHL1. A frequéncia mundial para
o alelo T de rs9411207 estd em torno de 0,35 (projeto ALFA), e em nossa coorte
variou de 0,36 a 0,43 entre os grupos. Outras variantes analisadas também
apresentaram frequéncias semelhantes ao projeto ALFA (Tabela Suplementar 3). A
distribuicdo dos genotipos para rs9411207 variou para ancestrais, LDL e FPG. Entre
0os SNPs marginalmente associados, a distribuicdo dos gendétipos também diferiu de
acordo com as variaveis (Tabela Suplementar 4). Em relagcdo a antropometria, o
genotipo AA de rs11574891 apresentou maiores valores para IMC (P = 0,0186) e CC
(P = 0,0395), enquanto em ambos rs3125005 e rs3812604, os gendtipos GG
apresentaram valores de IMC aumentados (P <0,0001). Com relacdo as variaveis
metabdlicas, os gendtipos rs3125005 diferiram nos niveis de colesterol LDL; com
excecdo do rs11574891, todos os SNPs variaram para os niveis de FPG e os
gendtipos rs2229971, rs3125005 e rs3812604 para Hb1Ac. Além disso, rs3125005 e
rs3812604 apresentaram variacdo para hipertensdo (P = 0,0168) e PAS (P =
0,0307), respectivamente.

Considerando que os gendtipos diferiram em relagéo a ancestralidade e acima das
variaveis clinicas, foi realizada uma regressédo logistica multinomial. Conforme
mostrado na Tabela 2, ap6s o ajuste para todas as variaveis de confusdo no Modelo
2 (idade, género, ancestralidade, HDL, TG, hsCRP, HblAc e hipertensdo), o
genaotipo TT de rs9411207 permaneceu associado com sobrepeso / obesidade (OR
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=1,50, 95 % Cl = 1,20-1,88; P = 0,0002) (Tabela suplementar 5). Também incluimos
0 rs3124603 nos SNPs associados sugestivos, que tém uma significancia
aumentada no Modelo 2 e tém um LD moderado com rs9411207 (Figura 1). Neste
ultimo modelo, a inclusdo da variavel “fumo” ndo alterou a associagdo para
rs9411207 (OR = 1,51, IC 95% = 1,20-1,89; P = 0,0003) (Tabela Complementar 6).



64

Tabela 2. Associag6es de SNPs de NOTCH1 com sobrepeso / obesidade sob o modelo aditivo ajustado para variaveis de confusdo (Modelo 1 e 2)

SNP Gendtipos Peso normal OR (95% IC) P-valor OR (95% IC) P-valor
(consequéncia) N(%) Sobrepeso/Obesidade N(%) M1 M1 M2 M2
rs9411207
(intrénico) CcC 116(41.6%) 244(32.8%)
CT 124(44.4%) 353(47.5%)
TT 39(14%) 146(19.7%) 1.49 (1.21-1.85)  0.0002 1.50 (1.20-1.88) 0.0002
rs2229971
(sinbnimo) AA 127(45.5%) 266(35.8%)
AG 114(40.9%) 347(46.8%)
GG 38(13.6%) 129(17.4%) 1.46(1.17-1.81) 0.0005  1.44(1.15-1.81)  0.0013
rs11574891
(intrdnico) GG 137(48.9%) 304(40.9%)
GA 123(43.9%) 335(45.0%)
AA 20(7.1%) 105(14.1%) 1.43(1.15-1.77) 0.0012 1.41 (1.12-1.77) 0.0026
rs3125005
(intrénico) AA 46(16.5%) 93(12.5%)
AG 132(47.3%) 318(42.8%)
GG 101(36.2%) 332(44.7%) 1.36 (1.10-1.67)  0.0038 1.35 (1.09-1.69) 0.0065
rs3812604
(intrdnico) AA 82(29.4%) 168(22.6%)
GA 133(47.7%) 352(47.4%)
GG 64(22.9%) 222(29.9%) 1.35(1.10-1.65) 0.0041 1.38 (1.12-1.71) 0.0028
rs3124603
(intrénico) TT 109(38.92%) 249(33.46%)
TC 122(43.57%) 346(46.50%)
CcC 49(17.50%) 149(20.02%) 1.32 (1.07-1.63) 0.01 1.36 (1.09-1.69) 0.0068

IC: intervalo de confianga; OR: Odds Ratio. Modelo 1 (M1): Ajustado para idade, género e ancestralidade; Modelo 2 (M2): Ajustado para idade, sexo, ancestralidade, HDL, triglicerideos, hsCRP e hemoglobina glicada.



65

Estrutura LD e andlise de haplotipos

Conforme demonstrado na figura 1, 0 rs9411207 mostrou LD alto com rs2229971 (D
= 0,93 e r* = 0,79) e rs11574891 (D’ = 0,99 e r* = 0,74). Nés investigamos o efeito
da associacdo combinada desses SNPs em uma analise de haploétipos.
Considerando todos os haplotipos possiveis, sete haplétipos foram identificados
(Tabela Suplementar 7). Destes, trés tiveram uma frequéncia acima de 5% e o
haplétipo GAT, envolvendo alelos de risco, foi mais frequente no sobrepeso /
obesidade (32,30%) do que no peso normal (25,66%) (OR = 1,42; IC 95% = 1,14-
1,78, P =0,003) (Tabela 3).
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Figura 1. Gréfico de associacao regional do gene NOTCH1 com sobrepeso / obesidade. —Log 10 (P-
valor) é mostrado no painel superior, e o circulo branco representa 0 SNP rs9411207 associado e 0s
circulos pretos os SNPs marginalmente associados. A dimensao dos circulos pretos é diretamente
proporcional ao LD (rz) com rs9411207. A linha tracejada representa o P-valor da correcdo de
Bonferroni e a linha pontilhada o valor P nhominal. No meio, as linhas verticais tracejadas indicam a
posicdo dos SNPs associados na estrutura LD. Os blocos de LD foram mostrados em tridngulos
pretos, representando LD alto. No painel inferior, mostramos a estrutura genémica. O mapa LD foi
criado usando o software HaploView.
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Tabela 3. Andlise de haplétipo dos tag SNPs de NOTCH1, sob o modelo aditivo

Peso Odds Ratio (95% P-
no rs2229971 rs11574891 rs9411207 normal Sobrepeso/Obesidade IC) valor
1 A G C 62.45% 54.97% 1 -
2 G G T 7.14% 6.79% 1.08(0.76-1.54) 0.80
3 G A T 25.66% 32.30% 1.42(1.14-1.78) 0.003

Analise funcional In silico

A rVarBase previu que rs9411207, rs2229971, rs11574891, rs3125005, rs3812604 e
rs3124603 estavam localizados em uma regido que pode regular os elementos
distais e ligados a proteina de RNA. Este banco de dados sugere que esses SNPs
interagem com NOTCH1, AGPAT2, C90rf163, NALT1 e os microRNAs miR4673 e
mMiR4674, ambos originados da sequéncia do gene NOTCH1. Esses SNPs estao
localizados na regido interativa da cromatina com funcdo de transcricdo forte
predominante em varios tipos de células, incluindo células-tronco mesenquimais
derivadas de tecido adiposo e nucleos adiposos (Tabela 4). O rs9411207 tem uma
pontuacdo Regulome DB de 3a, e os SNPs rs11574891 e rs3125005 de 2b,
prevendo seu papel como susceptivel de afetar o nivel de expressao do gene. Além
disso, esta regido é um sitio de ligacdo para RFX1, um regulador transcricional. O
banco de dados HaploReg destacou ainda mais esses SNPs como marcadores de
histonas no cérebro e tecidos musculares. Destes, apenas o SNP rs2229971 é
susceptivel de influenciar o aumento das marcadores de histonas em nucleos de
gordura adiposa. Usando o portal GTEX, encontramos atividade eQTL significativa
para o SNP rs3125005 relacionado a CARD9 no tecido do pancreas e SEC16A no
estbmago, para o SNP rs3812604 relacionado a SDCCAG3 no tecido adiposo

subcuténeo e para rs3124603 relacionado a NALT1 no sangue total e outros tecidos.
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Tabela 4. Analise funcional In silico dos tag SNPs de NOTCH1

Regulome Marcadores de histona

SNP Estado da cromatina Genes de interacdo Db (enhancer) Gtex (eQTL)

NOTCH1; AGPAT2; C90rf163; NALT1; MIR4673;

rs9411207 1 (ADMSC; AN) MIR4674 3a CRB, MUS and 5 tecidos —

Enhancer (AN) and 1 NOTCH1; AGPAT2; C90rf163; NALT1; MIR4673; AN, CRB, MUS and 8

rs2229971 (ADMSC) MIR4674 4 tecidos -
NOTCH1; AGPAT2; C90rf163; NALT1; MIR4673;

rs11574891 1 (ADMSC; AN) MIR4674 2b CRB, MUS and 5 tecidos -
NOTCH1; AGPAT2; C90rf163; NALT1; MIR4673; Pancreas, Estdbmago

rs3125005 1 (ADMSC; AN) MIR4674 2b CRB, MUS and 5 tecidos and WB

rs3812604 1 (AN) and | (ADMSC) C90rf163; NOTCH1 4 2 tecidos Subcuténeo adiposo

rs3124603 1 (AN) and | (ADMSC) NOTCHZ1; NALT1; MIR4673; MIR4674 2b CRB and 5 tecidos WB and 3 tecidos

Os dados séo derivados de rvarBase (https://rv.psych.ac.cn), RegulomeDB (https://www.regulomedb.org), HaploReg v4 (https://pubs.broadinstitute.org/mammals/haploreg/haploreg .php) e portal Gtex (https://www.gtexportal.org). Abreviaturas: ADMSC,

Cultura de células-tronco adiposas derivadas de células mesenquimais; AN, Nucleos Adiposos; CRB, Cérebro; MUS, musculo esquelético; WB, sangue total. 1 significa transcrigao forte e | significa transcricéo fraca.
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DISCUSSAO

A via NOTCH conservada evolutiva emergiu como um regulador do
metabolismo em estudos in vitro e em camundongos. (BARTOLOME et al., 2019; BI
et al., 2014a; BOUCHER et al., 2020; LIU; LOGAN; NEWMAN, 2020) Com base
nisso, avaliamos a associacdo genética de SNPs no gene NOTCH1 e nas fronteiras
com sobrepeso / obesidade em uma coorte de idosos brasileiros. Mostramos uma
associacado independente entre o rs9411207, localizado no intron 13, e o risco de
sobrepeso / obesidade conferido pelo gendtipo TT. O rs9411207 estd em LD com o
SNP sindnimo rs2229971 e outros 4 SNPs intrénicos (rs11574891, rs3125005,
rs3812604 e rs3124603) sugestivamente associados ao fendtipo. Além disso, o
haplétipo GAT, dos SNPs rs2229971, rs11574891 e rs9411207, pode ser um fator
de risco para sobrepeso / obesidade. Usando a analise funcional in silico,
descobrimos que o rs2229971 estava localizado em uma regido potenciadora, e
todos os SNPs estavam localizados em uma regido envolvida na regulacdo da

transcricdo de NOTCHL1 e outros genes.

SNPs intrénicos foram associados a obesidade, T2D e outros distarbios
metabdlicos, por exemplo, variantes em FTO (FRAYLING et al., 2007) e TCF7L2
(BRIDE et al., 2021; LOCKE et al., 2015; STRUAN F et al., 2006 ) O rs9411207 e os
outros SNPs intrénicos estdo em LD com o sindnimo rs2229971, que foi associado a
valvula adrtica bicuspide (FOFFA et al., 2013) e cancer (JYK et al., 2018; LI et al.,
2017), a andlise funcional revelou que ambos os SNPs intrénicos e sinbnimos
podem afetar a expressdo dos genes por diferentes mecanismos (COOPER, 2010;
ROBERT; PELLETIER, 2018; SHAUL, 2017). De acordo com isso, as variantes
intrénicas e sinbnimas de NOTCHL1 foram associado a alta expressao de NOTCHL1 e
seus genes alvos a jusante (CAO et al., 2014), bem como ao aumento do risco de
defeitos de desenvolvimento (HELLE et al., 2019).

A estrutura do haploétipo forneceria informagdes cruciais para aumentar nossa
compreensao sobre a interacdo entre as variacbes genéticas e o0s tracos das
doencas, bem como a regido responsavel por regular a expressao génica.
(NIANJUN; KUI; HONGYU, 2008) Porém, a possibilidade de LD com outras
variantes reais funcionais ou ndo sinbnimas associadas ao fenotipo ndo podem ser

omitidas. E plausivel que uma dessas variantes esteja em uma regi&o regulatéria e
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que o alelo de risco aumente ou diminua a taxa de transcricdo. (CHRISTINA,;
ALEJANDRA,; LUIS, 2017)

Neste contexto, de acordo com a andlise funcional in silico, o rs9411207 e
outros SNPs podem interagir com a cromatina relacionada ao NOTCH1 e outros
genes. A rVarBase sugere que esta regido interage com AGPAT2, que desencadeia
a sintese de triglicerideos dentro do adipécito (GARG, 2011) e regula a adipogénese
(SUBAUSTE et al., 2012). Estudos em modelos in vitro e em camundongos
mostraram que AGPAT2 €& essencial para o desenvolvimento pdés-natal e
manutencdo de WAT e BAT, juntamente com a sinalizacdo de insulina (CORTES et
al., 2009; KELLY M et al., 2016; LILA et al., 2021). Além disso, as mutacdes de
AGPAT?2 causam lipodistrofias humanas, que estdo relacionadas com a sindrome

metabolica, semelhante ao encontrado na obesidade (SUBAUSTE et al., 2012).

Além disso, os SNPs podem interagir com o gene NALT1 de RNA néo
codificador longo e os microRNAs miR4673 e miR4674, todos envolvidos na
expressdo de NOTCHL1 por diferentes mecanismos. Embora a superexpressao de
NALT1 esteja associada a regulacdo positiva da via de sinalizacdo de NOTCHL1,
(PIAO et al., 2019) o0 miR4673 e miR4674 podem estar envolvidos na inibigdo ou
degradacdo de NOTCH1 (SCOTT M, 2015). Além disso, 0 miR4673 esta envolvido
no reparo e inflamacdo do DNA da oxaguanina (HL et al., 2017) e 0 miR4674 na
regulacdo da y-sinucleina, um gene adipécito-neurénio com atividade aumentada na
obesidade e controle do metabolismo lipidico corporal, (MILLERSHIP et al., 2013 ;
PIETER J et al., 2008) e angiogénese (ICLI et al., 2020).

O rs11574891 e rs3125005 (pontuacdo 2b no Regulome DB) parecem estar
em um sitio de ligacdo para RFX1, um fator de transcricdo importante para
adipogénese e implicado na sindrome de Alstron, que € considerado um modelo
humano para obesidade, T2D e outros disturbios metabdlicos (HEARN , 2019;
PURVIS et al., 2010). Além disso, é importante observar que rs3125005, rs3812604
e rs3124603 estdo na regido eQTL. O gendtipo GG para rs3125005 aumenta a
expressao de CARD9 no pancreas e SEC16A no estbmago, e o gendtipo GG para
rs3812604 aumenta o SDCCAG3 no tecido adiposo subcutaneo. O CARD9
desempenha um papel em varias doencas metabdlicas, como obesidade, resisténcia
a insulina e aterosclerose (TIAN et al., 2020). Junto com SDCCAG3, CARD9
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também interage em uma rede conectando Diabetes tipo 1 e 2 (LIJUAN et al. .,
2020). O SEC16A é um efetor RAB10 necessario para o trafego de GLUT4
estimulado por insulina em adipécitos (BRUNO et al., 2016). Os SNPs em SEC16B,
um ortélogo SEC16A, estdo consistentemente associados ao risco de obesidade,
em diferentes populagdes (SAHIBDEEN et al., 2018).

O papel da via NOTCH na adipogénese néo é totalmente compreendido. Ha
um crosstalk entre as vias de sinalizagdo NOTCH1 e Wnt, que por sua vez regula
negativamente a adipogénese (LIU; LOGAN; NEWMAN, 2020; SARAH E et al.,
2000). Varios estudos afirmam ter papel positivo de NOTCH1 para o processo de
diferenciacdo de adipocitos (BA et al., 2012; GARCES et al., 1997; ROSS; RAO;
KADESCH, 2004; URS et al., 2012), metabolismo energético e escurecimento dos
adipdcitos (Bl et al., 2014a; GRIDLEY; KAJIMURA, 2014) ; PASUT et al., 2016;
SHAN et al.,, 2017). A inibicdo ou delegdo de NOTCH1 reduz a massa WAT e
aumenta a expressao de genes de assinatura BAT, promovendo a formacéo de
adipdcitos bege (WU et al., 2012). Além disso, aumenta o gasto de energia, melhora
a sensibilidade a insulina e protege camundongos da obesidade induzida por uma
dieta rica em gordura (Bl et al., 2014b). Por outro lado, a ativacdo da sinalizacéo
NOTCH1 em adipdcitos é suficiente para promover um fendtipo de clareamento no
tecido adiposo perivascular (BOUCHER et al., 2020), com potencial contribuicéo

para o risco cardiovascular.

Os pontos fortes do presente estudo incluem a andlise de uma populacdo
multiétnica, o que aumenta o potencial de identificacdo de novos genes e variantes;
e a mediana de idade de nossa populacdo, que ultrapassa a idade de aparecimento
de diabetes e obesidade, minimizando um viés tipico na sele¢do do grupo controle
(PAOLO et al., 2013). No entanto, nosso estudo tem potenciais limitagdes. (a) O
tamanho da amostra pode enviesar os resultados. Como o SNP individual tem um
pequeno impacto bioldégico, o tamanho da amostra pode ter sido insuficiente para
uma analise estatistica apropriada. (b) A classificacdo do IMC para a idade mediana
de nossa coorte. Os idosos sao particularmente suscetiveis a obesidade
sarcopénica, que envolve a diminuicdo da massa muscular e 0ssea, enquanto o
aumento da massa gorda. Assim, os valores de IMC aparentemente permanecem

estaveis, sendo superestimados para os idosos com obesidade sarcopénica. (c)
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Fatores ambientais. Embora a fumacga n&o tenha alterado nossos resultados, outros

fatores importantes como atividade fisica e dieta ndo foram avaliados.

Apesar dessas limitagGes, nosso estudo fornece informacgdes sobre achados
experimentais anteriores sobre a sinalizacdo NOTCH1 em adipdcitos, adipogénese e
metabolismo, melhorando a etiologia e patogénese do sobrepeso / obesidade
humana. Portanto, pode ser usado para melhor caracterizar pessoas com peso
excessivo em alto risco de desenvolvimento de doencas e direcionar biomarcadores
causadores de doencas em estratégias personalizadas de prevencdo e tratamento,

fornecendo hipéteses para estudos futuros.
CONCLUSAO

Em resumo, nossos dados sugerem que o alelo T e o gendtipo TT de rs9411207,
bem como o hapl6tipo GAT no gene NOTCH1 estéo associados a um maior risco de
sobrepeso / obesidade na populacdo brasileira. As variantes de NOTCH1 podem
afetar a transcricdo de genes relevantes para as vias adipogénicas e sustentam que
€ possivel que a atividade anormal de NOTCH1 possa estar associada e / ou
implicada no risco de sobrepeso / obesidade. Uma analise mais aprofundada sera

necessaria para obter uma visdo dos mecanismos subjacentes.
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C>T
T>C
T>C
C>T
T>C
T>C
A>G

NOTCH1 : intrbnico
NOTCH1 : intrbnico
NOTCH1 : intrbnico
NOTCHL1 : intrbnico
NOTCHL1 : intrbnico
NOTCHL1 : intrbnico
NOTCHL1 : intrbnico
NOTCHL1 : intrbnico
NOTCH1 : intrbnico

NOTCH1 | NALT1 | MIR4674 :

UTR5 | up | down

NOTCH1 | NALT1 | MIR4674 : up |

up | up

NOTCH1 | NALT1 | MIR4674 : up |

up | up

NOTCH1 | NALT1 | MIR4674 : up |

none | up
NALT1 : intrbnico
NALT1 : intrbnico
NALT1 : intrbnico
NALT1 : intrbnico
NALT1 : none
NALT1 : downstream
NALT1 : downstream
NALT1 : downstream

NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :

intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic

0.07
0.39
1.00
0.46
0.75
0.10
0.76
0.56
0.23

0.50

0.24

0.27

0.36
0.50
0.18
0.24
0.19
0.12
1.00
1.00
0.69
0.33
0.19
1.00
0.38
0.77
0.64
0.76
1.00
0.40
0.97
0.97
0.66
0.73
0.14
0.53
0.62
0.41
0.60
0.80
0.64
0.46
0.08
0.36
0.68
0.94
0.12
0.24
0.36
0.95
0.68
0.46
0.23
0.44
0.08
1.00
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0.45
0.09
0.03
0.02
0.17
0.08
0.02
0.07
0.30

0.26

0.05

0.18

0.05
0.06
0.36
0.49
0.40
0.27
0.03
0.09
0.40
0.23
0.04
0.04
0.01
0.05
0.11
0.14
0.11
0.10
0.02
0.15
0.02
0.02
0.45
0.11
0.11
0.01
0.02
0.04
0.18
0.24
0.02
0.01
0.27
0.05
0.03
0.01
0.03
0.39
0.02
0.25
0.13
0.03
0.04
0.04



156
157
158
159
160
161

rs10115243
rs7046856
rs914749
rs146811809
rs7848167
rs112417797

136594440
136595539
136596606
136596716
136598435
136598476

C>T
A>G
G>A
T>C
C>T
A>G

NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINCO1451 :
NALT1 | LINC01451 :
NALT1 | LINC01451 :
NALT1 | LINC01451 :
NALT1 | LINC01451 :

intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic
intergenic

0.52
0.66
0.18
0.12
0.36
0.24
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0.32
0.06
0.10
0.02
0.04
0.01

Os dados de genes e consequéncias foram baseados no portal NCBI (dbSNP). O valor P de HW e o MAF dos tag SNPs de nossa coorte séo mostrados nesta

tabela.

Tabela suplementar 2. Valores de P para associacfes entre SNPs de NOTCH1 e sobrepeso /
obesidade em diferentes modelos genéticos, ajustados para variaveis de confundimento (Modelo 1)

Super-

SNP codominante dominante recessivo dominante log-aditivo
rs1127152 0.8673 0.6418 0.6929 0.8793 0.5938
rs7874956 0.8738 0.8524 0.6037 0.8016 0.6750
rs4242709 0.4475 0.2118 0.9637 0.2074 0.2503
rs3124996 0.3080 0.5463 0.1270 0.7465 0.2418
rs190571105 0.6498 0.9186 0.3533 0.9748 0.8212
rs45509099 0.3263 0.1647 0.4502 0.1976 0.1492
rs35288226 0.3611 0.7513 0.1553 0.6625 0.3999
rs45564338 0.0758 0.0254 0.4502 0.0325 0.0237
rs45613441 0.4227 0.2380 0.4315 0.3075 0.2039
rs57994353 0.7333 0.8316 0.5123 0.5636 0.9125
rs140150555 0.1886 0.0731 0.4893 0.0931 0.0678
rs142408856 0.4748 0.3845 0.4462 0.3374 0.4441
rs12346977 0.2124 0.9213 0.0804 0.7946 0.6741
rs116931252 0.6394 0.9351 0.3461 0.9311 0.8161
rs45459100 0.7131 0.5191 0.5189 0.6197 0.4571
rs7022785 0.2384 0.2621 0.1560 0.3665 0.1989
rs148167113 0.5570 0.6560 0.3739 0.5350 0.7915
rs17567909 0.1428 0.4555 0.0512 0.8901 0.2213
rs76562693 0.8221 0.9228 0.5327 0.9627 0.8847
rs112316758 0.6951 0.5723 0.4874 0.6222 0.5327
rs190488261 0.0438 0.0199 0.4718 0.0163 0.0265
rs7869821 0.9670 0.9603 0.7963 0.9585 0.8981
rs76259794 0.3880 0.9702 0.1864 0.5378 0.5843
rs7020201 0.7062 0.5969 0.4360 0.8783 0.4247
rs1139057 0.0847 0.9595 0.0327 0.3559 0.4889
rs10870073 0.6211 0.7455 0.3296 0.9219 0.5359
rs57052773 0.3169 0.6888 0.1305 0.9536 0.4875
rs116846597 0.1707 0.1528 0.1601 0.2164 0.1147
rs7856092 0.5897 0.3391 0.9071 0.3044 0.4401
rs9314867 0.1006 0.2644 0.1814 0.0327 0.9058
rs75837171 0.5031 0.2909 0.4863 0.3507 0.2570
rs60543770 0.9092 0.6661 0.9788 0.6635 0.6824
rs6563 0.7835 0.4955 0.7086 0.7593 0.5130
rs3124591 0.9291 0.7014 0.9057 0.7883 0.7468
rs61751489 0.4539 0.2644 0.4874 0.2956 0.2444
rs7852557 0.9016 0.9019 0.6500 0.8213 0.7432
rs9632944 0.8196 0.8206 0.6072 0.6845 0.9587
rs7029129 0.8108 0.5627 0.9036 0.5187 0.6464
rs11574909 0.2206 0.1511 0.2319 0.2175 0.1190
rs11574908 0.8750 0.6844 0.6951 0.7465 0.6430
rs3124999 0.6110 0.5028 0.3630 0.9628 0.3426
rs3124594 0.3051 0.2332 0.1878 0.8616 0.1279
rs113377894 0.0318 0.0102 0.3786 0.0144 0.0091
rs10125481 0.1447 0.3426 0.1501 0.1769 0.5767
rs11574903 0.1151 0.0406 0.3808 0.0844 0.0407
rs61751543 0.6637 0.9668 0.3739 0.8597 0.9307



rs3124596
rs7870145
rs11574902
rs112134816
rs3812604
rs11145765
rs11145766
rs3125001
rs117063264
rs3125002
rs139672274
rs3124600
rs72775784
rs180752476
rs3812608
rs114517771
rs2229971
rs11574891
rs9411207
rs3125005
rs3812609
rs12001048
rs62579232
rs3124603
rs3125006
rs4880099
rs11574887
rs11574886
rs9411254
rs10870078
rs146264157
rs114239631
rs3125011
rs117803933
rs79769117
rs142663187
rs61751557
rs4489420
rs138159889
rs77905917
rs115770975
rs7021932
rs11574864
rs35608614
rs146815569
rs13285021
rs113055984
rs9411257
rs117670131
rs13290840
rs73668319
rs117705975
rs79764723
rs10870080
rs60544817
rs78664929
rs139376118
rs71508858
rs73567913
rs147485651

0.5236
0.9607
0.3813
0.1602
0.0161
0.6654
0.4583
0.1509
0.3101
0.1851
0.2886
0.2595
0.4579
0.3098
0.0957
0.6207
0.0022
0.0030
0.0009
0.0138
0.1235
0.5203
0.1028
0.0362
0.8460
0.9126
0.3075
0.3628
0.1802
0.9998
0.1357
0.5636
0.0330
0.5335
0.6717
0.6671
0.5649
0.0335
0.6294
0.4485
0.5678
0.4280
0.4166
0.8124
0.8395
0.1462
0.0143
0.1864
0.8783
0.5231
0.5673
0.2639
0.8488
0.1986
0.6905
0.1599
0.3785
0.3826
0.5938
0.3003

0.2554
0.7788
0.5406
0.0777
0.0263
0.4403
0.6717
0.1278
0.8439
0.0721
0.9127
0.1048
0.3463
0.8572
0.0529
0.8442
0.0009
0.0154
0.0012
0.0062
0.0529
0.5220
0.0851
0.0217
0.8721
0.6724
0.9111
0.9724
0.0648
0.9871
0.4476
0.3628
0.0370
0.3371
0.5515
0.5495
0.3790
0.0364
0.4953
0.2628
0.5428
0.2906
0.2883
0.9871
0.5955
0.1241
0.2323
0.3230
0.7072
0.2557
0.8809
0.8423
0.5709
0.0935
0.7486
0.5808
0.2897
0.2947
0.4902
0.4287

0.7221
0.9226
0.1759
0.3288
0.0147
0.5349
0.2146
0.1046
0.1260
0.3488
0.1285
0.4373
0.3174
0.1260
0.1155
0.3288
0.0369
0.0024
0.0052
0.0635
0.8322
0.3152
0.5034
0.0671
0.6154
0.8398
0.1256
0.1577
0.4950
0.9873
0.0853
0.4879
0.0305
0.5150
0.5958
0.5958
0.4502
0.0322
0.5327
0.4502
0.3288
0.3052
0.4840
0.5280
0.7239
0.1058
0.0159
0.0753
0.7777
0.7523
0.3096
0.1140
0.8528
0.2574
0.3945
0.0588
0.4555
0.5476
0.3679
0.1501

0.4303
0.7973
0.8251
0.1034
0.8424
0.5364
0.9727
0.9289
0.9696
0.3079
0.6686
0.3564
0.4763
0.9493
0.5755
0.9983
0.0822
0.6202
0.2920
0.1733
0.0408
0.5928
0.0348
0.4201
0.7464
0.7999
0.8933
0.8502
0.1794
0.9909
0.2989
0.4185
0.8470
0.3641
0.4684
0.4619
0.4517
0.8636
0.4610
0.3114
0.6782
0.4887
0.2592
0.8912
0.6440
0.3871
0.0946
0.7739
0.6651
0.3999
0.7303
0.6705
0.5902
0.5083
0.9387
0.7682
0.2378
0.1906
0.6672
0.5690
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0.3409
0.7790
0.3593
0.0659
0.0041
0.3883
0.4634
0.0530
0.6784
0.0828
0.8552
0.1299
0.2736
0.6854
0.0311
0.7170
0.0006
0.0013
0.0002
0.0039
0.0973
0.4641
0.2500
0.0101
0.9952
0.6913
0.7352
0.8072
0.0906
0.9849
0.6311
0.3305
0.0092
0.3173
0.6500
0.6538
0.3387
0.0092
0.5360
0.2368
0.4535
0.2155
0.3262
0.8778
0.5667
0.0635
0.4714
0.1052
0.7573
0.3436
0.9691
0.9830
0.5674
0.0774
0.6070
0.4280
0.3640
0.4722
0.3864
0.3284



rs73668324
rs3013305
rs7028061
rs116201188
rs2990583
rs78875602
rs3013308
rs3013309
rs11792084
rs710411
rs1058232
rs10870081
rs1110126
rs9314868
rs3013312
rs73567941
rs73567944
rs73567947
rs2990584
rs2095116
rs2990585
rs10870082
rs1571986
rs56235385
rs12685115
rs73668330
rs148021184
rs10781501
rs4242706
rs944754
rs59978396
rs59456072
rs7042742
rs56011832
rs6560637
rs117040488
rs145235137
rs10870085
rs78718864
rs117533136
rs181025844
rs11145785
rs944758
rs7021438
rs4880105
rs12682786
rs7030963
rs112785742
rs10116408
rs10115243
rs7046856
rs914749
rs146811809
rs7848167
rs112417797

0.6699
0.3932
0.5150
0.1860
0.9598
0.4217
0.9588
0.0775
0.3643
0.1240
0.3287
0.6322
0.9458
0.1357
0.8316
0.9531
0.4270
0.1259
0.3494
0.3869
0.3283
0.1578
0.3789
0.0543
0.4107
0.1435
0.0250
0.1881
0.2865
0.3314
0.1505
0.1926
0.4328
0.2970
0.3127
0.9272
0.3048
0.2810
0.5318
0.4592
0.0054
0.9021
0.5676
0.1084
0.7564
0.5080
0.2354
0.0655
0.6476
0.2387
0.3108
0.3326
0.7349
0.3887
0.8200

0.3796
0.1884
0.3312
0.1442
0.9160
0.7827
0.7847
0.8073
0.2356
0.1067
0.2042
0.6404
0.8970
0.3135
0.6165
0.8077
0.4947
0.0456
0.3620
0.7607
0.5180
0.0712
0.2739
0.0174
0.1826
0.0544
0.0080
0.2798
0.1331
0.2825
0.0567
0.0784
0.2406
0.4229
0.1809
0.9185
0.4154
0.1198
0.7535
0.9927
0.0027
0.7143
0.9580
0.0388
0.4642
0.3465
0.2593
0.0509
0.4611
0.1321
0.2570
0.1430
0.6928
0.7701
0.8589

0.7362
0.4568
0.7431
0.2120
0.7780
0.1904
0.9631
0.0267
0.7379
0.0839
0.2525
0.3792
0.7842
0.0503
0.6341
0.8915
0.3207
0.5259
0.3183
0.2098
0.1500
0.3221
0.2783
0.5259
0.8060
0.5259
0.3461
0.0790
0.4110
0.2169
0.5259
0.5259
0.5345
0.2984
0.7898
0.6974
0.1501
0.4198
0.2692
0.2191
0.5082
0.7546
0.3068
0.5259
0.9481
0.3680
0.3083
0.4331
0.5345
0.2409
0.2577
0.5920
0.5277
0.1699
0.5331

0.4175
0.3797
0.2499
0.2005
0.9908
0.9329
0.7740
0.2157
0.1824
0.8002
0.5143
0.7103
0.8383
0.6331
0.7862
0.7773
0.3877
0.0534
0.2851
0.5043
0.8408
0.1195
0.4202
0.0201
0.2000
0.0626
0.0111
0.6619
0.1998
0.4577
0.0663
0.0897
0.2580
0.1979
0.1274
0.9952
0.5866
0.2516
0.8501
0.8192
0.0016
0.7673
0.4948
0.0448
0.4730
0.5098
0.1697
0.0246
0.4895
0.4094
0.3116
0.1871
0.6398
0.9535
0.9297
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0.3711
0.1777
0.5139
0.1126
0.8472
0.6546
0.8023
0.2048
0.5955
0.0432
0.1397
0.5816
0.9563
0.0832
0.5527
0.8457
0.6198
0.0430
0.4559
0.9661
0.3232
0.0563
0.2040
0.0164
0.2075
0.0511
0.0071
0.0875
0.1144
0.1966
0.0534
0.0734
0.2280
0.7603
0.3336
0.8494
0.3043
0.1175
0.6682
0.8473
0.0062
0.6779
0.5718
0.0365
0.5324
0.2735
0.3850
0.1161
0.4383
0.0908
0.2191
0.1402
0.7516
0.6197
0.7979




Tabela suplementar 3. Comparacdes de frequéncias SNP do projeto ALFA e coorte SABE
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Projeto P- P- Sobrepeso/ P-
SNP Alelos ALFA Coorte SABE valor Peso normal valor Obesidade valor
— 0.64 — 0.57 —
rs9411207 ¢ 0.65 0.59
T 0.35 0.41 0.38 0.36 0.88 0.43 0.22
— 0.66 — 0.59 -
rs2229971 A 0.66 0.61
G 0.34 0.39 0.46 0.34 1.00 0.41 0.58
— 0.71 — 0.63 —
rs11574891 G 0.66 0.65
A 0.34 0.35 0.88 0.29 0.45 0.37 0.96
— 0.40 — 0.34 —
1s3125005 A 0.45 0.36
G 0.55 0.64 0.19 0.60 0.47 0.66 0.29
- 0.53 —_ 0.46 —
1$3812604 A 0.56 0.48
G 0.44 0.52 0.26 0.47 0.73 0.54 0.18

Tabela suplementar 4. Diferencas em varidveis de coorte de acordo com tag SNPs do gene NOTCH1

rs9411207

Variaveis CC CT TT P-valor
N (%) 361(35.25%) 478(46.67%) 185(18.06%)
Mulheres/Homens 234/126 298/179 125/60 0.44
IMC (Kg/m2) 27.02(16.19-47.05)  27.54(15.13-53.61)  27.93(19.12-47.33)  0.07
CC (cm) 94(62-129) 95(64-142) 95(65-140) 0.47
Freq ancestralidade

Européia 77.35% 73.44% 60.8% <0.001

Africana 16.09% 17.74% 21.81% 0.13

Asiatica 0.04% 1.87% 10.59% <0.001

Nativo americana 6.54% 6.89% 6.79% 0.37
Hipertensao (%) 233(22.75%) 336(32.81%) 133(12.98%) 0.11
PAS (mmHg) 136(89-236) 140(88-250) 137(89-242) 0.08
PAD (mmHg) 78(50-125) 80(49-117) 80(54-123) 0.31
HDL (mg/dI) 48(20-107) 48(23-106) 49(19-133) 0.33
LDL (mg/dl) 128(41-235) 121(54-299) 127(28-261) 0.03
CT (mg/dl) 205(89-317) 200(110-388) 210(86-344) 0.11
TG (mg/dl) 114(25-505) 119(38-1283) 113(38-389) 0.73
T2D (%) 81(7.91%) 125(12.20%) 53(5.17%) 0.24
FPG (mg/dl) 87(41-331) 89.5(20-437) 90(37-290) 0.01
Hb1Ac (%) 5.8(4.8-13.4) 5.8(4.9-13.7) 5.9(4.9-13.6) 0.09
hsCRP (mg/L) 2.07(0.14-80.5) 2.49(0.14-68.3) 2.31(0.14-141) 0.50

rs2229971
AA AG GG P-value

N (%) 394(38.47%) 462(45.11%) 167(16.30%)
Mulheres/Homens 256/137 287/174 113/54 0.41
IMC (Kg/m2) 27.02(16.19-51.02) 27.55(15.13-53.61)  28.10(19.12-45.24)  0.06
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CC (cm) 94(62-129) 95(64-142) 96(65-140) 0.28
Freq ancestralidade

Européia 79.32% 71.8% 58.4% <0.0001

Africana 14.48% 18.76% 23.65% 0.00

Asiatica 0.04% 2.15% 11.15% 0.05

Nativo americana 6.15% 7.24% 6.80% 0.00
Hipertenséo (%) 254(24.80%) 327(31.93%) 120(11.71%) 0.08
PAS (mmHg) 136(89-236) 140(88-250) 139(96-242) 0.09
PAD (mmHg) 78(50-125) 80(49-117) 80.5(54-123) 0.18
HDL (mg/dI) 48(20-106) 48(19-107) 50(22-133) 0.41
LDL (mg/dl) 128(41-235) 122(28-299) 127(58-261) 0.36
CT (mg/dl) 204(89-317) 200.5(86-388) 209(117-344) 0.47
TG (mg/dl) 114(25-505) 117.5(38-1283) 115(38-389) 0.89
T2D (%) 89(8.69%) 121(11.81%) 49(4.78%) 0.20
FPG (mg/dl) 87(41-331) 89.5(20-437) 93(37-290) 0.00
Hb1Ac (%) 5.8(4.8-13.4) 5.8(4.9-13.7) 5.9(4.9-13.6) 0.01
hsCRP (mg/L) 2.06(0.14-50.6) 2.49(0.14-80.5) 2.28(0.14-141) 0.25

rs11574891
GG GA AA P-value

N (%) 441(43.06%) 458(44.72%) 125(12.2%)
Mulheres/Homens 285/155 286/171 86/39 0.42
IMC (Kg/m2) 27.16(16.19-47.05) 27.52(15.13-53.61) 28.48(21.03-47.3) 0.02
CC (cm) 94(62-140) 94(64-142) 97(73-138) 0.04
Freq ancestralidade

Européia 70.5% 73.66% 71.93% 0.40

Africana 21.27% 18.0% 16.83% 0.04

Asiética 0.78% 1.52% 4.70% 0.00

Nativo americana 7.47% 6.74% 6.55% 0.16
Hipertenséo (%) 290(28.32%) 319(31.15%) 93(9.08%) 0.14
PAS (mmHg) 136(89-250) 139(88-231) 138(89-242) 0.13
PAD (mmHg) 78(50-125) 80(49-123) 80(54-123) 0.25
HDL (mg/dI) 88(41-361) 88(20-437) 90(56-290) 0.09
LDL (mg/dl) 48(20-107) 49(23-124) 46(19-133) 0.76
CT (mg/dl) 127(41-235) 122(54-299) 129(28-261) 0.23
TG (mg/dl) 204(89-317) 202(110-388) 208(86-344) 0.44
T2D (%) 112(10.93%) 114(14.06%) 33(3.22%) 0.92
FPG (mg/dl) 113(25-1283) 117(38-1185) 117(42-389) 0.72
Hb1Ac (%) 2.26(0.14-80.5) 2.4(0.14-141) 2.43(0.16-21.4) 0.65
hsCRP (mg/L) 5.8(4.8-13.4) 5.8(4.9-13.7) 5.8(4.9-13.6) 0.69

rs3125005
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AA GA GG P-value

N (%) 140(13.6%) 451(44.0%) 433(42.3%)
Mulheres/Homens 92/47 283/167 282/151 0.69
IMC (Kg/m2) 27.86(15.68-47.33) 27.43(15.13-53.61) 26.8(17.78-42.26) <0.0001
CC (cm) 96(64-140) 93(64-142) 94(62-123) 0.06
Freq ancestralidade

Européia 79.74% 76.33% 66.23% <0.0001

Africana 12.77% 15.49% 22.06% 0.13

Asiatica 0.05% 1.77% 4.78% 0.13

Nativo americana 7.47% 6.37% 6.91% 0.25
Hipertensao (%) 87(8.49%) 298(29.10%) 317(30.95%) 0.02
PAS (mmHg) 133.5(95-221) 138(88-236) 139(89-250) 0.05
PAD (mmHg) 77(50-108) 79(49-125) 80(51-123) 0.05
HDL (mg/dl) 47(20-106) 49(23-107) 47(19-133) 0.47
LDL (mg/dl) 132(41-235) 123(45-299) 125(28-261) 0.05
CT (mg/dl) 209(89-313) 202(101-388) 204(86-344) 0.22
TG (mg/dl) 116(25-505) 117.5(30-1283) 114(38-528) 0.78
T2D (%) 35(3.41%) 104(10.15%) 120(11.71%) 0.26
FPG (mg/dl) 84(41-331) 88(40-361) 89(20-437) 0.01
Hb1Ac (%) 5.7(4.8-13.4) 5.8(4.8-13.0) 5.8(4.8-13.7) 0.05
hsCRP (mg/L) 1.81(0.14-41) 2.41(0.14-80.5) 2.45(0.14-141) 0.07

rs3812604
AA GA GG P-value

N (%) 251(24.51%) 487(47.55%) 286(27.92%)
Mulheres/Homens 152/98 314/172 191/95 0.35
IMC (Kg/m2) 26.94(15.44-51.02) 27.57(15.13-53.61)  27.60(16.19-45.24) <0.0001
CC (cm) 94(62-129) 94(64-142) 95(65-140) 0.71
Freq ancestralidade

Européia 63.01% 74.13% 80.29% <0.0001

Africana 12.98% 16.79% 24.08% 0.01

Asiatica 0.02% 2.25% 6.18% 0.01

Nativo americana 6.68% 6.82% 6.69% 0.49
Hipertensédo (%) 160 (15.62%) 333 (32.51%) 209 (20.41%) 0.07
PAS (mmHg) 136(95-231) 137(89-242) 141(88-250) 0.03
PAD (mmHg) 78(50-112) 79(49-125) 81(51-123) 0.11
HDL (mg/dI) 47 (20-106) 48 (23-106) 49 (19-133) 0.09
LDL (mg/dl) 129 (41-299) 123 (45-261) 125 (28-238) 0.12
CT (mg/dl) 205 (89-388) 201 (101-344) 205 (86-340) 0.54
TG (mg/dl) 122(25-505) 116.5(30-1283) 111.5(38-421) 0.43
T2D (%) 53 (5.17%) 123 (12.01%) 83 (8.10%) 0.10
FPG (mg/dl) 96.12 (41-361) 88 (20-437) 91 (23-315) 0.01
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Hb1Ac (%) 5.7(4.8-13.4) 5.8(4.8-13.7) 5.8(4.8-12.4) 0.02
hsCRP (mg/L) 2.1(0.14-80.5) 2.28(0.14-68.3) 2.45(0.14-141) 0.42

Os resultados sé@o apresentados como medianas e valores extremos (minimo e méaximo). Os valores de P indicam diferencas entre os genétipos de acordo

com o teste de Kruskal-Wallis. Os valores em negrito denotam significancia estatistica no nivel P <0,05.

Tabela suplementar 5. Valores de P para associa¢@es entre SNPs de NOTCHL1 e sobrepeso / obesidade
sob diferentes modelos genéticos, ajustados para variaveis de confusédo (Modelo 2)

SNP codominante dominante recessivo Super-dominante log-aditivo
rs1127152 0.8473 0.6602 0.6228 0.9561 0.5702
rs7874956 0.8991 0.9220 0.6474 0.7768 0.7441
rs4242709 0.6167 0.3634 0.8682 0.3277 0.4361
rs3124996 0.4034 0.3318 0.2352 0.8123 0.1984
rs190571105 0.9045 0.9543 0.6611 0.9251 0.9835
rs45509099 0.4082 0.2417 0.4026 0.2979 0.2129
rs35288226 0.5494 0.6208 0.2787 0.9303 0.3986
rs45564338 0.1264 0.0481 0.4026 0.0642 0.0438
rs45613441 0.3573 0.1794 0.4546 0.2319 0.1568
rs57994353 0.9194 0.8537 0.7713 0.7276 0.9821
rs140150555 0.1043 0.0356 0.4708 0.0470 0.0337
rs142408856 0.4989 0.3437 0.5384 0.3117 0.3860
rs12346977 0.3242 0.9251 0.1353 0.8457 0.7239
rs116931252 0.6068 0.8671 0.3176 0.9830 0.7402
rs45459100 0.5917 0.5534 0.3424 0.7129 0.4446
rs7022785 0.2381 0.2107 0.1896 0.2910 0.1643
rs148167113 0.6202 0.7825 0.3829 0.6555 0.9141
rs17567909 0.0717 0.4274 0.0227 0.9316 0.1743
rs76562693 0.6369 0.5310 0.5089 0.4907 0.5782
rs112316758 0.9191 0.7982 0.7370 0.8137 0.7843
rs190488261 0.0227 0.0085 0.5517 0.0071 0.0112
rs7869821 0.8784 0.7169 0.6563 0.8436 0.6472
rs76259794 0.5289 0.9216 0.2716 0.6535 0.6092
rs7020201 0.7508 0.5201 0.5589 0.9150 0.4492
rs1139057 0.1108 0.6861 0.0363 0.6536 0.2837
rs10870073 0.8494 0.8512 0.5682 0.9533 0.7184
rs57052773 0.1786 0.7624 0.0638 0.8901 0.4832
rs116846597 0.0905 0.0571 0.1791 0.0857 0.0428
rs7856092 0.9280 0.7215 0.9583 0.6991 0.7751
rs9314867 0.0601 0.0952 0.3040 0.0191 0.6812
rs75837171 0.3999 0.1840 0.6010 0.2147 0.1758
rs60543770 0.7901 0.5137 0.7217 0.5612 0.4943
rs6563 0.7907 0.5200 0.6588 0.8263 0.5040
rs3124591 0.8987 0.8720 0.7206 0.6704 0.9289
rs61751489 0.6500 0.3770 0.7370 0.3872 0.3698
rs7852557 0.9723 0.8141 0.9583 0.8521 0.8505
rs9632944 0.8370 0.6017 0.8792 0.5570 0.6750
rs7029129 0.8633 0.5898 0.9273 0.6019 0.6214
rs11574909 0.2892 0.3043 0.1730 0.4529 0.2242
rs11574908 0.8288 0.9808 0.5454 0.9041 0.8772
rs3124999 0.6906 0.5836 0.4213 0.9311 0.4179
rs3124594 0.4132 0.3095 0.2529 0.8975 0.1899
rs113377894 0.0211 0.0062 0.4177 0.0085 0.0056
rs10125481 0.1123 0.3474 0.1160 0.1645 0.6124
rs11574903 0.0742 0.0253 0.3107 0.0629 0.0243

rs61751543 0.6747 0.9732 0.3829 0.8664 0.9250



rs3124596
rs7870145
rs11574902
rs112134816
rs3812604
rs11145765
rs11145766
rs3125001
rs117063264
rs3125002
rs139672274
rs3124600
rs72775784
rs180752476
rs3812608
rs114517771
rs2229971
rs11574891
rs9411207
rs3125005
rs3812609
rs12001048
rs62579232
rs3124603
rs3125006
rs4880099
rs11574887
rs11574886
rs9411254
rs10870078
rs146264157
rs114239631
rs3125011
rs117803933
rs79769117
rs142663187
rs61751557
rs4489420
rs138159889
rs77905917
rs115770975
rs7021932
rs11574864
rs35608614
rs146815569
rs13285021
rs113055984
rs9411257
rs117670131
rs13290840
rs73668319
rs117705975
rs79764723
rs10870080
rs60544817
rs78664929
rs139376118
rs71508858
rs73567913
rs147485651

0.6921
0.8132
0.2411
0.1577
0.0116
0.3192
0.2898
0.1482
0.9537
0.2683
0.3589
0.3296
0.4305
0.9520
0.1646
0.5544
0.0055
0.0058
0.0012
0.0228
0.0890
0.3997
0.2171
0.0256
0.8074
0.9463
0.2787
0.5713
0.1680
0.9722
0.1432
0.6107
0.0333
0.4589
0.5039
0.5107
0.6030
0.0491
0.4218
0.4767
0.5676
0.5038
0.3989
0.7770
0.7380
0.1901
0.1170
0.1554
0.2754
0.5693
0.5190
0.4861
0.3924
0.2460
0.6031
0.9123
0.1930
0.3961
0.5275
0.2216

0.4083
0.8990
0.3512
0.0814
0.0152
0.2327
0.4779
0.1685
NA
0.1071
0.9973
0.1366
0.4154
NA
0.0965
0.9940
0.0025
0.0263
0.0024
0.0104
0.0286
0.3361
0.1803
0.0176
0.6803
0.7609
0.9025
0.9388
0.0590
0.8783
0.2719
0.3692
0.0573
0.3240
0.4493
0.4596
0.4744
0.0563
0.2822
0.3111
0.7896
0.4675
0.2756
0.9631
0.4420
0.1944
0.1496
0.4774
0.8039
0.3515
0.7961
0.9679
0.1734
0.0942
0.6199
NA
0.3871
0.2888
0.3444
0.3272

0.6247
0.5559
0.1149
0.2875
0.0155
0.2506
0.1271
0.0807
NA
0.4885
0.1613
0.5979
0.2439
NA
0.1542
0.2875
0.0446
0.0038
0.0036
0.0788
0.7912
0.2953
0.5195
0.0477
0.6921
0.9806
0.1198
0.2912
0.5278
0.8318
0.1457
0.5940
0.0211
0.3927
0.3280
0.3280
0.4026
0.0378
0.5089
0.4026
0.2875
0.2799
0.4772
0.4923
0.7867
0.1091
0.1963
0.0540
0.1213
0.8630
0.2907
0.2320
0.7023
0.6473
0.3340
NA
0.1629
0.5744
0.4024
0.1160

0.6957
0.7596
0.6210
0.1129
0.9987
0.3625
0.8019
0.8940
NA
0.3096
0.7596
0.3289
0.5973
NA
0.6847
0.8203
0.1288
0.6997
0.4390
0.2116
0.0318
0.3956
0.0869
0.4339
0.5830
0.7574
0.6941
0.9353
0.1553
0.9293
0.1772
0.4045
0.9170
0.3690
0.5254
0.5410
0.5799
0.9712
0.2533
0.3795
0.9810
0.7331
0.2457
0.8508
0.4705
0.5215
0.1021
0.5036
0.6434
0.3092
0.6408
0.8968
0.1916
0.2349
0.8258
NA
0.2433
0.1953
0.4800
0.4670
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0.4106
0.9663
0.2067
0.0671
0.0028
0.1667
0.2867
0.0565
NA
0.1399
0.7892
0.1966
0.3084
NA
0.0580
0.8277
0.0014
0.0026
0.0003
0.0066
0.0418
0.2919
0.4029
0.0068
0.7960
0.8459
0.8931
0.8239
0.0899
0.8438
0.4030
0.3489
0.0101
0.2915
0.3924
0.3994
0.4117
0.0144
0.3211
0.2731
0.6419
0.3328
0.3150
0.9311
0.4361
0.0998
0.2201
0.1324
0.9716
0.5856
0.9564
0.8414
0.1735
0.1646
0.4801
NA
0.5826
0.4496
0.2805
0.2349



rs73668324
rs3013305
rs7028061
rs116201188
rs2990583
rs78875602
rs3013308
rs3013309
rs11792084
rs710411
rs1058232
rs10870081
rs1110126
rs9314868
rs3013312
rs73567941
rs73567944
rs73567947
rs2990584
rs2095116
rs2990585
rs10870082
rs1571986
rs56235385
rs12685115
rs73668330
rs148021184
rs10781501
rs4242706
rs944754
rs59978396
rs59456072
rs7042742
rs56011832
rs6560637
rs117040488
rs145235137
rs10870085
rs78718864
rs117533136
rs181025844
rs11145785
rs944758
rs7021438
rs4880105
rs12682786
rs7030963
rs112785742
rs10116408
rs10115243
rs7046856
rs914749
rs146811809
rs7848167
rs112417797

0.5730
0.4262
0.3313
0.2420
0.8722
0.4269
0.8932
0.0363
0.3004
0.1093
0.2896
0.9113
0.9330
0.1201
0.8167
0.7303
0.2729
0.0887
0.3721
0.1228
0.1681
0.1918
0.3100
0.0333
0.2497
0.0810
0.0183
0.2466
0.3506
0.2847
0.0866
0.1295
0.7412
0.5135
0.4923
0.6126
0.2602
0.3507
0.4996
0.6262
0.0225
0.7036
0.7914
0.0490
0.6257
0.4575
0.0997
0.0321
0.8441
0.1822
0.3286
0.3160
0.9208
0.3519
0.8080

0.2924
0.1953
0.4204
0.1437
0.6102
0.9097
0.6353
0.6769
0.1527
0.0951
0.1929
0.8326
0.7264
0.3270
0.6234
0.5723
0.4587
0.0289
0.5405
0.4295
0.7079
0.1184
0.5952
0.0095
0.1187
0.0263
0.0058
0.2453
0.2414
0.4420
0.0281
0.0458
0.5641
0.4587
0.2780
0.8973
0.4335
0.1549
0.6344
0.9028
0.0092
0.6363
0.7577
0.0147
0.4240
0.3436
0.0630
0.0173
0.8240
0.0721
0.2386
0.1370
0.8887
0.9089
0.8530

0.8924
0.8229
0.3288
0.3389
0.9877
0.1925
0.9052
0.0108
0.9272
0.0761
0.2107
0.6995
0.8432
0.0425
0.5948
0.6786
0.1920
0.6281
0.2401
0.0950
0.0590
0.2268
0.1284
0.6281
0.8333
0.6281
0.3176
0.1263
0.2698
0.1277
0.6281
0.6281
0.5808
0.5339
0.9048
0.3570
0.1160
0.4848
0.2622
0.3333
0.6121
0.4570
0.4980
0.6281
0.7707
0.2994
0.4937
0.6338
0.5808
0.3605
0.3072
0.5413
0.7107
0.1500
0.5179

0.2997
0.2422
0.1898
0.1782
0.6085
0.9293
0.6477
0.2052
0.1827
0.7888
0.5349
0.8502
0.7601
0.5731
0.8162
0.4899
0.3339
0.0319
0.4271
0.1905
0.8073
0.2150
0.9349
0.0105
0.0958
0.0288
0.0084
0.8627
0.3961
0.7352
0.0310
0.0499
0.5901
0.2964
0.2355
0.7140
0.6438
0.2855
0.7318
0.9868
0.0068
0.7625
0.8519
0.0161
0.3362
0.5444
0.0409
0.0091
0.8560
0.2057
0.2825
0.1892
0.8672
0.8808
0.9300
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0.3144
0.2706
0.7949
0.1235
0.6650
0.7651
0.6374
0.1219
0.4073
0.0371
0.1216
0.8164
0.7113
0.0792
0.5432
0.6766
0.6086
0.0281
0.6695
0.7890
0.3759
0.0818
0.3788
0.0092
0.1863
0.0254
0.0050
0.1032
0.1755
0.2759
0.0273
0.0442
0.5424
0.6884
0.4102
0.9286
0.2992
0.1577
0.5533
0.8033
0.0160
0.5388
0.5704
0.0143
0.5871
0.2538
0.1038
0.0437
0.7945
0.0710
0.2083
0.1301
0.9110
0.7249
0.7873
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sob diferentes modelos genéticos, ajustados para variaveis de confundimento (Modelo 2 + fumo)

Super-

SNP codominante dominante recessivo dominante log-aditivo
rs1127152 0.8753 0.6537 0.7015 0.8852 0.6058
rs7874956 0.8385 0.9712 0.5682 0.6676 0.7257
rs4242709 0.7721 0.4970 0.9362 0.4723 0.5532
rs3124996 0.4865 0.4084 0.2798 0.8757 0.2587
rs190571105 0.9264 0.9853 0.6979 0.9618 0.9915
rs45509099 0.4064 0.2222 0.4611 0.2633 0.2016
rs35288226 0.4686 0.5363 0.2276 0.9765 0.3203
rs45564338 0.1605 0.0624 0.4611 0.0780 0.0578
rs45613441 0.3575 0.1764 0.4690 0.2264 0.1556
rs57994353 0.8743 0.9810 0.6170 0.8044 0.8189
rs140150555 0.1539 0.0572 0.4765 0.0744 0.0531
rs142408856 0.3551 0.2183 0.5315 0.1931 0.2550
rs12346977 0.3449 0.9643 0.1477 0.8197 0.7692
rs116931252 0.5148 0.8748 0.2504 0.9303 0.7121
rs45459100 0.7722 0.9666 0.4790 0.8877 0.8389
rs7022785 0.3659 0.3393 0.2433 0.4292 0.2799
rs148167113 0.5739 0.7177 0.3663 0.5834 0.8619
rs17567909 0.0887 0.3896 0.0300 0.8555 0.1646
rs76562693 0.4703 0.5256 0.3290 0.4487 0.6154
rs112316758 0.9373 0.7844 0.8063 0.7929 0.7769
rs190488261 0.0355 0.0135 0.5665 0.0116 0.0172
rs7869821 0.9846 0.9689 0.8605 0.9756 0.9269
rs76259794 0.4604 0.8307 0.2175 0.6942 0.5116
rs7020201 0.7726 0.5769 0.5440 0.9945 0.4743
rs1139057 0.1365 0.7053 0.0465 0.6591 0.3086
rs10870073 0.7651 0.7900 0.4659 0.9627 0.6293
rs57052773 0.1197 0.8894 0.0415 0.7268 0.5475
rs116846597 0.0898 0.0460 0.2403 0.0651 0.0369
rs7856092 0.9686 0.8124 0.8847 0.8548 0.8005
rs9314867 0.0280 0.0945 0.1589 0.0076 0.8532
rs75837171 0.4095 0.1888 0.6226 0.2170 0.1815
rs60543770 0.9651 0.8123 0.8631 0.8412 0.7961
rs6563 0.8940 0.6826 0.7164 0.9438 0.6363
rs3124591 0.9376 0.7766 0.9060 0.7227 0.8994
rs61751489 0.6872 0.4005 0.8063 0.4063 0.3963
rs7852557 0.9504 0.9157 0.8042 0.7739 0.9520
rs9632944 0.8029 0.5637 0.8631 0.5144 0.6451
rs7029129 0.8456 0.5665 0.9401 0.5735 0.6042
rs11574909 0.3285 0.2979 0.2182 0.4191 0.2310
rs11574908 0.6976 0.9769 0.4121 0.8040 0.8661
rs3124999 0.7632 0.6489 0.4887 0.9303 0.4925
rs3124594 0.4766 0.5138 0.2363 0.8055 0.2786
rs113377894 0.0134 0.0036 0.4933 0.0046 0.0034
rs10125481 0.0870 0.3228 0.0944 0.1455 0.5896
rs11574903 0.0848 0.0323 0.2579 0.0867 0.0268
rs61751543 0.6198 0.8167 0.3663 0.7022 0.9342
rs3124596 0.8651 0.6725 0.6506 0.9659 0.5926
rs7870145 0.8939 0.9648 0.6523 0.8549 0.9343
rs11574902 0.2853 0.3756 0.1393 0.6399 0.2310
rs112134816 0.1916 0.0924 0.3618 0.1186 0.0802
rs3812604 0.0232 0.0423 0.0165 0.7398 0.0063
rs11145765 0.3671 0.2398 0.3102 0.3558 0.1823
rs11145766 0.3066 0.3871 0.1522 0.6681 0.2365
rs3125001 0.1873 0.1653 0.1173 0.9793 0.0701
rs117063264 0.7168 NA NA NA NA
rs3125002 0.4579 0.2304 0.4716 0.5465 0.2265



rs139672274
rs3124600
rs72775784
rs180752476
rs3812608
rs114517771
rs2229971
rs11574891
rs9411207
rs3125005
rs3812609
rs12001048
rs62579232
rs3124603
rs3125006
rs4880099
rs11574887
rs11574886
rs9411254
rs10870078
rs146264157
rs114239631
rs3125011
rs117803933
rs79769117
rs142663187
rs61751557
rs4489420
rs138159889
rs77905917
rs115770975
rs7021932
rs11574864
rs35608614
rs146815569
rs13285021
rs113055984
rs9411257
rs117670131
rs13290840
rs73668319
rs117705975
rs79764723
rs10870080
rs60544817
rs78664929
rs139376118
rs71508858
rs73567913
rs147485651
rs73668324
rs3013305
rs7028061
rs116201188
rs2990583
rs78875602
rs3013308
rs3013309
rs11792084
rs710411

0.3627
0.5215
0.4971
0.6948
0.1574
0.6521
0.0063
0.0069
0.0013
0.0277
0.1653
0.4361
0.2814
0.0367
0.8516
0.8499
0.1652
0.6055
0.1572
0.9578
0.1599
0.7430
0.0370
0.4112
0.5100
0.5150
0.6198
0.0668
0.3592
0.4727
0.6514
0.5046
0.3059
0.7257
0.7059
0.2152
0.1480
0.1651
0.1301
0.6892
0.6326
0.3620
0.3380
0.2799
0.6416
0.9104
0.2896
0.4306
0.5357
0.1989
0.4766
0.4538
0.3811
0.2330
0.7074
0.4216
0.9521
0.0535
0.2805
0.1089

0.8994
0.2688
0.5053
NA
0.1148
0.9802
0.0029
0.0474
0.0033
0.0147
0.0587
0.3467
0.2259
0.0197
0.7853
0.5949
0.8784
0.9613
0.0544
0.9468
0.3087
0.5019
0.0544
0.3154
0.7095
0.7420
0.4424
0.0580
0.3518
0.2803
0.7336
0.4355
0.1951
0.8435
0.4694
0.1475
0.2806
0.3386
0.5623
0.4169
0.9486
0.8912
0.1408
0.1128
0.7220
NA
0.4947
0.2827
0.3086
0.3568
0.2250
0.2088
0.4388
0.1229
0.4361
0.9618
0.7601
0.6171
0.1645
0.1255

0.1730
0.5354
0.2718
NA
0.1165
0.3618
0.0459
0.0032
0.0029
0.0686
0.7966
0.3324
0.5489
0.0801
0.6762
0.9858
0.0665
0.3186
0.5695
0.7933
0.1471
0.6521
0.0255
0.3281
0.2545
0.2545
0.4611
0.0590
0.3290
0.4611
0.3618
0.2934
0.4749
0.4667
0.5868
0.1727
0.1396
0.0632
0.0655
0.9948
0.3522
0.1544
0.7680
0.5094
0.3514
NA
0.2087
0.6631
0.4802
0.0944
0.8866
0.6890
0.3740
0.3995
0.8937
0.1908
0.8985
0.0161
0.7851
0.0598

0.6704
0.5813
0.6924
NA
0.8305
0.8739
0.1369
0.9059
0.5207
0.2746
0.0651
0.4009
0.1195
0.3561
0.6789
0.6028
0.6061
0.9205
0.1341
0.8779
0.2041
0.5342
0.9858
0.3726
0.8327
0.8742
0.5223
0.8566
0.2895
0.3302
0.8781
0.6853
0.1708
0.7337
0.5384
0.3634
0.1924
0.7056
0.3815
0.4368
0.8078
0.9367
0.1507
0.3428
0.9354
NA
0.3404
0.2059
0.4130
0.5176
0.2308
0.3045
0.2153
0.1470
0.4067
0.8736
0.7772
0.2707
0.1455
0.9578
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0.8836
0.2772
0.3862
NA
0.0547
0.8498
0.0016
0.0044
0.0003
0.0077
0.0781
0.3064
0.4542
0.0105
0.8993
0.7247
0.8515
0.8524
0.0906
0.9883
0.4499
0.4808
0.0110
0.2749
0.6059
0.6304
0.3961
0.0200
0.4316
0.2536
0.6252
0.3144
0.2293
0.9536
0.4272
0.0909
0.3988
0.1007
0.7797
0.5817
0.9158
0.7354
0.1482
0.1497
0.5669
NA
0.6864
0.4219
0.2687
0.2488
0.2482
0.2502
0.7899
0.1089
0.5370
0.8104
0.7541
0.1231
0.4862
0.0408



rs1058232
rs10870081
rs1110126
rs9314868
rs3013312
rs73567941
rs73567944
rs73567947
rs2990584
rs2095116
rs2990585
rs10870082
rs1571986
rs56235385
rs12685115
rs73668330
rs148021184
rs10781501
rs4242706
rs944754
rs59978396
rs59456072
rs7042742
rs56011832
rs6560637
rs117040488
rs145235137
rs10870085
rs78718864
rs117533136
rs181025844
rs11145785
rs944758
rs7021438
rs4880105
rs12682786
rs7030963
rs112785742
rs10116408
rs10115243
rs7046856
rs914749
rs146811809
rs7848167
rs112417797

0.3296
0.8097
0.9275
0.0881
0.8011
0.7932
0.2245
0.0741
0.3382
0.1777
0.1415
0.1377
0.3424
0.0160
0.2035
0.0602
0.0255
0.2431
0.2662
0.2905
0.0594
0.0639
0.7663
0.6314
0.5923
0.6277
0.2264
0.3392
0.4082
0.5569
0.0454
0.6091
0.6416
0.0772
0.8169
0.4063
0.1435
0.0590
0.8320
0.2901
0.4365
0.4287
0.8405
0.3009
0.8612

0.2589
0.5616
0.7859
0.2830
0.6174
0.6323
0.3876
0.0237
0.5180
0.5235
0.5873
0.0712
0.4747
0.0042
0.1105
0.0189
0.0092
0.1964
0.1634
0.3441
0.0184
0.0202
0.6516
0.4937
0.3239
0.8576
0.4510
0.1810
0.5911
0.9681
0.0168
0.7717
0.8953
0.0252
0.5250
0.3840
0.1087
0.0397
0.9206
0.1554
0.3619
0.1952
0.7167
0.9916
0.9848

0.2003
0.7505
0.7430
0.0302
0.5691
0.7154
0.1758
0.5922
0.2200
0.1188
0.0487
0.2403
0.1579
0.5922
0.6888
0.5922
0.2504
0.1454
0.2506
0.1506
0.5922
0.5922
0.5458
0.6636
0.9522
0.3818
0.0944
0.3166
0.2006
0.2878
0.6976
0.3272
0.4038
0.5922
0.8637
0.2248
0.4312
0.5188
0.5458
0.2876
0.3213
0.6925
0.6654
0.1274
0.5863

0.6706
0.5718
0.8496
0.5593
0.8258
0.5566
0.2725
0.0268
0.4028
0.2572
0.9037
0.1362
0.7655
0.0048
0.0766
0.0211
0.0147
0.9921
0.2911
0.5896
0.0207
0.0226
0.6853
0.3662
0.3207
0.6805
0.6833
0.4169
0.7124
0.8327
0.0141
0.9452
0.4642
0.0280
0.5687
0.6425
0.0691
0.0197
0.9603
0.4220
0.4179
0.2353
0.6877
0.7632
0.9554
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0.1541
0.5532
0.7417
0.0582
0.5288
0.7253
0.5313
0.0229
0.6507
0.8811
0.2841
0.0505
0.3084
0.0041
0.1968
0.0181
0.0076
0.0951
0.1170
0.2186
0.0177
0.0194
0.6226
0.6754
0.4163
0.9708
0.3005
0.1415
0.4936
0.9036
0.0241
0.6229
0.7342
0.0242
0.5584
0.2598
0.1757
0.0943
0.8829
0.1157
0.3203
0.2002
0.7494
0.7978
0.9288




98

Tabela suplementar 7. Frequéncias de haplétipos derivadas do haplétipo
rs2229971 rs11574891 rs9411207
Todos os Peso Sobrepeso/
no rs2229971 rs11574891 rs9411207 individuos normal Obesidade
1 A A T 4.03% 3.44% 4.25%
2 A G C 57.02% 62.45% 54.97%
3 A G T 0% 0% 0%
4 G A C 0.05% 0% 0.07%
5 G A T 30.49% 25.67% 32.30%
6 G G C 1.52% 1.29% 1.61%
7 G G T 6.88% 7.14% 6.79%
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5.2 ARTIGO PARA SUBMISSAQ: Resposta integrada ao estresse em Leucemia
Linfocitica Cronica

Artigo referente ao estudo de células de LLC com mutacdo no gene NOTCHL1 e sua
resposta ao farmaco curcumina. O referido artigo devera ser submetido em revista
de grande impacto tendo o estudante de doutorado Estevao Carlos Silva Barcelos

como primeiro autor. Segue a partir da préxima pagina o artigo na integra.
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Resposta integrada ao estresse em Leucemia Linfocitica Crénica
ESTEVAO CARLOS SILVA BARCELOS'? et al.
Autor correspondente: PAOLO SPORTOLETTI?
Email: paolo.sportoletti@unipg.it

! Programa de pos-graduacéo em Biotecnologia, Universidade Federal do Espirito Santo,
Vitéria, Espirito Santo, Brasil

Z |nstituto de Hematologia - Centro di Ricerca Emato-Oncologica (CREO), Departamento de
Medicina e Cirurgia, Universidade de Perugia, Perugia, Italia.

RESUMO

Introdugdo: A ativagdo constitutiva da sinalizagdo de NOTCH1 estd associada ao
pior prognostico na Leucemia Linfocitica Crénica (LLC), e mutacdes recorrentes de

NOTCHL1 sao responsaveis pela estabilizacdo do estado de sinalizacao.

Objetivo: Investigamos o efeito anti-LLC da curcumina e sua capacidade de interferir
na resposta integrada ao estresse e na via de sinalizacdo NOTCH1 em células

primarias com mutacao no gene NOTCH1 e no modelo murino de LLC Eu-TCL1.

Métodos: Foram analisados dados de expressao génica de células com mutacdo em
NOTCH1 em confronto com dados de células Wild-Type. Células primarias de LLC
foram coletadas e cultivadas com curcumina para posterior analise com Western
blotting e PCR em tempo real. Além disso, utilizamos o modelo murino de LLC Ep-

TCL1 no tratamento com a curcumina.

Resultados: A analise in silico da expressdo génica das células de LLC com
mutacdo de NOTCH1 mostraram um aumento na expressao de genes envolvidos no
estresse de Reticulo Endoplasmatico (RE) e resposta do estresse integrado (ISR).
ApGs a exposicao in vitro & curcumina, um composto natural que tem como alvo o
estresse do ER, encontramos um ISR aumentado em células priméarias com
NOTCH1 mutado em comparacdo com células WT. Essa resposta foi precedida por
uma liberacdo precoce de Ca®" no citoplasma das células de LLC mutadas em
NOTCH1, que pode desencadear e manter o estresse do RE. Além disso, a
curcumina causou niveis mais elevados de apoptose em células de LLC portadoras

da mutacdo de NOTCH1, independentemente da carga alélica, quando comparada
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com células WT. A sinalizacdo de NOTCHL1 parece ser modulada apos a exposi¢ao
a curcumina. Em particular, as células de LLC mutadas em NOTCH1 mostraram
reducdo na porcdo ativa de NOTCHL1 (ICN1) e nas proteinas da familia BCL2 anti-
apoptoticas (BCL2 e MCL1), e a combinacdo de curcumina com o venetoclax anti-
BCL2, parece ter um efeito sinérgico em células de LLC. Finalmente, a
administracéo in vivo de curcumina no modelo Ey-TCL1 reduziu significativamente a
porcentagem de células leucémicas CD5/CD19" infiltrantes no figado e na medula
0ssea, com inibicdo concomitante da sinalizacdo de NOTCH1 em células leucémicas

na medula 6ssea.

Conclusédo e perspectivas: Nossos resultados sugerem que a ativacdo de ISR
induzida por estresse de RE e a inibicdo da sinalizagdo de NOTCH1 convergem
para a amplificacdo da morte de células de LLC e fornecem uma chave direcionavel

para o gerenciamento de LLC.

Palavras-chave: Mutacdo de NOTCH1,; resposta integrada ao estresse; resposta de

proteina ndo dobrada; estresse de reticulo endoplasmatico; curcumina, LLC
INTRODUCAO

A sinalizacdo de NOTCH1 desregulada esta implicada na resisténcia a apoptose e
na sobrevivéncia de células de leucemia linfocitica crénica (LLC) (ROSATI et al.,
2018b). O acumulo do dominio intracelular de NOTCH1 (ICN1) e a subsequente
estabilizacdo da via de sinalizacdo sao frequentemente observados em células de
LLC que abrigam mutac6es de NOTCH1. Como a lesdo genética mais comum nha
LLC (aproximadamente 13-15% dos pacientes, no momento do diagnostico
(PUENTE et al., 2015; VAVROVA et al., 2017), a mutacdo de NOTCH1 é associada
prognostico desfavoravel, refratariedade ao tratamento e maior risco de
transformacao em sindrome de Richter (ARRUGA et al., 2014; PUENTE et al., 2011,
SPORTOLETTI et al.,, 2010). Assim, a compreensdo dos mecanismos e vias
associadas a ativacdo constitutiva da sinalizagdo de NOTCH1 pode fornecer o
desenvolvimento de uma estratégia terapéutica potencial de grande interesse no

manejo da LLC.

Dada a alta taxa de proliferacdo e subsequente aumento da demanda por sintese de

proteinas, o direcionamento ao reticulo endoplasmatico (RE) oferece uma nova
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abordagem terapéutica no tratamento da leucemia. Sob condicbes de estresse do
Reticulo Endoplasmético (RE), o acimulo de proteinas ndo dobradas ou dobradas
incorretamente no RE resulta na ativacdo da Resposta de Proteina Ndo Dobrada
(UPR), seguida pela dissociacdo da proteina chaperona proteina regulada por
glicose 78 (HSPA5 / GRP78, também conhecida como BiP) e subsequentemente
ativacao de trés sensores ativadores de UPR: cinase ER semelhante a PKR (PERK),
fator de transcricédo 6 ativado (ATF6) e endonuclease 1a regulada por inositol (IREa).
Assim, o estresse do RE e outros estimulos de estresse ativam a Resposta
Integrada ao Estresse (ISR) para restaurar a homeostase celular, o que leva a
inducao de genes selecionados, como o fator de transcricdo ATF4 e a inibicao global
da traducdo de proteinas. No entanto, sob estresse severo e prolongado, esse
programa homeostatico pode conduzir a sinalizacdo em direcdo a morte celular, por
meio de interacdes com a proteina homoéloga C / EBP pré-apoptética (CHOP). UPR
e ISR também sdo acompanhados por interrupcdo da homeostase do Ca?*
intracelular e regulagdo negativa das proteinas da familia Bcl-2 anti-apoptoticas
(Marciniak et al, 2004), conferindo uma maior sensibilidade a apoptose induzida por

estresse no RE.

Nossos estudos anteriores mostraram que as células de LLC exibem uma via
apoptética desencadeada por estresse do RE funcional que pode ser ainda mais
potenciada por indutores de estresse do RE e uma UPR protetora contribuindo para
a sobrevivéncia anémala das células de LLC, sugerindo que a via de estresse do RE
/ UPR pode ser um alvo em CLL (Rosati 2010 Blood). Também demonstramos que o
inibidor de y-secretase | (GSI), usado para inibir a sinalizacdo de NOTCH, induz nas
células de LLC um forte efeito apoptético mediado por uma via dependente do
estresse do RE e inibicdo da ativacdo de NOTCH1 / 2, mesmo se a interacéo entre
NOTCH e a via de estresse do RE / UPR néo foram exploradas (Rosati 2013).

Com base em todas as observacdes acima, formulamos a hipétese de que a
inducdo de resposta do estresse integrado e consequente inibicdo de NOTCH1
podem representar uma estratégia para controlar as células de LLC. Em outro
contexto que ndo LLC, a curcumina exibiu atividade como indutor de estresse de RE
e inibidor de NOTCHL1. Assim, investigamos os efeitos da curcumina no contexto da

LLC com desregulagéo na via de sinalizacao de NOTCHL1.
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METODOS

Fonte de dados, pré-processamento e analise diferencial

Os dados de expressao génica foram obtidos do banco de dados publico do Centro
Nacional de Informacfes sobre Biotecnologia GEO (Barrett, T. et al., 2013) com o
namero de acesso GSE131114, GSE75122 e GSE92626. Neste estudo,
selecionamos 52 amostras; incluindo 21 amostras de LLC com mutacdo de NOTCH1
e 31 amostras de NOTCH1 WT. Para manter a consisténcia ao longo do estudo,
foram excluidas séries de amostras para ICN1 negativo ou mutacbes em outros
genes. Dados de microarray normalizados foram transformados em log2 e
fragmentos normalizados por quilobase de modelo de exon por milhdo de leituras
mapeadas (FPKM) contendo valores de dados de RNA-Seq foram transformados
seguindo Mooney et al. (2013). Os dados RNA-Seq transformados foram
combinados com conjuntos de dados de microarray com ID Entrez exclusivo. A
funcdo Combat do pacote SVA R (LEEK; JOHNSON, 2012) foi usada para ajustar os
efeitos de lote conhecidos de conjuntos de dados combinados de diferentes GSEs. A
analise do Rank Product foi usada para calcular os valores do Rank Product (RP)
que foram baseados na fold change (FC) do rank usando o pacote RankProd R
(Hong, 2006). A taxa de descoberta falsa (FDR) usando o método Benjamini-
Hochberg (BH) foi controlada em 0,01, abaixo da qual todos os genes foram
extraidos representando listas de genes DE para cada comparacdo de dados de
microarray e RNA-Seq. Como o produto de classificacdo € um método baseado em
classificacéo e os valores de FC eram heterogéneos, um valor de FC maior do que 1
foi identificado como genes DE regulados positivamente e menos de 1 identificado
como genes DE regulados negativamente. O teste de correlacdo de pares de logFC
dos genes DE para as duas comparacfes dentro e entre as duas tecnologias foi

realizado usando o teste de correlacdo de “Spearman” na base R.
Ontologia genética (GO) e analise de enriquecimento de vias
Para realizar a analise funcional da lista de genes resultante com o Gene Ontology

(GO), as anotacbes foram realizadas usando o pacote clusterProfiler do
Bioconductor em R (Yu, G., Wang, L.-G., Han, Y. & He, Q .-Y., 2012). O
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enriguecimento funcional foi realizado para cada comparacdo contra as trés
categorias GO (BP, CC e MF). Genoma de anotacdo ampla, com base no
mapeamento usando Entrez Gene Identifiers (“org.Hs.eg.db”), o método do valor p
ajustado foi Benjamini e Hochberg (BH), e os pontos de corte para os valores p e q
foram definidos como 0,05 . Os termos GO redundantes foram eliminados usando a
fungao “simplificar” do pacote clusterProfiler. O Gltimo pacote também foi usado para
visualizar algumas categorias e genes GO usando um gréfico de mapa de calor
(heatplot) e uma rede circular (cnetplot). O enriquecimento da via da Enciclopédia de

Genes e Genomas de Kyoto (KEGG) também foi realizado.

Analise de enriqguecimento de conjunto de genes (GSEA)

A analise de enriquecimento do conjunto de genes (GSEA) foi realizada usando o
método pré-classificado na implementacdo GSEA Java. A lista de genes, organizada
por escores z em ordem decrescente, foi usada como conjuntos de genes pré-
classificados e convertidos para o formato de lista de classificacdo de acordo com
Jung et al. (Jung et al., 2018). Genes Hallmark do banco de dados de assinaturas
moleculares (MsigDB, http://software.broadinstitute.org/gsea/msigdb) foram usados
como conjuntos de genes (Liberzon et al., 2015).

Isolamento de células de LLC

Amostras de sangue periférico foram obtidas de pacientes com LLC néo tratados.
Todos os experimentos foram realizados de acordo com a Declaracdo de Helsinque
e aprovados pelo Comité de Revisao Institucional da Universidade de Perugia. As
caracteristicas do paciente sdo descritas na Tabela Suplementar S1. As células de
LLC foram isoladas de sangue total usando centrifugacdo em gradiente de
densidade Ficoll seguida por rosetagem de eritrocitos de ovelha. Resumidamente,
este procedimento permitiu a separacdo de ceélulas leucémicas B ndo rosetadas
altamente purificadas (93,8 + 2,7% CD5" / CD19") de células T rosetadas. A pureza
das células foi avaliada por analise de citometria de fluxo (EPICS-XLMCL; Beckman
Coulter, Fullerton, CA) usando anticorpos monoclonais anti CD45, CD19, CD5,
CD11b, CD3 (mAb) em 7AAD negativo (todos da Beckman Coulter). Os casos de
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LLC foram caracterizados quanto ao status mutacional IGHV, SF3B1 e MYD88, as
principais anormalidades citogenéticas descritas (DOHNER et al., 2000; GHIA et al.,
2007; PATNAIK et al., 2012).

Status mutacional de NOTCH1

A carga alélica de NOTCH1 em células de LLC foi determinada por PCR especifico
de alelo (AS-PCR) e PCR digital (ddPCR) conforme descrito anteriormente (DI IANNI
et al., 2018).

Cultura de células e tratamento com a curcumina

Células de LLC colhidas a fresco ou congeladas de forma viavel foram ressuspensas
em meio RPMI 1640 suplementado com 10% ou 20% de soro humano inativado por
calor (FBS, Gibco-BRL, Gaithersburg, MD, EUA), L-glutamina 2mM e 100U / ml
penicilina / 100ug / ml estreptomicina a 37 ° C em atmosfera umidificada de 5% de
CO2. Para ativar especificamente a sinalizacdo de Notchl, 2x106 células / ml foram
tratadas com EDTA 0,5 mM por 1 h. As células de LLC foram tratadas com veiculo
(dimetilsulfoxido) ou curcumina (Sigma-Aldrich) adicionado diretamente ao meio em

diferentes momentos.
Analise de citometria de fluxo

As células apoptoticas foram enumeradas por citometria de fluxo em um analisador
FACSCalibur (BD Biosciences) ap0s coloragcdo com Anexina-V-APC / lodeto de
Propidio (Immunotech, Beckman Coulter) realizada de acordo com as instrucdes do
fabricante. Os resultados foram expressos como a porcentagem de células viaveis
(AnV- / PI-) ou apoptoticas (An+ / PI- ou AnV+ / Pl+) em relacdo ao controle tratado
com vefculo. A medicdo do fluxo de Ca®" foi realizada usando o kit de ensaio de
calcio Fluo-4 DirectTM (Life technologies, Thermo Scientific, Eugene, Oregon, EUA)
seguindo o protocolo do fabricante. A analise dos dados foi realizada com o software
FlowJo verséo 10 (FlowJo, LLC, Ashland, OR, EUA).
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Western blotting

A analise de Western blot foi conduzida com protocolos previamente relatados. Em
resumo, em cada ponto de tempo, as células foram coletadas e lavadas com PBS.
As proteinas de células inteiras foram extraidas por tampao de lise RIPA frio
contendo coquetel de inibidores de protease (Sigma-Aldrich). A concentragdo de
proteina foi determinada pelo ensaio de Bradford e fracionada por SDS-PAGE e
eletrotransferida para uma membrana de nitrocelulose (Millipore). Os blots foram
bloqueados e incubados com anticorpos primarios durante a noite a 4°C, e entéo
visualizados com substrato quimioluminescente Supersignal (Thermo Fisher
Scientific) em filme de raios-X. A quantificacdo densitométrica da intensidade do
sinal em relacdo ao controle de carregamento GAPDH foi realizada usando o

software Quantity One.

Reacdo em cadeia da polimerase-transcriptase reversa (RT-PCR)

O RNA total foi extraido das células usando RNeasy Micro Kit® (Qiagen, Hilden,
Alemanha). Um kit PrimeScript ™ RT Master Mix (Takara Biotechnology Co., Ltd.) foi
usado para sintetizar cDNA conforme as instru¢des do fabricante e RT-PCR foi
realizado com PCR Master Mix Power SYBER Green (Applied Biosystem,
Warrington, Reino Unido) usando o 7900HT fast Sistema PCR em tempo real
(Biossistema Aplicado). Os niveis de expressao relativa do mRNA foram calculados
usando o método 2 - AACq e normalizados para GAPDH.

Modelo de camundongos Eu-TCL1

Os camundongos foram mantidos em condicdes especificas livres de patégenos e
0s experimentos foram realizados de acordo com o protocolo aprovado pelo Comité
Universitario para o Cuidado Etico e Uso de Animais em Experimentos.
Camundongos Ep-TCL1 mais velhos (8 meses de idade, CD5" / CD19" (%)
periférico = 5 + 3,25) com alta carga de LLC no sangue periférico foram identificados
examinando a porcentagem de células de LLC em PBMCs. Estes camundongos

foram tratados diariamente por 8 semanas com curcumina (50 mg / kg) administrada
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diariamente por injecdo intra-peritoneal. O grupo de controle recebeu i.p. injecbes
com 6leo de milho (Sigma-Aldrich), usado como veiculo. O desenvolvimento de LLC
foi seguido por hemograma completo e medi¢des de citometria de fluxo no sangue
periférico com sangramentos mensais. No sacrificio, 0 peso do rato e o tamanho do
baco foram medidos. Sangue periférico, medula 6ssea, baco, figado e ganglios
linfaticos foram analisados por citometria de fluxo. Os lisados do baco e da medula
O0ssea foram analisados em western blotting. O baco inteiro do veiculo e dos
camundongos tratados foi injetado em camundongos C57BL / 6 imunocompetentes
e eles foram monitorados para CD5" / CD19" (%) periférico por citometria de fluxo e
taxa de sobrevivéncia. A sobrevivéncia geral dos animais foi estimada pela analise

de Kaplan-Meier.

Analise estatistica

As analises estatisticas foram realizadas com GraphPad Software (GraphPad
Software Inc., La Jolla, CA, EUA). Os dados sédo apresentados como média + DP e
as diferencas estatisticas entre os valores médios foram avaliadas usando testes
nao paramétricos como Wilcoxon para dados pareados e Mann-Whitney para dados
nao pareados. Os resultados foram indicados como significativos e marcados da
seguinte forma: * P < 0,05; ** P <0,01; *™* P <0,001.

RESULTADOS

Células de LLC com NOTCH1 mutado exibem uma assinatura génica de
estresse de Reticulo Endoplasmatico e Resposta integrada ao estresse

alterada

Para identificar vias candidatas diferencialmente expressas em amostras de LLC
com NOTCH1 mutado versus tipo selvagem (WT), analisamos o dataset GSE75122
com dados de expressado génica extraidos do Gene Expression Omnibus (GEO). A
analise de Enriquecimento de Conjunto de Genes (GSEA) destacou o
enriguecimento de" Resposta de Proteina Nao Dobrada "(UPR) na expressao génica
de NOTCH1 mutado versus amostras de LLC WT (FDR = 0,13, FWER = 0,1, P-valor

= 0.008) (Figura 1A). Apos isso, combinamos este dataset com outros dois, todos
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com dados independentes (GSE131114 e GSE92626, Tabela suplementarl). Os
trés conjuntos de dados independentes continham coletivamente 21 amostras
mutadas em NOTCH1 e 31 amostras ndo mutadas de LLC. Os resultados da anélise
de cluster de genes expressos diferenciais (DEGS) ajustados para efeitos em lote
mostraram uma lista classificada de 620 genes desregulados entre NOTCH1 mutado
em comparagdo com amostras de LLC WT que eram comuns nos trés conjuntos de
dados (pfp <0,05), incluindo 455 suprarregulados e 165 genes regulados
negativamente (Tabela suplementar 2). A analise da via da ontologia do gene
evidenciou que DEGs eram termos significativamente enriquecidos relacionados a
funcdo ER, incluindo "localizacdo de proteina na membrana ER", "estabelecimento
de localizagdo de proteina em ER", "direcionamento de proteina em ER",
"direcionamento de proteina cotranslacional dependente de SRP na membrana "e*
UPR mediada por PERK. Como mostrado na figura 1B, destacamos a analise de
redes de interagcdo dos genes com a resposta integrada ao estresse (ISR) e
processos relacionados com a producao de proteina. No total, esses dados sugerem
que o UPR /ISR é uma marca registrada de LLC com mutac6es em NOTCHL1.
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Figura 1. A assinatura de estresse UPR / ISR € enriquecida em células LLC mutadas em
NOTCH1. (A) Plot de enriquecimento do GSEA para UPR usando amostras do banco de
dados GSE75122. (B) Enriquecimento do conjunto génico baseado na ontologia génica
(processo bioldgico), com posterior analise da rede (pfp <0,05). As linhas refletem a via de
enriquecimento. Os conjuntos de genes sao codificados por cores de acordo com sua
funcdo ampla.

Células de LLC mutadas para NOTCH1 sdo mais sensiveis ao estresse do RE /
UPR /ISR induzido

Para examinar o comportamento das células primarias de LLC sob condicbes

induzidas por estresse UPR / ER, desafiamos células com mutagdo em NOTCH1 e
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WT com o composto natural curcumina, uma vez que estudos anteriores mostraram
sua capacidade de interferir na homeostase do RE em outros tipos de células (LI et
al., 2018; MOUSTAPHA et al., 2015). Tratamos as células primarias derivadas de
pacientes com LLC (Tabela suplementar 3) com 15 uM de curcumina e examinamos
a expressdao de marcadores associados ao estresse do RE / UPR / ISR
selecionados. Curiosamente, os niveis de mMRNA dos marcadores PERK, ATF4 e
GADD34 foram significativamente maiores em NOTCH1 mutado em comparacéo
com células WT sob tratamento com curcumina e normalizado para o respectivo
controle DMSO (Figura 2A). A analise de Western blot confirmou a superexpressao
da proteina ATF4 e mostrou uma porcentagem aumentada da proteina chaperona
de estresse do RE GRP78 / BiP (Fig. 2B). Em seguida, analisamos os efeitos da
curcumina na ativacao da proteina homologa da proteina de ligacéo ao intensificador
do fator de transcricdo CCAAT (CHOP), que desempenha um papel importante na
apoptose induzida pelo estresse. Notavelmente, as células com mutacdo de
NOTCH1 mostraram um aumento significativo de ambos os niveis de mRNA e
proteina de CHOP apds 24h de tratamento com curcumina, indicando uma
sinalizacao pro-apoptética de PERK / ATF4-CHOP mais elevada (Fig. 2C) do que as
células WT.

O disturbio do RE também foi implicado na ativacdo especifica da proteina caspase-
4 da membrana do RE, desempenhando um papel essencial na resposta apoptética
ao estresse do RE em LLC (ROSATI et al.,, 2010, 2012). A andlise de WB da
caspase-4 mostrou que as células com mutacdo de NOTCH1 exibiram um aumento
marcante da subunidade ativa de 20 kDa em comparacdo com as células NOTCH1
WT apds o tratamento com curcumina. A ativacdo da caspase-4 ocorreu de maneira
dependente do tempo, atingindo um pico em 6 horas, seguido por uma reducao da
forma ativa e da pré-enzima em 24 horas (Fig. 2D). Dado que em células de LLC, a
caspase-4 inicia uma cascata envolvendo a ativacdo da caspase-3 (ROSATI et al.,
2010), essencial para a amplificacdo de feedback de eventos apoptéticos a
montante (MCCOMB et al., 2019), analisamos a expressédo desta caspase efetora.
Apenas células com mutacdo de NOTCH1 sob tratamento com curcumina exibiram
uma expressdo marcada de produtos de caspase-3 clivada que apareceu com uma
cinética semelhante a da caspase-4 (Fig. 2D). Além disso, analisamos o produto de
clivagem da caspase da proteina BAP31 da membrana do RE na subunidade
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BAP20 pro-apoptoética, um comunicador de sinais de apoptose do RE para a
mitocondria e responsavel pela sensibilizacdo a apoptose (KOCZIAN et al., 2019).
Descobrimos que as células com mutacdo de NOTCH1 mostraram niveis
aumentados significativos de BAP20 quando comparadas ao DMSO de controle,
enquanto as células NOTCH1 WT tratadas com curcumina mostraram apenas um
aumento marginal de BAP20, sugerindo uma interagéo potencial RE / mitocondria na
presenca de mutacbes em NOTCH1 na LLC (Fig. 2E). Ao todo, esses dados
mostram que a presenca da mutacdo de NOTCH1 torna as células de LLC

incapazes de neutralizar o estresse do RE.
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Figura 2. A resposta ao estresse do RE / UPR / ISR difere entre células de LLC mutadas
para NOTCHL1 e células WT ap0s o tratamento com curcumina. Células de LLC primérias (2
x 10° células / mL) foram tratadas continuamente com 15 puM de curcumina ou veiculo
(DMSO). (A) Os gréficos de barras mostram que a expressao transcricional de PERK, ATF4
e GADD34 foi avaliada por PCR em tempo real (n = 5, por grupo), apés 6h de incubacéo. (B)
Os lisados de células inteiras de células LLC ap0s 24 horas de tratamento foram coletados e
analisados por Western blot para determinar o efeito nos niveis de proteina ATF4 e GRP78 /
BiP (C). Os resultados sdo representativos de n = 5, por grupo. (D) Cinética da expresséo
génica de CHOP e proteina apos 24h de incubacao com curcumina. (E) Cinética da ativacao
da caspase-4 e caspase 3. (F) Clivagem de Bap31 apés 24h de incuba¢do com curcumina. *
P <0,05, ** P <0,01.

Células de LLC mutada para NOTCH1 mostraram perturbacdes precoces da
homeostase do Ca**

A homeostase do calcio representa um evento-chave na progressao do estresse do
RE. Assim, investigamos a influéncia desse evento precoce a inducdo de estresse
de RE. A andlise de Ca®" intracelular revelou niveis significativamente aumentados
de Ca®" citosdlico apés o tratamento com curcumina de células mutadas em
NOTCH1 quando comparados com o controle DMSO, indicando uma forte
perturbacdo na homeostase de Ca?*. Em células NOTCH1 WT, a curcumina
aumentou apenas marginalmente os niveis de Ca®" citosélico (Fig.3), e em células
com a mutacdo em NOTCH1, houve um aumento significativo de Ca®* citosélico, o
que pode aumentar a sensibilidade a inducéo de estresse de RE em células de LLC
mutadas para NOTCH1.
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Figura 3. Liberac&o precoce de Ca** ap6s incubacdo com a curcumina. Células de LLC com

mutacdo de NOTCH1 e WT foram incubadas com curcumina ou DMSO (controle) apds um
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minuto de aquisicdo pelo citbmetro. O grafico mostra a diferenca significativa de Ca*

citoplasmético nas células apés a incubagao com curcumina.

A mutacdo de NOTCH1 esta associada a alta apoptose de células de LLC ap0s

inducao de estresse de RE

O estresse do RE pode mediar muitos processos celulares, incluindo a morte celular
por apoptose sob estresse severo ou falha de resposta adaptativa. A curcumina
pode sensibilizar as células a apoptose devido a sua capacidade de causar estresse
no RE (PAE et al., 2007). Para avaliar o efeito citotéxico da curcumina em células
leucémicas, testamos diversas concentracdes e examinamos a apoptose em células
isoladas de 10 pacientes com LLC. A apoptose avaliada pela dupla positividade da
anexina V / Pl mostrou um efeito de resposta dependente da concentracdo apos o
tratamento com curcumina por 24 h, tendo variabilidade da resposta citotdxica entre
as amostras de pacientes. Notavelmente, em amostras mutadas de NOTCH1, a
curcumina induz um aumento significativo nas células apoptéticas precoce e tardia
nas concentragdes de 15 e 20 yM em comparacéo ao controle DMSO, enquanto nas
amostras de NOTCH1 WT, o aumento da apoptose n&o foi significativo nas
concentracfes de curcumina testadas (Fig 4A e 4B). Para investigar ainda mais o
efeito da curcumina em células de LLC mutadas para NOTCH1, estratificamos as
amostras mutadas de acordo com um limite de frequéncia de alelo de 12% (NADEU
et al., 2016; ROSATI et al., 2018b) e as subdividimos em alta e baixa carga alélica
(NOTCH1 M high e M low), enquanto as amostras NOTCH1 com uma razao alélica
<0,03% foram consideradas NOTCH1 WT (N = 12). Como mostrado na figura 4C, a
taxa de apoptose de NOTCH1 M low (N = 13) e NOTCH1 M high (N = 9) exposto a
curcumina foi significativamente maior em comparacdo com as células NOTCH1 WT
(59,2% e 62,3% em comparacao com 29,3%, respectivamente) (P = 0.0024 e P =
0.0009, respectivamente). Estes dados indicaram que a resposta induzida ao
estresse do RE foi independente da carga mutacional de NOTCH1. De acordo com o
ensaio de anexina V / PI, a analise de WB do marcador apoptotico PARP mostrou
gue a curcumina induziu uma clivagem significativa da proteina em células de LLC
mutadas para NOTCH1 em comparagéo com o controle DMSO (P = 0.03), enquanto
gue em células NOTCH1 WT o efeito ndo foi significativo (Fig.4D). Em conjunto,

esses resultados indicam que o status mutacional de NOTCH1 influencia a
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suscetibilidade das células de LLC a apoptose mediada pelo estresse do RE

induzida pela curcumina.

Na LLC, o Bcl-2 contribui para a sobrevivéncia anormal das células leucémicas e
representa um alvo terapéutico para o0 medicamento anti-Bcl2 Venetoclax,
atualmente usado na pratica clinica. Assim, testamos os efeitos da curcumina e
venetoclax em células de LLC mutadas em NOTCH1, demonstrando um aumento

significativo da citotoxicidade por combinacdes de drogas (Figura 4E).
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Figura 4. As células primarias LLC NOTCH1 mutadas exibem alta sensibilidade apds o

tratamento com curcumina. (A) Resposta a dose antileucémica de curcumina em células

LLC primarias avaliadas pelo ensaio de ligacdo de Anexina-V / PIl. As populacdes que

testaram anexina V positiva / Pl negativa foram classificadas como células apoptéticas em

estagio inicial, e células duplamente positivas foram classificadas como células apoptéticas
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em estagio avancado. (B) Grafico de % de células (vivas, em apoptose precoce e tardia e
necrose) apoés incubagdo com curcumina por 24h em relacdo as células incubadas com
DMSO. (C) % de células apoptoéticas. Os simbolos representam NT1 WT (n = 11) e NT1 M
com uma carga de mutacao baixa (n = 13) ou alta (n = 16) de células de LLC. (D) Analise de
clivagem de PARP por western blot nos diversos subgrupos (NT1-WT, n = 6; NT1-Mlow, n =
6; NT1-Mhigh, n = 6). (E) % de células apoptoéticas tratadas com curcumina, venetoclax
(2nM) e a combinagdo de curcumina e venetoclax. Andlise estatistica realizada pelo teste
néo paramétrico de Wilcoxon pareado. * p <0.05 e ** p <0.01.

A inducédo de estresse UPR / ER resultou em regulacdo negativa de sinalizacao
de NOTCH1 em LLC mutado para NOTCH1

Avaliamos se os efeitos antitumorais da inducdo de estresse do RE / UPR
desencadeada pela curcumina estavam associados a inibicdo de NOTCH1. Para
este fim, primeiro medimos a expressdo do mRNA de NOTCH1 em células de LLC
primarias ap0s 3h de exposicdo a curcumina. Os resultados mostraram que a
transcricdo de NOTCHL1 foi significativamente reduzida em células com mutacéo
NOTCH1 (P <0.002, n = 7), ao passo que foi apenas marginalmente afetada em
células NOTCH1 WT (Fig. 5A). Em seguida, examinamos o efeito da curcumina na
ativacdo de NOTCH1, realizando a analise de WB da expressdo do ICN1 clivado.
Conforme mostrado na Figura 5B, os niveis de ICN1 foram significativamente
diminuidos em LLC mutado em NOTCH1. Para testar ainda mais a capacidade da
curcumina de inibir a ativacdo da sinalizacdo de NOTCH1, analisamos o0s niveis de
genes alvo da transcricdo de NOTCHL1 apos a exposicao a este composto. Usando a
transcricdo  reversa quantitativa-PCR, encontramos niveis de mRNA
significativamente diminuidos de HES1 e DTX1 em LLC mutado em NOTCH1. Por
outro lado, a curcumina induziu um acumulo significativo de proteina ICN1, e mRNA
de HES1 e DTX1 em células NOTCH1 WT (p = 0.0078) ( Fig. 5B e 5C). Além disso,
investigamos o efeito da curcumina em MCL1, um membro Bcl-2 pré-sobrevivéncia
gue é conhecido pela associacao as respostas UPR e estresse de RE e ativacao de
sinalizacdo de NOTCH1. A analise de WB mostrou que a curcumina reduziu a
expressao de MCL1 em células com mutacdo de NOTCH1, enquanto os niveis sao
mais elevados em células NOTCH1 WT em comparagdo com DMSO de controle
(Fig. 5D). Notavelmente, houve uma correlagdo positiva significativa entre os niveis

de ICN1 e MCL1 induzidos pela curcumina (p = 0.0006; Fig. 5E), reforcando a
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relacdo entre a sinalizacdo de NOTCH1 e MCL1 em células de LLC. No geral, esses

resultados sugerem um papel para a via NOTCH1 na resisténcia a apoptose
induzida por estresse de RE.

A B #15 (WT)  #16 (WT)  #34 (mut)  #41 (mut)
NOTCH1 curcumin - + - + - + - +
_ o (S | <1100
< ns e DMSO :
— == =
% & ° o curc GAPDH [ - -_—- ‘““‘ «436kDa
e Qo .
E E 21 *x
QU —_—
< 9 o ° .I_I T 3 " -~ DMSO
zg -8 —0— o a -@~ Curc 15uM
® a
28 1 ou 00° &f o, <
L= 0° o %‘:’6’ S0, .
g c ] ~ E
- = o
o 0 r T T 3
£ NOTCH1 WT NOTCH1 mut =S 4l
=z 8
=
— (©
c NT1 wt NT1 mut
mm NOTCHT-WT D
mm NOTCH1-mut NTIWT NT1M
HES14 . MCL1 [&=  J«40kDa
—H B0L2 [ ] (=200
BCLxL [== =] [*====]« 30kDa
. - . GAPDH [=— | [ —] 36KkDa
I 1
]
0 1 2 3
Expressdode mRNA 4
relativaao DMSO (3h) ° r = 0.6385 o
S __ 3 P = 0.0006
.9 B EEE
o
a g °
T} 2
a E
= e ® oo °
i B AN o ©
U o+ Y
= o oo °
o 1 2 3 a 5
ICN1 (Depois do
tratamento)

Figura 5. Expresséo e ativacdo de NOTCH1 ap0s cultura in vitro. (A) avaliacdo gRT-PCR
dos niveis de mMRNA de NOTCH1 de células de LLC primérias NOTCH1-WT (n = 5) e
células de LLC primarias NOTCH1-mutadas (n = 7) apd6s 3h de cultura com curcumina
(15uM) ou controle de DMSO. (B) Andlise de Western blot de ICN1 em lisados celulares

totais cultivados com curcumina ou DMSO em NOTCH1-WT e células primérias de LLC
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mutadas. Gréafico que representa dados cumulativos de quantificacdo de intensidade de

banda de ICN1-WT (n = e -mutado apdés cultura de 24h com curcumina ou DMSO.

A inducéo de estresse de RE / UPR / ISR desencadeou efeitos antileucémicos

associados a inibicdo de NOTCH1 em camundongos Ep-TCL1

Os camundongos transgénicos TCL1 representam um modelo de LLC pré-clinico
amplamente usado no qual a resposta ao estresse de RE é ativada de forma
aberrante (KRISS et al., 2012). Nestes camundongos, a analise de WB de células
CD5" CD19" revelou uma expressio mais elevada da proteina ICN1 juntamente com
niveis incrementados de mRNA dos genes-alvo de NOTCH1: HES1 e DTX1 em
comparacdo com células B de bacos de ninhada de tipo selvagem (Fig. 6A e B).
Para a andlise da atividade da curcumina em células B esplénicas de camundongos
Eu-TCL1, células B CD19" purificadas foram cultivadas com anti-CD40 e IL-4 para
estimulacdo. ApOs a exposicdo a curcumina, as células estimuladas apresentaram
niveis elevados de ATF4 e CHOP em relagcédo ao controle de DMSO (Fig. 6C). No
geral, os camundongos Eu-TCL1 imitam as alteracfes encontradas em células CLL
mutadas em NOTCH1 em pacientes humanos, representando assim uma plataforma
adequada para investigar a atividade anti-CLL in vivo da curcumina como indutor de
estresse de RE por meio de direcionamento de NOTCHL1. Para tanto, camundongos
com oito meses de idade foram tratados com injecao intraperitoneal de curcumina ou
veiculo por 8 semanas e foram submetidos a andlises seriadas de sangue periférico.
A curcumina evitou o aumento da porcentagem de células leucémicas CD5" CD19"
que se expandiram progressivamente em camundongos que receberam veiculo (Fig.
6D). Os camundongos tratados com curcumina apresentaram dimensoes esplénicas
reduzidas em comparacdo com o veiculo (Fig. E). Concomitantemente, como
mostrado na figura 6F, as células CD5" CD19" que infiltram a medula 6ssea e o
figado de camundongos tratados com curcumina foram significativamente reduzidas
em comparagdo com os veiculos (n = 4 vs n = 4; P <0,05, ambos). Em seguida,
analisamos se os efeitos anti-CLL estavam correlacionados a alteracbes da
atividade de NOTCH1 em células leucémicas BM de camundongos Ep-TCL1. As
células CD5" CD19" classificadas mostraram niveis de proteina ICN1

significativamente mais baixos e uma tendéncia a expressao reduzida de HES1 em
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camundongos tratados com curcumina em comparagdo com o veiculo (n = 4, P

<0,05 e P <0,01, respectivamente, Fig. 6G).

Finalmente, avaliamos os efeitos do tratamento com curcumina na sobrevivéncia de

camundongos Ep-TCL1. A curva de sobrevivéncia de Kaplan-Meier revelou que

camundongos tratados apenas com veiculo (n = 8) sucumbiram significativamente

mais cedo do que camundongos tratados com curcumina (n = 8, P = 0,04, Fig. 6H),

demonstrando o potencial da curcumina no manejo de LLC .
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reduz a sinalizacdo de NOTCH1 em camundongos Ep-TCL1. (A e B) Analise de Western
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blot de analise de ICN1 e qRT-PCR para HES1 e DTX1 em BM e bacos derivados de
camundongos WT (n = 3) e Eu-TCL1 (n = 3). Os resultados mostraram que os niveis de
ICN1 e os alvos a jusante do mMRNA HES1 e DTX1 foram aumentados no baco Ep-TCL1 e
nos lisados BM em relagdo ao WT. (C) As células B CD19 + foram estimuladas com CD40 +
e IL-4 por 24h e cultivadas com curcumina (15 e 7,5uM) por 6h. A andlise de Western blot
de ATF4 e CHOP mostrou valores aumentados em células tratadas com curcumina. (D)
Camundongos Ep-TCL1 de oito meses foram injetados intraperitonealmente com curcumina
(50mg / kg / dia) dissolvido em veiculo (6leo de milho) ou veiculo sozinho diariamente por 8
semanas e avaliados de acordo com o esquema descrito em D. Expanséo de CD5 + CD19 +
as células do sangue periférico (n = 4 por grupo) foram avaliadas por citometria de fluxo nos
momentos indicados (teste de Wilcoxon pareado, média + SEM). (E) Dimensfes do baco de
camundongos tratados com veiculo e curcumina (F) Acimulo de células CD5 + CD19 + no
figado e BM de camundongos Eu-TCL1 tratados com curcumina ou veiculo sozinho (n = 4,
por grupo) avaliada por citometria de fluxo apdés 70 dias ap6s o inicio do tratamento
(conforme representado por um asterisco no esquema). (G) Andlise de Western blot de
células CD5 + CD19 + classificadas de BM, indicando reducgéo significativa da expresséo de
ICN1 (n = 4, por grupo) e uma tendéncia de reducdo para HES1 (n = 3, por grupo). (H)
Grafico de sobrevivéncia Kaplan-Meier de camundongos Ep-TCL1 tratados com curcumina
(n = 8) ou veiculo sozinho (n = 8) de dois experimentos independentes. * P <0,05, ** P
<0,01.

DISCUSSAO

Mutacdes em NOTCH1 surgiram como uma das alteracdes soméaticas mais
frequentes em LLC, que aumentam a estabilidade de ICN1 e desempenham um
papel importante na resisténcia a apoptose e proliferacdo de células de LLC. Além
disso, os pacientes com LLC portadores de mutagcdes em NOTCH1 mostram uma
resisténcia acentuada a atual imunoquimioterapia. Compreender as alteracdes que
fundamentam a sobrevivéncia / crescimento anormal de células de LLC com
mutacdo de NOTCH1 fornece o potencial para desenvolver estratégias terapéuticas

eficazes.

Nossa analise de expressdo génica revelou que os genes envolvidos em UPR e
estresse de RE foram significativamente enriquecidos nas ceélulas de LLC com
NOTCH1 mutado em comparacdo com NOTCH1 WT, sugerindo que esta assinatura

génica alterada pode influenciar a sensibilidade das células leucémicas aos
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indutores de estresse de RE, com efeitos na viabilidade celular. Para testar essa
hipotese, exploramos o0 composto natural curcumina, conhecido por provocar
estresse no RE e por ter baixa toxicidade e potencial para ser usado no tratamento
do cancer. Descobrimos que a curcumina desencadeou a ativacdo de varios
mediadores de estresse de RE / UPR e induziu apoptose em células de LLC.
Surpreendentemente, tanto o estresse de RE / UPR e respostas apoptéticas foram
muito mais marcadas em NOTCH1 mutado em comparacdo com NOTCH1 WT,
sugerindo que a presenca de mutacdo em NOTCHL1 torna as células de LLC mais
suscetiveis a apoptose desencadeada por estresse do RE. Especificamente, a
curcumina aumentou a ativacdo de duas vias importantes pré-apoptoticas
associadas ao estresse de RE, 0 eixo PERK-ATF4-CHOP (NG; CHNG; KHAN, 2011)
e a cascata da caspase4 / caspase3. Além de ativar as vias pro-apoptoticas, a
curcumina também aumentou a expressdao do componente protetor UPR GRP78 /
BiP. E bem conhecido que GRP78 / BiP, na fase inicial da resposta ao estresse de
RE lida com perturbac¢des no RE para restaurar o funcionamento normal do RE, mas
guando o estresse € severo ou prolongado, ele evolui para um programa de morte
celular. A possibilidade de que a apoptose de células de LLC induzida por curcumina
involva a interagdo RE-mitocondria é apoiada por dados que mostram,
particularmente em células mutadas em NOTCH1, que a proteina de membrana do
RE BAP31 é clivada na pré-apoptética BAP20, conhecida por desencadear sinais

dependentes de Ca?* para mitocdndrias (Breckenridge DG, Shore GC 2003).

Nossos resultados também mostraram que o estresse de RE induzido pela
curcumina envolveu um aumento nos niveis de Ca*" citosdlico, que de forma
semelhante aos outros efeitos induzidos pela curcumina, foi mais pronunciado em
NOTCH1 mutado em comparacdo com células NOTCH1 WT. Foi demonstrado em
outras células tumorais que a curcumina perturba a homeostase do Ca®" intracelular
induzindo a liberacdo de Ca*" do RE para o citoplasma, onde o Ca** pode propagar
sinais apoptoéticos para a mitocondria (Ludivine Walter 2005). Um mecanismo
adicional pelo qual a curcumina pode perturbar a homeostase do Ca®" induzindo
apoptose dependente do estresse do RE € a inibicdo do transporte de Ca?"
dependente de SERCA para o RE (Lu Wang Molecular Cancer therapeutics 2011).
Curiosamente, neste contexto, foi recentemente demonstrado que o novo modulador

SERCA seletivo CAD204520 teve um efeito antileucémico mais forte em linfoblastos
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T-ALL portadores de mutagbes nos dominios HD e PEST em NOTCH1 em
comparacdo com NOTCH1 WT, sugerindo o potencial da inibicio de SERCA como
um agente terapéutico contra cancer dependente de NOTCH1 (Marchesini et al.,
2020). Além disso, estudos de cinética indicaram que os efeitos da curcumina nas
vias de estresse de RE / UPR foram acompanhados por uma inibicdo rapida do
proteassoma que pode contribuir para o estresse de RE, como mostrado em outras
doencas malignas.

Notavelmente, neste estudo, mostramos que o0s niveis elevados de apoptose
induzidos pela curcumina em células de LLC mutadas com NOTCH1 foram
associados a uma forte reducéo nos niveis da proteina ICN1 em compara¢do com o
DMSO de controle. Mesmo os niveis de mMRNA de NOTCHL1 e de seu alvo HES1 e
DTX, bem como a expressdo da proteina Mcll, conhecida por ser regulada por
NOTCH1 em células de LLC, foram reduzidos pela curcumina. Por outro lado, em
células NOTCH1 WT, a curcumina induziu um aumento da expressdo da proteina
ICN1 e Mcl-1 e do mRNA HESL1 ou DTX, e apenas afetou marginalmente o transcrito
de NOTCH1. O efeito diferente da curcumina na expressao da proteina ICN1
mutada e WT poderia depender da inibicdo da atividade do proteassoma induzida
pela curcumina em células de LLC. O ICN1-WT é uma proteina com meia-vida curta
rapidamente degradada pelo proteassoma e, portanto, pode se acumular apos a
inibicdo do proteassoma pela curcumina. A ICN1 mutada é uma proteina mais
estavel devido a falta do dominio PEST e, portanto, pode nao ser influenciada pela
inibicdo do proteassoma e regulada pela curcumina por meio de um mecanismo
diferente. Um mecanismo que pode contribuir para reduzir a expressdo de ICN1
mutado pode ser uma reducdo da transcricdo do gene, como sugerido pelos niveis
diminuidos de mMRNA de NOTCHL1.

Além disso, sob condicbes de estresse de RE sustentado, o UPR desencadeia a
apoptose em parte por meio da regulacdo transcricional da familia Bcl-2. As células
tratadas com curcumina apresentaram reducdo nos niveis de proteinas da familia
Bcl-2, efeito descrito em células de LLC e outros canceres. No entanto, a expressao
de Mcl-1 foi reduzida em LLC com mutacdo de NOTCH1 e aumentada em células
WT, um mecanismo de regulacdo de NOTCH1 previamente descrito por nosso grupo

(FALCO et al., 2015). Além disso, foi demonstrado que a ativacdo de ATF4 medeia o
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acumulo indesejado de Mcl-1 pela inibicdo do proteassoma, e sua eliminacéo foi
paralela a regulacéo negativa de Mcl-1 (HU et al., 2012). Além disso, o estresse de
RE sensibiliza as células a morte por meio da regulagdo negativa de Mcl-1 e da
regulacdo positiva dependente de PERK do receptor de morte TRAIL (ROSA;
MAHO; ABELARDO, 2012). Ao direcionar o Bcl-2, o tratamento de combinacéo de
venetoclax e curcumina foi considerado altamente sinérgico em células mutadas
NOTCH1 e células NOTCH1 WT parecem ser menos sensiveis para drogas
combinadas. Essa heterogeneidade de resposta pode ser explicada, pelo menos em

parte, pelo mecanismo de resisténcia ao venetoclax mediado pelo acumulo de Mcl-1.

A superexpressao cronica de TCL1 em camundongos Ep-TCL1 ativa a resposta ao
estresse ER e apdia a progressdo maligna de CLL (KRISS et al., 2012). A ativacéo
diferente da sinalizagdo de NOTCH1 em Ep-TCL1 em relagdo aos camundongos WT
também pode ser parcialmente explicada pela inducdo dessa resposta ao estresse.
Finalmente, a administracdo de curcumina em Ep-TCL1 esta relacionada com a
diminuicdo da porcentagem de células CD5 + / CD19 + do sangue periférico e
orgéos linfoides e com a taxa de sobrevivéncia prolongada. Assim, o direcionamento
da sinalizacdo ISR e NOTCH1 deve fornecer orientagcdo adicional sobre a
terapéutica anticancer e a curcumina, sendo um componente natural do produto
alimentar, poderia se tornar um adjuvante para os agentes terapéuticos atualmente
disponiveis para CLL se sua utlidade e utilidade terapéutica pudessem ser
estabelecidas por meio de procedimentos pré-clinicos adicionais e estudos clinicos.
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0,022
0,001
0,032
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RGS2
RHOB
RILPL2
RNF130
RNU12
RPL11
RPL35A
RPL37A
RPL39
RPL41
RPL6
RPL8
RPLPO
RPLP1
RPLP2
RPS12
RPS14
RPS2
RPS20
RPS24
RPS26
RPS29
RPS4Y1
RPS8
RSAD2
RSRC2
RUNX3
S100A10
S100A11
S100A4
S100A6
S100A8
S1PR3
SAMD12
SAT1
SELL
SERINCS5
SERPINA1
SF1
SFTPB
SGK1
SH2D1A
SIDT2
SIK1
SLC25A3
SLC2A3
SMAD3
SNHG5
SNHG8
SNORD22
SNX2
SPI1
SSH2
STAT6

0,002
0,001
0,021
0,046
0,017
0,002
0,004
0,002
0,005
0,001
0,011
0,043
0,010
0,002
0,000
0,006
0,033
0,035
0,013
0,006
0,013
0,035
0,010
0,037
0,011
0,046
0,019
0,026
0,009
0,000
0,000
0,005
0,016
0,006
0,000
0,001
0,036
0,037
0,030
0,035
0,047
0,043
0,035
0,023
0,018
0,038
0,045
0,041
0,016
0,002
0,048
0,024
0,027
0,034
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STRAP
TALDO1
TANC2
TBC1D9
THBD
TLR8
TMEM51
TMSB4X
TNF
TNFAIP2

TNFRSF12A

TNFRSF1B
TPI1
TRAT1
TRIM22
TSC22D3
TSPAN13
TUBB6
TXNIP
TYROBP
uBC
UCHL1
UTS2
VASH1
VASP
VCAN
VIM
VNN3
WSB2
ZAP70
ZFANDG
ZFP36
ZFP36L1
ZFP36L2
ZNF266
ZNF300
ZNF683
ZNF711

0,047
0,047
0,035
0,006
0,047
0,046
0,014
0,000
0,024
0,015
0,025
0,032
0,046
0,037
0,028
0,000
0,007
0,040
0,000
0,005
0,000
0,006
0,034
0,010
0,028
0,024
0,008
0,041
0,035
0,001
0,042
0,001
0,003
0,002
0,001
0,006
0,046
0,035
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Pt. Idade/sexo NOTCH1 (% r.a.) SF3B1 IGVH CITOGENETICA
Pt #001 65/M M (0,49%) WT UM NORMAL
Pt #002 73/M WT M (p.G742D) UM DEL14
Pt #003 70/M M (43,8%) WT UM TRIS12/ DEL11
Pt #004 67/F M (0,11%) M (p.K700E)  uMm NORMAL
Pt #006 48/M M (2%) WT M DEL13/DEL14
Pt #007 70/M M (86%) WT UM —
Pt #008 74/M M (2,19%) WT UM TRIS12/DEL14
Pt #009 75/M WT WT UM -
Pt #010 70/M M (51,5%) WT UM -
Pt #011 70/M M (13,3%) WT UM —~
Pt #012 49/M M (0,12%) WT UM -
Pt #014 51/M M (0,21%) M (p.N619K) M DEL13
Pt #015 54/F WT WT M NORMAL
Pt #016 48/F WT WT M DEL13
Pt #017 79/M M (41,4%) WT UM DEL13/DEL14
Pt #018 67/M M (0,18%) WT UM DEL13
Pt #019 44]F M (3,5%) WT M DEL13/TRIS12
Pt#020 72/M M (50,4%) WT UM TRIS12
Pt #021 63/F WT WT UM
Pt #022 43/F M (0,058%) WT M DEL13
Pt #023 80/M WT WT UM DEL14
Pt #024 52/M M (0,049%) WT UM DEL15
Pt #025 43/F M (0,07%) WT UM DEL14
Pt #026 71/F M (3,39%) WT M -
Pt #027 87/M M (47,6%) WT M NORMAL
Pt #028 66/M WT WT UM TRIS12
Pt #030 78/M WT WT M DEL13/DEL14
Pt #031 63/M WT WT UM DEL11
Pt #032 65/M WT M (R775P) M -
Pt #033 69/F WT WT UM DEL11
Pt #034 68/F M (45,4%) WT M DEL13
Pt #035 66/F M (45,3%) WT UM TRIS12
Pt #036 56/F WT WT UM NORMAL
Pt #037 61/M M (0,041%) WT M DEL13
Pt #038 63/F WT WT M DEL17
Pt #039 75/M M (0,49%) WT M DEL13
Pt #040 71/M WT WT UM NORMAL
Pt #041 68/M M (9,1%) WT M DEL13
Pt #042 63/M WT WT UM NORMAL
Pt #043 77IM M (16,72%) WT M DEL14
Pt #045 72IM M (30%) WT UM DEL13/TRIS12/DEL14



Pt #046
Pt #047
Pt #048
Pt #049

58/M
72IM
47/M
72/F

WT
WT
WT

M (33,3%)

WT
WT
WT
WT

UM
UM
UM
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Staphylococcus aureus (S. aureus) is a Gram-positive coccal bacterium comprising part of the
human skin, nares and gastrointestinal tract normal microbiota. It is also an important cause of
nosocomial/community-acquired infections in humans and animals, which can cause a diverse array
of infections, including sepsis, which is a progressive systemic inflammation response syndrome that is
frequently fatal. The emergence of drug-resistant strains and the high toxicity of the treatments used for
these infections point out the need to develop an effective, inexpensive and safe vaccine that can be used
prophylactically. In this work, we used an experimental sepsis model to evaluate the effectiveness of
whole antigens from S. aureus (SaAg) given by the intranasal route to induce protective immunity against
S. aureus infection in mice. BALB/c mice were vaccinated via intranasal or intramuscular route with two
doses of SaAg, followed by biocompatibility and immunogenicity evaluations. Vaccinated animals did
not show any adverse effects associated with the vaccine, as determined by transaminase and creatinine
measurements. Intranasal, but not intramuscular vaccination with SaAg led to a significant reduction in
IL-10 production and was associated with increased level of IFN-y and NO. SaAg intranasal vaccination
was able to prime cellular and humoral immune responses and inducing a higher proliferation index
and increased production of specific IgG1/IgG2, which contributed to decrease the bacterial load in both
liver and the spleen and improve survival during sepsis. These findings present the first evidence of
the effectiveness of whole Ag intranasal-based vaccine administration, which expands the vaccination
possibilities against S. aureus infection.

Keywords:
Staphylococcus aureus
Intranasal vaccination
Sepsis

© 2016 Published by Elsevier Ltd.

1. Introduction diseases in human and experimental models, including pneumonia

[1,2], endocarditis [3], osteomyelitis [4,5], arthritis [6], meningitis

Staphylococcus aureus (S. aureus) is a gram-positive coccal
bacterium that comprises part of the human skin, nares and
gastrointestinal tract normal microbiota, but also an important
opportunistic bacterial pathogen responsible for serious disease in
both community and healthcare settings. In addition, this bacte-
ria correlates with a variety of superficial and invasive infectious

* Corresponding author at: Laboratério de Imunobiologia, Nicleo de Doencas
Infecciosas/Nicleo de Biotecnologia, Universidade Federal do Espirito Santo -
UFES, Av. Marechal Campos, 1468, Maruipe, Vitéria, ES CEP 29043-900, Brazil.
Tel.: +55 27 33357210; fax: +55 27 33357207.

E-mail address: dgomes@ndi.ufes.br (D.C.O. Gomes).

http://dx.doi.org/10.1016/j.vaccine.2016.04.018
0264-410X/© 2016 Published by Elsevier Ltd.

[7] and sepsis [8].

Even with recent advances in new antibiotics, S. aureus infec-
tions are often persistent and are also associated with treatment
difficulties such as a slow therapeutic response and disease recur-
rence, which can lead to enhancement toxicity and emergence of
multidrug-resistant strains [9]. Together, these factors indicate that
there is a need to develop effective prophylactic methods, such as
vaccines.

Several vaccine candidates have been developed in order to
reduce the clinical and economic consequences of the diseases
caused by S. aureus. However, most of formulations have focused on
humoral immune response and neutralizing/opsonizing antibodies
development, which were unable to provide protection in clinical

Please cite this article in press as: Stegmiller NP, et al. Intranasal vaccination with adjuvant-free S. aureus antigens effectively protects
mice against experimental sepsis. Vaccine (2016), http://dx.doi.org/10.1016/j.vaccine.2016.04.018

148



100
101

103
104

105

G Model
JVAC175551-7

2 N.P. Stegmilleret al. / Vaccine xxx (2016) xxx-xxx

trials and exhibited inability to prime a robust innate immune-
mediated microbicidal activity [10,11]. Considerable evidence has
been shown the importance of the cellular immune response with
T-helper type 1(Th1) cell and cytokinesexpansion [12].Inaddition,
vaccine candidates that trigger both cellular and humoral immune
response has been shown to be more effective in inducing protec-
tion against S. aureus murine infection [11,13].

Mucosal vaccination is emerging as a potential method of
eliciting both antigen-specific mucosal and systemic immunity
and also used to induce a concomitant humoral and cellular
immune responses. Moreover, the delivery of vaccines through
the mucosa is both practical and non-invasive and has been found
to be efficacious not only for inducing tolerance to Th2 response-
associated allergens and other disease-promoting antigens but
also for eliciting active systemic immunity against pathogens
[14-16]. Furthermore, advantages such as low cost, low dosages,
patient acceptability and the fact that specialized professionals
are not needed for vaccination care after mucosal vaccination
make mucosal vaccination (especially by the intranasal and oral
routes) a good tool for increasing vaccine coverage in developing
countries, thereby improving global health compared with the
usual parenteral vaccines.

For many years, our group has successfully used the intranasal or
oral routes to administer Leishmania amazonensis antigens or DNA
vaccines to provide a protective immune response against cuta-
neous and visceral leishmaniasis [17-21]. In this study, we used
a well-described experimental mouse model of sepsis caused by S.
aureus [24] to evaluate the protective effects of whole antigens from
Staphylococcus aureus (SaAg) given by intranasal administration.

2. Materials and methods
2.1. Animals

BALB/c mice were originally purchased from the Jackson
Laboratory (Bar Harbour, Maine). They were bred and maintained
at our own facilities using sterilized bedding, filtered water and
pelleted food. Female animals, 4-6 weeks of age, were used for
experiments and the number of animals per group is indicated
in the legend of each figure. The experimental protocols were
approved by the Ethics Committee for Experimental Animal Use
established by the Universidade Federal do Espirito Santo under
reference number 051/2012.

2.2. Vaccination and sepsis experiment

Mice were vaccinated by the intranasal (i.n.) or intramuscu-
lar (i.m.) route twice at two-week intervals with 50 ug of whole
Staphylococcus aureus antigen (SaAg; ATCC 25923 strain) obtained
by 10 rounds of freezing and thawing in a total volume of 20 .l of
PBS. To investigate protection against sepsis, the vaccinated mice
were infected one week after the booster by an intraperitoneal
inoculation of 100 pl of phosphate-buffered saline (PBS) containing
~108 S. aureus. Two days after infection, the spleen and liver were
collected under sterile conditions, weighed and homogenized in
tryptone soya broth medium (TSB). Aliquots from serial dilutions of
these samples were planted on agar Muller-Hinton plates and incu-
bated at 37°C in a 5% CO, atmosphere. Colony forming unit (CFU)
counts were performed 18 h later. The results were expressed as
the CFU median log per organ.

2.3. Evaluation of acute systemic toxicity

Mice were vaccinated (as described previously) or received 1%
carbon tetrachloride (CCl,) (Sigma-Aldrich) in peanut oil via the
intraperitoneal route. Twenty-four hours post-administration, the

animals were euthanized to determine the aspartate aminotrans-
ferase (AST), alanine aminotransferase (ALT) and creatinine levels
in serum, which were assessed using colorimetric diagnostic kits
according to the manufacturer’s instructions (Doles - Brazil).

2.4. Cytokine production and cell proliferation analysis

Splenocytes suspension were prepared and incubated at 37 °C
in 24-well flat-bottom plates at 5 x 10° cells/ml in DMEM supple-
mented with 10% of HIFCS and 50 .M 2-mercaptoetanol in the
presence or absence of S. aureus antigen (25 pg/ml) for 72 h. ConA
(10 pg/ml)-stimulated cells were used as a positive control. The
levels of IL-10, IL-4 and IFN-y in the cell culture supernatants were
detected by ELISA assays following the manufacturer’s instructions
(R&D Systems, Minneapolis, USA).

Proliferation analyses were performed using splenocytes
labelled with 5 M of carboxyfluorescein succinimidyl ester (CFSE)
that were cultured in 96-well plates at 5 x 10° cells/ml with SaAg
(50 g/ml) or ConA (10 pg/ml) for 72 h. A FACS analysis was per-
formed to assess proliferation by CFSE dye dilution. Unlabelled cells
and unstimulated CFSE-labelled cells were used as controls.

2.5. Nitric oxide production

On day 15 of infection, splenocytes were re-stimulated in
vitro with SaAg (25 pg/ml) for 72h, and nitric oxide (NO) pro-
duction was measured in the supernatants using the Griess
method [25] Briefly, 50 ! of cell culture supernatants was mixed
with 50 pl of Griess reagent (1% sulphanilamide and 0.1% N-1-
naphthylethylenediamine dihydrochloride in 2.5% o-phosphoric
acid) and incubated at room temperature for 10 min. The nitrite
concentrations were determined at 540nm using a standard
sodium nitrite curve.

2.6. S. aureus-specific antibodies

S. aureus-specific 1gG; and 1gG, levels were measured in the
sera of each mouse by direct ELISA using SaAg-coated microplates.
Briefly, 96-well ELISA plates were coated with soluble antigen of S.
aureus (50 pg/ml) for 18 hat 4 °C. Blocking was performed using 5%
HIFCS in PBS following three washes. The mouse sera were added
at a ratio of 1:400 for 2 h at room temperature. Biotinylated anti-
mouse IgG1 or IgG2a was added for 1h at 37°C. The plates were
further incubated with streptavidin-conjugated peroxidase for 1h
at room temperature followed by the addition of 100 .l of TMB sub-
strate. The antibody concentrations were determined at 450 nm.

2.7. Statistics

The data were statistically analyzed using the GraphPad Prism
software program version 6.0 for Mac. The means of normally dis-
tributed variables were compared by an ANOVA simple factorial
test and by a one-way ANOVA, followed by Tukey's honestly sig-
nificant difference (Tukey's HSD) post hoc test and by Spearman’s
rank-correlation method. The data were considered to be signifi-
cantly different when p<0.05.

3. Results

3.1. SaAg led to an increased antigen-specific immune response
in immunized mice

To evaluate specific cell-mediated immune responses after
immunization, we performed an experiment to assess the spleen
lymphocyte proliferation and cytokine production in response
to S. aureus antigen recall. Splenocytes from the intranasally
(in.)- and intramuscularly (i.m.)-vaccinated mice produced

Please cite this article in press as: Stegmiller NP, et al. Intranasal vaccination with adjuvant-free S. aureus antigens effectively protects
mice against experimental sepsis. Vaccine (2016), http://dx.doi.org/10.1016/j.vaccine.2016.04.018
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Fig. 1. Effects of vaccination on the production of specific cytokines and nitric oxide. Mice were vaccinated by the intranasal (i.n.) or intramuscular (i.m.) route twice at one-
week intervals with 50 pg of whole Staphylococcus aureus antigens (SaAg). The control group did not receive any intervention. One week after the booster dose, splenocytes
were cultured at5 x 10° cells/ml inthe presence or absence of 25 pug/ml of SaAg for 72 h. (A) The levels of IFN-,IL-10, IL-4 and NO were determined in the culture supernatants
by ELISA. (B) The correlation between cytokine or NO production and CFU in the liver. Each point represents one animal. Control - Ctrl (®), SaAg given by the intramuscular
- i.m. (M) or intranasal - i.n. route (a). The horizontal bars represent the median values. The results are represented as arithmetic means +S.D. from three independent

experiments. **p<0.01, ****p <0.0001.

significantly higher amounts of IFN-y compared with the control
group (Fig. 1A). The splenocytes from the mice vaccinated by intra-
muscular injection produced significantly more IL-10 than those
from the mice of control and intranasal groups, which showed

similar cytokine production (Fig. 1A). No significant difference in
IL-4 production was detected among the evaluated groups (Fig. 1A).
Toassess a possible molecular mechanisminvolved in killing bacte-
ria, we investigated nitric oxide (NO) production in the splenocyte
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Fig. 2. Effects of vaccination on the specific lymphocyte proliferation. Mice were
vaccinated as described above (n=10/group). One week after the booster dose,
splenocytes were labelled with CFSE and cultured at 5 x 10° cells/ml in the pres-
ence or absence of 25 pg/ml of SaAg for 72 h. The proliferation index was calculated
based on the ratio of the total number of divisions/number of divided cells using the
Prism software program. The results were expressed as the arithmetic means +S.D.
from three independent experiments. **p <0.01, ****p <0.0001.

supernatants after Ag stimulation. As shown in Fig. 1A, the i.n.-
vaccinated mice produced significantly more NO compared with
the i.m.-vaccinated group and the control group. As a complement
to these findings, a negative correlation was observed between
IFN-7y or NO production and CFU in the liver (Fig. 1B) and spleen
(data not shown), indicating that IFN-y and NO levels are related
to the extent of infection. Conversely, a positive correlation was
observed between IL-10 production and liver CFU, indicating that
its production was also associated with disease severity (Fig. 1B).
Due to increased production of cytokines and inflammatory
mediators observed after SaAg vaccination, we evaluated the
lymphoproliferative capacity of spleen cells in response to S.
aureus antigen recall. The splenocytes from both the in. and
i.m.-vaccinated mice exhibited significantly higher proliferation
compared with the control group. However, no significant differ-
ence was observed between these two treatment groups (Fig. 2).

3.2. SaAg administration differentially modulates specific
antibody production

1gG1 and IgG2a isotype levels are, respectively, associated with
the Th2 and Th1 responses. Thus, to correlate the immune response
with the development of humoral immunity, we evaluated the pro-
duction of anti-S. aureus IgG1 and IgG2a antibody isotypes in the
sera from all groups. The IgG1 and IgG2a isotype levels in both the
intramuscular and the intranasal vaccination groups were signif-
icantly higher than those obtained in the control mice (Fig. 3). In
addition, the i.n.-vaccinated mice exhibited a significant difference
in 1gG2a levels compared with the mice vaccinated via intramus-
cular injection (Fig. 3).

3.3. Vaccination with S. aureus antigens (SaAg) does not induce
acute systemic toxicity

To investigate whether SaAg vaccination could induce acute
systemic toxicity, we evaluated the biochemical parameters of
cardiac (AST), hepatic (ALT) and kidney (creatinine) damage 24h
after the booster dose was administered in the immunized mouse
serum. Nodifferences in AST, ALT or creatinine levels were observed
after intranasal or intramuscular SaAg vaccination compared with
the negative control group that was administered PBS (Fig. 4).
In contrast, the positive control group that was injected with
carbon tetrachloride (CCL,) exhibited significant increases in all
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Fig. 3. Effects of vaccination on antibody production. Mice were vaccinated as
described above (n=10/group). One week after the booster dose, the animals were
bled, and total IgG1 and IgG2 levels were measured in the serum by an ELISA assay.
The horizontal bars represent the median values. The results are represented as the
arithmetic means =+ S.D. from three independent experiments. ****p <0.0001.

three biochemical parameters compared with the negative con-
trol, intramuscular and intranasal groups (Fig. 4). In addition, the
i.n.-vaccinated animals showed no changes at the administra-
tion site after SaAg administration. This was in contrast to the
i.m.-vaccinated group, which presented with inflammatory signs
(redness, swelling) and lameness (data not shown).

3.4. Intranasal vaccination enhances the protective immune
response against S. aureus challenge

To evaluate the effects of SaAg vaccination on the protective
immune response, the control and vaccinated groups were chal-
lenged one week after the booster dose with a lethal dose of S.
aureus. The i.n.-vaccinated mice exhibited a significantly lower bac-
terial load in both the liver and spleen compared with the control
and i.m.-vaccinated groups (Fig. 5A). Moreover, the intramuscu-
lar immunization group failed to control infection in either organ,
with the mice exhibiting bacterial loads comparable to those of the
control group (Fig. 5A). As a complement to these findings, 60% of
the control mice and mice that received intramuscular immuniza-
tions succumbed to infection 72 h after challenge, in contrast to the
i.n.-vaccinated mice, which showed 95% survival (Fig. 5B).

4. Discussion

Mucosal vaccines have emerged as a new tool to induce protec-
tive immune responses against different pathogens [26]. Mucosal
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Fig.4. The results of the toxicological analysis of the SaAg vaccine. Mice were vacci-
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vaccines are especially useful because the mucosal membranes
of the various tissues are linked together as part of a common
mucosal immune network that allows immune cells to recircu-
late and migrate to distant lymphoid organs, such as the lymph
nodes, spleen, and Peyer's patches, providing not only mucosal
immunity but also systemic protection against infection [27]. Fur-
thermore, the mucosa is an alternative route for the administration
of weakly immunogenic or disease-inducing antigens, for which
the parenteral route appears to be deleterious or inefficacious for
the induction of an immune response [28]. We have successfully
used the intranasal route to administer Leishmania antigens that
led to a protective immune response against cutaneous and vis-
ceral leishmaniasis [17,18,26,27], which was accompanied by the
expansion of the Th1 cell typeimmune response. Here, we extended
these findings and showed for the first time that intranasal immu-
nization with an adjuvant-free vaccine could generate increased
immunogenicity and protect mice against sepsis caused by S.
aureus. In addition, we also demonstrated the SaAg vaccination
safety/biocompatibility advantages to be used as a vaccine formu-
lation. Our data emphasize that both intranasal and intramuscular
SaAg delivery were safe and well tolerated as demonstrated by
measurements of ALT, AST and creatinine levels. Elevation of
enzymes such as ALT and AST is observed during classical liver,
kidney and/or muscle cells injury caused by drug administration or
disease and have been used as good markers for drug and vaccine
safety [30].

The host immune response during sepsis is not a simple exces-
sive inflammatory reaction. An immunosuppressive profile has
been observed in patients and mice during sepsis with negative
regulation of the immune response and significant increases in the
levels of IL-10, IL-4, and IL-13, compromising the T-cell function
[31]. Intranasal vaccination was able to efficiently inhibit suppres-
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Fig. 5. The effects of vaccination on bacterial burden. Mice were vaccinated as described above (n=10/group). One week after the booster dose, the vaccinated mice were
injected with 10% colony forming units (CFU) of S. aureus, followed by the determination of bacteria counts in the liver, spleen and lavage fluid two days after challenge (A).
The results are presented as the arithmetic means +S.D. from three independent experiments. “p <0.05, ***p<0.001, ****p <0.0001. The survival of immunized mice after
challenge with S. aureus. Mice were immunized by the intramuscular or intranasal route (n =9/group) and were challenged with S. aureus as described previously. Survival
was monitored for 92 h (B). Significance was calculated according to Cox's F-test ("p <0.05 compared with the intranasal group; n.s., not significant).
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sive IL-10 production but also stimulated the pro-inflammatory
mediators of the Th1 response, such as IFN-y, which could con-
tribute to the activation of bactericidal mechanisms. Although
intramuscular vaccination also induced IFN-y production, it was
not sufficient to activate microbicidal nitric oxide production, most
likely due to the increased IL-10 production and immune suppres-
sion that were observed following the administration of ineffective
antigens or during sepsis. In addition, this data suggests that the
nitric oxide production was stimulated by an IFN-y independent
pathway [32].

Interestingly, the cells from the SaAg intranasally-vaccinated
mice, but not the intramuscularly-vaccinated mice, exhibited
higher lymphoblastic activity in response to S. aureus antigen stim-
ulation. In addition to the humoral immune response and the
production of neutralizing antibodies, T cells play an important
protective role against S. aureus infection [10,11] even in the in
the complete absence of an antibody response [33], supporting
the notion that bacterial vaccination strategies should target T cell
responses. In addition, the failure of many candidate vaccines has
been shown to correlate with a defective induction of the cellular
immune response [10,11].

Our results showed that there were no significant differences
in 1gG1 levels between the intramuscular and the intranasal
groups. However, the SaAg intranasally-vaccinated mice exhibited
increased levels of IgG2a. This suggests that the route of administra-
tion not only affects antibody production but also affects cellular
immune differentiation because 1gG2a and IgG1 production have
been associated with the production of IL-12/IFN-y and IL-4/IL-10,
respectively, which supports our findings with respect to cytokine
production and T cell proliferation.

Currently, vaccine efficacy against S. aureus is defined as an
increase in the spontaneous cure rate and survivalability against
infection after antigen administration [34]. In our study, mea-
surements of the bacterial load in the lethal-dose experiments
demonstrated that intranasal vaccination increased the percent
survival at a high dose of S. aureus compared with intramus-
cular vaccination. Memory cells are constantly being generated
in the mucosa of naive mice in response to cross-reactive anti-
gens from pathogens [35], so it is feasible to consider that these
memory cells are involved in the more effective immunity gen-
erated when SaAg are administered into the nasal mucosa rather
than into the peripheral muscle, which could explain the acquired
protection after intranasal vaccination. Furthermore, unsuccess-
ful animal experiments or human clinical trials may indicate
that the route of administration is important with regard to
the generation of protective immunity against S. aureus infection
[36].

Taken together, the results of our study highlight the high effi-
cacy of the new vaccine strategy against S. aureus. The results
described herein support a model whereby delivery using a well-
established intranasal formulation could be used as a new tool to
induce a potent and effective immune response against sepsis or
potentially other diseases caused by S. aureus infection.
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To investigate chronic lymphocytic leukemia (CLL)-initiating cells, we assessed NOTCH1
mutation/expression in hematopoietic stem cells (HSCs). In NOTCHT-mutated CLL, we
detected subclonal mutations in 57% CD34+/CD38—- HSCs. NOTCH1 mutation was
present in 66% CD34+/CD38+ progenitor cells displaying an increased mutational bur-
den compared to HSCs. Flow cytometric analysis revealed significantly higher NOTCH1
activation in CD34+/CD38— and CD34+/CD38+ cells from CLL patients, regardless
NOTCH1 mutation compared to healthy donors. Activated NOTCH1 resulted in overex-
pression of the NOTCH1 target c-MYC. We conclude that activated NOTCH1 is an early
event in CLL that may contribute to aberrant HSCs in this disease.
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INTRODUCTION

Chronic lymphocytic leukemia (CLL) is a mature B cell malignancy characterized by accumulation
of clonal B cells in blood, bone marrow (BM), and lymphoid tissues. The search for CLL-initiating
cells has never been successful. While several cell types have been suggested as giving rise to CLL,
yet, there is no consensus as to its normal cellular counterpart (1). CLL cells have monoclonal immu-
noglobulin gene rearrangements, suggesting that lymphoid malignant stem cells originate after cells
have committed to the lymphoid lineage. More recently, it has been reported that hematopoietic
stem cells (HSCs) from CLL patients display the propensity to generate clonal B cells, suggesting the
involvement of HSCs in lymphoid leukemogenesis (2).

In 2009, we first identified NOTCHI mutations in CLL (3) and provided data on the adverse
prognostic outcome associated with mutated NOTCHI (4). More recently, independent studies
confirmed the presence and the prognostic relevance of NOTCH1 mutations in CLL patients (5). All
mutations resulted in NOTCH]1 impaired degradation that led to NOTCH1 deregulated signaling,
indicating that mutations could contribute to increase NOTCH activation in CLL (6, 7). Recently,
analyses of peripheral blood CD34+CD19— cells and BM hematopoietic progenitors revealed
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NOTCHI mutation in some CLL samples (8, 9). Conversely, oth-
ers failed to demonstrate the presence of NOTCHI mutations in
circulating CD34+- cells from NOTCHI mutated patients (10). In
lymph node, CLL cells show NOTCHI activation independent of
mutation (11) and recent evidence have shown non-mutational
NOTCHI signaling with anti-apoptotic effects in peripheral
blood CLL cells (12). However, the role of NOTCHI signaling in
the HSC compartment of CLL is still unknown.

MATERIALS AND METHODS

Cell Separation and Flow Cytometry

We collected 28 BM samples including 21 CLL patients (15
NOTCHI1 mutated and 6 NOTCHI1 wild type) and 7 healthy
donors (HDs).BMand peripheralblood (PB) cells were collected
under signed informed consent in accordance with Declaration
of Helsinki and the Institutional Review Board of University of
Perugia. Patient’s characteristics are described in Table S1 in
Supplementary Material. BM cells from 10 NOTCHI mutated
CLLweresingleand/or double-sortedinto CD34+CD38—HSCs
and CD34+CD38+ progenitor fraction containing myeloid
and lymphoid progenitors. Briefly, BM mononuclear cells were
separated by Ficoll-Hypaque density gradient centrifugation.
Flow cytometric analysis and cell-sorting were performed using
the following antibodies: PE anti-CD34 and PC5 anti-CD38
(Beckman Coulter), PerCP-Cy5.5 anti-CD34, FITC anti-CD19,
PE-Cy7 anti-CD38, APC-H7 anti-CD10, V450 anti-CD3, and
V500 anti-CD45 (BD Biosciences). NOTCHI ICN on sorted
populations was performed using PE anti-NOTCHI (mN1A)
(eBioscience). Cells were analyzed using a FACSCanto II and
sorted using a FACS Aria III cell sorter (BD Biosciences).

Direct Sanger Sequencing

NOTCH]I gene mutational analysis was performed by directional
sequencing of PCR fragments from genomic DNA. Primers and
PCR conditions were as previously described (13).

Allele-Specific PCR (AS-PCR), Droplet
Digital PCR (ddPCR), RT-PCR

Allele-specific PCR was performed accordingly to a previ-
ously published protocol (13). ddPCR NOTCH1 probes assays
(dHsaCP2500500 and dHsaCP2500501 Bio-Rad) were used to
determinate the allelic burden of NOTCHI in sorted cells. The
droplet generated included DNA, Notch1 probes assays (1x), and
ddPCR Supermix (2x) for Probes (no dUTP) (Bio-Rad). The mix
was amplified by PCR and analyzed by QX200 Droplet Reader
(Bio-Rad). Scatterplots depicting ddPCR results specifically for the
NOTCHI mutation assay. Real-time PCR analysis of c-MYC and
Hesl gene expression was performed inimmunoselected CD34+
BM cells. RNA was extracted using RNeasy Plus Kits (Qiagen,
Hilden, Germany), and cDNA was obtained using Prime Script
RT Master Mix (Takara Bio, Dalian, China). Real-time qPCR was
performed with PCR Master Mix Power SYBER Green (Applied
Biosystem, Warrington, UK) using the 7900HT fast Real-Time
PCR System (Applied Biosystem). The primers sequence were F:5'-
CTTCTCTCCGTCCTCGGATTCT-3'andR:5'-GAAGGTGATC

CAGACTCTGACCTT-3' for c-Myc, F:5'-AAGAAAGATAG
CTCGCGGCAT-3" and R:5'-CCAGCACACTTGGGTCTGT-3’
for Hes1 and F:5'- ATGGGGAAGGTGAAGGTCG-3" and R:5'-
GGGGTCATTGATGGCAACAATA-3" for GAPDH. Relative
fold change was normalized to GAPDH and calculated using the
2744¢ method.

Western Blot Analysis

Whole-cell lysates extracted from BM CD34+ cells (5 x 10°)
of CLL patients and HDs were analyzed by western blot using
an anti-NOTCHI antibody (clone bTAN20) able to detect the
300-kDa inactive precursor (FL), the 120-kDa transmembrane/
cytoplasmic/cytoplasmic (TM) subunit, and the active 100-kDa
intracellular domain. Whole-cell lysates (3 ug) isolated from
peripheral blood CD5+CD19+ CLL cells of NOTCHI mutated
patients were used as positive control.

Statistical Analysis

Statistical analyses were performed with GraphPad (GrapdhPad
Software Inc., La Jolla, CA, USA). In the text, data are presented
as mean + SD and statistical differences between mean values
were evaluated using the Student’s t-test and Mann-Whitney
test.

RESULTS

HSCs From CLL Patients Showed

NOTCH1 Mutation

The mean proportion of BM CD34+ cells before enrichment
was 0.75 + 0.44%. After the FACS sorting procedures, the mean
purity of CD34+/CD38— cells was 94.58 + 3.52% and CD34+/
CD38+ cells were 98.12 + 1.34% (Figure 1A).

We initially analyzed the NOTCHI1 mutational hotspot
by Sanger sequencing. The CD34+/CD38~ fraction did not
contain NOTCHI1-mutated cells. Then, a high sensitivity
AS-PCR assay for the NOTCHI mutation (13) indicated the
presence of small HSCs mutated clones in 57% CLL samples.
Densitometric analysis revealed a mean 6.4 + 4.7% NOTCHI
mutant allelic burden. Moreover, we used a ddPCR assay to
validate NOTCHI mutational data in HSCs by a more quantita-
tive method. We confirmed NOTCHI mutations in two HSCs
samples for which DNA was available that display an allelic
ratio of 2.6 and 8.5%, respectively (Figure 1B). Altogether,
these data confirm that NOTCHI mutation is an early event
in CLL hematopoiesis in a fraction of patients. Additionally,
we measured the NOTCHI mutational burden along specific
stages of HSC differentiation in NOTCHI-mutated CLL
patients. The mean percentage of the mutant allele progressively
increased from 6.4 + 4.7% in CD34+CD38— to 14.9 + 11.3%
in CD34+CD38+CD10+CD19+ cells, 22.7 + 6.5% in
CD34—CD38+CDI10+CD19+ cells and 40.5 + 4.3% in neo-
plastic CD5+CD19+ cells (Figure 1C). The analysis of the
rearrangement status of the IgH gene revealed in both NOTCH1
mutated and NOTCHI unmutated CD34+CD38— HSCs the
presence of a germline configuration in the half of the samples
while the other 50% showed a clonal VDJ.
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FIGURE 1 | Analysis of NOTCH1 gene mutation and signaling in bone marrow (BM) hematopoietic stem cells (HSCs) and progenitors cells. (A) FACS-setting used
for HSCs and progenitor cells sorting purification of one representative NOTCH1-mutated patient. Prospective cell separation included immunoselection (middle
plot) and sorting (right plot) to ensure purity and lack of chronic lymphocytic leukemia (CLL) cell contamination for NOTCH1 mutation analysis. (B) Droplet digital
PCR. Upper left panelis a schematic representation of positive and negative droplet distribution according to the fluorophore threshold indicated in magenta lines.
Upper right and lower panels are representative scatterplots of wild type and NOTCH1 mutated HSCs and progenitor cells, respectively. (C) Results of the
allele-specific PCR assay for delCT NOTCH1 mutation in HSCs (CD34+CD38-), pro-B progenitors (CD34+CD38+CD10+CD19+), pre-B cells
(CD34—-CD38+CD10+CD19+), and B neoplastic CLL (CD5+CD19+) from one NOTCH1-mutated CLL sample. CD5+CD19+ cells from a NOTCH1-WT patient
were used as negative control and showed a normal band of 341 bp. Samples bearing the delCT NOTCH1 mutation showed an additional mutant band of 197 bp.
(D) () Representative dot plots of healthy control, NOTCH1 wild type, and NOTCH1 mutated CLL BM samples showing expression of NOTCH1-ICN on CD34+/
CD38- HSCs and CD34+/CD38+ progenitors compartments. (i) Bar graphs show the means + SD of the percentage of NOTCH1-ICN positive cells. ‘p < 0.05,
*p < 0.01, **p < 0.001 according to Student’s t-test; {iii) real-time PCR analysis of c-MYC and Hes1 gene expression in CD34+ BM cells. mRNA levels were
normalized to GAPDH and represented as fold change using healthy control cells as a reference.
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HSCs From CLL Patients Have NOTCH1
Aberrantly Activated Also in Unmutated

NOTCH1 Patients

Thus, we analyzed the NOTCH1 signaling status in HSCs and
progenitor cells of NOTCHI-mutated and unmutated CLL
samples. Physiologically, the active intracellular domain (ICN) of
NOTCHI accumulates in cells with activated NOTCHI signaling
as aresult of a cleavage of the transmembrane (TM) subunit made
by the y-secretase complex (14). Here, we used flow cytometry
to quantitate the percentage of active NOTCH1-ICN in CD34+/
CD38— HSCs and CD34+CD38+ progenitors from the BM of
CLL patients and HDs, used as control. As shown in Figure 1Di,ii,
NOTCHI-ICN was significantly higher in CLL samples regard-
less the NOTCH1 mutational status compared to non-leukemic
samples. Indeed, the mean percentage of CD34+/CD38—/
NOTCHI-ICN+ and CD34+/CD38+/NOTCH1-ICN+ popula-
tions in NOTCH1 WT and mutated CLL was significantly higher
than HDs samples (73.4 + 22.9 and 83 + 16.4 vs 33.3 + 14.8%;
94.4 +7.3 and 92.8 + 4.3 vs 47.9 + 13.8%, respectively).

To demonstrate the capability of CD34+ CLL cells to activate
NOTCHI signaling pathway, we analyzed the levels of NOTCHI
downstream transcriptional target gene. It has been demonstrated
that NOTCH1 controls c-MYC expression in mature CLL cells
overexpressing the NOTCHI-ICN (12). Thus, using quantitative
reverse transcription-PCR, we found significantly higher mRNA
expression levels of ¢-MYC in CD34+ cells from NOTCHI
mutated and WT CLL samples compared to HD (3.5 + 0.7 and
2.6 +0.08 vs 1.3 + 0.1) (Figure 1Diii). In addition, we showed
higher Hes1 expression in CD34 + cells from CLL patients com-
pared to HD (4.2 + 1.1 vs 1.1 + 0.2) (Figure 1Diii), in line with
upregulated NOTCHI pathway.

Next, we analyzed whether the higher levels of NOTCH1 acti-
vation in HSCs and progenitors CLL samples were accompanied
with increased NOTCHI1 expression. We analyzed by western
blot the expression levels of NOTCHI-TM subunit in CD34+
cells from BM aspirates of four NOTCH1-mutated CLL patients
and three HDs (6). The median purity of immunoselected CD34+
cells was 97.3% (range 74-99.5%; Figure 2A). Results revealed
that CD34+ samples from CLL patients always expressed the
NOTCHI-TM protein. Conversely, in CD34+ cells from HDs,
NOTCHI-TM was either absent or expressed at lower levels
than those observed in CLL samples (Figure 2Bi,ii). These data
demonstrated that high levels of NOTCHI signaling activation
correlated with NOTCHI1-TM overexpression in the CD34+
hematopoietic compartment of CLL.

DISCUSSION

The Notch pathway is genetically altered in a large number of
hematopoietic and solid tumors (15). We recently reported that
activating mutations of NOTCHI are recurrently associated
with CLL and predict poor outcome (3, 4). The identification of
a somatic NOTCH1 mutation could help providing additional
information on the cellular origin of CLL. Sanger sequencing
analysis (13) failed to detect mutations in CD34+/CD38— HSCs
fractions of CLL patients. However, the sensitivity of this method

does not allow the identification of a mutation whose allelic
representation is <10%. Thus, we used more sensitive PCR based
methods in order to verify results obtained with direct sequencing.

The analysis of CD34+/CD38+ progenitors detected the
NOTCHI mutation in 57% of the samples. Damm et al. (8)
described a similar frequency of NOTCHI mutation in multi-
potent progenitors of CLL samples performing NGS analysis on
rare CD34+CD19— peripheral blood cells. Recently, the same
analysis was conducted in immunoselected CD34+ BM cells that
resulted NOTCHI-mutated in 8 out of 13 CLL samples (9). Here,
we used two high sensitive PCR assays specific for NOTCHI
mutation and employed FACS sorted CD34+CD38+ cells from
BM aspirates. Additionally, we showed here that the NOTCHI
mutational burden increased along specific stages of HSC dif-
ferentiation in NOTCHI-mutated CLL patients. This suggests
that the NOTCHI lesion is selected and expands during HSC
differentiation toward a B neoplastic cell, thus strengthening the
hypothesis that the geneticalteration is an initial event associated
with the stepwise malignant transformation of CLL.

In normal human BM, CD34+CD38— populations do not
rearrange the IgH gene (16), thus raising issues on the molecular
purity of the sorted hematopoietic cell fractions presenting a VD]
rearrangement. Nevertheless, the high purity of HSC double-
sorted samples together with the sensitivity of the IgH method
(5%) limited the risk of detecting small fractions of contaminating
neoplastic B cells. The alternative option is that IgH rearrangement
is the expression of a B neoplastic transactivation at the HSC level.

Recently, common nonmutational NOTCHI activation has
been described in mature CLL cells (12) raising the question of
whether the same condition is present in HSCs to determine their
aberrant behavior. The Notchl signaling has been extensively
analyzed in the contest of embryonic hematopoiesis. Ex vivo
approaches suggest that Notch signaling can expand HSCs, rais-
ing the question of whether this is a physiologic Notch function.
Gerhardt et al. (17) correlated NOTCH1 with hematopoiesis
in animal models and identified cell-autonomous functions for
Notchl signaling in fetal HSCs homeostasis. The present study
indicated that the pool of CD34+ cells, including HSC and
progenitor compartments, tend to have NOTCHI aberrantly
expressed and activated in CLL patients compared to HDs.
NOTCH1 deregulation and overepression of c- Myc are independ-
ent of NOTCH1 mutational status. These data clearly show that
expansion of the leukemic stem cell clone does not necessarily
require a mutation to upregulate the NOTCHI1 signaling, sug-
gesting the presence of extrinsic factors from the BM HSC niche
that are capable of stimulating and promoting CLL-initiating cell
clone expansion. In CLL patients, BM mesenchimal cells express
different ligands, which might play a role in NOTCH1 activation
(18). However, additional studies are warranted to compare the
levels and type of these ligands in the BM of healthy people vs
CLL patients. Alternatively, CLL-HSCs may have cell-intrinsic
mechanisms activating NOTCHI, which involve alterations of
NOTCH]1 pathway regulators (19, 20) or aberrant regulation
of NOTCHI receptor recycling (21). This selective pressure
might contribute to the onset of specific NOTCHI mutations in
a DNA context that is prone to spontaneous microdeletion (5)
(Figure 2C).
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Our discovery of NOTCHI deregulated signal and mutations
in CLL-HSC have significant therapeutic implications in this
disease. A variety of approaches was used to inhibit NOTCHI1
for cancer therapy, including presenilin y-secretasi inhibtors,
trafficking modulators (22), and blocking antibodies. In the
next future, it will be interesting to evaluate the effects of these
anti-NOTCH 1 drugs in the development of CD34+CD38— and
CD34+CD38+ CLL populations.

In conclusion, our data confirmed the presence of NOTCHI
mutations in HSCs of CLL patients and showed for the first
time a common nonmutational NOTCHI activation occurring
early in CLL hematopoiesis and represent a rationale for the use
of therapies targeting the NOTCH1 signaling in CLL aimed to
inhibit the survival of CLL-initiating cells.
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Abstract

Purpose: Ibrutinib, a Bruton tyrosine kinase inhibitor
(BTKi), has improved the outcomes of chronic lymphocytic
leukemia (CLL), but primary resistance or relapse are issues of
increasing significance. While the predominant mechanism of
action of BTKi is the B-cell receptor (BCR) blockade, many off-
target effects are unknown. We investigated potential interac-
tions between BCR pathway and NOTCH1 activity in ibruti-
nib-treated CLL to identify new mechanisms of therapy resis-
tance and markers to monitor disease response.

Experimental Design: NOTCH activations was evaluated
either in vitro and ex vivo in CLL samples after ibrutinib
treatment by Western blotting. Confocal proximity ligation
assay (PLA) experiments and analyses of down-targets of
NOTCH1 by gRT-PCR were used to investigate the cross-
talk between BTK and NOTCH1.

Results: In vitro ibrutinib treatment of CLL significantly
reduced activated NOTCH1/2 and induced dephosphory-
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lation of elF4E, a NOTCH target in CLL. BCR stimulation
increased the expression of activated NOTCH1 that
accumulated in the nucleus leading to HES1, DTX1, and
¢-MYC transcription. Results of in situ PLA experiments
revealed the presence of NOTCH1-ICD/BTK complexes,
whose number was reduced after ibrutinib treatment.
In ibrutinib-treated CLL patients, leukemic cells showed
NOTCH1 activity downregulation that deepened over
time. The NOTCH1 signaling was restored at relapse and
remained activated in ibrutinib-resistant CLL cells.

Conclusions: We demonstrated a strong clinical
activity of ibrutinib in a real-life context. The ibrutinib
clinical efficacy was associated with NOTCH1 activity
downregulation that deepened over time. Our data
point to NOTCH1 as a new molecular partner in BCR
signaling with potential to further improve CLL-targeted
treatments.

Introduction

Recent years have shown a rapid expansion in our knowledge
on the pathogenesis of chronic lymphocytic leukemia (CLL;
ref. 1). This field of research has provided essential information
for the development of innovative chemotherapy-free treatments.

Aberrant B-cell receptor (BCR) signaling is one of the mechan-
isms controlling survival of CLL cells (2). The Bruton tyrosine
kinase (BTK), a key proximal kinase in the BCR pathway, is
constitutively activated in CLL representing an ideal therapeutic
target (3). Small-molecule inhibition of BTK represents a revo-
lution in CLL management. Ibrutinib is the first-in-class drug for
CLL treatment that irreversibly binds to the BTK activation site
determining the inhibition of this enzyme (4). BTK inhibition
reduced proliferation, survival, and migration of CLL cells to their
growth-promoting microenvironment. Ibrutinib has been used as
monotherapy for first-line and relapsed/refractory (R/R) CLL,
with high response rates and prolonged progression-free (PFS)
and overall survival (OS; ref. 5). Despite ibrutinib's activity in
CLL, molecular effects other than BTK blocking are currently
under investigation and drug resistance remains a challenge.
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Translational Relevance

B-cell receptor (BCR) signaling plays an integral role in B-
cell malignancies’ development, representing a suitable target
for innovative therapy in chronic lymphocytic leukemia
(CLL). Thus, the identification of molecular mechanisms
underlying BCR inhibition and novel interaction partners of
the BCR has the potential to further improve CLL-targeted
treatments. We suggest that active Bruton tyrosine kinase
(BTK) interacts with NOTCH1-ICD to maintain its levels, and
that ibrutinib leads to NOTCH1-intracellular domain (ICD)
downregulation by causing weakening of NOTCH1-1CD/BTK
interactions. We demonstrated that the therapeutic response
to ibrutinib is associated with the decrease of NOTCH1
activation, an important pathway for CLL pathogenesis. Our
data point to the assessment of NOTCH1-ICD levels as a new
marker of disease response and indicate NOTCH1 activation
as an alternative mechanism underlying acquired resistance,
independent of BTK/PLCG2 mutations. It could therefore be
advantageous to monitor NOTCH1 activation status in CLL
under ibrutinib treatment for early detection of resistant
clones and eventually inform further treatment choices. All
these findings not only provide further support to ibrutinib
therapy optimization, but also for its exploration in combi-
nation with anti-NOTCH1 agents in the setting of primary or
acquired resistance.

Although the majority of ibrutinib-resistant CLL harbors BTK or
PLCG2 mutations (6), the identification of new molecular
mechanisms of drug resistance will further improve CLL target
treatment.

There is growing evidence that links CLL to activated NOTCH
signaling (7, 8). CLL cells have a constitutive NOTCH1 and
NOTCH?2 activation contributing to apoptosis resistance (9). This
findingled to the discovery of NOTCHI mutations in a fraction of
patients with CLL with poor cinical outcome (10-14). Next-
generation sequencing demonstrated that NOTCH1 is one of the
most frequently altered gene in the mutational landscape of
CLL (15-17). NOTCHI mutations have a stabilizing effect on
the NOTCH1 signaling of CLL cells that explains the constitutive
pathway activation in 10%-20% mutated patients (18-21). More
recently, it has been described a mechanism of NOTCH1 activa-
tion independent of the mutational status, based on the higher
frequency of signaling activity compared with the incidence of the
genetic lesion (22, 23). Altogether these findings indicated that
NOTCH1 represents a key target in current and future CLL-
tailored therapy.

To date, a functional interplay between the BCRand NOTCH1
signaling in CLL setting has never been investigated. Here, we
discovered a novel inhibitory effect of ibrutinib against NOTCH 1
activity in vitro and in vivo. We assessed the interaction between
BCR stimulation and NOTCH1 pathway in primary CLL cells. In
addition, we correlated the anti-NOTCH1 effects of ibrutinib to
drug efficacy using the evaluation of NOTCH 1 activity as a marker
of disease monitoring and evolution. Our data will have the
potential to further improve CLL treatments and to implement
the use of current targeted agents against the BCR-associated BTK
in CLL.
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Materials and Methods

Patients

Peripheral blood (PB) samples from patients with CLL
were obtained after informed consent in accordance with the
Declaration of Helsinki and under the approval of the specific
local ethics committee (approval 2015-001 of the University of
Perugia, Perugia, Italy). Clinical and biological characteristics are
summarized in Supplementary Table S1.

CLL cells' isolation, culture, and stimulation

Neoplastic B cells were obtained from the blood of patients
with CLL using Ficoll density-gradient centrifugation followed
by sheep erythrocyte rosetting. This procedure allowed the
separation of highly purified nonrosetting B leukemic cells
from rosetting T cells. The average purity of CD19"/CD5 " cells
was 93.8% =+ 2.7% as determined by flow cytometry (EPICS-
XLMCL; Beckman Coulter) analysis using anti-CD45, CD19,
CD5, CD11b, CD3 mAbs on 7AAD negative (all from Beckman
Coulter). Cells were used fresh or viably frozen. Purified B cells
were plated at 2 x 10°/mL in RPMI1640 media supplemented
with 10% heat-inactivated human serum (FBS, Gibco-BRL),
2 mmol/L r-glutamine, and 100 U/mL penicillin/100 pg/mL
streptomycin and were cultured in the presence or absence of
DMSO (vehicle control), ibrutinib 1 or 10 umol/L (ref. 24; PCI-
32765 Selleckchem), and bepridil 2.5 pmol/L (ref. 25; Sigma-
Aldrich) for 24 hours at 37°C in an atmosphere of 5% CO,. For
experiments examining survival signals including stromal
cocultures, HS-5 stromal cells (ATCC CRL-11882) were seeded
at a concentration of 60,000 cells (80%-100% confluent) per
well in 24-well plates, were incubated for 24 hours to allow
cells to adhere, and 10° CLL cells were then added to the
confluent layers of stromal cells in complete RPMI medium
for 24 hours. For BCR stimulation experiments, isolated B-CLL
cells from IGHV-unmutated patients were stimulated for 15
minutes with 10 pg/mL soluble AffiniPure F(ab')2 Fragment
Goat Anti-Human IgG+IgM (H+L) (Jackson ImmunoResearch
Laboratories) and collected for the analysis of BTK phosphor-
ylation and cdeaved NOTCH1-ICD at the protein level. The
transcriptional activity of NOTCH1-ICD was determined after
6-hour stimulation measuring the mRNA levels of NOTCH1
target genes.

Flow cytometry

Cell viability/apoptosis were assessed by flow cytometry after
Annexin V-FITC/propidium iodide staining (Immunotech, Beck-
man Coulter). Results were expressed as the percentage of viable
[Annexin V (AnV)—/propidium iodide (PI)—] or late apoptotic
(AnV+/PI+) over vehicle-treated control. The analysis of
NOTCH1 surface expression was performed using an anti-
human NOTCH1-PE antibody (clone 527425, R&D Systems) or
isotype control (mouse IgG1) gating on CD45"/CD19"/CD5"
cells.

siRNA transfection

Transfection experiments were performed both in primary
samples and in the PGA-1 (ACC 766) CLL cell line obtained
from the German Collection of Microorganisms and Cell Cultures
(DSMZ). Cells were transfected using the Amaxa Nucleofection
Technology (Amaxa) and the ON-TARGETplus SMARTpool
small-interfering RNA (siRNA) to total BTK (siBTK) or ON-
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TARGETplus siCONTROL nontargeting pool (siCtrl) as negative
control (Dharmacon RNA Technologies). CLL cells (12 x 10°)
were resuspended in 100 pL Cell Line Solution Kit V (Lonza
Group Ltd) with 0.25 pmol/L of siBTK orsiCtrl, transferred to the
provided cuvettes and transfected with the Amaxa Nucleofector II
device (program U-013). Cells were immediately transferred into
12-well plates in complete medium, and after 72 hours were
examined for the expression of NOTCH1-ICD and BTK protein to
verify the efficiency of silencing.

Western blotting

Whole-cell lysates were extracted as reported previously (9).
Subcellular fractionation was performed using a NE-PER Nuclear
and Cytoplasmic Extraction Reagent (Thermo Fisher Scientific),
according to manufacturer's instructions. Western blotting was
performed using the primary antibodies detailed in Supplemen-
tary Table S2. Densitometric analysis was done using Quantity
One software.

Confocal immunofluorescence microscopy

Cells (2 x 10°) were seeded on poly-i-lysine-coated micro
coverglasses and fixed with 4% paraformaldehyde for 15 minutes
at room temperature. Cells were then permeabilized with Triton
X-100 (0.1% in PBS for 5 minutes at room temperature. After
three washes in PBS with Triton X-100 (0.01%), cells were blocked
with blocking buffer (1% BSA in PBS) for 30 minutes before
1-hour incubation at room temperature with rabbit anti-
NOTCH1 (Val1744) and mouse anti-BTK antibodies (Supple-
mentary Table $2) diluted in blocking buffer. After three washesin
PBS with Triton X-100 (0.01%), cells were incubated with goat
anti-rabbit Alexa Fluor 488 and goat anti-mouse Alexa-Fluor
568 for 40 minutes in the dark. Nuclei were stained with 4,6-
Diamidino-2- phenyl indole (DAPI) in ProLong Gold antifade
mounting reagent (Thermo Fisher Scientific). Images were
acquired with a laser scanning confocal microscope LSM 800
with Airyscan (Zeiss) using a 63x oil immersion and 1.4 NA
objective (scale bar, 10 pm).

Proximity ligation assay

The in situ proximity ligation assay (PLA) was applied to
examine the interaction between NOTCHI1-intracellular
domain (ICD) and BTK in patients with CLL with positive ICD
of NOTCH], referred to as ICN1+. PLA was performed on fixed
primary CLL cells with DuoLink PLA technology probes and
reagents (Sigma-Aldrich), and following the manufacturer's
protocol. Briefly, B cells from patients with CLL were permea-
bilized in 0.1% Triton X-100 in PBS, then blocked in 1% BSA,
0.01% Triton X-100 in PBS, and incubated with rabbit anti-
NOTCH1 (Val1744) and mouse anti-BTK antibodies (Supple-
mentary Table $2). Incubation with Duolink MINUS and PLUS
probes conjugated to secondary antibody, ligation, and ampli-
fication steps for PLA were performed as suggested by the
manufacturer using 40-iL volume reaction. Following ampli-
fication, slides were washed for 10 minutes in Buffer A and B,
and mounted with Duolink In Situ Mounting Medium contain-
ing DAPI. Negative controls were obtained by omitting primary
antibodies. Fluorescent images were obtained using a confocal
microscope LSM 800 (Zeiss) with Airyscan using a 63x oil
immersion and 1.4 NA objective (scale bar, 10 pm). Ten fields
were analyzed.
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Real-time qPCR

RNA was extracted using RNeasy Plus Kits (Qiagen) and cDNA
was obtained using Prime Script RT Master Mix (Takara Bio). We
used the PCR Master Mix Power SYBER Green and the 7900HT fast
Real-Time PCR System (Applied Biosystems). The primer
sequences are included in Supplementary Table S3. Relative
fold change was normalized to GAPDH and calculated using the
2% method.

Droplet digital PCR

NOTCH1 probe assays (dHsaCP2500500 and dHsaCP2500501,
Bio-Rad) were used to determinate the allelic burden of NOTCH 1.
The droplet generated included DNA, NOTCH1 probes assays
(1x), and ddPCR Supermix (2x ) for Probes (no dUTP; Bio-Rad).
The mix was amplified by PCR and analyzed by QX200 Droplet
Reader (Bio-Rad). Scatterplots depict droplet digital PCR (ddPCR)
results spedfically for the NOTCHI mutation assay.

Genetic analysis

Genomic DNA was extracted with the QIAamp DNA Blood
Mini Kit (Qiagen). Genetic alterations analysis was performed
accordingly to previously published protocols (25-27).

Specifically, the NOTCHI mutation screening was performed
using an allele-specific PCR method with two external primers as
internal PCR control and a third primer specific for the muta-
tion (25). BTK and PLCG2 mutations were detected by Sanger
sequencing methods using primer sequences included in Supple-
mentary Table S3. IGHV mutational status was analyzed accord-
ing to ERIC recommendations (28).

Statistical analysis

Statistical analyses were performed with GraphPad Software.
Statistical differences between mean values were evaluated
using nonparametric tests as Wilcoxon for paired data and
Mann-Whitney for nonpaired data. One-way ANOVA with
Tukey post hoc test was performed to test significant differences
between multiple groups. Survival was calculated from the start
of ibrutinib to the date of progression (PFS) or death (OS)
using the Kaplan-Meier method.

Results
BCR inhibition by ibrutinib impairs NOTCH signaling in CLL
cells in vitro

To investigate whether BTK suppression affected the
NOTCH1 pathway in vitro, we treated for 24 hours with
ibrutinib 10 pmol/L primary CLL cells exhibiting activated
intracellular form of NOTCH1, referred to as ICN1+ CLL
(N=14).NOTCH]1 activation levels were measured by Western
blotting using the anti-NOTCH1 (Val1744) antibody, which
recognizes the cleaved NOTCH1 ICD starting at Val1744.
Notably, ibrutinib-treated CLL showed a significant lower
expression of NOTCH1-1CD compared with cells cultured with
vehicle (P < 0.001; Fig. 1A, left and middle). Our data dem-
onstrated a significant NOTCH1-ICD reduction in both
NOTCHI1-mutated (N = 6; P < 0.05) and NOTCHI wild-
type samples (N = 8; P < 0.01; Fig. 1A, right) treated with
ibrutinib compared with vehicle.

We further confirmed this inhibitory effect using an antibody
against all forms of NOTCH1 (N = 17) that showed significant
NOTCH1-1CD downregulation (P < 0.001) associated with lower
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represented as fold change using vehicle control (DMSO) cells as areference. ***, P< 0.00%;* *, P< 0.01; *, P< 0.05; and n.s., not significant (ibrutinib vs. vehicle)
according to Wilcoxon paired test. E, The representative blots of total BTK and activated NOTCHI-ICD [NOTCHI1(Val1744)] protein levels in the PGA-1 CLL cell line
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transmembrane (TM) domain levels (P < 0.05; Fig. 1B). In
addition, flow cytometry demonstrated that also the percentage
of the extracellular domain (ECD) of NOTCH1 (N = 25) was
significantly reduced in ibrutinib-treated CLL compared with
vehicle (P < 0.001; Fig. 1C). The impaired NOTCH1 activity was
associated with a significant reduction of HES1 (P < 0.01) and
¢MYC (P < 0.001) mRNA levels (N = 14; Fig. 1D, left and
middle), well-known downstream targets of the NOTCH1 sig-
naling pathway. Conversely, NOTCH1 mRNA expression was
similar in CLL cells treated with ibrutinib and vehice (N =
14; Fig. 1D, right), suggesting that NOTCH1 transcription was
not affected. The inhibitory effects of ibrutinib on the levels of
different subunits of the NOTCH1 protein and on the mRNA
expression of its target genes were independent of the IGHV
mutational status of CLL cells, being similar in both IGHV-
mutated and unmutated samples (Supplementary Fig. S1A-
S1D). Given the key role of microenvironmental signals in
increasing NOTCH1 signaling, we tested the anti-NOTCH1 activ-
ity of ibrutinib in CLL cultured on a stromal layer (N = 6). As
shown in Supplementary Fig. S2, the effects of BTK inhibition
preserved the capacity to switch-off NOTCH1 under coculture
conditions (P < 0.05).

To exclude potential nonspecific effects of ibrutinib, we
downregulated the expression of total BTK protein in the
PGA-1 CLL cell line and primary samples using siRNA. CLL
cells were treated with BTK siRNA (siBTK), cultured for 48 hours

A

Ibrutinib - +

-+ -+
Val1697

Ibrutinib -

+ -+ - +

C brutinib -
Phospho-elF4E

Figure 2.

+ - 4+ -+
e |

in complete medium, and then analyzed for total BTK and
NOTCH1-ICD expression (N = 6). As shown in Fig. 1E, the
reduction of BTK expression induced by siBTK was accompa-
nied by decreased levels of NOTCH1-1CD suggesting a crosstalk
between BTK and NOTCH1 signaling. In keeping with these
results, we demonstrated that ibrutinib maintained the ability
to significantly reduce (P < 0.05) NOTCH1-ICD (N = 7 and
N = 6; Supplementary Fig. S3A and S3B, respectively),
NOTCH1-TM (N = 6; Supplementary Fig. S3B) and
NOTCH1-ECD (N = 10; Supplementary Fig. S3C) even when
used at 1 pmol/L, the concentration required to inhibit BTK
activity in CLL cells in vitro.

Besides NOTCH1 activation, CLL constitutively overex-
pressed active NOTCH2 along with higher levels of JAGGED1
ligand compared with normal B cells (9, 29). We demonstrated
that ibrutinib efficiently reduced the levels of both activated
NOTCH2 (N = 16; P< 0.001) and JAGGED1 (N = 6; P <0.05)
expression in CLL, compared with vehicle after 24-hour treat-
ment (Fig. 2A and B).

We recently demonstrated that NOTCH1/2 targeting is
accompanied by reduced phosphorylation of eukaryotic
translation initiation factor 4E (eIF4E; ref. 30), suggesting that
this protein is another NOTCH target in CLL. To further
demonstrate the anti-NOTCH activity of ibrutinib, we exam-
ined its effect on eIF4E phosphorylation (N = 8). As shown
in Fig. 2C, ibrutinib treatment reduced the levels of
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Effects of ibrutinib on NOTCH2 activity, JAGGED1 expression and elF4E phosphorylation. A, Representative blots (left) and quantitative densitometry analysis
(right; box-and-whisker plot with data points, N =16) of the activated ICD of NOTCH2 [NOTCH2(Val1697)] protein levels in CLL cells treated with ibrutinib (10
umol/L) for 24 hours compared with vehicle controls. Densitometry units (U) were calculated relative to GAPDH. B, Representative blot (left) and quantitative
densitometry analysis (right; box-and-whisker plot with data points, N= 6) of JAGGED1 protein levels in CLL cells treated with ibrutinib (10 umol/L) for 24 hours
compared with vehicle controls. Densitometry units (U) were calculated relative to GAPDH. C, Representative blots (left) and quantitative densitometry analysis
(right; box-and-whisker plot with data points, N = 8) of total and phosphorylated forms of elF4E protein levels in CLL cells treated with ibrutinib (10 pmol/L) for
24 hours compared with vehicle controls. Densitometry units (U) were calculated relative to total elF4E. ***, P <0.001;**, P<0.01; and *, P< 0.05 (ibrutinib vs.

vehicle) according to Wilcoxon paired test.
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Figure 3.

BCR stimulation enhances NOTCHI signaling activation in CLL cells. A, The representative blots of phosphorylated BTK (p-BTK), total BTK, and activated
NOTCHI-ICD [NOTCHI(Val1744)] performed on whole-cell lysates of IgM/IgG stimulated and unstimulated CLL cells (N = 6). Protein loading was assessed
using ananti-GAPDH antibody (left). A box-and-whisker plot with data points (N = 6) of densitometry analysis of the Western blot staining for p-BTK and
NOTCHI-ICD that were calculated relative to total BTK and GAPDH, respectively (right). B, Representative Western blot analysis of NOTCHI-ICD [NOTCH1
(Val744)] performed in nuclear (Nu) and cytoplasmic (Cy) extracts from CLL cells after IgM/IgG stimulation for 15 minutes. Adequate fractionation and

protein loading were assessed using anti-lamin Bland anti-B-tubulin antibodies. Data shown are representative of six patients examined. C, The box-and-whisker

plotwith data points shows analysis of HES], c-MYC, and DTXT gene expression in CLL cells after lgM/IgG stimulation for 6 hours (N = 8). mRNA levels were
normalized to GAPDH and represented as fold change using unstimulated cells as areference. **, P < 0.07; *, P< 0.05 (stimulus vs. vehicle) according to
Wilcoxon paired test.

phosphorylated-eIF4E (P < 0.01) but not of its expression and transcriptional activity of NOTCH1/2 and the expression
compared with untreated cells. These data reveal that ibrutinib ~ of JAGGED1, implying a potential interplay between the BCR

displays an anti-NOTCH effect in CLL that impacts the levels and NOTCH pathways.
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Colocalization and physical interactions of BTK and NOTCHI-ICD in CLL cells. A, Representative confocal images showing cytoplasmic colocalization of BTK
and NOTCHI-ICD. CLL cells were stained with mouse anti-BTK (red) and rabbit anti-NOTCHI-ICD [NOTCHI(Val1744)] (green) antibodies. Nuclei were stained
with DAPI (blue). Merged panel depict the merge three-color confocal image showing colocalization of BTK and NOTCHI-ICD in DAPI-stained cells. Images
were acquired on a confocal microscope LSM 800 (Zeiss) with Airyscan using a 63 x oil immersion and 1.4 NA objective (scale bar, 10 um). Data shown are
representative of three patients. B, Representative images of in situ PLA showing the interaction between BTK and NOTCHI-ICD under basal conditions.

In situ PLA was performed using mouse anti-BTK and rabbit anti-NOTCHI-ICD [NOTCHI(Val1744)] antibodies (see Materials and Methods section for details).
Nuclei were stained with DAPI. Red spots indicate PLA-positive cells. Images were acquired using confocal microscopy using a 63x oil immersion and 1.4 NA
objective (scale bar, 10 um). C=D, Ibrutinib treatment for 24 hours induces a significant decrease of PLA-positive cells, indicating that BTK inhibition leads to
destabilization of BTK/NOTCH1-ICD complexes. Box-and-whisker plot showing quantitative analysis of the PLA signals of 10 fields per sample. **, P < 0.01
according to Wilcoxon paired test E, Representative blots of total BTK protein in CLL cells treated for 24 hours with ibrutinib (10 pmol/L) compared with
untreated controls (N = 3).

BCR stimulation increases NOTCH1 signaling pathway in CLL
cells in vitro

To further investigate the cross-talk between BCR and
NOTCH1 signaling, we determined whether BCR engagement
influenced NOTCH1 activation. We incubated CLL cells from
IGHV-unmutated samples for 15 minutes with soluble anti-
IgM/IgG antibodies known to activate the BCR (N = 6). Results
showed that BCR stimulation induced BTK phosphorylation
(P < 0.05), indicating an effective responsiveness of CLL cells
(Fig. 3A). Strikingly, the levels of NOTCH 1-1CD were significantly
upregulated (P < 0.05) in BCR-stimulated cells compared with
unstimulated controls (Fig. 3A).

To determine whether this induction of NOTCH1 increased its
transcriptional activity, we examined NOTCH1-ICD nuclear trans-
location (N = 6) and mRNA expression (N = 8) of the NOTCH1
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targetgenes HES1, c-MYC, and DTX1 (31). Western blot analysis of
nuclear and cytoplasmic fractions of unstimulated CLL showed
that NOTCH1-ICD was almost completely localized in nuclear
extracts (Fig. 3B), consistent with constitutive NOTCH1 activation.
After BCR stimulation, the NOTCH1-ICD nuclear levels (Fig. 3B),
as well as HES1, ¢-MYC, and DTX1 expression (Fig. 3C) increased
2.15 + 0.96-fold, 2.13 + 0.86-fold, and 2.56 =+ 1.3-fold, respec-
tively, compared with unstimulated controls (P < 0.01).

These data support the hypothesis of BTK as one of the
potential kinases regulating NOTCH1 activation in CLL.

BTK associates with NOTCH1-ICD in primary CLL cells

We investigated the possibility that BTK interacts with the
NOTCH1-ICD protein in primary CLL cells from ICN+ patients.
First, we performed immunofluorescence using confocal
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microscopy to define whether these two proteins reside at the
same physical location in CLL cells (N = 3). Our data demon-
strated overlapping distribution of total BTK and NOTCH1-ICD
proteins in the cytoplasm of leukemic cells (Fig. 4A). Further-
more, we investigated the BTK/NOTCH1-ICD interaction using in
situ PLA (N = 3), a highly sensitive technology extending the
capabilities of traditional immunoassay to detect molecular inter-
actions. Under basal conditions, CLL cells showed the presence of
several red spots representing single protein-protein interaction
with a cytoplasmic localization (Fig. 4B). In vitro treatment with
10 pmol/L ibrutinib for 24 hours resulted in significant decrease
in the percentage of CLL cells showing red spots (Fig. 4C and D).
Nevertheless, Western blot analysis indicated that BTK total
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protein was not degraded (N = 3; Fig. 4E). Altogether, these data
indicated thatibrutinib leads to destabilization of BTK/NOTCH1-
ICD complexes in CLL without affecting BTK expression.

Ibrutinib-induced CLL cytotoxicity in vitro is influenced by
NOTCH1 activation status, but is independent of NOTCH1
mutation

To determine the functional relevance of the anti-NOTCH
activity of ibrutinib, we analyzed its cytotoxic effects on CLL in
the context of NOTCH1 activation and mutation. First, we
compared ICN1+ CLL (N = 22) to cells lacking NOTCH1-ICD
(N = 10), referred to as ICN1 negative (ICN1—). In untreated
cells, ICN1+ cell viability was higher than ICN1— (P < 0.05).
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Ibrutinib 10 pmol/L treatment significantly reduced viability
and increased apoptosis of both ICN1+ (P<0.001) and ICN1—
(P <0.01) CLL compared with controls (Fig. 5A). Remarkably,
the percentage of reduction in cell viability induced by ibru-
tinib and normalized to the respective vehicle control, was
higher in ICN1— than in ICN1+ cells (61.6% =+ 22.3% vs.
44.5% + 14.5%; P < 0.05; Supplementary Fig. S4A), indicating
that the lack of NOTCH 1 activation renders cells more sensitive
to the apoptotic effect of the drug. These data suggest that anti-
NOTCH1 activity of ibrutinib represents an additional effect on
cell death induction and lead us to hypothesize that NOTCH1
activation confers an increased CLL cell fitness against the
antileukemic effects of BTKi.

It has been shown that NOTCHI-mutated CLL are associated
with higher NOTCH1 activation and drug resistance compared

>

with NOTCH1 wild-type CLL (18). We measured the impact of
NOTCHI1 mutations on the cytotoxic effects of ibrutinib
10 umol/L. As previously shown, spontaneous apoptosis is
higher in NOTCH1 wild-type compared with mutated (18, 19).
Compared with vehicle, ibrutinib reduced cell viability and
increased apoptosis to a similar extent in either NOTCHI-
mutated (N = 15) or wild-type (N = 26) CLL (Fig. 5B; Sup-
plementary Fig. S4B), suggesting that the cytotoxic effect
depended on NOTCH1 activity regardless its genetic alteration.
In keeping with this observation, no differences emerged even
when comparing CLL with high versus low NOTCHI muta-
tional burden (Supplementary Fig. S5).

Inline with previous reports, ibrutinib 1 pmol/L was associated
with a moderate reduction of CLL cell viability that was still
significant in the context of samples with activated (ICN+; N =
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fluorophore threshold indicated in lines and representative scatterplots depicting ddPCR results specifically for the NOTCHI mutation assay in one sample before
(PRE) and 12 months (mo) after ibrutinib treatment. B, Representative Western blot analysis of the activated NOTCHI-ICD [NOTCHI(Val1744)] proteinlevelsin
serial samples of a ibrutinib-treated CLL patient within a 12-month period (left). The box-and-whisker plot with data points on the right represent a quantitative
densitometry analysis of the Western blot staining for NOTCH1(Val1744) inthe cohort of 18 ibrutinib-treated patients overtime. Densitometry units (U) were
calculated relative to GAPDH. C, Kinetics of activated NOTCHI-ICD [NOTCHI(Val1744)] expression in ICNI+ CLL cases split according to ibrutinib-related
lymphocytosis, shown as mean values. The number of patients included in each group are reported in parentheses; the error bars indicate SEM. D, Time course of
NOTCHI and c-MYC mRNA expression in CLL cells collected in 25 ibrutinib-treated patients at the indicated timepoints. mRNA levels were normalized to GAPDH
and represented as fold change using the baseline (Pre) as areference. Results are the mean + SEM. ***, P<0.001; **, P< 0.01; and *, P< 0.05 according to
Wilcoxon paired test.
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10; P<0.01), unactivated (ICN—; N =8; P<0.01; Supplementary
Fig. S6A), mutated (N = 7; P < 0.05), and wild-type NOTCH1
(N =11; P<0.01; Supplementary Fig. S6B).

The combination of ibrutinib with the anti-NOTCH1 small-
molecule bepridil enhances CLL cell death in vitro

The data above indicate the need for combination therapy that
may be more effective against the NOTCH 1 signaling to overcome
the reduced efficacy of ibrutinib toward ICN1+ CLL. Recently, we
identified bepridil (32) as an alternative approach to the y-secre-
tase inhibitor (GSI)-based NOTCH1 inhibition and a promising
candidate for CLL target therapy. We used ibrutinib 10 pmol/Lin
combination with bepridil to analyze their cytotoxic effects on
ICN1+ CLL in vitro (N = 12). After 24-hour treatment, flow
cytometry showed a significant reduction of cell viability and
a strong apoptotic induction by drug combination compared
with single treatment normalized with vehicle control (P < 0.05
and P< 0.01; Fig. 5C, left). The antileukemic effect of ibrutinib
and bepridil combination also correlated with a significant
downregulation of the NOTCH1 target -MYC measured after
6-hour treatment (N = 12; P < 0.01; Fig. 5C, right). Significant
effects on cell viability (N = 14; P < 0.05 and P < 0.001) and
¢-MYC mRNA expression (N = 14; P<0.01 and P<0.001) were
also observed when we compared the combination of ibrutinib
1 pmol/L and bepridil (Supplementary Fig. S6C). Altogether,
these data indicate that the NOTCH1 inhibitor bepridil
enhances the antileukemic activity of ibrutinib and its ability
to downregulate the NOTCH1 target ¢-MYC, even if these
effects do not seem to be synergistic.

NOTCH1 mutation has no impact on the outcome of ibrutinib-
treated CLL patients in a real-life monocentric experience

The increasing number of patients under ibrutinib treatment
allows the acquisition of extremely relevant real-life data at the
clinical and biological levels. Here, we analyzed the efficacy of
ibrutinib ina cohort of 33 patients in treatment at our institution.
Baseline characteristics are shown in Supplementary Table S4.
Median age was 71 years. Patients had a more advanced disease in
terms of Rai or Binet stages (69% stage III-IV and 97% stage B-C,
respectively). Twenty-seven percent had lymph nodes >5 cm.
Ninety-four percent were R/R CLL with a median of two prior
therapies (range, 0-6; 6% of previously untreated). Del(17p)
and/or TP53 mutation tests were performed in 29 patients and
27% were positive. NOTCHI mutation was present in 39% of
patients analyzed with six patients harboring small subclones and
significantly correlated with unmutated IGHV (77%; P < 0.01).
Cooccurrence of mutated NOTCH1 and del(11q) or TP53 altera-
tions was uncommon.

The best overall response varies between NOTCH1-mutated
versus wild-type CLL (54% vs. 68.4%, respectively) due to a
lower complete remission rate and higher percentage of stable
disease in mutated patients (15.5% vs. 31.6% and 46% vs.
26.3%, respectively). Median follow-up on ibrutinib was
21 months with an estimated PFS and OS of 85.5% and
78.9%, respectively (Supplementary Fig. S7). Although
NOTCH1-mutated patients showed reduced PFS and OS com-
pared with wild-type CLL, curve comparison did not show
statistically significant differences between these groups (Sup-
plementary Fig. S7). These data are consistent with in vitro
evidence demonstrating that ibrutinib efficacy is independent
of NOTCHI mutational status.
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A statistical comparison of ibrutinib efficacy between patients
with ICN1+ versus ICN1— CLL was not feasible, due to the
extremely limited number of ICN1— samples. Indeed, the major-
ity of patients (around 90%) displayed an active form of
NOTCH1 compared with 50% described in previous analysis of
Fabbri and colleagues (22). The higher incidence of ICN1+ CLLin
our cohort may be related to the presence of mainly R/R CLL,
suggesting a potential correlation between NOTCH1 activation
and a resistant phenotype. As the median duration of response to
ibrutinib in CLL prospective cohort studies inversely correlated
with the number of prior therapy lines, our data further support
the results of dlinical trials on the use of ibrutinib as first-line
therapy, when the incidence of ICN+ CLL is expected to be low.

NOTCH1 activity is downregulated in patients with CLL under
ibrutinib treatment

We next investigated whether and how ibrutinib affected
NOTCH1 activation during the course of therapy, analyzing serial
purified CLL cells samples collected from patients at baseline and
after different times from the initiation of therapy.

First, we examined whether the clonal frequency of the
NOTCHI1-mutated gene changed during the course of treatment.
A ddPCRanalysis of the NOTCH1 mutation burden did not reveal
any significant alteration from baseline during 1-year follow-up
(Fig. 6A), indicating that ibrutinib has no impact on the clonal
selection of NOTCH1 mutations.

Then, we measured by Western blotting the status of the
NOTCH1 activity on purified CLL cells from ibrutinib-treated
patients. As shown in Fig. 6B, there was a progressive reduction of
NOTCH1-1CD expression during the course of therapy. Specifi-
cally, the levels of cleaved NOTCH1 were significantly decreased
starting at month 1 compared with baseline and reached approx-
imately 5x reduction after 1-year treatment (N = 18; P < 0.01).
The presence of a NOTCH1 mutation delayed the clearance of
NOTCH1-ICD that was significantly reduced from baseline after
6-month treatment (N = 6; P < 0.05; Supplementary Fig. S8).
Notably, NOTCH1 activity resulted similarly low in both
NOTCHI1-mutated and unmutated samples at 1-year follow-up.

Ibrutinib treatment typically leads to the emergence of lym-
phocytosis that can persist foralong time even in the presence ofa
clinical benefit. In our patients, the reduction of NOTCH1-ICD
levels by ibrutinib was morerapid and profound in patients with a
lower number of lymphocytes in the PB (Fig. 6C).

Activation of NOTCH1 target genes represents a reliable read-
out of NOTCH1 activity. A recent study identified ¢-MYC as a
NOTCH1-transactivated gene (22). To further define the impact
ofibrutinib on NOTCH1 activity, we measured mRNA expression
of -MYC in serial CLL samples. Our data demonstrated that this
NOTCH1 target was significantly downregulated after 3 months
of ibrutinib treatment (N = 25; P< 0.001; Fig. 6D). Conversely, a
transcriptional downregulation of the NOTCH1 gene occurred at
later time points, with a significant mRNA reduction observed
after 1-year treatment (N = 25; P < 0.05; Fig. 6D).

In keeping with in vitro data, these results suggest that the in vivo
NOTCH1 activity was significantly reduced by the BTKi during
treatment.

NOTCH 1 activation is a marker of resistance, disease evolution,

and treatment adherence in patients under ibrutinib therapy
Mechanisms of resistance to ibrutinib so far identified are the

result of mutations in BTK or PLCG2 genes. To date, these
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mutations precede clinical relapses in most of the cases, but the
existence of other concomitant or alternative biological escape
mechanisms of CLL cells treated with ibrutinib remains unclear.

Patients 1-2. To explore the role of NOTCH1 as a new molecular
mechanism of drug resistance, we analyzed serial samples from
two patients treated with ibrutinib who developed CLL progres-
sion during the course of therapy. Ibrutinib treatment of the first
patient determined blood count normalization and a significant
reduction of lymph node dimensions in 1 year. However, after
15-month treatment, we observed CLL progression. Sanger
sequencing analysis excluded BTK mutations, but showed a new
variant of the PLCG2 gene (Supplementary Fig. $9). This mutation
consisted in a K722R point mutation that affected the SH2 loci of
the auto-inhibitory domain, the same region of the R665W
mutations previously described in ibrutinib-resistant patients.
We hypothesized that the newly identified K722R variant might
have similar capability.

Notably, the levels of activated NOTCH1-ICD protein in cells
collected during treatment directly correlated with disease activity
(Fig. 7A). Upon ibrutinib treatment, NOTCHI1-ICD levels
decreased gradually and consistently over time and became
undetectable after 7 months. Strikingly, ibrutinib-resistant CLL
cells showed again a cleaved NOTCH1 band. We documented a
similar clinical and NOTCH1-ICD expression trend in a second
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patient lacking BTK/PLCG2 mutations while relapsing under
ibrutinib (Supplementary Fig. S10).

These data indicated that NOTCH1 deregulation was concom-
itant or alternative to BTK/PLCG2 mutations in patients with CLL
relapsing under ibrutinib treatment.

Patient 3. Despite ibrutinib’s activity in CLL, treatment has to be
prematurely stopped in cases of Richter transformation (RT;
refs. 33, 34). We explored the role of NOTCH1 signaling in such
setting, as reasons for treatment failure are still under investiga-
tion. Wereporta case of a patient starting ibrutinib for progressive
CLL with nasopharyngeal invasion and cervical lymphadenopa-
thy, together with del(17p). After 1 month of therapy, neck lymph
node size was higherthanbaseline with histologic documentation
of RT. The levels of activated NOTCH1-ICD in PB CD19 " /CD5 "
cells paralleled disease transformation (Fig. 7B).

Patient 4. Many patients treated with ibrutinib develop adverse
events, representing drug-limiting toxicity with impact on
clinical outcomes. We measured NOTCH1 activity in serial
samples from a patient that discontinued ibrutinib for gastro-
intestinal toxicity. As shown in Fig. 7C, the levels of the cleaved
NOTCH1 band became barely detectable during ibrutinib
treatment and increased again after drug withdrawal. These
data provide further support for a link between the
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antileukemic activity of ibrutinib and its capacity to modulate
the NOTCH1 signaling.

Discussion

BCR signaling plays an integral role in B-cell malignancies’
development, representing a ripe target for innovative therapy
in CLL. Thus, the identification of molecular mechanisms
underlying BCR inhibition and novel interaction partners of
the BCR has the potential to further improve CLL-targeted
treatments. In this study, we provided new evidence of a
relationship between the BCR pathway and NOTCH1 activity.
In vitro, the BTK inhibitor ibrutinib impaired NOTCH 1 activity
while BCR stimulation increased NOTCH-ICD levels, suggest-
ing that BTK might be one of the regulators of NOTCH1
signaling activation in CLL.

The interaction between NOTCH and BCR has been previously
described in murine primary B cells (35), in which NOTCH1
appeared as an important mediator of BCR-induced enhance-
ment of B-cell activation. In this context, BCR stimulation
increased NOTCH1 mRNA and protein expression, but not sig-
naling activation, for which it was necessary the interaction of
activated B cells with a NOTCH ligand. Conversely, our findings
showed that in CLL, BCR stimulation alone was able to enhance
NOTCH]1 activation as evidenced by the increased nuclear levels
of NOTCH1-ICD and NOTCH1 transcriptional signature. Inter-
estingly, these data support the hypothesis of an intrinsic ligand-
independent mechanism of NOTCH activation in CLL that could
synergize with the BCR signaling for leukemia progression. In this
respect, Thomas and colleagues (36) demonstrated that the
proliferation of B cells depends on NOTCH, CD40, and BCR
activity in vitro. Moreover, data from lymphoma cell lines suggest
that NOTCH signaling might interact with BCR signaling at the
level of their common downstream gene c-MYC to regulate cell
proliferation and apoptosis (37). In agreement with the above
observation, even in CLL cells, both BCR and NOTCH signaling
lead to MYC activation for the leukemic clone expansion (38).

In this work, we provided new evidence for BTKi off-target
effects thatinvolve downregulation not only of NOTCH1 butalso
of NOTCH2 activity and JAGGED1 expression. In many tumor
subtypes, ibrutinib appears to work via several intracellular sig-
nals of cancer growth demonstrating that this drug is not entirely
specific in its binding to BTK (39, 40). Ibrutinib efficacy was
associated to a direct anti-EGFR effectin lung cancer (41) or to the
activity against EGFR-induced NF-xB activation in glioma (42).In
addition, ibrutinib reduced phosphorylated HER2 and AKT in
breast cancer (43), while sensitivity to inhibition of BTK has been
demonstrated in MYC-amplified esophageal tumor lines (44).
Interestingly, aberrant NOTCH signaling activation has been
implicated in many of the abovementioned solid tumors (45).
Therefore, our finding of the anti-NOTCH effects of ibrutinib
might open new potential avenues for expanding the clinical
utility of BTK inhibitors by repurposing this drug to other
NOTCH-related tumors, beside CLL.

Mechanistically, the evidence that specific silencing of BTK
decreased the levels of NOTCH1-1CD in CLL cells suggested that
the anti-NOTCH1 effect of ibrutinib partially depends on the
inhibition of BTK activity. Moreover, results of in situ PLA experi-
ments showed the presence in CLL cells of NOTCH1-ICD/BTK
complexes, whose number was reduced after ibrutinib treatment.
On this basis, we suggest that active BTK interacts with NOTCH1-
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ICD to maintain its levels, and that ibrutinib leads to NOTCH1-
ICD downregulation by causing weakening of NOTCH1-1CD/
BTK interactions.

We showed that when ibrutinib was used in patients with CLL,
it exhibited a strong clinical activity associated with downregula-
tion of NOTCH1 signaling. This latter effect began to be signif-
icant 1 month after the initiation of ibrutinib in patients with CLL,
suggesting that pathways other than BTK, may maintain NOTCH1
signaling or contrast NOTCH1 downregulation induced by ibru-
tinib in early phase of treatment.

Our results showed that NOTCH1 signaling was restored at
relapse and remained activated in RT. These data suggest that
NOTCH1 activation contribute to counteract the antileukemic
activity of ibrutinib, representing a new potential mechanism of
drugresistance. In keeping with this hypothesis, we demonstrated
that ibrutinib exerted in vitro increased cytotoxicity in CLL cells
with inactive NOTCH1 compared with CLL-expressing NOTCH1-
ICD. An additional dlinical implication of our findings is that
ibrutinib-treated patients may benefit of combinatorial drug
therapy to target multiple pathways that are linked to the BCR
signaling, including the NOTCH pathway. In this context,
Secchiero and colleagues (46) recently described the potential
antileukemic activity of the combination of ibrutinib with GSIs in
primary CLL cells in vitro. The use of GSIs in clinical trials showed
on-target toxicities that have been, in part, overcome by altering
the schedule of delivery and attenutated by the use of ster-
oids (47, 48). Thus, the identification of more selective NOTCH1
antagonists represents an alternative method to target NOTCH1
in CLL avoiding the risk of GSls toxicity (7, 49). We recently
demonstrated that bepridil is an anti-NOTCH1 molecule with
antileukemic effects in preclinical models of CLL (32). Here, we
demonstrated that bepridil enhanced the cytotoxic effect of ibru-
tinib against primary CLL cells, underlying the high potential of
NOTCH-targeted therapies in overcoming CLL drug resistance.
Because the effects of ibrutinib-bepridil combination do not
appear to be synergistic, the individual components of BTK and
NOTCH1 inhibitor combination should be carefully selected in
future translational research in CLL. Moreover, to identify the
patients who could benefit from these combined therapies, it
would be relevant to characterize the interactions between BCR
and NOTCH1 pathways in CLL subsets carrying distinct stereo-
typed BCR, in particular, in CLL of the stereotyped subset 8 that
are characterized by a high frequency of NOTCHI mutations and
a robust BCR signaling (50).

Our in vitro data showed that the cytotoxic efficacy of ibrutinib
is similar in NOTCHI-mutated and unmutated patients. Conse-
quently, the presence of NOTCHI mutations did not negatively
impact the efficacy of ibrutinib on the outcome of our CLL cohort,
in line with the results of prospective studies using ibrutinib in
CLL. In the RESONATE trial of patients with previously treated
CLL(51), the 18-month PFS with ibrutinib was similar regardless
of baseline genetic NOTCH1 status. Overall response and PFS
were not influenced by the presence of NOTCHI mutations in a
subgroup analysis of the RESONATE-17 that included only del
(17p) patients (52). Evolutionary dynamics induced by targeted
therapy in CLL have been analyzed by whole-exome sequencing
of samples during ibrutinib therapy (53). Over the first year of
treatment, BTK-targeted therapy is associated with overall clonal
stability in more than half of CLLs. We described that the
NOTCH1 mutational burden in the leukemia clone did not
significantly change over the first-year treatment. The general
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stability of NOTCHI1-mutated clones is consistent with prior
studies reporting comparable response rates to ibrutinib for both
NOTCH-mutated and wild-type CLL (51).

Relapse of CLL after ibrutinib is anissue of clinical significance.
On the basis of published data, the cumulative incidence of
discontinuation for progression is variable between patient popu-
lations ranging from 19% in the R/R (54) to 43% in high-risk
CLL (5). Mutations in BTK and PLCy2 have emerged as main
mechanisms of drug resistance (55). Specifically, the mutation of
a cysteine residue of BTK reduced the ibrutinib-binding affinity
while PLCy2 mutations promoted BTK-independent BCR
activation (6).

However, not all patients carry these mutations (55), and there
are alternative mechanisms that bypass BTK in other ibrutinib-
resistant lymphoproliferative disorders (56). Our data point to
the assessment of NOTCH1-ICD levels as a new marker of disease
response and indicate NOTCH1 activation as an alternative
mechanism underlying acquired resistance, independent of
BTK/PLCG2 mutations. It could therefore be advantageous to
monitor NOTCH1 activation status in CLL under ibrutinib treat-
ment to track the evolution of the malignant clone for the
optimization of follow-up timing and eventually inform further
treatment choices.

In conclusion, we demonstrated that the therapeutic response
to ibrutinib isassociated with the decrease of NOTCH 1 activation,
an important pathway for CLL pathogenesis. Activated NOTCH1
represents a new mechanism of resistance and a marker to
monitor disease response in CLL. All these findings not only
provide further support to ibrutinib therapy optimization, but
also forits exploration in combination with anti-NOTCH1 agents
in the setting of primary or acquired resistance.
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Correlated to the NOTCH1 and
IGHV Mutational Status
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Carlo Sorrentino?, Chiara Rompietti’, Francesco Maria Adamo, Manuel Nogarotto’,
Debora Cecchini’, Elena Mondani’, Estevao Carlos Silva Barcelos ", Lorenzo Moretti’,
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Raffaella Giancola®, Francesco Guardalupi?, Francesca Ulbar?, Sara Plebani®,
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Italy, 3 Department of Biological Sciences, Postgraduate Program in Biotechnology (UFES), Federal University of Espirito
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NOTCH1 mutations and deregulated signal have been commonly found in chronic
lymphocytic leukemia (CLL) patients. Whereas the impact of NOTCH1 mutations on
clinical course of CLL has been widely studied, the prognostic role of NOTCH1
activation in CLL remains to be defined. Here, we analyzed the activation of
NOTCH1/NOTCH2 (ICN1/ICN2) and the expression of JAGGED1 (JAG1) in 163 CLL
patients and evaluated their impact on TTFT (Time To First Treatment) and OS (Overall
Survival). NOTCH1 activation (ICN1+) was found in 120/163 (73.6%) patients. Among
them, 63 (52.5%) were NOTCH1 mutated (ICN1+/mutated) and 57 (47.5%) were
NOTCH1 wild type (ICN1+/WT). ICN1+ patients had a significant reduction of TTFT
compared to ICN1-negative (ICN1-). In the absence of NOTCHT mutations, we found
that the ICN1+/WT group had a significantly reduced TTFT compared to ICN1-
patients. The analysis of /IGHV mutational status showed that the distribution of the
mutated/unmutated /GHV pattern was similar in ICN1+/WT and ICN1- patients.
Additionally, TTFT was significantly reduced in ICN1+/ICN2+ and ICN1+/JAG1+
patients compared to ICN1-/ICN2- and ICN1-/JAG1- groups. Our data revealed for
the first time that NOTCH1 activation is a negative prognosticator in CLL and is not
correlated to NOTCH1 and IGHV mutational status. Activation of NOTCH2 and
JAGGED1 expression might also influence clinical outcomes in this group, indicating
the need for further dedicated studies. The evaluation of different NOTCH network
components might represent a new approach to refine CLL risk stratification.

Keywords: risk stratification, NOTCH1 chronic I ia, IGHV ion, NOTCH1
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INTRODUCTION

NOTCHI mutations and deregulated signal have been
commonly found in chronic lymphocytic leukemia (CLL)
patients (1, 2). Clonal NOTCHI mutations have been detected
in up to 20% of CLL while recent evidence showed that the
NOTCHI pathway can be constitutively activated independently
of mutation in about 50% of patients (3, 4).

However, whereas the impact of NOTCHI mutations on the
clinical course of CLL has been widely studied (5, 6), the role of
NOTCHI activation remains to be defined. Furthermore, we
previously showed that CLL cells exhibit a constitutively
activated NOTCH2 and express the JAGGED1 ligand which is
involved in IL4-induced CLL cell survival (2, 7-9) whose
prognostic role in CLL is largely unknown. A better
understanding of the NOTCH network in CLL may not only
help to refine prognosis, but also expand therapeutic strategies
based on the use of single anti-NOTCH molecules (10) or their
combination with new drugs (11).

In the present retrospective study, we analyzed the role of
NOTCHI/NOTCH2 activation and JAGGEDI expression in the
outcome of CLL patients and weighed up their impact in
comparison with NOTCHI and IGHV mutational status.

MATERIALS AND METHODS

Neoplastic B cells were obtained from the blood of patients at the
diagnosis of CLL using Ficoll density-gradient centrifugation
followed by sheep erythrocyte rosetting. The purity of CD19+/
CD5+ cells (90%, range 70-99%) was determined by flow
cytometry (EPICS-XLMCL; Beckman Coulter, Brea, CA, USA)
analysis using anti-CD45, CD19, CD5, CD11b, CD3 monoclonal
antibodies (moAbs) on 7AAD negative (Beckman Coulter,
Brea, CA, USA).

Western blot (WB) analysis was performed on protein lysates
(20 pg) extracted from CLL cells freshly isolated from peripheral
blood samples collected at diagnosis, using the Cleaved NOTCH1
Val1744 (clone D3B8) moAb (Cell Signaling Technology, Beverly,
MA, USA) to detect activated NOTCHI intracellular domain
(ICN1+), the polyclonal NOTCH2 antibody Cleaved-Vall697
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA), anti-JAGGEDI1 C-terminal
(clone TS1.15H) (DSHB Developmental Studies Hybridoma Bank,
IA, USA) and anti-GAPDH moAb (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO,
USA). Signals were detected using appropriate horseradish
peroxidase-conjugated secondary antibodies. Densitometric
analysis was performed using Quantity One software (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). GAPDH was used as an analysis control.
Samples in our cohort were classified as ICN1 negative (ICN1-)
when no signal was detected after 30 min exposure (long exposure),
while all the others were classified as positive. To exclude technical
issues causing false ICN1-, in each WB session, we evaluated the
quality of ICN1 staining, loading Molt4 cell line lysate as positive
control for delCT mutation, or Jurkat cell line lysate as positive
control for NOTCH1 activation.

Genomic DNA was isolated using the Maxwell® system
(Promega Corporation, Madison, WI, USA) and the c.7544-

7545 delCT NOTCH1 mutation screening was performed using
droplet digital PCR (ddPCR) to determine the percentage of
allelic burden. The droplet generated included ddPCR Supermix
for Probes2x (no dUTP; Bio-Rad), NOTCHI probes assays 20x
(FAM probe dHsaCP2500500 and HEX Probe dHsaCP2500501;
Bio-Rad) and 150 ng of sample DNA. The mix was amplified by
PCR according to the probes’ data sheet and analyzed by QX200
Droplet Reader (Bio-Rad). Scatter plot analysis specifically
determine the NOTCHI allelic frequency mutation. The false
positive threshold was determined as the upper limit of the
mutant allele concentration error bars of the WT control,
whereas the value of 0.03% was defined as the lower limit for
the NOTCHI1 mutation. Patients with three positive events, out
of a total of 10,000, were defined as NOTCHI mutated. The value
of 20% define the subclonal vs clonal groups.

IGHV mutational status was analyzed according to
ERIC recommendations.

Statistical analyses were performed with Prism Software
(GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Clinical and biological
features between groups were compared using the Fisher’s exact test
for categorical data and the non-parametric Mann-Whitney for non-
paired data. Survival was calculated from the date of diagnosis to the
date of first treatment (TTFT) or date of death (OS) using the
Kaplan-Meier method. A multivariable Cox’s regression model was
fitted to estimate hazard ratios (HRs) and their 95% confidence
intervals (95%ClIs), using the R software environment (version 4.0.3).
A p value < 0.05 was considered significant.

The study was conducted according to the guidelines of the
Declaration of Helsinki and approved by the local Ethics Committee
of the University of Perugia, Perugia, Italy (approval 2015-001).

RESULTS AND DISCUSSION

Peripheral blood samples were obtained from CLL patients at
diagnosis after informed consent. Patient characteristics are
described in Supplementary Table 1.

To identify NOTCHI activated CLL cases, we performed
Western blot (WB) analysis of the cleaved (Val1744) intracellular
domain of NOTCHI1 (ICN1) in 163 patients, which revealed
ICN1 expression in 120 samples (73.6%) (Supplementary Table
1 and Figure 1A). Among ICN1+ patients, 63/120 (52.5%) were
NOTCHI mutated (ICN1+/mutated) while 57/120 (47.5%) were
NOTCHI WT (ICN1+/WTT).

Patients were defined mutated or WT based on the NOTCH1
allelic frequency (AF) assigned by droplet digital PCR (ddPCR):
mutated patients had an AF >0.03%, while WT patients had an
AF <0.03%. Furthermore, NOTCH1 mutations were classified as
clonal (AF >20%) or subclonal (AF <20%) (Supplementary
Figure 1). NOTCHI subclonal mutations (AF =0.6%) were
found only in seven ICNI1- patients out of 43 and were not
associated with activation of NOTCHI1 signaling, as
demonstrated by the absence of ICN1 in WB analysis, even
using a long exposure. These data suggest that the activation of
the NOTCHI pathway is not strictly dependent on the presence
of mutations.
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FIGURE 1 | Analysis of NOTCH1 activation and mutations in CLL patients. (A) Western blot analysis of NOTCH1 activation in whole cell lysates from 163 primary
CLL cells. Short and long exposure of NOTCH?1 activation (ICN1-/+) in 24 representative NOTCH1 WT (ACT-) and NOTCH7 mutated (ACT+, with relative AFs) CLL
cases. ICN1 Val 1744 (WT) indicates the ICN1 NOTCH1 WT band, whereas ICN1 Val 1744 (Mut) indicates the ICN1 NOTCH? mutated band (the difference in
molecular weight is due to the presence of the deletion of a portion of PEST1). The Molt4 cell line was used as positive control. Protein loading was assessed by
reprobing the blots with an anti-GAPDH antibody. (B) Kaplan-Meier analysis was used to determine TTFT in NOTCH1 mutated patients (NOTCH7 MUT) (h = 70)
compared to NOTCH1 WT patients (n = 93) (80 vs 131 months, p = 0.04). Kaplan-Meier analysis was used to determine the influence on TTFT of the NOTCH1
activation and mutation status. Time to first treatment analysis according to: (C) NOTCH1 activation status (ICN1-, n = 43 and ICN1+, n = 120); (D) NOTCH1
activation status (ICN1-, n = 43) and NOTCH1 mutational status: ICN1+/WT (n = 57) and ICN1+/Mut (n = 63); (E) NOTCH1 activation status (ICN1-, n = 43) and
NOTCH1 mutational status: ICN1+/WT (n = 57), ICN1+/Clonal mutated (n = 16) and ICN1+/Subclonal mutated (n = 47). (F) Stacked bar graph shows the IGHV
mutational status in CLL patients with ICN1- compared to ICN1+/WT (Fisher’'s exact Test). “**p < 0.001; *p < 0.01; ‘p < 0.05; and n.s., not significant.

Subsequently, we analyzed the TTFT of patients bearing
NOTCHI mutations and we found that it was significantly
shorter if compared to the TTFT of patients bearing the WT
allele (80 vs 131 months, p = 0.04) (Figure 1B). This confirmed
the role of the NOTCHI mutation as a negative prognostic factor
in CLL, as reported by Minervini et al., 2016 (3).

Then, we assessed the prognostic significance of ICN1
activation on TTFT and OS, and we found that ICN1+
patients (including both NOTCHI1 mutated and WT) had a
significant reduction of TTFT compared to ICN1- (p < 0.05;
Figure 1C). OS was not significantly different (Supplementary
Figure 2A). Analysis of ICN1+/mutated versus ICN1+/WT
patients showed a similar TTFT (Figure 1D), as well as ICN1
—/mutated versus ICN1-/WT patients (p = 0.9; data not shown),
suggesting that NOTCH1 activation could impact on TTFT
regardless of the NOTCHI mutation. Surprisingly, we found
that the ICN1+/WT group had a significantly reduced TTFT
compared to ICN1- patients (67 vs 154 months; p < 0.05)
(Figure 1D). OS was similar in both groups (Supplementary
Figure 2B). Furthermore, within ICN1+ patients, when we
considered clonal vs. subclonal NOTCHI mutations, TTFT was
significantly reduced in patients carrying a clonal mutations
(Figure 1E) suggesting that allelic ratio remains a key factor.

These data suggested that NOTCHI activation was a negative
prognosticator in CLL, regardless the NOTCHI mutation status.
These findings were further strengthened by recent lines of
evidence that demonstrated how NOTCHI signaling is able to
induce equivalent transcriptional programs in NOTCHI mutated
and NOTCHI WT cases (4).

To further explore the prognostic role of NOTCHI1 activation in
NOTCH1 WT patients, we analyzed its correlation with the IGHV
mutational status. Results showed that the distribution of the
mutated/unmutated IGHV pattern was similar in ICN1+/WT
and ICN1- patients (Figure 1F). Given the poor outcome of
ICN1+/WT patients, non-mutated but active NOTCH1 might
unveil a new prognostic category with a poor outcome which is
not correlated to the IGHV mutational status.

To confirm the role of NOTCHI activation as an independent
prognostic marker in CLL, we performed a multivariate Cox
regression analysis, including NOTCHI mutational status, IGHV
status, sex, Rai stage (0-1) and FISH results. Surprisingly,
NOTCHI activation (ICN1+) failed to be significant, if
considered alone (Supplementary Table 2). However, if
combined (ICN1+/Mut) with NOTCH1 mutational status, which
also failed to be an independent prognostic marker when
considered alone (3), NOTCH1 activation revealed an

Frontiers in Oncology | www.frontiersin.org

May 2021 | Volume 11 | Article 668573

179



Baldoni et al.

NOTCH?1 Activation and CLL

independent prognostic effect on the outcome of interest, even after
adjustment for IGHV mutational status and other confounders
prognosticator (HR: 2.14, p = 0.046) (Supplementary Table 2).
Separating clonal and subclonal mutations, this prognostic effect is
lost in ICN1+/Subdonal patients while it is maintained in ICN1
+/Clonal patients, confirming what had been demonstrated by the
univariate analysis (Figure 1E).

To investigate the role of NOTCH2 activation and JAG1
expression in CLL progression, we performed WB analysis of
NOTCH2 (ICN2) and JAGI expression in 130 patients (Figure
2A) and analyzed their impact on TTFT and OS.

First, to confirm that, also in this group of patients, NOTCH1
activation was a negative prognosticator, we performed WB
analysis of ICN1 in 125 patients among the 130 patients in the
cohort. The results demonstrated that there was a significant
reduction in TTFT between ICN1- and ICN1+ patients
(Supplementary Figure 3A) (154 vs. 71 months p = 0.041).
Furthermore, ICN1- patients had significantly longer TTFT than
ICN1+/WT patients (154 vs. 67; p < 0.05) and ICN1+/mutated
patients (154 vs. 71; p <0.05), while TTFT was similar between ICN1
+/WT patients and ICN1+/mutated patients (67 vs. 71; p > 0.05),
confirming the role of NOTCH1 activation as prognostic marker,
not correlated to NOTCHI mutation (Supplementary Figure 3B).

The ICN2 protein was positive in 71/130 (55%) while JAG1 in
69/130 (53.1%) samples. Since the prognostic impact of the
NOTCH1 mutation is now well known, samples with NOTCH1
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mutation were excluded from the analysis to better define the
role of the activation state of ICN1, ICN2 and JAG1 expression.
Furthermore, the evaluation of the prognostic impact of ICN2
and JAG1 was performed in patients stratified for the presence or
the absence of ICN1.

The expression of ICN2 (n = 12) or JAG1 (n = 10) alone showed
a better TTFT (Figures 2B, C) than activated ICN1 only (n = 20)
(131 and 154 vs 85 months; p = 0.49; p = 0.17, respectively).

Interestingly, TTFT was significantly reduced in ICN1+/ICN2+
and ICN1+/JAG1+ samples compared to ICN1-/ICN2- and ICN1
~/JAG1- (Figures 2B, C; p < 0.05). Expression of both ICN1 and
ICN2orJAG1did not affect OS (Supplementary Figures 2C, D).
Altogether, these results are not able to support an additional
detrimental effect of ICN2 and JAG1 on CLL outcome when
leukemic cells co-express or not ICN1. To clarify this point,
further studies on larger cohorts of patients are needed.

Analysis of the concomitant presence of ICN1, ICN2 and
JAGI proteins in 125 patients revealed 9.6% (n = 12) triple
negative (ICN1-/ICN2-/JAG1-) and 28% (n = 35) triple
positive (ICN1+/ICN2+/JAG1+) CLL (Supplementary Figure
4A). Interestingly, this latter group showed a tendency toward a
reduced TTFT compared to triple negative CLL, in the absence of
NOTCHI mutations (Supplementary Figure 4B).

Although not significant for the small number of patients
analyzed, these data underlie the importance of NOTCH
network profiling in CLL.
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FIGURE 2 | Analysis of NOTCH1, NOTCH2 activation and JAGGED1 expression in CLL patients. (A) Representative Westem blot analysis of NOTCH2 activation
and JAGGED1 expression in whole cell lysates from 130 primary CLL cells. Protein loading was assessed by reprobing the blots with an anti-GAPDH antibodly.
Kaplan-Meier analysis was used to determine the influence on TTFT of the NOTCH2 activation status and JAGGED1 expression in 125 CLL patients. Time to first
treatment analysis according to: (B) activation status of NOTCH1 (n = 49) compared to NOTCH2 (n = 41) activation status in NOTCH1 WT patients; (C) NOTCH1
activation status (n = 50) compared to JAGGED1 expression (n = 40) in NOTCH7 WT patients. ‘p < 0.05; and n.s., not significant.
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Altogether, our data provide insights into the prognostic role
of NOTCHI activation in CLL lacking NOTCHI mutation.
Notably, we have identified ICN1+CLL as a new group of
patients with a negative outcome, not correlated to NOTCHI
and IGHV mutational status.

The aberrant NOTCHI signaling in CLL cells regulates several
genes that influence key biological aspects of neoplastic cells, such as
apoptosis, cell growth, cell migration, interactions with the
microenvironment and B Cell Receptor (BCR) activation. It has
been shown that a synergistic cooperation between NOTCH1 and
BCR strongly supports the survival/proliferation of CLL cells and
contributes to a progression of the disease (11) but also to the
transformation into Richter’s syndrome (RS) (12). Furthermore, it
has been recently shown that ligand-dependent activation of
NOTCHI signaling, via constitutive PI3K/AKT activation,
promotes CLL transformation towards RS in Eu-TCLI mice in
vivo (13), thus further supporting the association between non-
mutational NOTCH1 activation and a poor prognosis. Based on
these notions, the most likely hypothesis is that, in CLL cells,
NOTCHI mutations, by stabilizing ICN1 levels, potentiate an
oncogenic signaling that was initiated by interactions between the
NOTCH1 receptor expressed on leukemic cells and ligands
expressed on cellular microenvironment (14). Previous data have
shown that NOTCH1 activation promotes a genetic program in
CLL cells similar to that induced by the NOTCHI mutation (4) and
our data show, for the first time, a correlation between these
transcriptional levels and clinical outcome.

We have also shown that activation of NOTCH2 and JAGGED1
expression might also influence dinical outcomes in ICN1+CLL
patients, indicating the need for further dedicated studies. Overall,
our data implicate the evaluation of different NOTCH network
components as a new approach to refine CLL risk stratification.

However, given the limited size of our cohort, further studies
in a larger cohort of patients are needed to confirm the
significance of non-mutational NOTCH1 activation and
different NOTCH network components in CLL prognosis.
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6 CONCLUSOES

Foi identificada associagcdo da variante genética rs9411207 do gene NOTCH1 com
excesso de peso (sobrepeso / obesidade) em uma coorte multiétnica composto
somente por idosos. Também, a presenca de mutacées em NOTCH1 nos pacientes
com LLC estd associada com maior resposta integrada ao estresse e resposta ao
tratamento com curcumina e combinagdo com o anti-Bcl2 venetoclax. Tais achados
contribuem para o avanco do conhecimento sobre marcadores genéticos para estas
doencas complexas. As descobertas deste estudo devem ser estudadas em outras
populacdes a fim de confirmacdo dos resultados e desenvolvimento de abordagens
mais aplicadas voltadas para a medicina de precisdo, tanto na identificacdo de

individuos em risco, quanto em relacéo a resposta terapéutica.
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Prezada Professora,

O projeto de pesquisa n.° 2044, intitulado "ESTUDO SABE Il 2010: SAUDE,
BEM-ESTAR E ENVELHECIMENTO - ESTUDO LONGITUDINAL SOBRE AS
CONDIGOES DE VIDA E SAUDE DOS IDOSOS NO MUNICIPIO DE SAO PAULO", ja
havia sido considerado aprovado por este Comité. Em razic de emenda, informando
sobre a intenclio de envio de material bioldgico {genstico) dos sujetos da pesquisa ac
exterior, este projeto fora encaminhada @ CONEP, O material biolagico de cerca de
1400 pessoas. coletade em etapas anteriores da mesma pesquisa, estava congelado
sob a guarda da pesquisadora. Neste momento do estabelecimento de parceria
internacional de pesquisa a CONEP manifestou-se favoravel a aprovacio desde qgue
se atendesse a uma lista de sugestdes/recomendagdes.

Dessa forma, & proponente forneceu respostas as 5 recomendacgdes, incluindo
um cronograma, planilha orgamentaria e esclarecimento sabre custeic,

A folha de rosto anexada agora contém data e assinaturas solicitadas pela
CONEP. apresentandc-se adequada nesta verszo. O orcamento, que & elevado, esta
sendo coberio pela Fapesp ou esta em franca negociagdo com a Human Longevily
ime. O cronograma solicitadc também foi apresentade. A tradugde do dacumento
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modificagdes sugeridas pala CONEP

Tendo a CONEP se manifestado pela aprovacao e tenda este CEP verificado o
cumprimento das recomendagoes reitera a aprovacao da presente emenda.
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DADOS DO PROJETO DE PESQUISA

Titulo da Pesquisa: ESTUDO SABE - EADDE.. BEM-ESTAR E ENVELHECIMENTO - Coorte 2015
Estudo longitudinal de miltiplas coortes sobre as condigies de vida e saide dos
idosos no Municipio de S0 Paulo.

Pesquisador: YEDA APARECIDA DE OLIVEIRA DUARTE

Area Tematica:

Versao: 2

CAAE: 47883115.4.0000.5421

Instituigao Proponente: Faculdade de Sadde Publica da Universidade de S3o Paulo - FSPUSP

Patrocinador Principal: FUNDACAD DE AMPARD A PESQUISA DO ESTADD DE SAD PAULD

DADOS DO PARECER

Mimero do Parecer: 3.600.782

Apresentagio do Projeto:
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Objetive da Pesquisa:

Descrever & analisar padries de vida & de salde de idosos na cidade de S3o Paulo, bem como de seus
determinantes & fatores associados.

Avaliagio dos Riscos e Beneficios:

O projeto equacionou adequadamente a avaliagio de riscos e beneficios. Ja foi aprovade para as ondas
anteriores e ja havia sido aprovado gquanto a esse gquesito para a corrente avaliagio da 4a onda do
seguimento longitudinal.

Comentarios e Consideragbes sobre a Pesquisa:

A uUnica pendéncia levantada dizia respeito a solicitagio de informagies adicionais quanto ao envio ao
exterior de amostras de sangue para a realizagio de exames genéficos de interesse para o estudo.

Consideragies sobre os Termos de apresentagdo obrigatoriac
Foram apresentados os termos obrigatorios. O TCLE informa adequadamente aos participantes do

Endersgo:  Av. Doutos Amaida, 715
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Pilagirsa 01 da 83



Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

O Estudo SABE & um estudo sobre as condigdes de vida e salde das
pessoas com idade igual ou superior a 60 anos residentes no Municipio de S3o
Paulo. O referido estudo iniciou no ano de 2000 e teve continuidade em 2006 e,
novamente, em 2010 guando todos os participantes do estudo inicial que foram
localizados, foram revisitados e reentrevistados. O estudo é coordenado pela
Faculdade de Sadde Publica da Universidade de S3o Paulo, com financiamento
da Fundacdo de Amparo 3 Pesquisa do Estado de S3o Paulo (FAPESP) e
Ministério da Salde.

Em 2010 o Sr{a) participou desse Estudo quando, apds sua autorizagdo,
foram colhidas amostras de sangue, por pessoal capacitado e treinado para esse
fim, supervisionado por equipe qualificada, seguindo rotinas padronizadas. Com
uma parte dessas amostras foram realizados exames de laboratdrio especificos
cujos resultados foram enviados, na época, para o{a) Srla) acompanhado de
orientagdo a cada caso. Outra parte dessas amosfras de sangue ficaram
estocadas em laboratorio especifico para esse fim situado no Centro de
Pesquisas sobre Genoma Humano e Células-Tronco do Instituto de Biociéncias
da USP sob a responsabilidade da Prof Dr* Mayana Zatz.

MNesse momento estamos iniciando dois novos estudos que irdo utilizar as
amostras de sangue coletadas em 2010 e congeladas desde entSo. Por essa
razdo, estamos novamente entrando em contato com o(a) Sr{a) para solicitar sua
autorizagdo para ufilizar sua amostra de sangue coletada em 2010, que esta
estocada. Assim, ndo serd necessario coletar nova amostra de sanque.

Os estudos que vamos desenvolver sao:

1. Sequenciamento genético completo realizado por grupos de
pesquisadores especializados no Brasil, nos Estados Unidos e na
Inglaterra;

2. Anilise da proporg3o de pessoas idosas que, durante a vida, possam ter
sido infectadas por virus relacionados a doencas sexualmente
transmissiveis como a Sindrome da Imunodeficiencia Adquirida (HIV),
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