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Resumo

O transplante de células estaminais hematopoiéticas (HSCT) constituiu um
progresso marcante ao nivel do tratamento das doencas hematoldgicas. O HSCT
consiste na substituicdo do sistema hematopoiético de forma a restabelecer a fungéo
hematopoiética em doentes com comprometimento deste sistema e/ou do sistema imune.
Os individuos submetidos a HSCT, em consequéncia do seu estado imunossuprimido,
apresentam uma maior suscetibilidade a infecdes, destacando-se as infecbes por
citomegalovirus humano (HCMV).

As células estaminais hematopoiéticas (HSC) caraterizam-se pela sua capacidade
de multipoténcia e de autorrenovac¢ao, mantendo um estado de quiescéncia mas com a
capacidade de entrar no ciclo celular em resposta a estimulos externos. O equilibrio entre
a quiescéncia e a proliferagdo é firmemente regulado por mecanismos intrinsecos das
HSCs, destacando-se a via de sinalizacdo celular PISK-AKT-mTOR. O desequilibrio da
homeostasia desta via de sinalizagdo tem sido associado a transicdo do estado de
quiescéncia para a entrada em ciclo celular destas células, o que pode levar ao
esgotamento do pool de HSCs. Esta desregulacéo pode ser consequéncia da ocorréncia
de polimorfismos genéticos funcionais no microRNA-101 (miR-101), que € responsavel
pela inibicho do mMRNA de mTOR. Os miRNAs sdo importantes reguladores da expressao
de genes envolvidos em processos celulares fundamentais tais como desenvolvimento,
diferenciacéo, proliferagcéo, sobrevivéncia e morte celular.

Deste modo, foram realizados estudos com o objetivo de avaliar a influéncia de
polimorfismos genéticos em genes do miR-101 na sobrevivéncia de individuos
submetidos a HSCT, assim como avaliar a sua consequéncia funcional nos niveis de
expressao em circulacdo do miR-101.

Verificou-se que os polimorfismos genéticos englobados no estudo influenciam os
niveis de expressdo do miR-101. Os individuos portadores do gendétipo miR-101- CC
(rs12375841) apresentam niveis de expressdo 2,4 vezes aumentados deste miRNA
comparativamente aos individuos portadores dos genétipos TT/CT (P=0,040).
Observamos ainda uma tendéncia para niveis diminuidos do miR-101 associados ao
gendtipo CC quando ao polimorfismo miR-101 rs7536540.

De facto, os individuos portadores dos genétipos miR-101-TC/CC (rs12375841)
apresentam uma sobrevivéncia global significativamente superior comparativamente aos
individuos homozigoticos TT (47,1 vs. 41,4 meses, P=0,011). Contudo, ndo observamos
qualquer associacdo estatisticamente significativa entre os genétipos do polimorfismo

mMiR-101 rs7536540 e a sobrevivéncia global.
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Resumo

Verificou-se que a infecdo ativa por HCMV tem particular influéncia na
sobrevivéncia global a um ano. Os individuos com infecdo ativa por HCMV apresentam
uma sobrevivéncia inferior, estatisticamente significativa, comparativamente aos
individuos HCMV negativos (9,9 vs. 10,7 meses, P=0,020).

Em suma, propomos um modelo integrativo de follow-up baseado na infecdo por
HCMV e no background genético do individuo. Durante o primeiro ano apés o
transplante, o doente devera ser monitorizado regularmente para a infecdo por HCMV, de
forma a permitir uma intervencao terapéutica antecipada. A partir do sexto més apds o
transplante, a definicdo do background genético individual permitira a identificacdo de
subgrupos de risco que poderao beneficiar de terapias dirigidas.

A definicdo de um modelo integrativo constitui uma estratégia Gtil para um follow-
up dos doentes mais eficiente proporcionando assim uma medicina mais personalizada

no tratamento de neoplasias hematoldgicas.
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ABSTRACT






Abstract

Hematopoietic stem cells transplantation (HSCT) is considered a remarkable
improvement in the treatment of hematological malignancies. HSCT involves the
replacement of the hematopoietic system in order to restore hematopoietic function in
patients with this system and/or immune system compromised. Due to the
immunosuppression, the patient has an increased susceptibility to infections, laying
emphasis on infections by human cytomegalovirus (HCMV).

Hematopoietic stem cells (HSC) are characterized by their properties of
multipotency and self-renewal, maintaining a quiescent state but with the ability to enter
the cell cycle in response to external stimuli. The balance between quiescence and
proliferation of stem cells is tightly regulated by cell-intrinsic regulatory mechanisms,
giving prominence to the PI3K-AKT-mTOR pathway.

The disruption of homeostasis of this cell signaling pathway has been associated
with the transition from a quiescent state into cell cycle, which may lead to depletion of
HSCs pool. This deregulation may be due to functional genetic polymorphisms in miRNA-
101 (miR-101), which is responsible for the inhibition of MTOR mRNA. miRNAs are key
regulators of the expression of genes involved in essential cellular processes such as
development, differentiation, proliferation, survival and cell death.

Therefore, investigation studies were performed with the purpose of evaluating the
influence of miR-101 genetic polymorphisms in the overall survival of patients submitted to
HSCT, as well as assessing their functional consequence in the expression levels of
circulating miR-101.

The results suggest that the genetic polymorphisms studied interfere with the
expression levels of miR-101. Individuals carrying miR-101-CC (rs12375841) genotype
present a 2.4 fold increase of this miRNA compared to carriers of TT/CT genotypes
(P=0.040). We also observed a trend toward decreased levels of miR-101 associated with
the miR-101-CC (rs7536540) genotype. In fact, individuals carrying miR-101-TC/CC
(rs12375841) genotype show a significantly higher overall survival compared to TT
homozygous individuals (47.1 vs. 41.4 months, P=0.011). Nevertheless, we found no
significant association between the genotypes of miR-101 rs7536540 polymorphism and
the overall survival of patients undergoing HSCT.

Additionally, accordingly with the results, the active HCMV infection influences the
one year overall survival of patients. Individuals with active HCMV infection have a
significantly lower overall survival compared to HCMV-negative individuals (10.7 vs. 9.9
months, P=0.020).
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Abstract

To conclude, we propose an integrative model of patient follow-up based on
HCMV infection and individual genetic background. During the first year after
transplantation, the patient should be regularly monitored for HCMV infection, in order to
allow an early therapeutic intervention. Starting on the sixth month after transplantation,
the characterization of the individual genetic background will allow the identification of
high risk subgroups that may benefit from targeted therapies.

The definition of an integrative model is a useful strategy for a more effective
follow-up of patients submitted to HSCT, thus providing a more personalized medicine in

the treatment of hematologic malignancies.
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1. Introducédo

1.1. O Cancro: Conceitos Gerais

O cancro pode ser caraterizado como uma doenca genética envolvendo
desregulacdes gendmicas e epigenéticas que resultam na desregulacdo dos mecanismos
homeostaticos [1]. O processo de carcinogénese é um fendmeno complexo, multifasico e
multifactorial que culmina na aquisicdo de varias alteracdes celulares, o que resulta na
desregulacdo de mudltiplas vias de sinalizagdo celular envolvidas em processos como a
apoptose, a proliferacao, a diferenciacdo e a migracao celulares [2].

Estas alteracBes genéticas refletem-se no desenvolvimento de caracteristicas
fenotipicas que garantem as células tumorais a capacidade de invadir e metastizar,
apresentando uma vantagem competitiva relativamente as células normais [3].

Os ultimos avancgos relativos a biologia do cancro permitiram determinar algumas
das propriedades que diferenciam as células tumorais das células normais: a
autossuficiéncia relativamente aos fatores de crescimento, a capacidade de evasdo ao
sistema imunoldgico e a apoptose, angiogénese, potencial replicativo ilimitado, promog¢éao
da inflamacéo, instabilidade genémica e mutacdes, desregulacdo energética, capacidade
de invaséo tecidual e metastizagao [2].

Nos ultimos anos, o cancro tem-se revelado um problema crescente de saude
publica em todo o mundo, tornando-se numa das principais causas de morte em varios
paises. Estima-se que em 2020, em todo o mundo, o numero de novos casos de cancro
atinja aproximadamente os 17 milhdes, e que a mortalidade seja de aproximadamente de
10 milhdes (excluindo o cancro de pele ndo melanoma) (Figura 1) [4].

Nas mulheres, o cancro da mama continua a ser a neoplasia mais frequente
correspondendo a 29% das neoplasias diagnosticadas e é responsavel por cerca de 17%
das mortes por cancro na Europa. No caso dos homens, a neoplasia mais frequente é o
cancro da prostata representando cerca de 23% das neoplasias diagnosticadas e 10%
das mortes por cancro [4].

Cumulativamente, tem-se verificado um aumento da incidéncia das neoplasias
hematolégicas em consequéncia da crescente incidéncia das doencas cronicas e de
condi¢cBes associadas a fatores de risco, como sindrome metabdlico e inflamacgé&o crénica
[5]. Na Europa, as neoplasias hematolégicas correspondem a cerca de 25% das
neoplasias diagnosticadas e sdo responsaveis por cerca 21% de mortes por cancro.
Estima-se que em 2020 o nimero de novos casos seja de aproximadamente 250 mil

casos [4].
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Figura 1- Estimativa do nimero de novos casos de cancro para o ano de 2020 (GLOBOCAN 2012, IARC).

As neoplasias hematolégicas constituem um grupo heterogéneo de neoplasias
gue incluem cancros provenientes de O6rgdos hematopoiéticos primarios adultos (por
exemplo, medula 6ssea, sangue), como 0s mielomas e as leucemias, e 0s provenientes
de 6rgéos linféides secundarios (por exemplo, nédulos linfaticos), como os linfomas [6].

Estas neoplasias do sistema sanguineo resultam geralmente de eventos
patogénicos que perturbam o equilibrio homeostatico entre o turnover das células
hematopoiéticas maduras e a sua reposi¢do pelas células estaminais hematopoiéticas e
células progenitoras. Este fendmeno pode ser devido a desregulacdo da proliferagéo
levando, consequentemente, ao aumento da razdo células progenitoras/maduras, ou
ainda devido a aquisicdo de caracteristicas de autorrenovagdo por parte das células
progenitoras, que normalmente ndo se autorrenovam [6].

Infelizmente, este grupo de doencas € normalmente crénico necessitando de
repetidos ciclos de tratamento e encontra-se associado a mau progndéstico e a acentuada
morbidade pés-tratamento [6].

O tratamento das neoplasias hematoldgicas depende da idade, do estado geral de
saude do doente e do tipo de neoplasia. Os esquemas de tratamento podem incluir

combinacfes de quimioterapia, imunoterapia, radioterapia e o transplante de células
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estaminais hematopoiéticas (HSCT — do inglés Hematopoietic stem cell transplantation)
[7].

O transplante de células estaminais foi um desenvolvimento relevante para o
tratamento das doencas hematoldgicas e algumas condi¢des ndo hematoldgicas. A
grande maioria dos casos de HSCT é associada a neoplasias hematopoiéticas como a
leucemia mieloide aguda (32%), a leucemia linfoblastica aguda (16%), sindromes
mielodisplasicos (16%) e linfoma ndo-Hodgkin, e uma pequena percentagem é associada
ao tratamento de tumores sélidos (neuroblastoma ou sarcoma de Ewing - 1%) e doencas
autoimunes (0,8%) (Tabela 1) [8].

Atualmente, o transplante de células estaminais hematopoiéticas oferece a melhor
hip6tese de cura para muitas das patologias ja referidas comparativamente aos

tratamentos alternativos existentes.

Tabela 1- Doengas comummente tratadas com HSCT

Doencas normalmente tratadas por HSCT

Transplantes Autélogos

Mieloma Mdiltiplo

Linfoma N&o-Hodgkin
Leucemia Mieloide Aguda
Neuroblastoma

Cancro do ovario

Tumores das células germinais
Doengas Autoimunes
Amiloidose

Cancro

Outras Doencas

Transplantes Alogénicos

Leucemia Mieloide Aguda
Leucemia Linfoblastica Aguda
Leucemia mieloide cronica
Sindromes Mielodisplasicos
Cancro Doencas Mieloproliferativas
Linfoma Nao-Hodgkin
Linfoma Hodgkin
Leucemia Linfocitica Crénica
Mieloma Mdiltiplo
Anemia Aplastica
Hemoglobindria noturna paroxismal
Anemia de Fanconi
Talassemia
Imunodeficiéncia combinada severa
Sindrome de Wiskott—Aldrich

Outras Doencas
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1.2. Transplante de Células Estaminais Hematopoiéticas

O HSCT consiste na substituicdo do sistema hematopoiético, usando células
estaminais provenientes do proprio doente (transplante autélogo) ou de outra pessoa
(transplante alogénico), de forma a restabelecer a funcdo hematopoiética em doentes
com o sistema hematopoiético e imune comprometidos.

As células estaminais podem ser recolhidas a partir da medula 6ssea, do sangue
periférico ou do sangue do corddo umbilical [8]. Devido ao facto das células estaminais
da medula se separarem continuamente, entrarem na circulacdo sanguinea e por fim
retornarem a medula, o sangue periférico € uma fonte conveniente de células estaminais
hematopoiéticas. Para além disso, estudos recentes demonstraram que as células
estaminais obtidas do sangue periférico desencadeiam uma reconstituicdo
hematopoiética mais rapida comparativamente as células colhidas da medula [9]. A
proteina de superficie celular CD34 foi identificada como marcador de uma subpopulagéo
de células da medula com a capacidade de enxertar e originar varias células
hematopoiéticas. Deste modo, a adicdo de um fator de estimulacdo de colbnias de
granuldcitos (G-CSF) e de um antagonista do recetor CXCR4 (medeia adesédo das
células CD34" a medula) permite aumentar a mobilizacdo de células CD34" da medula
para o sangue [7, 9]. Este facto constituiu um avango importante para os doentes que séo
submetidos a fortes pré-tratamentos e que ndo sdo capazes de mobilizar um numero
suficiente de HSCs [9].

O outcome clinico apdés HSCT foi melhorando significativamente durante as
Gltimas décadas. O HSCT apresenta melhores resultados que o0s tratamentos
alternativos, mas continua associado a acentuada morbidade e mortalidade. De facto,
cerca de 40% dos doentes submetidos a transplante alogénico morrem de complicagbes
relacionadas com o transplante [7].

Este procedimento continua a ter varios riscos associados como a toxicidade
associada as altas doses de tratamento do regime preparatério (quimioterapia com/sem
radioterapia) e o possivel desenvolvimento da doenca do enxerto contra o hospedeiro
(GvHD, do inglés graft-versus-host disease) [10]. Inicialmente, o regime preparatorio
comecou por ser mieloablativo, tendo como objetivo a erradicacdo e inducdo de
imunossupressao que permitisse o enxerto em transplantes alogénicos [7, 11]. Nos
ultimos anos, associado a uma melhor compreensédo da biologia do enxerto versus tumor
foram desenvolvidos esquemas de regimes ndo-mieloablativos menos toxicos.

Comparativamente aos regimes mieloablativos, estes novos regimes sdo primariamente
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imunossupressores e dependem da imunidade mediada pelo enxerto para erradicar o
cancro [12]. Por essa razdo, o HSCT é acompanhado por um regime imunossupressor,
constituido por combinacdo de quimioterdpicos associado ou ndo a irradiacdo total do
corpo, de forma a evitar a rejeicdo do enxerto [10, 11].

Os recetores de transplante, devido ao seu estado imunocomprometido,
apresentam uma maior suscetibilidade a infe¢cdes bacterianas, fungicas e Vvirais,
destacando-se as infecbes pelo citomegalovirus (CMV), que contribuem
significativamente para a morbilidade e mortalidade em individuos submetidos a HSCT
[8].

Atualmente, o HSCT oferece a melhor hip6tese de cura para diversas doencas
hematopoiéticas e ndo hematopoiéticas. A maior barreira para o doente ter acesso ao
HSCT alogénico é a necessidade de se encontrar um dador compativel relativamente ao
antigénio dos leucécitos humano (HLA). Os recentes desenvolvimentos nesta area irdo
permitir aumentar o stock de fontes de HSCs para transplante para que mais pessoas
tenham acesso a este tratamento. Para além disso, permitirdo determinar os melhores
regimes ablativos para condi¢cdes especificas e melhorar a eficacia dos regimes de
intensidade reduzida. Portanto, uma melhor compreensdo dos reguladores moleculares
envolvidos em vias celulares das HSCs e de polimorfismos genéticos que poderéo alterar

essas vias pode ajudar a prever e a melhorar o outcome clinico.

1.2.1. Citomegalovirus humano

Os individuos recetores de transplante, devido ao seu estado
imunocomprometido, apresentam uma maior suscetibilidade a infe¢cBes bacterianas,
fingicas e virais, eventos que contribuem significativamente para a morbilidade e
mortalidade associadas ao HSCT. Na fase inicial pré-enxerto, durante a aplasia da
medula G6ssea, predominam as infecfes bacterianas, enquanto que nas fases inicial e
tardia pés-excerto (30-100 dias e >100 dias, respetivamente) predominam as infecdes
fungicas e virais, destacando-se no ultimo caso as infe¢des por virus da familia herpes,
mais especificamente o CMV [8, 13, 14].

O citomegalovirus humano (HCMV) ¢é um membro da subfamilia

Betaherpesvirinae da familia Herpesviridae que infecta a maioria da populacdo até a

Polimorfismos genéticos miR-101 rs7536540 e miR-101 rs12375841 e a sua influéncia no outcome clinico de
individuos submetidos a HSCT

33



1. Introducédo

idade adulta — até aos 40 anos cerca de 50 a 85% dos adultos séo infetados pelo HCMV
(Figura 2) [15].

F Complexos Glicoproteicos

Tegumento

Cépside
\V

Genoma (psDNA)
. Envelope lipidico

Figura 2 - Esquema de um virido de HCMV. O virido HCMV é constituido por um envelope exterior
membranoso cravejado com complexos de glicoproteinas essenciais para a entrada viral e fusdo da
membrana, uma camada de tegumento de fosfoproteinas e uma capside que encapsula ~250 kb de DNA de
cadeia dupla.

Individuos imunocompetentes, capazes de desenvolver uma forte resposta
imunologica, geralmente ndo apresentam sintomas da infe¢do. Contudo, o HCMV
desempenha um importante papel patogénico em casos de mulheres seronegativas que
sofrem infecdo priméria durante a gravidez. Neste caso, o HCMV pode ser transmitido da
mae para o feto, em aproximadamente 32% dos casos, e cerca de 12,7% dos recém-
nascidos infetados desenvolvem sintomas ou problemas a nivel do desenvolvimento
neuroldgico [16, 17]. No caso de individuos cujo sistema imunoldgico se encontra
comprometido (de que sdo exemplos o Sindrome de imunodeficiéncia adquirida (SIDA) e
os transplantados), estes desenvolvem sintomas como febre, leucopenia, mal-estar,
hepatite, pneumonia, doenca gastrointestinal, encefalopatite e/ou retinite [15, 18].

O HCMV é restrito aos seres humanos relativamente ao hospedeiro, mas dentro
de um hospedeiro tem a capacidade de infetar virtualmente qualquer tipo de tecido,
devido a uma excecionalmente ampla gama de tipos de células-alvo [17]. Quando as
infecdes primarias ocorrem por transmissao oral, as primeiras células infetadas sao as
células epiteliais da rinofaringe, ou o epitélio do trato genital em transmissdes por contato
sexual. Caso a infecdo ocorra por transfusbes sanguineas, as células endoteliais

vasculares sdo as primeiras infetadas [17]. Aquando da infecdo, os leucécitos sao
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recrutados para os sitios de infe¢cdo primaria, sendo nesta fase infetados, iniciando assim
a disseminagdo hematologica. [17].

Apés a disseminacdo hematoldgica, o HCMV pode ser detetado no sangue
através da medicao da antigenemia com a detecéo da fosfoproteina pp65 ou por detecéo
do DNA viral por PCR no nucleo dos leucdcitos polimorfonucleares e mondcitos do
sangue periférico [17, 19].

O HCMYV estabelece um periodo de laténcia e persiste, replicando-se mesmo na
presenca de um sistema imune eficiente através de varias estratégias de evasao imune
[20].

Devido ao comprometimento da imunidade mediada por células verificada em
doentes submetidos a HSCT, é frequente a reativacdo do HCMV contribuindo para a
morbidade dos doentes. A gravidade da infegdo esta correlacionada com o grau de
imuno-comprometimento do doente [21].

Diversas investigagfes estdo em curso com O objetivo de desenvolver novas
estratégias de prevencdo e de tratamento das infegBes oportunistas de forma a evitar

reativagoes e melhorar o outcome do transplante.

1.2.2. Células estaminais hematopoiéticas

O conceito de “células estaminais” foi proposto com base no trabalho pioneiro de
James Till e Ernest McCulloch sobre regeneracao do sistema hematopoiético in vivo em
ratos transplantados com medula 6ssea. Till e McCulloch observaram que uma pequena
subpopulacdo de células da medula 6ssea era capaz de gerar varios tipos de células
mielo-eritrides e tinha a capacidade de se auto-replicar. Estas observacdes deram
origem as duas propriedades que classificam as células estaminais — autorrenovagao e
diferenciacdo [22]. Portanto, as células estaminais hematopoiéticas (HSC, do inglés
hematopoietic stem cell) sdo células estaminais adultas com a capacidade de se
diferenciarem em qualquer célula sanguinea funcional (multipoténcia) e de,
simultaneamente originar HSCs filhas idénticas sem diferencia¢@o (autorrenovagéo) [23].

Foi proposto que a capacidade de autorrenovacédo das HSCs deve-se a uma
divisdo celular assimétrica, em que uma HSC pode dar origem a duas células-filhas
distintas, uma que mantem a identidade de célula estaminal e outra que se diferencia
[24].
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Portanto, a manutengdo do pool de células estaminais depende do equilibrio entre a
autorrenovacéo e diferenciacdo celular [25]. Quando a taxa de autorrenovacao € superior
a taxa de diferenciacdo, a populacdo de células estaminais expande-se, e quando a taxa
de autorrenovacao é menor do que a taxa de diferenciacdo, a populacao diminui devido a
exaustao [25].

Verificou-se que a composicdo celular da medula éssea é heterogénea, sendo
possivel organizar hierarquicamente as diferentes populac¢des de progenitores de acordo
com o seu potencial de autorrenovacdo e diferenciacao [26]. As Long-term HSCs (LT-
HSCs) tém a capacidade de se autorrenovarem indefinidamente garantindo a
homeostasia das células sanguineas que o individuo requer ao longo da vida. As LT-
HSCs podem dar origem as short-term HSCs (ST-HSCs), caracterizadas pela extensa
capacidade de proliferagéo e diferenciacao e contribuem para a formacgéao de progenitores
multipotentes. Por dltimo, as células progenitoras multipotentes séo células que perderam
capacidade de autorrenovagdo das HSCs (Figura 3) [27]. Comparativamente as LT-
HSCs, as ST-HSCs e as células progenitoras multipotentes, quando transplantadas, tém
a capacidade de manter a hematopoiese durante um curto periodo de tempo devido a
rapida exaustao das células [27].

Progenitora Célula
LT-HSC ST-HSC multipotente diferenciada
—
— ——
0 @ O o

Quiescente

Figura 3 - Organizacgéo hierarquica das diferentes populacdes de progenitores de acordo com o seu potencial
de autorrenovacao.

Recentemente, a investigacdo tem apostado na identificacdo de marcadores de
superficie celular caracteristicos das HSCs, permitindo assim o seu isolamento a partir de

humanos ou ratos, com altas taxas de pureza (10-50%) [28]. No entanto, apesar dos
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esforcos, a determinacdo de uma assinatura molecular ou fenotipica que permita a
detecdo direta, especifica e sensivel das HSCs permanece por definir [27].

Entre os principais critérios utilizados para a identificacéo e isolamento de HSCs
destaca-se a expressdo, ou a falta de expressdo, de marcadores especificos da
superficie celular. O isolamento de uma das populagées de HSCs melhor caraterizadas
em ratos (células KSL) baseia-se na expressdo positiva do recetor tirosina cinase c-Kit
(CD117) e da glicoproteina de membrana Scal, concomitantemente com a falta de
marcadores finais da diferenciacdo, conhecidos como marcadores especificos de
linhagem (Lin" SCAL* KIT") [24, 27].

As HSCs estdo presentes em diversos tecidos ao longo do desenvolvimento,
aparecendo na regido mesodérmica embriondaria e no saco vitelino, seguido pela
placenta, figado fetal, bago acabando por migrarem para a medula 0ssea [22]. A medula
0ssea torna-se assim o principal local de manutengcdo de HSCs e da hematopoiese.
Neste local, a maioria das HSCs encontra-se em quiescéncia mantendo-se num estado
nao-proliferativo (fase GO) mas com a capacidade de entrar no ciclo celular em resposta

a estimulos extrinsecos (Figura 4) [29, 30].

Células Estaminais Quiescentes

®
GO

GO

Células Senescentes .. M S ® Células Diferenciadas

'\:2/

Células em diviséo

Figura 4 - Esquema do Ciclo Celular e da reversibilidade do estado GO. As células sométicas tém a
capacidade de entrar em estados GO reversiveis (quiescéncia) ou irreversiveis (senescéncia e diferenciacao)
a partir da fase G1 do ciclo celular.
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A manutencéo da quiescéncia das HSCs e a regulagdo da sua autorrenovagéo e
diferenciacdo é dependente do microambiente especifico, conhecido com nicho das
células estaminais (stem cell niche) [24].

O nicho é composto por uma grande variedade de fatores celulares e humorais.
Contudo, determinar quais as células vizinhas das HSCs que regulam a sua manutengao
tem sido complicado devido a dificuldade em manter a integridade histologica aquando do
seccionamento do 0sso, bem como a complexidade dos métodos imunohistoquimicos,
que sao necessarios para identificar as HSCs [22].

A hipo6tese mais recente relativa aos nichos das HSCs classifica essa regido em
dois componentes: nicho osteoblastico e nicho perivascular. O nicho osteoblastico
endosteal fornece um microambiente favoravel para quiescéncia, e 0 nicho perivascular
perto do endotélio vascular que regula a proliferacéo, a diferenciagdo e a mobilizacdo das
HSCs [31]. No entanto, ainda ndo existe um consenso relativo a estrutura anatémica e
celular dos nichos, surgindo ainda a possibilidade da existéncia de nichos especializados
para as diferentes subpopulagfes de HSCs [32].

O equilibrio entre a quiescéncia e a proliferacédo é firmemente controlado quer por
mecanismos intrinsecos das HSCs quer pela interacdo das HSCs com seu
microambiente, por meio de interacdes célula-célula, célula-matriz extracelular e recetor-
ligando, controlando assim o destino das células [33].

Um assunto atual na area de investigacdo das células estaminais é a regulacdo
da homeostasia das HSCs pela via da PI3K-AKT-mTOR. Quando as HSCs proliferam, a
via da PI3K-AKT-mTOR é ativada por fatores de crescimento e nutrientes, como a
glucose e aminoacidos.

A compreensdo dos mecanismos de regulacdo da quiescéncia das HSCs é de
grande importancia ndo s6 por contribuir para a compreensdo das funcdes fisiologicas
das HSCs, mas também a origem fisiopatolégica de muitos distarbios relacionados.

Por fim, a compreensdo destes mecanismos permitird também a manipulacdo
direta da funcéo das HSCs, o que ird melhorar a eficacia do HSCT e do tratamento de

diversas doengas hematopoiéticas.
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1.3. mTOR: a Via de Sinalizagao PI3K-AKT-mTOR

As células crescem e proliferam quando estdo na presenca de nutrientes e de
fatores de crescimento desencadeando o catabolismo de hidratos de carbono e a sintese
componentes essenciais, como proteinas, nucleotidos e lipidos. A informacédo relativa a
disponibilidade de nutrientes é obtida através de sensores metabdlicos sendo depois
canalizada por uma complexa rede de vias de sinalizacdo que culmina na determinacao
de uma funcdo celular.

O alvo da rapamicina em mamiferos (MTOR) é um sensor metabdlico mestre que
integra os estimulos de nutrientes e de fatores de crescimento para regular o a
funcionalidade da célula. A via de sinalizacdo de mTOR responde a diversos sinais
intracelulares e extracelulares atuando como um regulador central do metabolismo
celular, do crescimento, da proliferagdo e da sobrevivéncia [34].

A proteina mTOR é uma cinase serina-treonina de 289 kDa, altamente
conservada, que pertence a familia das cinases relacionadas com a cinase PI3K (do
inglés phosphoinositide 3-kinase) [35]. Para além do seu dominio cinase, a mTOR é
constituida por varios heat repeats no seu terminal-N e por um dominio FRAP-ATM-
TTRAP (FAT), um dominio FRB e um dominio FACT no terminal carboxilo (Figura 5) [36].

Esta cinase existe na forma de dois complexos funcionalmente e estruturalmente
distintos, o complexo 1 de mMTOR (MTORC1) e o mMTORC2. O mTORC1 é constituido por
6 componentes enquanto o MTORC?2 é constituido 7 componentes. Ambos 0os complexos
sdo constituidos por uma subunidade catalitica mTOR, pela proteina mLST8 (do inglés
mammalian lethal with sec-13 protein 8), por um dominio DEP contendo a proteina que
interage com mMTOR (DEPTOR, do inglés DEP domain containing mTOR-interacting
protein) e pelo complexo Ttil/Tel2 [34, 37]. Por outro lado, a proteina reguladora de
MTOR (RAPTOR) e o substrato de AKT rico em prolina de 40 kDa (PRAS40) séo
especificos do mTORC1, enquanto o0 mTORC2 é caraterizado pelo companheiro de
MTOR insensivel a rapamicina (RICTOR), pela mSinl (Mammalian stress-activated map
kinase-interacting protein 1) e pela proteina observada com o RICTOR-1 e 2 (protorl/2)
(Figura 5) [34, 37].
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Figura 5 - Esquema da cinase mTOR, dos componentes dos complexos mTORC1 e mTORC2 e dos locais
de interacdo entre eles (adaptado de Laplante et al. [34]).

A ativacdo do mTORCL1 é dependente de fatores de crescimento como a insulina,
de nutrientes, como aminoéacidos, glucose e oxigénio, e do status energético celular (racio
ATP/AMP alto). Quando ativado, 0 mMTORC1 promove a sintese proteica, a lipogénese, o
metabolismo energético e inibe a autofagia e a biogénese do lisossoma [38]. A ativagcédo
do mTORCL1 é obtida pela via PI3K-PDK1-AKT através da estimulacéo de recetores de
tirosina cinase (RTKs) (Figura 6). A ativagdo dos RTKs desencadeia a autofosforilagéo
dos dominios intracelulares dos recetores que servem como “docking station” interagindo
com o subdominio p85 da proteina PI3K. Esta intera¢do aproxima a subunidade catalitica
pl10 da PI3K do substrato PIP2 (phosphatidylinositol-4,5-bisphosphate) culminando na
sua fosforilagdo e formagédo de PIP3 [39]. O homodlogo da fosfatase e tensina (PTEN)
pode desfosforilar a PIP3 de forma regular negativamente a atividade da via de
sinalizagdo. O aumento de PIP3 leva ao recrutamento de AKT (do inglés protein kinase
B) para a membrana, onde é fosforilada e ativada pela PDK1l (phosphoinositide-
dependent kinase 1) [34].

A proteina AKT regula multiplos processos celulares através dos seus diversos
substratos. A AKT fosforila e inativa a PRAS40, atenuando o seu efeito inibitério sobre o
MTORCL1. Outro substrato desta cinase € o complexo TSC1/2 (tuberous sclerosis 1/2)
gue atua como uma proteina ativadora GTPase (GAP) sobre a Ras homolog enriched in
brain (Rheb), convertendo-a para a forma inativada ligada a GDP. A forma do Rheb
ligada a GTP interage com mTORC1 e estimula a sua atividade de cinase [40].

Relativamente ao mTORC2, a sua ativacdo é pouco compreendida contudo sabe-

se que responde primariamente a fatores de crescimento, promovendo a entrada no ciclo
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celular, a sobrevivéncia celular, e a polarizagdo da actina do citoesqueleto [36]. A
ativacdo do mTORC2, por parte dos fatores de crescimento, parece ser mediada pela
associacéo ribossoma-mTORC2 dependente do PI3K (Figura 6) [40]. O mTORC2 ativado
fosforila varios membros da subfamilia AGC das cinases, incluindo a AKT, a serum and
glucocorticoid-induced kinase 1 (SGK1), e a proteina-cinase de C-a (PKC-a) [34].

E cada vez mais evidente que a via de sinalizacdo de mTOR desempenha um
papel fulcral nas funcdes celulares mais relevantes devido a grande variedade de
proteinas por ela reguladas. Deste modo, a desregulacdo de mTOR é verificada em
diversas patologias, como o cancro, a obesidade, a diabetes tipo 2, e doencas neuro-

degenerativas, o que leva a um esforco significativo para desenvolver inibidores

farmacoldgicos desta via.

—— Fatores de crescimento

RTK
kTt Lt | e
L [
128 ( ‘;7, -. [IRS1 épixﬁ QL’;
PfP3 - Plnganb
/" (PTEN
|
P R g
a;g,{mro@ — (AKT)
'DEPTOR 7

Protor' € mLST8™

Lo L[ B

Sobrevivéncia Metabolismo  *
Organizagao do |

citoesqueleto |

7 Biogénese do
Lisossoma

N
"Autofagia

Sintese Proteica | Metabolismo
Lipogénese

Figura 6 - Via de sinaliza¢do PI3BK/AKT/mTOR.
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1.4. Papel davia PI3K-AKT-mTOR na quiescéncia das HSCs

As HSCs encontram-se na medula éssea num ambiente de baixa perfusdo, com
baixos niveis de oxigénio e de nutrientes. Deste modo, os sistemas de detecdo de
nutrientes, como a mTOR, integram vias de sinalizacdo que desempenham papéis
fundamentais na homeostasia das HSCs. A transicdo de quiescéncia para um estado
mais proliferativo associado a diferenciacdo impde um conjunto requerimentos
metabdlicos sobre HSCs. As células em proliferacdo necessitam ndo s6 gerar energia
como também de ativar um grande nimero de processos biossintéticos indispensaveis
para a replicacao celular.

Quando as HSCs entram em proliferacdo, a via PISBK/AKT/mTOR ¢é ativada por
fatores de crescimento e nutrientes, como glucose e aminoacidos, desencadeando toda a
cascata de sinalizagéo.

O mTORCIL fosforila os reguladores da tradugéo: a proteina 1 de ligagéo do fator
de iniciacdo eucaribtico 4E (elF4E) - 4E-BP1 - e a cinase 1 S6 (S6K1) promovendo a
sintese proteica. A fosforilagdo da 4E-BP1 impede a sua ligagdo a cap-binding protein
elF4E, permitindo que esta integre o complexo elF4F, necessario para a iniciacao da
traducgdo. A ativacdo da S6K1 leva, através de uma variedade de efetores, a um aumento
na biogénese de RNAs mensageiros (mRNA), a iniciacao da traducao e ao alongamento
[34].

O mTORC1 também regula positivamente o metabolismo celular e a producéo de
ATP (Figura 7). Este aumenta o fluxo glicolitico, ativando a transcricdo e a tradugédo do
fator induzido pela hipoxia la (HIFla) que é um regulador positivo de varios genes
glicoliticos. O metabolismo e biogénese mitocondriais sdo também regulados pelo
MTORC1 (Figura 7). Este complexo parece aumentar o teor de DNA mitocondrial e a
expressdao de genes envolvidos no metabolismo oxidativo, em parte, por mediar a
associacao entre o coativador 1a de PPAR-y (PGCla) e o fator de transcricdo Ying-Yang
1 (YY1), o qual regula positivamente a biogénese mitocondrial e funcao oxidativa [37].

Por outro lado, o mTORC1 também promove crescimento celular através da
inibicdo da autofagia. A autofagia tem a funcdo de reciclagem dos organelos danificados

e de adaptacao da célula a falta de nutrientes [34].
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Figura 7 - Elementos downstream da via de mTOR.

Diversos modelos genéticos tém evidenciado o papel fundamental da via
PISK/mTOR na regulagéo da hematopoiese seja por perda de func¢éo dos alelos de PTEN
ou TSC1 ou por mutagbes de ganho de fungdo em AKT, que resultam no aumento da
proliferacdo e na exaustdo das HSCs [41, 42]. Por outro lado, a delecdo de AKT1/2
promove o aumento da quiescéncia das HSCs [43].

Na auséncia de PTEN, as HSCs perdem a capacidade de permanecer num
estado de quiescéncia, e entram em ciclo celular, levando transitoriamente a uma
expansao do pool de HSCs. Contudo, em semanas, ocorre a deplecdo das HSCs devido
a hiperativacdo de mTOR (Figura 8) [44, 45]. Verificou-se ainda que a delecdo de PTEN
induz uma resposta supressora tumoral nas HSCs caraterizada pelo aumento de

6™ e p53, e que este efeito é atenuado com o tratamento com

expressao de pl
rapamicina [46]. Estes supressores tumorais parecem desempenhar um papel na
promocao da transicdo de HSCs para células progenitoras multipotentes, regulando
negativamente o potencial de autorrenovacao de células multipotentes. Assim, 0 aumento
da expressdo de p16™“** e p53 em HSCs em divisdo apés delecdo de PTEN pode
acelerar a maturagdo normal das células que constituem o pool de HSCs, levando ao seu

esgotamento [46].
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A hiperativacdo de mTOR por delegdo de Tscl resulta numa rapida passagem do
estado de quiescéncia para a progressdo do ciclo celular, verificando-se ainda um
aumento da biogénese mitocondrial e dos niveis de espécies reativas de oxigénio (ROS)
[47].

Varias vias de sinalizacdo estdo a emergir como elementos reguladores da
manutencdo de HSCs, como as que envolvem as necessidades energéticas e
biossintéticas que cooperativamente mantém a capacidade de autorrenovacgao e o status
gquiescente das HSCs.
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Figura 8 - Influéncia da via PISBK/AKT/mTOR no destino das HSCs.

Polimorfismos genéticos miR-101 rs7536540 e miR-101 rs12375841 e a sua influéncia no outcome clinico de
individuos submetidos a HSCT

44



1. Introducédo

1.5. microRNAs

Estudos recentes tém sugerido um envolvimento de microRNAs (miRNAs) no
controlo da biologia das células estaminais da medula dssea. Perfis de miRNAs foram
recentemente identificados em varias populacbes de células estaminais, entre elas as
HSCs. Além disso, a manipulacdo dos niveis de mIiRNA nas células
estaminais/progenitoras tem demonstrado que se correlacionam com alteracbes nas
propriedades celulares ou na diferenciacéo, sugerindo um papel essencial dos miRNAs
no controlo da diferenciacdo e funcéo de células estaminais da medula 6ssea [48, 49].

Os miRNAs consistem em pequenos RNAs ndo-codificantes, com cerca de 22
nucleodtidos que desempenham um papel essencial na regulagdo pos-transcricdo de
MRNAs alvos. A acdo dos miRNAs pode resultar numa repressédo da tradugdo ou na
degradacdo do mRNA dependendo do grau de complementaridade entre miRNAs e as
sequéncias de mRNA alvos [50].

A biogénese dos miRNAs é um processo enzimatico multifasico que se inicia com
a transcricao de um miRNA primario (pri-miRNA) pela agdo RNA polimerase Il (Figura 9).
Ainda no nucleo, o pri-miRNA é processado pelo complexo microprocessador nuclear
formado pela enzima DROSHA, uma enzima RNase Il classe 2, e seu parceiro de
ligacdo DGCRS (do inglés: DiGeorge syndrome critical region 8 protein) dando origem a
um miRNA percursor (pré-miRNA). Os dois dominios RNase da DROSHA clivam as
terminagdes 5’ e 3’ do pri-miRNA, enquanto que a DGCR8 determina o local exato de
clivagem [51].

Apds o processamento nuclear, o pré-miRNA é ativamente transportado para o
citoplasma pela Exportina-5 (XPO-5) em complexo com o cofactor Ran-GTP; uma vez no
citoplasma a hidrolise do GTP em GDP permite a libertagdo do pré-miRNA. Além da sua
funcdo de transporte, a XPO-5 também estabiliza os pré-miRNAs, impedindo a sua
degradacéo por exonucleases [52].

Uma vez exportado para fora do nucleo, os miRNAs sofrem novo processamento
pela endonuclease citoplasmética RNase 1l Dicer, de forma a alcangcarem a sua forma
madura, uma molécula de cadeia dupla de 21-24 nucledtidos (MIRNA/MIRNA* duplex)
[53]. ApGs a clivagem mediada pela Dicer, o duplex de cadeia dupla deve ser separado
dando origem a cadeia guia funcional, que é incorporada no miRNA-induced silencing
complex (miRISC), e a cadeia passenger, que é subsequentemente degradada [54]. Esta
assimetria funcional depende da estabilidade termodindmica das duas extremidades do

duplex: a cadeia de miRNA menos estavel na sua extremidade 5 'do duplex é incorporada
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no complexo miRISC [51]. A formacao deste complexo é mediada por um complexo multi-
proteico composto pela Dicer, TRBP (Tar RNA binding protein), e PACT (protein activator
of PKR) e pelo componente central a proteina Argonaute-2 (Ago2) [55]. Finalmente, o
complexo miRISC medeia a ligagdo do miRNA maduro de cadeia simples a 3'-
untranslated region (UTR) do mRNA alvo, com base na complementaridade parcial
resultando na degradacdo do mRNA ou na inibicdo da traducéo [55]. Como consequéncia
final, ocorrerd um decréscimo na quantidade de proteina codificada pelo mMRNA que foi
alvo de regulacéo [56].

Desde a descoberta dos miRNAs, tornou-se claro o seu envolvimento em diversos
processos celulares, assim como a sua desregulacdo tinha impacto no desenvolvimento
de diversas patologias. Tendo em conta que um Unico miRNA pode ter varios mRNAs
alvo e um unico mRNA pode ser alvo de varios miRNAS, calcula-se que 60% de todos os
MRNAs humanos séo regulados por miRNAs [57]. Assim, os miRNAs representam uma
ferramenta ductil que adiciona varios pontos de regulagcdo sofisticados as vias de
sinalizagdo envolvidas no controlo da homeostasia proliferativa, da diferenciagcdo ou da
stemness celular.

A descoberta dos miRNAs permitiu explicar de que forma as células adquirirem
funcionalidades distintas em resposta a um numero limitado de sinais de sinalizag&o.
Esta resposta € dependente da capacidade da célula de receber sinais extracelulares
quantitativamente, isto é, pela sua intensidade e duracao, e de consequentemente ativar
diferentes programas de expressao genética através da regulacdo por miRNAs [58].

Portanto, os miRNAs constituem uma das classes mais abundantes de moléculas
reguladoras genéticas e dado o grande impacto dos miRNAs na expressdo dos genes,
ndo é surpreendente que alteracbes nestas moléculas desempenhem um papel
fundamental no desenvolvimento de doengas. Tem vindo a ser demonstrado, que 0s
MiRNAs se encontram desregulados nas diversas neoplasias, e que podem iniciar a
carcinogénese e/ou conduzir a progressao tumoral afetando deste modo o outcome dos
doentes [57]. Além disso, a determinacdo de perfis de expressdo de miRNA podera ser

Gtil para prever o outcome clinico dos doentes.
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Figura 9 - Mecanismo de biogénese e processamento de miRNAs (adaptado de Inui et al. [58]).

1.6. mMiRNA-101 e aviamTOR

O miR-101 pertence a uma familia de miRNAs envolvidos em vérias fungbes
celulares, incluindo a proliferagéo celular, invasdo e apoptose. Em 2002, Mourelato e
colaboradores determinaram a sequéncia madura do miR-101 com 22 nucledétidos,
UACAGUACUGUGAUAACUGAAG [59]. Foram identificados dois loci genémicos do miR-
101, um no cromossoma 1p31.3 (MiR-101-1) e outro no cromossoma 9p24.1 (miR-101-
2). Mais especificamente, 0 miR-101-1 é codificado por uma unidade de transcricdo nao-
codificadora de proteina no exdo 2 do gene do recetor da interleucina 23 (IL23R),
enquanto que o miR-101-2 é codificado pelo intrdo 8 do gene codificador da proteina
RNA terminal phosphate cyclase-like 1 (RCL1) [60].

Em diversos estudos verificou-se que o miR-101 se encontra frequentemente sub-
expresso nos tecidos e nas células em diversas neoplasias, como o cancro de mama,

carcinoma hepatocelular, carcinoma pancreatico, glioblastoma, cancro da préstata,
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carcinoma esofagico, carcinoma do ovario, cancro do pulméo de células ndo-pequenas e
cancro gastrico [61-66].

Estudos recentes revelaram que o miR-101 teria uma funcéo de supressor tumoral
sendo capaz de inibir o crescimento de células e que a perda gendmica deste miRNA
oferece uma vantagem proliferativa as células tumorais pela sobreexpressdo de EZH2
(Enhancer of zeste homolog 2, uma metiltransferase) [62, 67]. Além disso, o Mcl-1
(myeloid cell leucemia sequence 1), membro da familia de Bcl-2 anti-apoptoética, foi
caracterizado como um alvo direto do miR-101 [61].

No estudo sobre o cancro da mama realizado por Frankel e colaboradores em
2011, o miR-101 é identificado como um supressor tumoral e como um potente inibidor
da autofagia basal e induzida pela rapamicina. Através de perfis de transcriptoma,
Frankel identificou trés novos alvos deste miRNA: STMN1, RAB5A e ATG4D [68].

O envolvimento do miR-101 também foi descrito na regulagdo da resposta
imunitaria inata dos macréfagos aos lipopolissacarideos (LPS), via MAPK phosphatase-1
(MKP-1) que desativa as cinases MAPKs (do inglés: Mitogen-activated protein
kinases)[69].

Em 2012, Chen e os seus colaboradores realizaram uma analise bioinformatica de
forma a identificar os putativos alvos moleculares do miR-101. O alinhamento das
sequéncias de miR-101 com 3'UTR do gene humano de mTOR permitiu determinar um
local de ligacdo do miR-101 (nucledtidos 7902-7908 em mMTOR) que € altamente
conservado entre os vertebrados, indicando que o gene de mTOR € um potencial gene-
alvo do miR-101. Verificou ainda que o miR-101 regula negativamente a expressao do
reporter gene que contem a 3’'UTR de mTOR, suprimindo os niveis de proteina mTOR
(Figura 10) [70]. Portanto, a inibicdo de mTOR pelo miR-101 tem como consequéncias
funcionais a diminuicdo do metabolismo celular, do crescimento, da proliferacdo e da
sobrevivéncia celular.

Tendo em conta o papel do miR-101 na regulagdo de mTOR, a presenca de
variagbes genéticas na sequéncia deste miRNA poderd alterar a expressdo e/ou a

maturacdo do mesmo e consequentemente alterar a via de sinalizacdo PISK-AKT-mTOR.
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Figura 10 - Via mTOR regulada pelo miR-101.

1.7. Polimorfismos Genéticos no miR-101

Alteragbes no microambiente celular devido a ocorréncia de polimorfismos
genéticos funcionais poderéo alterar a homeostasia das HSCs favorecendo a ativacao de
determinadas cascatas de sinalizacdo e inibindo outras. Uma das consequéncias da
modificagdo do microambiente celular podera ser a alteracdo da expressdo de miRNAs.
Estudos recentes demonstraram também que a ocorréncia de variacdes de nucleétidos
na sequéncia dos genes codificadores de miRNAs pode modular o processamento dos
mesmos e consequentemente alterar os niveis de expresséao [71].

Os polimorfismos genéticos sao definidos como a ocorréncia simultanea, numa
populacdo, de duas ou mais formas alternativas de um gene ou de uma sequéncia de
DNA, em que a variante menos frequente esta presente em pelo menos 1% da populagéo
[72, 73]. Dentro do vasto grupo de polimorfismos genéticos verificou-se que os mais

comuns no genoma consistem na transicdo de apenas um nucleétido em loci especificos
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do DNA, designando-se de Single-Nucleotide-Polymorphisms (SNPs) [72]. Os SNPs
constituem a principal fonte de diversidade interindividual, sendo que cada individuo é
portador de um vasto grupo de polimorfismos que lhe confere um patriménio genético
anico e individual [72].

Os SNPs em genes codificadores de miRNAs parecem afetar a sua funcéo de
uma de trés maneiras: em primeiro lugar, pela alteracdo da transcricdo do transcrito
primario; segundo, através da alteracdo do processamento do pri-miRNA e do pré-
MIiRNA; e em terceiro, por alteracdo da interacdo miRNA-mRNA [71].

A primeira demonstracdo de que SNPs em genes codificantes de miRNAs podem
afetar o fendtipo foi realizada por Abelson e os seus colaboradores, que descobriram que
a alteragdo no miR-189 no sitio de ligacdo da SLITRK1 estava associada com a
Sindrome de Tourette [74].

Dois dos polimorfismos descritos na literatura no miR-101 sdo o rs7536540 (G>C)
e 01512375841 (T>C), localizados, o primeiro, na posi¢ao -391 na regido 5’ e o segundo,
na posicao +591 numa regido intronica, dos respetivos genes (Tabela 2) [75].

No estudo de Bae e colaboradores, no qual foram estudadas variagbes nas
sequéncias do miR-101, foi demonstrado que a variante C do polimorfismo miR-101
rs7536540 parece ter um efeito protetor no desenvolvimento de cirrose hepética e
posterior desenvolvimento de carcinoma hepatocelular em doentes com hepatite cronica,
enquanto que a variante C do polimorfismo miR-101 rs12375841 estara relacionado com
a eliminacéo da infe¢é@o por virus da hepatite B (HBV) [75].

Uma vez que o miR-101 parece ter um papel chave na diferenciacdo das HSCs,
por proporcionar potencialmente diferente intensidade de ativacdo da via de sinalizagéo
PISK-AKT-mTOR, é pertinente compreender de que forma variantes genéticas funcionais
nos genes codificantes do miR-101, condicionam o outcome dos doentes submetidos a
HSCT.

Tabela 2 - Frequéncia gendmica dos polimorfismos miR-101 rs7536540 e miR-101 rs12375841 nas
populacdes Europeia, Asiatica e Africana (Fonte: http://www.ncbi.nlm.nih.gov/snp/).

rs7536540 rs12375841

Cc/iC C/IG GIG C/iC CIT TIT
Europeus 0.067 0.350 0.583 0.083 0.417 0.500
Asiéticos 0.111 0.533 0.356 0.091 0.409 0.500
Africanos 0.267 0.550 0.183 0.237 0.492 0.271
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2. Objetivos

No presente trabalho foi desenvolvido um estudo do tipo coorte retrospetiva com

0S seguintes objetivos:

2.1. Objetivo Geral

Estudar a influéncia dos polimorfismos miR-101 rs7536540 e miR-101
rs12375841, na sobrevivéncia global de individuos submetidos a transplante de células
estaminais hematopoiéticas (HSCT) alogénico.

2.2. Objetivos Especificos

1. Analisar a frequéncia dos polimorfismos miR-101 rs7536540 e miR-101
rs12375841 em individuos submetidos a HSCT;

2. Avaliar a influéncia dos polimorfismos estudados na sobrevivéncia de
individuos submetidos a HSCT apos 6 meses do HSCT;

3. Avaliar a influéncia dos polimorfismos na sobrevivéncia de individuos
submetidos a HSCT nos primeiros 12 meses de follow-up;

4. Avaliar a influéncia da infecdo por HCMV na sobrevivéncia de individuos
submetidos a HSCT;

5. Analisar o efeito funcional dos polimorfismos estudados ha

biodisponibilidade dos respetivos miRNAs.
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3. Material e Métodos

3.1. Populacéao

O estudo de variagdes genéticas no gene do miR-101, envolvido na inibicdo do
MRNA de mTOR, foi realizado com base num estudo do tipo coorte retrospetiva. Na
coorte histérica, foram englobados doentes submetidos a HSCT alogénico no Servigo de
Transplante de Medula Ossea do Instituto Portugués de Oncologia do Porto (IPO-Porto)
entre Janeiro de 2008 e Setembro 2012.

Participaram no estudo cento e setenta e nove (n=179) individuos, sendo setenta
e trés (n=73, 40,8%) do género feminino e cento e seis (n=106, 59,2%) do género
masculino, com uma média de idade de 35,0 £19,0 anos (Tabela 3). Do grupo de casos
em estudo, 95 (53,1%) foram diagnosticados com leucemia aguda, 38 (21,2%) com
doencas linfoproliferativas cronicas, 16 (8,9%) com doencas mieloproliferativas cronicas,
17 (9,5%) com sindromes mielodisplasicos/mieloproliferativos e 13 (7,3%) com anemia
aplastica. Os dados demograficos, clinicopatologicos, evolugcdo da doencga, assim como
os dados de serologia e de monitorizagdo da infegdo por HCMV foram obtidos através da
consulta dos processos clinicos de cada doente.

De forma a analisar a influéncia dos polimorfismos em estudo na
biodisponibilidade do miR-101 foi recrutado um grupo controlo constituido por cinquenta e
trés individuos saudaveis (n=53), com uma média de idade de 42,7 £15,1 anos, dos quais
trinta e seis (n=36, 67,9%) foram mulheres e dezassete (=17, 32,1%) foram homens,
recrutados aleatoriamente a partir da populacdo do norte de Portugal. Os critérios de
inclusdo no estudo foram: ndo ter evidéncia de doenca neoplasica ou de infecédo, ter
idade superior a 18 anos e serem individuos caucasianos. Todos os individuos incluidos
assinaram o consentimento informado para utilizacdo das amostras bioldgicas, de acordo

com a declaragdo de Helsinquia.

Polimorfismos genéticos miR-101 rs7536540 e miR-101 rs12375841 e a sua influéncia no outcome clinico de
individuos submetidos a HSCT

57



3. Material e Métodos

Tabela 3 - Caracteristicas clinico-patolégicas do grupo de casos submetidos a HSCT e caracteristicas gerais
do grupo controlo.

Casos Controlos
(N Total = 179) (N Total = 53)
n % n %
Idade
Média + SD 35,0+19,0 42,73+ 15,1
Género
Masculino 106 59,2 17 32,1
Feminino 73 40,8 36 67,9
Total 179 100 53 100
Patologia
Leucemias Agudas 95 53,1
Doencas Linfoproliferativas Crénicas 38 21,2
Doencas Mieloproliferativas Cronicas 16 8,9
Sindromes Mielodisplasicos /Mieloproliferativos 17 9,5
Anemia Aplastica 13 7,3
Total 179 100
Infecéo ativa por HCMV*
Positivo 102 57,0
Negativo 77 43,0
Total 179 100

* Detetada por antigenemia por pesquisa da pp65 ou por quantificacdo da carga

viral por PCR em tempo-real

Polimorfismos genéticos miR-101 rs7536540 e miR-101 rs12375841 e a sua influéncia no outcome clinico de
individuos submetidos a HSCT

58



3. Material e Métodos

3.2. Procedimentos Laboratoriais

A todos os participantes do estudo foi colhida uma amostra de sangue periférico
de 8ml, aproximadamente, por venopuncao da regido antecubital. Todas as amostras de
sangue do grupo de individuos submetidos a HSCT foram recolhidas no periodo pos-

transplante.

3.2.1. Extragdo de DNA genémico

Apos a colheita das amostras procedeu-se a extracdo de DNA gendmico a partir
das células nucleadas do sangue periférico, com recurso ao kit de extracdo da
FavorPrep® Genomic DNA Mini Kit. A extracdo do DNA foi realizada recorrendo a um
sistema de colunas de centrifugacéo, de acordo com as especificagbes do fornecedor.

Este procedimento laboratorial baseia-se na grande afinidade de ligagdo do DNA
a silica que reveste as membranas das colunas de centrifugacdo. As colunas utilizadas
possuem ainda resinas com particulas, em suspensdo alcodlica, de elevadas
concentracdes de sais caotropicos, capazes de desnaturar proteinas. O procedimento de
extracdo de DNA é constituido por trés etapas: absorcdo, lavagem e eluicdo. Para que
ocorra a absorcdo, ou seja, a ligacdo do DNA as particulas de silica, € necesséario um
baixo valor de pH. ApGs esta fase, sucedem-se diversas lavagens, com varios tampdes
com etanol, com o objetivo de remover as proteinas, os polissacarideos e 0s sais. Na
tltima fase, o DNA é eluido num tampé&o de eluicdo, de baixa concentragdo salina e
elevado pH.

Apés o isolamento do DNA gendmico, a sua concentragdo e pureza foi
determinada por mediacdo da absorvéncia a 260 e 280 nm usando o espectrofotometro
NanoDrop® ND-1000.

3.2.2. Genotipagem dos polimorfismos

A caracterizacdo genotipica de todos os individuos participantes no estudo foi
realizada através do método de discriminagéo alélica por Real — Time Polymerase Chain
Reaction (Real-Time-PCR), com recurso a tecnologia TagMan® (Applied Biosystems®).
Foram utilizados TagMan® assays C_ 26137992 10 e C_ 31941941 10 (Applied

Polimorfismos genéticos miR-101 rs7536540 e miR-101 rs12375841 e a sua influéncia no outcome clinico de
individuos submetidos a HSCT

59



3. Material e Métodos

Biosystems®), em que as sondas marcadas com fluorocromos possuiam
complementaridade para cada uma das sequéncias nucleotidicas: rs7536540 (G>C): VIC-
alelo C (TCATATATATACCGAGGAACTACTACGTTCTAAAGCCCTCTTCTAGATGTT), FAM-
alelo G (TCATATATATACCGAGGAACTACTAGGTTCTAAAGCCCTCTTCTAGATGTT);
rs12375841 (T>C): VIC- alelo C
(ATGACACTGTGAAAGAAGCATTTCCCATTGATAGTAAATGAGGTTGCGGAA), FAM- alelo T
(ATGACACTGTGAAAGAAGCATTTCCTATTGATAGTAAATGAGGTTGCGGAA).

A reacdo de amplificacdo foi efetuada para um volume de 6 pl por amostra,
contendo 2,5 pl de 2x TagMan® Genotyping Master Mix, 0,125 pl de 40x TagMan®
Genotyping Assay e 2,375 ul de agua bidestilada, a qual se adicionou 1 pl de DNA.

Os produtos amplificados foram detetados e analisados recorrendo ao aparelho
Real-Time 7300 ABI e através do software 7300 System Sequence Detection (versao
1.2.3 Applied Biosystems®). As condicfes da reacéo foram as seguintes: ativacéo da Taq
DNA Polimerase a 95°C durante 10 minutos, seguido de 45 ciclos de 92°C por 15
segundos para a desnaturagdo e de 60°C durante 1 minuto para o emparelhamento dos
primers e extensao (Figura 11).

De modo a garantir a qualidade da genotipagem foram respeitados os seguintes
critérios de qualidade: foram utilizados controlos negativos para confirmar a auséncia de
contaminacéo, confirmacdo dos resultados por 2 investigadores independentes, e 0
procedimento de genotipagem foi repetido em 10% das amostras, com reprodutibilidade
total.
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Alele ¥ (SNPmIiRAD1_T)

alizle ¥ (SNPmiR101_C)

Figura 11 - Representacao de um Real-time PCR para o polimorfismo rs12375841. (azul: homozigéticos T;
vermelho: homozigoéticos C; verde: heterozigoticos; cinzento: controlos negativos)

3.2.3. Extracdo de miRNA

Apés a colheita das amostras do grupo controlo procedeu-se também a extracao
de miRNA por um método de extragdo por colunas, com recurso ao kit comercial de
extracdo Grisp® GRS miRNA Kkit.

Este procedimento baseia-se no uso de sais caotrépicos e de varias
concentracbes de etanol que permitem a ligacdo seletiva de RNAs de tamanhos
especificos a membrana da coluna de centrifugagdo. Os contaminantes séao
completamente removidos usando um tampdo de lavagem (contendo etanol) durante
uma centrifugacao.

O miRNA purificado é, subsequentemente, eluido num tamp&o de eluicdo
especifico sem RNAase.

Por fim, determinou-se a concentracdo e a pureza da amostra por mediacdo da

absorvéncia a 260 e 280 nm usando o espectrofotometro NanoDrop® ND- 1000.
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3.2.4. Quantificacdo do miRNA

A consequéncia funcional dos polimorfismos genéticos miR-101 rs7536540 (G>C)
e miR-101 rs12375841 (T>C) na expresséo do miR-101, foi avaliada quantificando-se os
niveis de miR-101 na populacédo controlo, consoante o polimorfismo.

A quantificacdo relativa do miRNA-101 foi realizada por Real-Time PCR com
recurso ao aparelho StepOne® Real-Time PCR System e a TagMan® MicroRNA Assays
da Applied Biosystems® (Figura 12).

A reacdo continha 1X master mix (Applied Biosystems®), 1X sonda especifica
(TagMan® MicroRNA Assay 002143, Applied Biosystems®), uma amostra de cDNA e
como controlo endogeno foi utilizado o miIRNA RNU48 de forma a normalizar os
resultados (TagMan® MicroRNA Assay 001006, Applied Biosystems®).

Como controlo de qualidade da quantificagéo, foram utilizados controlos negativos
para confirmar a auséncia de contaminagdo, realizando-se também analises das
amostras em duplicado.

A anélise dos resultados foi realizada com recurso ao StepOne™ Software v2.2

2-AACt

(Applied Biossystems®). O método de (método de Livak) e o teste t’ de Student

foram usados para avaliar as diferengas nos niveis normalizados do miRNA analisado.
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Figura 12 - Curvas de amplificacéo da expresséo relativa do miRNA.
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3.3. Anélise Estatistica

A andlise estatistica dos resultados foi realizada através do software estatistico
SPSS (Statistical Package for Social Sciences, versao 22).

Os niveis de expressdao do miRNA no grupo controlo foram avaliados por
guantificacao relativa, sendo que as diferencas médias de expressao foram determinadas
pelo método 222" (Livak Method).

A sobrevivéncia global a um ano, correspondente a sobrevivéncia nos primeiros
12 meses apds HSCT (short-term survival) e a sobrevivéncia global referente a
sobrevivéncia a partir do sexto més apoés o transplante até a Ultima observacdo ou morte
(long-term survival), foram avaliadas através de curvas de sobrevivéncia segundo o
modelo de Kaplan-Meier e a comparacdo dos genotipos dos polimorfismos estudados
avaliada pelo teste de Log rank. O valor de p foi obtido é considerado estatisticamente
significativo quando inferior a 0,05.
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4. Resultados

4.1. Frequéncia dos polimorfismos miR-101 rs7536540 e miR-101 rs12375841

nos individuos submetidos a HSCT e na populagao controlo

A analise do equilibrio de Hardy-Weinberg nos grupos de casos e controlos, de
acordo com 0s genotipos permitiu observar que as frequéncias genotipicas observadas
eram similares as esperadas para o polimorfismo miR-101 rs7536540 (casos, P=0,858;
controlos, P=0,504), para o polimorfismo miR-101 rs12375841 (casos, P=0,688;
controlos, P=0,516).

Quanto ao polimorfismo miR-101 rs7536540, dos 179 individuos submetidos a
HSCT incluidos no estudo, 53,6% sdo portadores do gendtipo GG, 39,7% do gendtipo
GC e do 6,7% do gendtipo CC (Figura 13). Relativamente ao grupo controlo, dos 53
individuos incluidos neste estudo, 50,9% sao portadores genotipo GG, 43,4% genotipo
GC e 5,7% gendétipo CC (Tabela 4).
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Figura 13 - Gréfico relativo as frequéncias do polimorfismo miR-101 rs7536540 no grupo de individuos
submetidos a HSCT.
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Tabela 4 - Frequéncias genotipicas do polimorfismo miR-101 rs7536540 no grupo de individuos controlo

Frequéncia (%)

Polimorfismo Genotipo N=53
GG 27 (50,9)
miR-101 rs 7536540 GC 23 (43,4)
CcC 3(5,7)

Relativamente a distribuicdo dos gendtipos do polimorfismo miR-101 rs12375841
no grupo em estudo de individuos submetidos a HSCT alogénico, 64,2% eram portadores
do gendtipo TT, 32,4% do gendtipo TC e 3,4% do gendtipo CC (Figura 14). Nos 53
individuos do grupo controlo, obtiveram-se que 71,7% dos individuos sdo portadores do
gendtipo TT, 24,5% do gendtipo TC e 3,8% do gendtipo CC (Tabela 5).
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Figura 14 - Gréfico relativo as frequéncias do polimorfismo miR-101 rs12375841 no grupo de individuos
submetidos a HSCT.
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Tabela 5 - Frequéncias genotipicas do polimorfismo miR-101 rs12375841 no grupo de individuos controlo

Frequéncia (%)

Polimorfismo Gendtipo N=53
TT 38 (71,7)
miR-101 rs12375841 TC 13 (24,5)
CcC 2(3,8)
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4.2. Influéncia dos polimorfismos miR-101 rs7536540 e miR-101 rs12375841
na sobrevivéncia global ap6s HSCT

A analise das curvas de sobrevivéncia de Kaplan-Meier para o polimorfismo miR-
101 rs7536540 (Figura 15A), ndo evidencia qualquer associacdo estatisticamente
significativa entre os gendtipos do polimorfismo estudado e a sobrevivéncia apés 6
meses do transplante, sendo esta de 45,5 meses nos portadores do gendtipo GG e de
42,1 meses para os individuos portadores dos genétipos GC/CC (P=0,698).

Relativamente a andalise das curvas de sobrevivéncia obtidas para o polimorfismo
miR-101 rs12375841 (Figura 15B), evidencia uma probabilidade cumulativa de uma maior
sobrevivéncia nos individuos portadores dos genoétipos TC/CC. A sobrevivéncia é
significativamente superior nos portadores dos genotipos TC/CC em compara¢cdo com 0s

homozigéticos TT (47,1 versus 41,4 meses, respetivamente, P=0,011).
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Figura 15 - Curvas de Sobrevivéncia global de Kaplan-Meier e teste Log Rank de individuos submetidos a
HSCT: influéncia dos polimorfismos A) miR-101rs7536540 e B) miR-101 rs12375841
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4.3. Influéncia dos polimorfismos miR-101 rs7536540 e miR-101 rs12375841

na sobrevivéncia global a 1 ano ap6s HSCT

miR-101

Relativamente a andlise da sobrevivéncia global a 1 ano quanto aos polimorfismos

rs7536540 e miR-101

rs12375841,

ndo se observaram diferencas

estatisticamente significativas nas curvas de sobrevivéncia (Figura 16). Nao se verificou

qgualquer associacdo estatisticamente significativa entre os gendétipos dos polimorfismos
miR-101 rs7536540 e miR-101 rs12375841 e a média para a sobrevivéncia (P= 0,891 e
P=0,162, respetivamente).
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Figura 16 - Curvas de Sobrevivéncia de Kaplan-Meier e teste Log Rank relativas a sobrevivéncia global a 1
ano de individuos submetidos a HSCT: influéncia dos polimorfismos A) miR-101 rs7536540 e B) miR-101
rs12375841
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4.4. Influéncia da infecdo por HCMV na sobrevivéncia global de individuos
submetidos a HSCT

A Figura 17, mostra a sobrevivéncia global e respetivas curvas de Kaplan-Meier
apoés o transplante de acordo com status de infecdo por HCMV. Verificou-se que nao
existe qualquer associagdo estatisticamente significativa entre a presenca de infecéo
ativa por HCMV e a média para a sobrevivéncia global, que foi de 44,8 meses para 0s
individuos HCMV negativos e de 43,2 meses para os individuos que apresentavam
infecéo ativa por HCMV (P= 0,144).
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Figura 17 - Curvas de Sobrevivéncia global de Kaplan-Meier e teste Log Rank de individuos submetidos a
HSCT: influéncia da infegdo por HCMV
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No que concerne a andlise da sobrevivéncia global a 1 ano dos individuos
submetidos a HSCT, verificou-se que a infecdo ativa por HCMV influencia o tempo de
sobrevivéncia global (Figura 18). Os individuos positivos para a presenca de infe¢do ativa
por HCMV apresentam um tempo de sobrevivéncia inferior comparativamente aos
individuos HCMV negativos (9,9 versus 10,7 meses) (teste Log Rank, P=0,020).

101 Infegdo por HCMV
........ Log Rank Test, P=0,02
" G )
057 T eerenns
3 S T MV ()
2 T e LT ,
= +
=3
E osr
o
3
v
=
E
Z 04
2
=)
(=]
0
021
007
T T T T T T T
a 2 H & a 10 tF]

Sobrevivéncia Global (Meses)

Figura 18 - Curvas de Sobrevivéncia de Kaplan-Meier e teste Log Rank relativas a sobrevivéncia global a 1
ano de individuos submetidos a HSCT: influéncia da infe¢do por HCMV
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4.5. Influéncia dos polimorfismos miR-101 rs7536540 e miR-101 rs12375841
na biodisponibilidade do miR-101

Na figura 19 e 20 encontram-se representados os graficos relativos a expresséo
relativa do miR-101 no grupo controlo de forma a analisar a influéncia dos polimorfismos
mMiR-101 rs7536540 e miR-101 rs12375841 na biodisponibilidade do miRNA em estudo.

No caso do polimorfismo miR-101 rs7536540, apesar de ndo se observar
diferencas estatisticamente significativas, verifica-se uma ligeira tendéncia para a
diminuicdo dos niveis de expressdo do miR-101 nos individuos portadores do gendtipo
CC comparativamente aos individuos homozigéticos GG (miR-101: 24" =0,47,
P=0,058).
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Figura 19 - Niveis de expressao relativa do miR-101 em individuos do grupo controlo: influéncia do
polimorfismo miR-101 rs7536540.
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Relativamente aos niveis de expressdo do miR-101, verifica-se diferengas
estatisticamente significativas na expressdo deste consoante o polimorfismo genético
miR-101 rs12375841. Os individuos homozigoticos CC apresentam um aumento de 2,43
vezes da expressdo deste miRNA comparativamente aos individuos portadores do
genétipo TT (224°T= 2,43, P=0,040).
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Figura 20 - Niveis de expressdo relativa do miR-101 em individuos do grupo controlo: influéncia do
polimorfismo miR-101 rs12375841 (* P<0,050).
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5. Discusséao

Nos ultimos anos tem-se verificado um crescente interesse e investimento pela
area da Oncologia, em especial na definicdo de biomarcadores moleculares de risco e
preditivos do desenvolvimento e outcome de patologias oncoldgicas. Efetivamente, a
identificacdo de polimorfismos genéticos funcionais que influenciam a ativagéo de vias de
sinalizagdo moduladoras da dinamica celular, permite uma melhor compreensdo dos
processos moleculares envolvidos nas diversas patologias, tornando-se numa ferramenta
de auxilio na area de diagnéstico e terapéutica.

Na area das células estaminais, apesar dos diversos desenvolvimentos
verificados nos Udltimos anos, ainda permanece uma area enigmatica com diversas
questdes por esclarecer. Um dos maiores problemas centra-se na compreensdo dos
diversos mecanismos moleculares moduladores da dindmica destas células. A
capacidade de manter um pool celular e uma hematopoiese normal constitui um fator de
extrema importancia para a manutengdo de uma homeostasia das HSCs, principalmente
gquando se trata de individuos sujeitos a HSCT. Este facto determinara se o transplante
serd bem-sucedido, o que constitui uma hipétese de cura para o doente.

A via PI3K-AKT-mTOR ¢é uma via de sinalizacdo que desempenha um papel
fundamental no controlo da proliferacdo e diferenciagdo celular, contribuindo para a
homeostasia dos sistemas biologicos celulares. Diversos estudos ja& demonstraram o
envolvimento desta via de sinalizagdo no controlo da homeostasia das HSCs [25, 46]. A
atenuacdo da ativacao do PI3K é essencial para a preservacao do estado de quiescéncia
das HSCs e da capacidade de autorrenovacgéo a longo termo [23, 30]. Foi demonstrado
gue a delegé@o do PTEN resulta no desenvolvimento de uma neoplasia mieloproliferativa
precoce e agressiva, acompanhada por um aumento da frequéncia de ciclo das HSCs
[44, 45]. Por outro lado, verificou-se que a inibicdo de mTOR pela rapamicina é capaz de
reverter muitos dos fenétipos associados com a deficiéncia de PTEN, incluindo o
aumento da taxa de proliferacdo das HSCs [44]. Este facto sugere que normalmente o
PTEN impede a entrada em ciclo celular das HSCs, através da inibicdo da sinaliza¢éo a
downstream de mTOR.

Os miRNAs tém sido definidos como uma nova classe de genes reguladores de
diversos processos celulares, como a proliferacéo e diferenciacdo celular e o controlo do
ciclo celular, através da regulacdo da expressdo genética [58]. Estudos recentes tém
demonstrado o envolvimento destes pequenos RNAs no controlo da biologia das células
estaminais da medula 6ssea [48]. A manipulacdo dos niveis de miRNA das células

estaminais/progenitoras leva a alteracdes das propriedades celulares e da diferenciacgéo,
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0 que sugere um papel fundamental dos miRNAs no controlo da diferenciagédo e da
funcéo das células estaminais da medula 6ssea [48].

InvestigagBes envolvendo o miR-101 relataram a sua fungdo em varias atividades
celulares, como a proliferacdo celular, a diferenciacdo, invasdo e apoptose. Andlises
bioinformaticas permitiram identificar a mTOR como um dos alvos do miR-101, tendo
como consequéncia funcional a inibicdo do metabolismo, da proliferacdo e da
sobrevivéncia celular [41, 76].

A ocorréncia de polimorfismos genéticos nos genes de mMiRNAs tem sido
associada a modulacdo do processamento dos miRNAs levando a alteracdo dos seus
niveis de expressdo. Devido ao envolvimento dos miRNAs na regulacdo de diversas
cascatas de sinalizagdo, a desregulagcdo destes favorece a ativacdo ou a inibicdo das
vias por eles reguladas. A identificacdo de variantes genéticas funcionais que alterem a
fungdo do miR-101 e que consequentemente alterem a ativacdo da via de sinalizagéo
PISK-AKT-mTOR, podera abrir caminho para a identificagdo de miRNAs que sirvam como

biomarcadores moleculares preditivos do outcome do HSCT.
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5.1. Influéncia dos polimorfismos miR-101 rs7536540/miR-101 rs12375841 e
da infecdo por HCMV na sobrevivéncia global ap6s HSCT

Diversos estudos tém demonstrado a relevancia e o impacto funcional que os
SNPs nos genes codificadores dos miRNAs podem apresentar no desenvolvimento de
diversas patologias [77]. Estudos anteriores revelaram que o miR-101 esté relacionado
com a replicacdo do virus Herpes simplex (HSV) -1, tendo como alvo a proteina ATP5B
[78]. Smits e colaboradores verificaram gque o0 miR-101 se encontra sub-expresso nos
gliomas induzindo assim a sobreexpressdo de EZH2 [79]. No cancro da préstata e em
casos de doenca metastatica em diversos cancros verificou-se a sub-expressdo do miR-
101-2, sugerindo um papel importante deste miRNA como supressor tumoral [62, 80].

O estudo desenvolvido por Bae e o0s seus colaboradores demonstrou
recentemente que os polimorfismos miR-101 rs7536540 e miR-101 rs12375841 na
sequéncia do miR-101 estéo correlacionados com o desenvolvimento de cirrose hepatica
e posterior desenvolvimento de carcinoma hepatocelular, e com a clearance da infegéo
por HBV, respetivamente [75].

De acordo com os resultados observados, verificamos que as frequéncias
genotipicas dos dois polimorfismos sdo semelhantes as obtidas no estudo realizado por
Bae, numa populacdo asiatica, no qual estudou a associacdo destes polimorfismos ao
risco de desenvolvimento de doenca hepatica associada ao virus HBV [75].
Adicionalmente, as frequéncias observadas estdo também em concordancia com as
indicadas na base de dados de SNPs do NCBI.

Quanto ao polimorfismo miR-101 rs12375841 na populagdo em estudo revelou
que este polimorfismo condiciona a sobrevivéncia global dos individuos submetidos a
HSCT alogénico (P=0,011). Contudo, a analise do polimorfismo miR-101 rs7536540, ndo
se verificou nenhuma associagdo estatisticamente significativa entre este e a
sobrevivéncia global (45,5 meses vs. 42,1 meses, P=0,698).

Estes resultados parecem indicar a existéncia de um efeito protetor associado ao
alelo C nos doentes submetidos a HSCT, que se manifesta com o aumento do tempo
médio de sobrevivéncia dos individuos portadores dos genétipos TC/CC.

Tal como ja foi referido, a literatura sugere que presenca de SNPs nos genes
codificadores de miRNAs pode afetar a funcdo dos miRNA de trés formas: em primeiro
lugar, através da alteragdo da transcricdo do transcrito primario; segundo, através da
alteracao do processamento do pri-miRNA e pré-miRNA; e em terceiro, por alteragdes da

interacdo MIRNA-mRNA [74]. Estudos prévios propem que os SNPs localizados na
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sequéncia de pri-miRNAs e pré-miRNAs tém como consequéncias funcionais a alteragéo
do processamento e, consequentemente, dos niveis de miRNA maduro. Por exemplo,
estudos anteriores verificaram que o SNP rs2910164 localizado na sequéncia do pré-
miR-146a reduz tanto a quantidade do pré-miRNA como a do miR-146a maduro, devido,
aparentemente, a alteracdo do processamento pela DROSHA/DGCRS8 [81, 82]. Noutro
estudo foi relatado que o SNP rs11614913 no miR-196a2 maduro esta associado com a
diminuicdo significativa taxa de sobrevivéncia de individuos com cancro do pulméao de
células ndo-pequenas, sugerindo ainda a associacdo deste SNP com um aumento do
processamento do miRNA maduro [83]. Em conformidade ao anteriormente descrito,
verificAmos na popula¢do normal que o genétipo CC, relativo ao polimorfismo miR-101
rs12375841, esta associado a um aumento de expressado do miR-101, verificando-se que
os individuos portadores do genétipo CC apresentam um aumento de 2,43 vezes da
expressao de miR-101 comparativamente aos individuos portadores do genétipo TT (2°
AMCT= 2 43, P=0,040). Quando ao polimorfismo miR-101 rs7536540 observamos uma
tendéncia para niveis de expressao diminuidos do miR-101 nos individuos portadores do
gendtipo CC (244° =0,47, P=0,058).

As diferencgas nos niveis de expressao observadas poderao dever-se a localizagéo
polimorfismo miR-101 rs12375841 numa regido flanqueadora do pré-miRNA. As regibes
flanqueadoras dos pré-miRNAs proporcionam o ambiente ideal para a formacao correta
da estrutura do pri-miRNA e o0 seu reconhecimento por parte do complexo
DROSHA/DGCRS8 [84, 85]. Neste caso, esta variante poderd estar associada a uma
configuracdo mais estdvel com a enzima DROSHA, culminando no aumento do
processamento e dos niveis de expressédo do miR-101.

O miR-101 tem sido associado a regulacdo de diversas atividades celulares,
incluindo a proliferagédo celular, invaséo e apoptose, devido a diversidade de alvos que
possui [86]. De entre os inUmeros alvos destaca-se a proteina mTOR, que esta envolvida
na regulacdo da proliferacdo celular. Portanto, o miR-101 tem a funcdo de regular os
niveis de expressao da proteina mTOR através da sua ligagéo a regido 3UTR do mRNA
codificador de mTOR [70].

Diversos estudos evidenciaram o papel da via PIBK/mTOR na regulacdo da
proliferacdo das HSCs [25]. Estudos recentes permitiram demonstrar que o aumento da
atividade de mTOR, quer por perda de funcdo de elementos inibitérios, como PTEN e
TSC1, quer por ganho de funcdo do AKT, resultam no aumento da proliferacéo e, a longo

prazo, a exaustao das HSCs [42, 87].
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Dado que o miR-101 é um inibidor da proteina mTOR, alteracdes nos niveis deste
mMiRNA refletir-se-80 na atividade desta. Deste modo, os individuos portadores dos
gendtipos CC, por apresentarem maior expressdo do miR-101, poderdo apresentar uma
maior inibicdo de mTOR. Assim, colocamos a hipotese que os individuos portadores do
genotipo CC apresentam uma maior capacidade de supresséo da expressdo de mTOR, o
que poderd contribuir para uma maior atenuagcdo da via PI3K/mTOR, e
consequentemente, uma proliferacdo mais controlada das HSCs. Por conseguinte, estes
individuos seréo capazes de manter um pool de HSCs, que é responsavel por manter 0s
niveis homeostéaticos das células hematopoiéticas, favorecendo em dltima andlise o
outcome do HSCT.

Apesar do progresso consideravel na gestdo das complicagfes do transplante, as
infecbes por HCMV continuam a ser uma importante causa de morbidade e mortalidade
durante o periodo de pancitopenia no pdés-transplante, particularmente em individuos
seropositivos para HCMV antes do transplante, observando-se uma taxa de reativacao de
60-70% [88, 89]. Embora a proporgdo de mortes por infecdo apos o transplante tenha
diminuido ao longo das ultimas duas décadas, ainda hd muito a ser feito de forma a
diminuir ainda mais esse risco e implementar estratégias preventivas e profilaticas mais
eficientes adaptadas a esta populacdo de alto risco. De acordo com os resultados do
nosso estudo, constatdmos que a infecdo ativa por HCMV nao influencia a sobrevivéncia
global dos individuos transplantados (P= 0,144).
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5.2. Influéncia dos polimorfismos miR-101 rs7536540/miR-101 rs12375841
e dainfecdo por HCMV na sobrevivéncia global a um ano ap6s HSCT

De acordo com as evidéncias, a presenca dos polimorfismos miR-101 rs7536540
e miR-101 rs12375841 n&o condiciona a sobrevivéncia global a 1 ano (short-term
survival) e o sucesso do HSCT, ndo se verificando qualquer correlagdo com o tempo
médio de vida dos individuos submetidos a este procedimento (P= 0.89 e, P=0,162).

De um modo geral, atendendo aos resultados obtidos, pode admitir-se que a
presenca de polimorfismos estudados na sequéncia do miR-101 terd essencialmente
uma consequéncia a longo prazo, verificando-se apenas a sua influéncia na
sobrevivéncia global dos individuos a partir do sexto més apés o transplante (long-term
survival).

O HSCT oferece um modelo Unico de reconstituicdo imune gradual que permite
ilustrar a relagdo entre o tipo de deficiéncia imunolégica e a ocorréncia de infecdo por
determinados agentes patogénicos [90]. Apds o transplante alogénico a sequéncia de
infecbes pode ser dividida em trés periodos: 1) o primeiro € a fase aplastica que se segue
ao regime preparatorio até a recuperacao neutrofila da medula doada, onde predominam
as infecOes bacterianas e fungicas (Aspergillus); 2) o segundo, entre o enxerto da medula
até ao quarto més, é caraterizado pela deficiéncia da imunidade mediada por células,
predominando as infe¢bes virais (HCMV e adenovirus); 3) o terceiro periodo, a partir do
guarto més, é caraterizado pela deficiéncia em imunoglobulinas (IgG2) provocando a
diminuicdo da resposta a antigénios de polissacarideos das bactérias encapsuladas (S.
pneumoniae e H. influenzae) [90, 91]. De acordo com os resultados do nosso estudo,
verificamos que a infecdo ativa por HCMV tem especial relevancia nos primeiros 12
meses ap6s o HSCT, sendo a principal responsavel pela diminuicdo do tempo de
sobrevivéncia dos doentes transplantados. O tempo de sobrevivéncia global a 1 ano
diminui significativamente para os individuos com infecdo ativa por HCMV
comparativamente aos individuos HCMV negativos (P=0,020).

Deste modo, admite-se que a presenca de infegbes, neste caso por HCMV,
desempenhard um papel fundamental essencialmente na sobrevivéncia a curto prazo dos
doentes submetidos HSCT, néo se verificando a mesma correlacdo a longo prazo.

De uma maneira geral, os resultados obtidos neste estudo permitem propor que
nos primeiros 12 meses apos transplante, a infecdo por HCMV é o principal modulador da
sobrevivéncia dos individuos submetidos a HSCT, sendo um fator preditivo de mau

prognoéstico. Por conseguinte, durante este periodo o individuo transplantado deve ser

Polimorfismos genéticos miR-101 rs7536540 e miR-101 rs12375841 e a sua influéncia no outcome clinico de
individuos submetidos a HSCT

84



5. Discussao

monitorizado regularmente de forma a permitir uma intervencao terapéutica antecipada.
Por outro lado, a partir do sexto més apdés o transplante, o outcome do HSCT é
essencialmente influenciado por fatores inerentes ao background genético individual. A
presenca do polimorfismo miR-101 rs12375841 constitui um fator preditivo do outcome
clinico dos individuos ao transplante. Assim, a caracterizacdo molecular dos individuos,
podera possibilitar a definicho de um modelo integrativo que permita um follow-up dos
doentes mais eficiente, através da identificacdo de subgrupos que poderéo beneficiar de
terapias dirigidas (Figura 21).

A definicdo de um modelo integrativo constitui uma estratégia util para um follow-
up dos doentes submetidos a HSCT mais eficiente proporcionando assim uma medicina

mais personalizada no tratamento de neoplasias hematoldgicas.

miR-101- CC Fator preditivo
(rs12375841) do outcome

> 6 meses
miR-101 - TT/TC

Individuos (rs12375841)
submetidos a
HSCT

1-12 meses Monitorizacéo Terapéutica
regular Antecipada

Figura 21 - Modelo de follow-up de individuos submetidos a HSCT, proposto com base nos resultados
obtidos no presente estudo.
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6. Conclusdes e Perspetivas Futuras

Ao longo dos ultimos anos, o cancro tem-se destacado como uma das principais
causas de morte em todo mundo, e de acordo com proje¢cdes da WHO, é expectavel a
nivel mundial que o niumero de novos casos e de mortes por cancro duplique nos
proximos vinte a trinta anos. Deste modo, € essencial delinear novas abordagens de
investigacdo com o objetivo de melhorar a area da medicina personalizada oncologica.

O desenvolvimento do HSCT so foi possivel através de um nexo entre trés areas
de investigacdo promissoras: terapias envolvendo células estaminais, técnicas imuno-
moduladoras, e da individualizacdo das terapéuticas oncoldgicas. Até hoje, este
procedimento continua a ser a Unica forma de terapia com células estaminais que esta
amplamente disponivel. No passado, o transplante constituia um procedimento de alto
risco que estava reservado para doentes jovens, sem comorbilidades. No entanto, ao
longo dos anos tem havido uma reducgdo constante na mortalidade relacionada com este
tratamento. Este facto evidencia os desenvolvimentos ja obtidos nesta area visto que se
verificou, simultaneamente, um aumento da idade média dos doentes submetidos ao
transplante.

A é&rea das células estaminais continua a ser um quebra-cabecas, ainda com
muitos enigmas por desvendar, principalmente a nivel dos diversos mecanismos
moleculares responsaveis pelo controlo destas células. A via PI3K-AKT-mTOR foi
associada ao controlo da homeostasia das HSCs, estando envolvida na regulacdo da
divisdo celular e na manutencdo de um pool de células estaminais. A ocorréncia de
alteragbes que favorecam a ativacdo desta via de sinalizacdo potencia a proliferacdo
descontrolada das HSCs, culminando na exaustéo destas células.

Um dos moduladores moleculares da via PI3BK-AKT-mTOR é o miR-101, que é
responsavel pela inibicdo de mTOR. Oscilagbes na expressdo do miR-101, em
consequéncia da ocorréncia de SNPs funcionais, podem contribuir para a ocorréncia de
desequilibrios celulares. A descoberta dos miRNAs como uma nova classe de moléculas
reguladoras de diversos processos celulares, torna-os um alvo desejavel de estudo em
diversas areas. Os miRNAs tém sido associados ao desenvolvimento de diversas
patologias, tendo ja sido definidos como biomarcadores de diagnéstico e progndéstico,
com impacto na sobrevivéncia global e na resposta a tratamentos.

De acordo com os resultados, os individuos portadores da variante genética miR-
101-CC/TC (rs12375841) apresentam niveis de expressdo do miR-101 mais elevados e
melhor sobrevivéncia global, o que evidencia possiveis oscilagfes na ativacdo da via de
sinalizacdo PI3K-AKT-mTOR moduladas pelo background genético do individuo.

Contudo, nao verificamos qualquer tipo de influéncia deste polimorfismo na sobrevivéncia
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global a 1 ano dos individuos submetidos a HSCT, o que parece suportar a hipétese de
um efeito tardio associado a variante CC no outcome do HSCT.

Em consequéncia da potencial interacdo dos miRNAs, a andlise combinada de
outros miRNAs envolvidos na biologia das HSCs, podera ser uma estratégia promissora
para a definicdo de um perfil de biomarcadores com maior especificidade e sensibilidade
preditivos do outcome clinico do HSCT. Assim, a caracterizagdo molecular dos individuos
podera ser uma estratégia util para a definicdo de um modelo integrativo que permita um
follow-up dos doentes mais acurado tendo em conta a extensa rede de vias de
sinalizac&o envolvida no controlo da homeostasia da HSCs.

Por outro lado, observamos que as infec6es oportunistas, neste caso as infe¢cdes
por HCMV, continuam a ter um papel fundamental na determinacdo do sucesso do
transplante, influenciando a sobrevivéncia dos individuos principalmente nos primeiros 12
meses apoés este procedimento.

Como objetivo futuro pretende-se replicar o presente estudo numa nova
amostragem com um ndmero superior de casos, de forma a validar os resultados obtidos.
Estudos futuros passarao por analisar os polimorfismos em termos funcionais, através da
realizacdo de ensaios funcionais, com o objetivo de avaliar a consequéncia funcional dos
polimorfismos miR-101 rs7536540 e miR-101 rs12375841 na expressdo do miRNA, e
pela confirmacdo do envolvimento de mTOR através da quantificagdo do mRNA de
MTOR ou avaliagdo da expressao da proteina mTOR por Western Blot.
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