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Resumo

Teldémeros sdo importantes estruturas que possuem como funcéo proteger as
extremidades dos cromossomos e manter a integridade gendmica. Mutacdes constitutivas que
reduzem severamente a capacidade de elongagéo dos telémeros pela telomerase podem tornar
0 seu reparo defeituoso e, consequentemente, causar um desgaste telomérico acelerado,
facilitando o surgimento de diversas doengas, como o cancer.

O RNA ndo-codificante  TERRA (telomeric repeat-containing RNA,
transcrito a partir da regido subtelomérica dos cromossomos, parece estar relacionado a
atividade da telomerase e a regulacdo do comprimento telomérico, fazendo-nos questionar o
papel que TERRA pode desempenhar na etiologia de algumas doengas onco-hematologicas,
como leucemias agudas. Desta forma, este estudo teve como objetivo investigar os perfis de
expressao de TERRA em leucemias mieldides agudas (LMASs) e sua correlacdo com o
desequilibrio telomérico nesta patologia.

Os resultados sugerem que ha uma relacdo inversa entre 0 encurtamento
telomérico critico e a alta transcricdo de TERRA presente nas LMAs. Ademais, a expressao de
TERRA nesta patologia parece auxiliar na regulacdo positiva da expressao da telomerase
(TERT), o que impediria a senescéncia e atuaria como mecanismo anti-apoptético na resposta
ao dano no DNA de células leucémicas agudas, garantindo a manutencdo e progressao da

doenca.

Desta forma, TERRA parece atuar como um importante modulador na
etiologia das leucemias mieldides agudas, e poderia ser utilizado como um futuro “alvo

terapéutico” nessa doenca.

Palavras-chave: Telémero, TERRA, PCR em tempo-real, leucemias
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1. Introducéo

Desde meados da década de 1990, a biologia dos teldomeros obteve grande
interesse da comunidade cientifica a partir do consenso sobre a importancia destas estruturas
para a estabilidade do genoma e proliferacéo celular (HARLEY et al., 1990; O’SULLIVAN &
KARLSEDER, 2010; STEWART et al., 2012).

Telébmeros sdo estruturas nucleoproteicas localizadas na extremidade dos
cromossomos lineares, formados por sequéncias de DNA repetidas in tandem e vinculados a
um complexo de proteinas protetoras (denominado telossomo) (DE LANGE, 2009). Tal
segmento protege a extremidade dos cromossomos contra a perda de material genético durante
a mitose e previne a ativacao de vias de sinalizacdo de danos ao DNA sendo, portanto, essencial
a estabilidade cromossémica (YOUNG, 2012).

Em humanos, o DNA telomérico é composto de repeti¢cbes de nucleotideos
hexaméricos TTAGGG. Sua extremidade 3’ termina com uma saliéncia em forma de fita
simples, capaz de invadir a dupla-hélice telomérica e formar uma estrutura em laco (T-loop),
remodelando o DNA em um circulo (Figura 1).

O complexo multiproteico telossomo/shelterina (formado por TRF1, TRF2,
TPP1, POT1, TIN2, e Rapl) funciona como um “escudo” na extremidade dos cromossomos, 0
qual evita que os telébmeros sejam identificados como quebras de dupla-fita de DNA por
exonucleases (CALADO, 2009). Juntos, ambos protegem o DNA e mantém a integridade do

genoma (DE LANGE, 2005; CALADO & YOUNG, 2008).
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Figura 1- Representacdo esquematica da estrutura telomérica (adaptado de CALADO & YOUNG, 2008)

Apesar de todo este aparato protetor, a sequéncia telomérica na extremidade
dos cromossomos encurta a cada divisdo celular devido a incapacidade da DNA polimerase de
replicar completamente a extremidade das sequéncias de DNA (CALADO & DUMITRIU,
2013). Este problema de “replicagdo das extremidades” eventualmente resulta em telomeros
que atingem um comprimento criticamente curto. Por conseguinte, a parada do ciclo celular é
desencadeada, o que leva a senescéncia celular ou a apoptose (SHAY & WRIGHT, 2011).

Este desgaste telomérico explica o “limite de Hayflick” (Figura 2), ou seja, 0
namero de mitoses que uma célula é capaz de sofrer in vitro. O comprimento de telémeros &,
portanto, um tipo de “reldgio mitdtico”, uma medida da histéria proliferativa da célula. Em
circunstancias em que a proliferagéo celular continua apesar dos telomeros criticamente curtos,
a funcéo protetora do mesmo é perdida. Como consequéncia, pode ocorrer a recombinagéo entre
0s cromossomos, levando a instabilidade cromossdmica, aneuploidia e eventual transformacao

para um fendétipo de cancer (CALADO & YOUNG, 2009).
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Figura 2- Esquema demonstrando o encurtamento telomérico durante as sucessivas divisdes celulares (limite de
Hayflick).

No entanto, algumas células proliferativas possuem a capacidade de alongar
os teldmeros enzimaticamente através da telomerase (Figura 3), complexo ribonucleoproteico
composto por uma enzima transcriptase reversa (codificada pelo gene TERT), uma molécula
molde de RNA (codificada por TERC) e proteinas acessérias (como a disquerina, codificada
pelo gene DKC1). Tal grupamento enzimatico adiciona hexameros nucleotidicos a extremidade
3' dos telémeros, o0 que garante a manutencdo do seu comprimento. Desta forma, a telomerase
contrabalancga os efeitos da divisdo e do "envelhecimento™ celular, prevenindo a senescéncia,

apoptose, e instabilidade genética (YOUNG, 2012).
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Figura 3- Representacéo da telomerase e seus constituintes (TERT e TERC).



A atividade da telomerase é cuidadosamente regulada em todos os tecidos e
tipicamente expressa apenas durante a embriogénese. A partir do periodo neonatal, a atividade
da mesma é largamente reprimida, exceto em certos orgaos altamente proliferativos, como a
pele, intestino e medula 6ssea, que mantém subpopulac@es de células-tronco. Este complexo
enzimatico também é superexpresso na maioria das células cancerosas, o que reflete a
necessidade de manutencdo do comprimento telomérico para o potencial proliferativo (SHAY
& WRIGHT, 2011).

O desgaste acelerado dos teldmeros pode ter origem genética (mutacées), ser
um resultado fisioldgico do estresse regenerativo (como em células altamente proliferativas) ou
secundario a danos no DNA. Mutac@es constitutivas que reduzem severamente a capacidade de
elongacdo dos teldmeros podem tornar o seu reparo defeituoso e, consequentemente, causar um
acelerado desgaste telomérico, facilitando o surgimento de diversas doengas, como o cancer
(leucemias e tumores solidos) e outros distdrbios da homeostase telomérica, conhecidas como

telomeropatias (WINKLER et al., 2013).

1.1. Distarbios onco-hematoldgicos e biologia dos telémeros

Em contraste com a maioria das células somaéticas que ndo possuem
telomerase ativa, celulas hematopoiéeticas normais expressam atividade de telomerase
(BROCCOLI et al., 1995; COUNTER et al., 1995). No entanto, a presenca de telomerase néo
implica necessariamente um comprimento telomérico estavel e, portanto, imutavel. De fato, 0s
telomeros das células do sangue periférico e da medula Ossea encurtam durante o
envelhecimento replicativo natural (OHYASHIKI et al., 2002).

Esta perda gradual dos teldmeros, resultado do envelhecimento e da ciclagem



rapida das células-tronco hematopoiéticas e linfocitos podem contribuir para a selecdo de
células anormais, e resultar em progressdo maligna facilitada pela instabilidade genémica.
Telébmeros mais curtos e alta atividade da telomerase quase sempre se correlacionam com a
gravidade da doenca em neoplasias hematoldgicas, como leucemias, mielomas e linfomas
(SVENSON & ROOQOS, 2009).

Em leucemias mieldides agudas (LMA) que possuem multiplas aberracdes
cromossémicas, comumente encontra-se niveis elevados de atividade da telomerase e telémeros
criticamente curtos, relacionados a um mau progndstico da doenca (SWIGGERS et al., 2006;
EL BELBESY et al., 2015). De maneira semelhante, pacientes com mieloma multiplo também
apresentam telomerase ativa e comprimento telomérico curto associado a cariotipos anormais
(WU et al., 2003; DEVILLE et al., 2009)

Ao contrario das leucemias agudas e mielomas, células hematopoiéticas de
pacientes com sindrome mielodisplasica (SMD) expressam baixos niveis de telomerase. Isto
significa que a erosdo dos telébmeros devido a rapida divisdo celular ndo pode ser evitada na
maioria das células da SMD. Esta perda da estabilidade telomérica pode induzir outras
anormalidades genéticas que conduzem a outras mutacdes e a progressdo da doenca. Portanto,
teldmeros curtos e a baixa expressao de telomerase podem ser uma caracteristica das células da
SMD e de importancia na patogénese da doenca (GURKAN et al., 2005; WANG et al., 2014).

Recentemente, descobriu-se um novo componente relacionado a biologia dos
telomeros, denominado “TERRA” (telomeric repeat-containing RNA) (AZZALIN et al., 2007).
Este RNA néo-codificante parece estar relacionado a regulacdo do comprimento telomérico,
podendo desempenhar algum papel no desenvolvimento/evolucdo de neoplasias, como as
leucemias (WANG et al., 2015). Porém, nenhum estudo avaliou até o presente momento a
possivel relacdo entre TERRA, o desequilibrio da homeostase telomérica e as neoplasias

hematoldgicas.



1.2. TERRA (telomeric repeat-containing RNA)

Durante muitos anos acreditou-se que as extremidades dos cromossomos, por
estarem localizadas em uma regido heterocromatica e por possuirem uma baixa densidade
génica, fossem loci genémicos transcricionalmente inativos; entretanto, em 2007, Azzalin et al.
demonstraram que os telémeros de mamiferos sdo, de fato, transcritos em longos RNAs nao-
codificantes, denominados TERRA (telomeric repeat-containing RNA) (AZZALIN et al., 2007;
WANG et al., 2015). Moléculas TERRA foram detectadas em uma variedade de organismos,
incluindo levedura, peixe-zebra, rato e humanos, e acredita-se que participam ativamente dos
mecanismos que regulam a homeostase e funcdo dos telémeros (LUKE et al., 2008;
SCHOEFTNER & BLASCO, 2010; CUSANELLI & CHARTRAND, 2015).

TERRAS sdo transcritos pela RNA polimerase 11, a partir de varios loci na
regido subtelomérica em direcdo as extremidades dos cromossomos, consistindo de sequéncias
de RNA subtelomérico seguido por repeti¢des in tandem 5’-UUAGGG-3’ (em vertebrados),
com tamanhos que variam entre 100 até >9000 bases em mamiferos (AZZALIN et al., 2007,
AZZALIN & LINGNER, 2015; WANG et al., 2015). Em humanos, a grande maioria do trato
UUAGGG das moléculas TERRA possuem um comprimento aproximado de 200 bases,
enquanto a maior parte da sequéncia de TERRA decorre da regido subtelomérica, sendo sua
heterogeneidade em grande parte devido a diferentes comprimentos desta parte do RNA
(FEUERHAHN et al., 2010).

TERRA é expresso na maioria dos tecidos de mamiferos. Apenas cerca de 7
- 8% das moléculas TERRA humanas possuem um cauda poli(A), ao passo que a maior parte
das moléculas de levedura séo poliadeniladas, (AZZALIN & LINGNER, 2008; LUKE et al.,

2008). Ainda ndo se sabe 0 motivo dessa diferenca nas moléculas de TERRA (poliadenilada ou
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ndo-poliadenilada), porém a maioria das moléculas poli(A)" TERRA permanecem associadas
aos teldmeros e parecem ter um papel na manutencao de sua estrutura e facilitar sua replicacéo,
enquanto as moléculas poli(A)" TERRA ficam livres no nucleoplasma e ndo possuem funcgéo

definida (Figura 4) (LUKE & LINGNER, 2009; FEUERHAHN et al., 2010).

4 ™
A

repetigdes UUAGGG

sequéncia da regido subtelomérica < 400 nucleotideos

>

Subtelomero Telomero
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8 N\
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Figura 4- Biogénese e regulacdo de TERRA em mamiferos. (A) A transcricdo de TERRA comeca na regido
subtelomérica (a partir da regido promotora, formada por ilhas CpG em alguns cromossomos) e procede em direcéo
a extremidade 3” dos cromossomos. (B) Localizagdo de TERRA: poli(A)" TERRA é presente no nucleoplasma,
enquanto aproximadamente 50% de poli(A)” TERRA permanece ligado a cromatina, associado aos telémeros
(adaptado de FEUERHAHN et al., 2010).

Todas as moléculas TERRA humanas contém um “cap” de 7-
metilguanosina (M’G) em sua extremidade 5° (Figura 4a). Isto indica que as extremidades 5°

de TERRA séo definidas pelainiciacdo da transcricao, e ndo devido a eventos de processamento
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pos-transcricionais (PORRO et al., 2010).

Alteracdes nos componentes do telossomo parecem também afetar os niveis
de TERRA. A superexpressdo de TRF2 em células de camundongo resulta em encurtamento
telomérico acompanhado por espacamento nucleossomal aumentado. Apesar desta estrutura
aberta da cromatina, uma diminuicdo nos niveis de TERRA ¢é observada (BENETTI et al.,
2008). Por outro lado, a deplecdo de TRF2 leva a um aumento na transcricdo de TERRA em
um modo p53-dependente. Embora estes resultados parecam apontar TRF2 como um regulador
negativo de TERRA, deve-se observar que a deplecdo de TRF2 leva ao acumulo de danos ao
DNA nos telébmeros, levantando a possibilidade de que a regulacéo positiva de TERRA pode
ser parte de uma resposta celular fisioldgica aos eventos de danos ao DNA teldmero-especificos
(CASLINI et al., 2009).

Outra caracteristica interessante de TERRA estd no controle de sua
transcricdo. Em humanos, dentro da regido subtelomérica de pelo menos 20 subtelémeros (dos
46 que possuimos) existem sequéncias que partilham uma regido conservada, contendo trés
diferentes intervalos de DNA repetitivos. O primeiro, mais proximo a regido centromérica,
contém repeticdes in tandem de 61 pares de base (pb). O segundo, um pouco mais distal,
compreende repeti¢cdes in tandem de 29 pb, seguido pelo terceiro, que possui repeticdes in
tandem de 37 pb. A esta regido convencionou-se 0 nome de “61-29-37 repeats” (Figura 5)

(NERGADZE et al., 2009).

Subtelomero Teldmero

Figura 5- Esquema mostrando a disposi¢éo e localizacdo da sequéncia promotora (“61-29-37 repeats™) dentro
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regido subtelomérica (adaptado de NERGADZE et al., 2009).

Acredita-se que esta sequéncia seja a regido promotora que controla a
transcricdo de TERRA nestes cromossomos, Visto que esta regido possui um teor global elevado
(67% - 86%) de dinucleotideos CpG (tipicos de ilhas CpG), encontradas em muitos promotores
de varios genes de eucariotos (NERGADZE et al., 2009).

O grau de metilacédo da citosina nessas repetices conservadas se correlaciona
negativamente com a abundancia de TERRA, ou seja, um perfil de alta metilacdo de citosina
nas ilhas CpG da regido promotora reprime a atividade transcricional de TERRA (AZZALIN
& LINGNER, 2008; LUKE & LINGNER, 2009; NERGADZE et al., 2009). Estes resultados
sugerem que TERRA ¢é regulada epigeneticamente e que uma estrutura aberta da cromatina
favorece sua transcricdo (SCHOEFTNER & BLASCO, 2009).

Estas descobertas definem os teldbmeros humanos como componentes de
“unidades génicas integrais”, apoiando a ideia de que TERRA pode exercer fungdes importantes

na biologia dos teldmeros (NERGADZE et al., 2009).

1.3. TERRA e seu papel na regulacdo do comprimento telomérico

Como dito anteriormente, TERRA parece desempenhar importantes fungoes
e participar ativamente dos mecanismos que regulam a homeostase e funcdo dos teldmeros
(LUKE et al., 2008; SCHOEFTNER & BLASCO, 2010; CUSANELLI & CHARTRAND,
2015). Uma dessas funcdes esta relacionada a regulacdo da atividade da telomerase
(CUSANELLI & CHARTRAND, 2015). As extremidades 3’ de TERRA (UUAGGG) s&o
complementares ao molde de RNA (TERC) da telomerase, e estudos in vitro em celulas de
mamiferos mostraram a interacdo entre estes componentes, sugerindo que TERRA pode inibir

a atividade da telomerase e promover o encurtamento telomérico (REDON et al., 2010;
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SCHOEFTNER & BLASCO, 2010). De fato, células que possuem a telomerase ativa exibem
graus de metilacdo maiores na regido promotora de TERRA e niveis menores de TERRA
qguando comparadas com células telomerase-negativa (NG et al., 2009).

Além disso, evidéncias indicam que TERRA é capaz de formar hibridos
DNA-RNA com os teldmeros, o que poderia favorecer a recombinacdo homologa entre os
mesmaos, atrasando a senescéncia celular e sustentando a instabilidade gendmica (CUSANELLI
& CHARTRAND, 2015).

Em oposicdo aos achados supracitados, estudos sugerem que TERRA
também possa promover o elongamento telomérico. Um estudo recente sugeriu que o
encurtamento dos teldmeros desencadeia a expressdo de TERRA, que se acumula em um foco
na periferia nuclear. Este foco favorece o recrutamento da telomerase, formando aglomerados
de TERRA-telomerase, que posteriormente se associam aos telémeros curtos que originaram
as moléculas de TERRA (ou seja, atuam in cis) (CUSANELLI et al., 2013). Desta forma,
sugere-se que o encurtamento do telémero induz a expressdo de TERRA, os quais funcionam
como identificadores unicos da extremidade cromossémica em que foram transcritos e
contribuem para o recrutamento e a atividade da telomerase em teldmeros mais curtos,
promovendo seu elongamento (SMEKALOVA & BAUMANN, 2013).

Em suma, é evidente que TERRA possui uma funcdo importante na biologia
dos telébmeros e na regulacdo do comprimento telomérico, e seu perfil alterado pode levar ao
surgimento ou influenciar no prognostico de determinadas doencas, merecendo especial

atencéo.
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2. Objetivos

O presente estudo tem como objetivo investigar os perfis de expressdo de
TERRA em leucemias mieldides agudas (LMAS), os agentes moduladores e mecanismos que

podem estar envolvidos neste processo.

Como pontos especificos desta pesquisa, destacam-se:
e Medir o comprimento dos telémeros de individuos saudaveis e de pacientes com LMA,
e Avaliar os niveis de expressdo de TERRA nestes individuos;
e Avaliar os niveis de expressdo de TERT e TRF2;
o Verificar se os perfis de TERRA podem ser utilizados como futuros “alvos terapéuticos”

nessas doengas, e sua relagdo com a etiologia das mesmas.
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3. Material e métodos

3.1. Amostras

Participaram do estudo pacientes com leucemia mieléide aguda (LMA) e
individuos saudaveis, seguindo a aprovacao do Comité de Etica em Pesquisa (CEP) do Hospital
das Clinicas da USP- Ribeirdo Preto (CAAE: 56533316.1.0000.5440), com conformidade do
Termo de Consentimento Livre e Esclarecido. Amostras de sangue periférico e/ou medula éssea
foram coletadas, para posterior extracdo de DNA, RNA e proteinas.

Duas linhagens celulares (VA-13 e Hela) foram utilizadas como controle para

todos os ensaios subsequentes realizados.

3.2. PCR quantitativo (qPCR) para a medicéo do comprimento telomérico

A gPCR foi realizada conforme descrito por (CAWTHON, 2002; 2009) com
modifica¢fes. Resumidamente, o DNA gendmico foi extraido do “buffy coat” de amostras de
sangue ou medula pelo kit Gentra Puregene Blood (Qiagen). O DNA foi quantificado por
analise no Denovix e sua integridade verificada em gel de agarose (1%). As reacdes de PCR
foram realizadas em triplicatas, consistindo-se do fluorocromo SYBR Green PCR Master Mix
(Qiagen), oligonucleotideos iniciadores [10 uM] e 1,6 ng de DNA por reacdo. As curvas padrao
foram geradas utilizando 6 diluicdes em série (1:2) de gDNA (10 ng). Realizou-se a
amplificagdo e quantificagdo no Rotor-Gene Q (Qiagen) em duas etapas: primeiro, utilizando
iniciadores para repetices teloméricas (T) e segundo, utilizando iniciadores para o gene de

cdpia unica 36B4 (S).

As condicdes da qPCR no termociclador foram seguidas: um passo inicial a
95°C por 5 min, e 25 ciclos a 98°C por 7 seg, 60°C por 10 seg (para “T”) e 95°C por 5 min

seguidos de 35 ciclos a 98°C por 7 seg, 58°C por 10 seg (para “S”).
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O comprimento médio dos teldmeros para cada amostra é calculado como a
razdo relativa de T/S. O resultado final para uma dada amostra representa a média e o erro

padrdo da média para pelo menos dois ensaios independentes.

3.3. Extracdo de RNA e amplificacdo de TERRA por qRT-PCR

A extracdo de RNA total foi realizada utilizando o reagente TRIzol LS
(Ambion), seguindo o protocolo do fabricante. Posteriormente, quantificou-se o RNA por
analise no Denovix e sua integridade verificada em gel de agarose (0,8%). O mesmo foi tratado
com RNase-Free DNase Set (Qiagen) e purificado com o kit RNA clean & concentrator (Zymo
Research) 3 vezes, para evitar 0 menor resquicio de contaminacdo com DNA na amostra, pois
o0 mesmo interfere de maneira significativa na reacdo. O cDNA foi sintetizado a partir de 2 pg
de RNA através do kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (ThermoFisher),
utilizando oligonucleotideos especificos para a regido telomérica (CCCTAA)s [10 uM], assim

como um controle (B-actina, 1 pM).

As reacOes de amplificacdo e quantificagdo foram realizadas no termociclador
7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems). Foram estudadas 4 regiées cromossémicas
subteloméricas (20q, 10q, 159 e Xq/YQq) utilizando-se pares de oligonucleotideos especificos
[10 uM] para cada regido, nas quais 2 delas (10q e 15q) possuem regido promotora de TERRA
rica em ilhas CpG. As curvas padréo foram geradas utilizando 9 diluicdes em série (1:2) de

gDNA (10 ng).

As condicdes da gPCR no termociclador foram seguidas: um passo inicial a
95°C por 10 min, e 40 ciclos a 95°C por 15 seg, 60°C por 1 min. A expresséo relativa de TERRA

foi calculada pelo método 224¢t (PFAFFL, 2002) normalizada com uma amostra de referéncia
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(B-actina). Todas as reacOes foram realizadas em triplicata, com pelo menos dois ensaios

bioldgicos independentes.

3.4. Extracdo de RNA e expressdo de TERT e TRF2 por gRT-PCR

A extracdo de RNA total foi realizada utilizando o reagente TRIzol LS (Ambion),
seguindo o protocolo do fabricante. Posteriormente, o RNA foi quantificado por analise no
Denovix e sua integridade verificada em gel de agarose (0,8%). A sintese de cDNA foi
realizada a partir de 1 pg de RNA através do kit High-Capacity cDNA Reverse Transcription

Kit (ThermoFisher), utilizando oligonucleotideos randémicos [10 puM].

As reacdes de gPCR para a quantificacdo de TERT e TRF2 foram realizadas em
triplicatas no termociclador 7500 Real-Time PCR System (Applied Biosystems), utilizando
cDNA (diluido 1:4), TagMan® Universal PCR Master Mix (Applied Biosystems) e sondas

TagMan (Applied Biosystems) especificas para cada gene.

As condicbes da gPCR no termociclador foram seguidas: um passo inicial a
95°C por 10 min, e 40 ciclos a 95°C por 15 seg, 60°C por 1 min. Todas as reacfes foram
realizadas em triplicata, com pelo menos dois ensaios bioldgicos independentes. A expressao
relativa foi calculada pelo método 224t (PFAFFL, 2002) normalizada com uma amostra de

referéncia (B-actina).

3.5. Analise estatistica

O Software Prism 5.1 (GraphPad) foi utilizado na anélise estatistica e criacéo
dos gréaficos. Realizou-se a analise de co-variancia (ANOVA) para comparar as taxas de
elongamento. Os niveis de expressdo relativa de TERRA, TERT e TRF2 foram determinados

pelo método de Pfaffl (2002) (método 224¢Y), com analise estatistica realizada através do “Pair
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Wise Fixed Reallocation Randomisation Test®” no Software REST® 2009, sendo estabelecido

p<0,05.
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4. Resultados e discussao

4.1. Dados dos pacientes

Na figura abaixo (Figura 6), estdo elencados dados relativos as amostras

coletadas de individuos saudaveis e pacientes com LMA.

| (n=14) (n=4) | (n=17) _
(25 - 71 (40 anos) | ( 38 - 75 (51 anos) | (1-90 (51 anos) |
-Citogenética
Doadores saudaveis Doadores saudaveis Imunofenotipagem
-Biologia Molecular

|

Figura 6- O esquema mostra os grupos de individuos (separados por etiologia), nimero amostral, média de idade
e 0os metodos utilizados para classificacdo. SP: sangue periférico; MO: medula dssea; LMA: leucemia mieloide

aguda.

4.2. Mensuracéo do comprimento telomérico

A Figura 7 mostra o comprimento médio dos telémeros, calculado através da
razédo relativa de T/S. As linhagens celulares VA-13 e Hela tiveram um maior comprimento
telomeérico em relacdo aos grupos saudaveis (SP e MO). Provavelmente este aumento seja
devido a acdo da telomerase (que é ativa em Hela) e do mecanismo de ALT (Alternative
Lenghtening of Telomeres, elongamento do telémero por recombinagdo homdloga) presente na
VA-13, que mantém os teldmeros em um comprimento constante e/ou elevado, apesar da alta

ciclagem destas células.
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Em contrapartida, as amostras de LMA mostraram um comprimento
telomérico diminuido em relacéo aos grupos saudaveis. Estes resultados estdo em conformidade
com estudos anteriores (CALADO, 2009; WANG et al., 2014; EL BELBESY et al., 2015) e
podem estar relacionados ao acimulo de danos no DNA, levando ao desenvolvimento da
instabilidade genémica presente nestas neoplasias, contribuindo para a patogénese e o0

encurtamento dos telémeros (XU; LI; STOHR, 2013).

Comprimento telomérico

1.5- L
. Meédia + DP
e ® 135+0,01
N 1.01 ® e 1,17+0,09
= oo . . e 0,70+0,15
N —ee o_o ® 0,73+0,07
& 05- o' ®e ® 0,36+0,16
° -‘—‘-"l .

0.0 ] ] ] ] ]

> > Q O \g
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Figura 7- O gréfico scatterplot mostra o comprimento médio dos telébmeros calculado através da razdo relativa de

T/S. DP: desvio padrdo; SP: sangue periférico; MO: medula 6ssea; LMA: leucemia mieloide aguda.

4.3. Expresséo de TERRA por RT-gPCR

Realizou-se a RT-gPCR para verificar a expressdo relativa de TERRA das
regides subteloméricas dos cromossomos 20qg, 15q, 10g e Xg/Yq. Células VA-13 foram

utilizadas como amostra controle, pois é uma linhagem com mecanismo de ALT ativo e possuli
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niveis de expressdo de TERRA maiores do que as telomerase-positivas (EPISKOPOU et al.,

2014; YU; KAO; LIN, 2014).

Na Figura 8, tém-se os resultados da expressao de TERRA de todas as regides
subteloméricas estudadas. Células Hela mostraram uma expresséo relativa bastante diminuida
em relacdo a VA-13 em todas as regides subteloméricas. Pelo fato de Hela ser uma linhagem
telomerase-positiva, esperava-se que sua expressdo de TERRA fosse diminuida (BRYAN et

al., 1995).
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Figura 8- Expresséo relativa de TERRA das regifes subteloméricas dos cromossomos 20q, 15q, 10q e Xq/Yq.

SP: sangue periférico; MO: medula dssea; LMA: leucemia mieloide aguda.

As amostras de individuos saudaveis (sangue periférico e medula Gssea)

também apresentaram uma expressdo diminuida de TERRA, embora ndo tdo acentuada quanto

Hela. Ao mesmo tempo, nota-se que, de maneira geral, as amostras de medula éssea (MO)
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tiveram uma expressao menor do que as de sangue periférico (SP). Este resultado pode estar
refletindo indiretamente o comprimento telomérico e a atividade da telomerase, que sdo maiores
na MO do que no SP e, portanto, com expressdo de TERRA menor (BROCCOLI; YOUNG;

DE LANGE, 1995; OHYASHIKI et al., 2002).

Surpreendentemente (e apesar de uma certa heterogeneidade), as amostras de
leucemia miel6ide aguda (LMA) mostraram uma expressao muito aumentada de TERRA para
todas as regides subteloméricas estudadas em relacdo a VA-13. A diferenca na expressao de
TERRA nessa neoplasia poderia em parte ser explicada pelo comprimento telomérico. Foi
demonstrado que, em leveduras que possuem teldmeros criticamente curtos, a expressao de
TERRA seria induzida, e estas moléculas transcritas formariam agregados com a telomerase
(“clusters” TERRA-telomerase), sendo posteriormente recrutados até os telémeros mais curtos
(do qual TERRA foi originado), auxiliando a promover seu elongamento (CUSANELLI,

ROMERO; CHARTRAND, 2013; SMEKALOVA; BAUMANN, 2013).

Isso poderia explicar os resultados encontrados nas amostras de LMA. A
inducdo de TERRA (em decorréncia dos teléomeros encurtados) auxiliaria as moléculas de
telomerase posteriormente a atuar nos teldmeros mais curtos, impedindo assim a senescéncia e
morte destas células, apesar de sua réapida ciclagem celular. Embora seja paradoxal,
frequentemente encontra-se teldmeros curtos e telomerase ativa em amostras de LMA

(DEVILLE; HILLION; SEGAL-BENDIRDIJIAN, 2009; WANG et al., 2014).

4.4. Expressao de TERT por RT-qPCR

O gene da transcriptase reversa (TERT), componente catalitico da telomerase,
é o cerne da atividade da mesma. Embora a funcdo desse gene possa ser modulada em diferentes

niveis (tanto pos-transcricional como pos-translacional), a atividade da telomerase é regulada
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principalmente através do controle transcricional da expressdao de TERT em muitos tipos
celulares e mostra-se aumentada em quase 90% dos canceres, desempenhando assim um papel
critico na proliferacdo e potencial de sobrevivéncia de varias células cancerosas (POOLE;

ANDREWS; TOLLEFSBOL, 2001; WU et al., 2013).

Desta forma, realizou-se a RT-gPCR com o intuito de verificar a relacédo entre
os resultados encontrados no comprimento telomérico e os niveis de expressao relativa de
TERRA e TERT (Figura 09). Conforme esperado, observa-se uma alta expressdo de TERT em
Hela (que é telomerase-positiva), ao passo que VA-13, por ser uma linhagem telomerase-
negativa (e manter seu comprimento telomérico pelo mecanismo de ALT) ndo apresentou

nenhuma expressao.
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Figura 09- Expressdo relativa de TERT (componente catalitico da telomerase). SP: sangue

periférico; MO: medula 6ssea; LMA: leucemia mieloide aguda.
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Da mesma maneira, as amostras saudaveis (sangue periférico e medula 6ssea)
apresentaram expressao de TERT, com niveis significativamente maiores de expressao na
medula do que no sangue periférico. E esperado que em células da medula 6ssea, por serem
formadas em sua maioria por células progenitoras, tenham uma expressdo ativa de TERT. De
maneira semelhante, embora a maioria das células somaticas careca inteiramente de atividade
da telomerase ou tenha niveis muito baixos (MASUTOMI et al., 2003), algumas células (como
0 sangue periférico) possuem alguma atividade basal de telomerase (BROCCOLI; YOUNG,;
DE LANGE, 1995), o que justificaria os baixos niveis encontrados nas amostras estudadas (XU;

LI; STOHR, 2013).

As amostras de LMA, de maneira semelhante a Hela, apresentaram em sua
maioria alta expressao de TERT. Esses achados sugerem um importante papel da perda intensa
dos teldmeros no desenvolvimento da instabilidade genética durante a patogénese da LMA.
Supde-se que o encurtamento critico dos telémeros em blastos de LMA pode levar a ativacao
da telomerase (possivelmente atraves da expressdo de TERRA) e, portanto, prevenir o
surgimento da senescéncia replicativa nos blastos, um possivel mecanismo para a selecéo clonal

e progressao da doenca (HARTMANN et al., 2005; WANG et al., 2014).

4.5. Expressao de TRF2 por RT-gPCR

Uma funcéo critica da proteina associada aos telomeros TRF2 (componente
do complexo shelterina/telossomo) é a manutencéo da integridade telomérica, protegendo as
extremidades dos cromossomos de serem reconhecidas como quebras de dupla-fita de DNA,
que conduziria a ativacdo do processo de resposta e reparo de danos no DNA (PALM; DE

LANGE, 2008).



26

Estudos anteriores sugerem uma possivel relagdo inversa entre TRF2 e TERRA, com
alta expressao de TERRA quando 0s niveis expressos do gene TRF2 apresentavam-se
diminuidos e vice-versa (PORRO et al., 2014). Desta forma, foi realizada a mensuracdo da
expressao relativa de TRF2 por RT-gPCR para verificar se esse perfil também seria encontrado

€m nossas amostras.

Na Figura 10, é possivel notar que as amostras saudaveis (sangue periférico
e medula 6ssea) tiveram uma expressdo diminuida de TRF2 em relacdo a VA-13. 1sso pode ser
em decorréncia do maior comprimento telomérico presente em VA-13 (e consequentemente,
mais moléculas de TRF2 necessarias para formar o telossomo e proteger o telémero
aumentado). Uma outra possibilidade seria de que as células saudaveis mostraram uma
expressao diminuida por ndo terem acumulo de danos no DNA como a linhagem VA-13 pode
apresentar (por ser uma linhagem imortalizada e possuir alteracdes cromossdmicas). Ja foi
sugerido em estudos prévios que a expressio de TRF2 pode se tornar aumentada
transitoriamente e sofrer fosforilagbes em resposta a danos no DNA, ativando vias de

sinalizacéo de reparo (como a via ATM, por exemplo) (HUDA et al., 2012).

De maneira diferente, as amostras de leucemia mieldide aguda (LMA)
tiveram em sua maioria uma expressdo de TRF2 aumentada ou similar a VA-13. Desta forma,
os resultados encontrados nas LMAs sugerem uma relagéo direta entre TRF2 e TERRA, com
altos niveis de expressao de ambos nesses individuos, indo em contrapartida ao exposto por
Porro et al., (2014). Uma possivel explicacao seria que o telossomo reage apos o dano no DNA,
aumentando a atividade da telomerase e a expressdo de TRF2 em células malignas. Foi
previamente demonstrado que a superexpressdo de TRF2 pode reprimir sinais de senescéncia
resultantes de teldmeros criticamente encurtados (como os presentes nas LMAS) (KLAPPER et
al., 2003). Ademais, outros estudos ja demonstraram o aumento da expressao de TRF2 em

células leucémicas (CAPRARO et al., 2011), corroborando com nossos resultados encontrados.
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Figura 10- Expressdo relativa de TRF2 (componente do complexo telossomo). SP: sangue periférico; MO: medula

ossea; LMA: leucemia mieléide aguda.

Finalizando, com o intuito de demonstrar a relagdo entre comprimento
telomérico, TERT e a expressao de TERRA, foi construido um Heatmap (Figura 11). Nele, nota-
se a “clusterizacdo” das amostras de LMA, sangue periférico (SP) e medula 6ssea (MO), o que
denota um perfil de expressdo semelhante de cada um destes grupos de amostras. Ademais, €
possivel perceber a relacdo inversa entre comprimento telomérico e a expressdo de TERRA
para todas as regides subteloméricas avaliadas, e a semelhanca de expressédo de TERT com
TERRA, sugerindo que o encurtamento telomérico critico presente nas LMAs estimula a
transcricdo de TERRA, auxiliando na regulagéo positiva da atividade da telomerase (“‘guiando-

as” até os telomeros mais curtos), 0 que impede a senescéncia e apoptose destas celulas e
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mantém a progressao da doenca (BEGEMANN; GALIMI; KARLSEDER, 2009;
CUSANELLI; ROMERO; CHARTRAND, 2013; SMEKALOVA; BAUMANN, 2013;

WANG et al., 2014).
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Figura 11- Heatmap mostrando a “clusteriza¢do” das amostras de LMA, sangue periférico (SP) e medula 6ssea

(MO), o que denota um perfil de expressao semelhante destas amostras. Além disso, é possivel perceber a relacdo
inversa entre comprimento telomérico e a expressdo de TERRA (20q, 15q, 10g e Xg/Yq) encontrada. Distancia

métrica utilizada: Distancia Euclidiana; Método de clusterizagdo: “Average linkage clustering”.
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6. Conclusao

Nossos dados sugerem que, em decorréncia dos danos ao DNA e do
encurtamento telomérico critico presente nas LMAs, a transcricdo de TERRA poderia ser
estimulada, auxiliando na regulagdo positiva da atividade da telomerase (“guiando-as” até os
teldmeros mais curtos). Concomitantemente, ocorreria um aumento transitério da expressao de
TRF2 e consequente ativacdo de vias de reparo em decorréncia do acumulo de danos,
impedindo a senescéncia e atuando como mecanismos anti-apoptéticos na resposta ao dano no

DNA de células leucémicas agudas.

Desta forma, TERRA parece atuar como um importante modulador na
etiologia das leucemias mieldides agudas, e poderia ser utilizado como um futuro “alvo

terapéutico” nessa doenca.
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