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Resumo

Resumo

Enquadramento: Os Micro RNAs, descobertos por Lee et al em 1993, t€ém vindo a
evidenciar-se como potenciais biomarcadores de diagnoéstico, de progndstico e de alvos
terapéuticos de diversas patologias. Como tal, a Oncologia, ¢ o exemplo do Mieloma
Multiplo, ndo constituem excecdo. Uma vez que no ramo da Oncologia ainda existem
muitos mecanismos por identificar e por explicar, e sendo o cancro neste momento
considerado como uma doenga cronica, ¢ cada vez mais importante existirem
investigacdes a este nivel para que, no futuro, a medicina molecular possa incluir as

descobertas ao nivel da genética molecular, nomeadamente dos Micro RNAs.

Objectivo: Esta monografia tem como objetivo fazer uma revisdo de bibliografia atual,
acerca do potencial dos Micro RNAs como biomarcadores no Mieloma Multiplo ao nivel

do diagndstico, progndstico e da possivel terapéutica.

Metodologia: A metodologia adotada nesta monografia tem por base uma pesquisa
bibliografica de artigos compreendidos maioritariamente entre os anos de 2012 e 2017,
na base de dados on-line PubMed. As palavras-chave introduzidas foram: “Multiple
Mpyeloma”, “Micro RNAs”, “Micro RNAs and Multiple Myeloma”, “Blood Cancer”,
tendo estas sido cruzadas com “diagnosis”, “prognosis”, “therapeutics” e ainda
“Genetics modifications in Multiple Myeloma”. Foram também utilizados dados de
publicacdes retiradas do site da Direcao Geral de Saude (DGS) e da Sociedade Americana
de Hematologia. Para explicagdo e melhor compreensao da doenca, recorreu-se como
fonte de informagdo as obras “Harrison’s — Hematology and Oncology, Longo, Dan,
2010” e “Hematology — Clinical Principles and Applications, Rodak,Bernadette et al,
2012”. A gestdo e organizacdo das referéncias bibliograficas foram feitas com recurso ao

programa Mendeley Desktop®, versao 1.17.10.
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Abstract

Abstract

Framework: Micro RNAs, discovered by Lee et al in 1993, have been shown to be
potential biomarkers for diagnosis, prognosis and therapeutic targets for several
pathologies. As such, Oncology, and the example of Multiple Myeloma, are not an
exception. Since, in the field of Oncology there are many mechanisms to discover and
explain, and seeing that cancer is treated as a chronic disease, it is increasingly important
to have research at this level so that in the future of molecular medicine it is possible to

include discoveries at the field of molecular genetics, namely Micro RNAs.

Aim: The principal goal of this monograph is to review current bibliography about the
potential of Micro RNAs as biomarkers in Multiple Myeloma in the field of diagnosis,

prognosis and possible therapeutics.

Methods: The methodology adopted in this monograph is based on a bibliographical
research of articles mostly comprised between the years of 2012 and 2017, in the online
database PubMed. The keywords introduced were: "Multiple Myeloma", "Micro RNAs",
"Micro RNAs and Multiple Myeloma" and "Blood Cancer", which were crossed with
"diagnosis", "prognosis", "therapeutics" and "Genetics modifications in Multiple
Myeloma ". Data from publications taken from the DGS website and from the American
Society of Hematology were also used. For the explanation and better understanding of
the disease, two books were used, the “Harrison’s — Hematology and Oncology, Longo,
Dan, 2010 and “Hematology — Clinical Principles and Applications, Rodak, Bernadette
et al, 2012”. The management and organization of bibliographic references were done

using the Mendeley Desktop® program, version 1.17.10.
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Lista de Siglas e Abreviaturas

AINE — Anti-inflamatoério ndo esterdide

AVC — Acidente vascular cerebral

BMSC — Células estromais da medula dssea (do Inglés Bone Marrow Stromal Cell)
DNA — Acido desoxirribonucleico (do Inglés Deoxyribonucleic acid)

EZH2 — Potenciador da sub-unidade enzimatica do zeste homodlogo 2 (do Inglés

Enzymatic subunit enhancer of zeste homolog 2)

FDA — Food and Drug Administration

FLCA — Ensaio de Cadeias Leves Livres (do Inglés Free Light Chain Assay)
GTP — Guanina tri-fosfato

GWAS — Genome-Wide Association Studies

H3K27me — tri-metilacdo do residuo 27 de lisina da histona H3 (do Inglés tri-
methylation of histone H3 lysine residue 27)

Ig — Imunoglobulina
IMMERnSE — International Multiple Myeloma rESEarch

MGUS — Gamopatia Monoclonal de Significado Indeterminado (do Inglés Monoclonal
Gammopaty of Undetermined Significance)

miRNA/ miR — Micro RNA

MM — Mieloma Multiplo

mRNA — RNA mensageiro

PC — Células Plasmaticas Clonais/Plasmdcitos Clonais

PCL — Leucemia das C¢lulas Plasmaticas (do Inglés Plasma Cell Leukemia)
PEM — Plasmocitoma Extra Medular

Pol IT — RNA Polimerase 11

11



Micro RNAs e Mieloma Multiplo

Pol III - RNA Polimerase III

POS — Plasmocitoma Osseo Solitério

PRC2 — Complexo repressivo Polycomb (do Inglés Polycomb repressive Complex)
pri-miRNA — Micro RNA primario

RISC — Complexo repressor induzido por RNA (do Inglés RNA induced silencing

complex)

RNA — Acido Ribonucleico

rRNA — RNA ribossémico/ribossémico

SMM — Mieloma Multiplo Latente (do Inglés Smoldering Multiple Myeloma)

SNP — Polimorfismo de Nucledtido Unico (do Inglés Single Nucleotid Polymorphism)
SPE — Eletroforese de Proteina Sérica (do Inglés Serum Protein Electrophoresis)

TRBP — Transactivador da proteina de ligacdo do RNA (do Inglés “Transactivating
RNA biding protein™)

TS-miRNAs — Micro RNAs supressores e tumores (do Inglés Tumor Supressors Micro

RNAs)
UPE — Electroforese de Proteina de Urina (do Inglés Urine Protein Eletrophoresis)

VAD — Regime terapéutico de Vincristina, Doxorrubicina e Dexametasona
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Metodologia de Pesquisa

Esta monografia tem por base uma pesquisa bibliografica, apoiada em artigos
cientificos compreendidos maioritariamente entre os anos de 2012 e 2017. Foram

utilizados alguns artigos mais antigos, mas nunca mais antigos que o ano de 2002.

A metodologia adotada para a pesquisa dos artigos cientificos consistiu na
utilizacdo de termos como “Multiple Myeloma”, “Micro RNAs”, “Micro RNAs and
Multiple Myeloma” e “Blood Cancer”, tendo estas sido cruzadas com “diagnosis”,
“prognosis” e “therapeutics” e ainda “Genetics modifications in Multiple Myeloma, na

base de dados PubMed, disponivel on-line.

Foram ainda usados dados da Direcdo Geral de Satde (DGS) e informacao

retirada do site da Sociedade Americana de Hematologia.

Foi usada também informagao tedrica cujas fontes foram as obras “Harrison’s —
Hematology and Oncology, Longo, Dan, 2010” e “Hematology — Clinical Principles and
Applications, Rodak, Bernadette et al, 2012

Para organizacdo, gestdo e insercao de referéncias bibliograficas foi utilizado o

programa Mendeley Desktop®, versao 1.17.10.
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Introdugdo Geral

1. Introduc¢ao Geral

A esperanca média de vida da populagdo portuguesa tem vindo a aumentar com o
passar dos anos. Os estilos de vida tém vindo a sofrer alteragdes ao longo dos tempos, e
o numero de técnicas de diagnostico disponiveis também aumentou, podendo relacionar-
se com o aumento do nimero de casos de cancro, em Portugal. Tal como previsto pela
DGS, a taxa de incidéncia de tumores malignos tem vindo a aumentar no nosso pais,
sendo que entre 2009 e 2010 se observou um aumento de 4%, como se pode observar na

Figura 1 (Miranda et al., 2016).

EVOLUCAD DA TAXA DE INCIDENCIA DE TUMORES MALIGNOS
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Figura 1 - Grafico da Evolugo da Taxa de Incidéncia de Tumores Malignos em Portugal (Miranda ef al,

2016, “Doengas Oncoldgicas em nimeros”, DGS).

O cancro podera vir a ser considerado uma doenca cronica no futuro, necessitando
de uma abordagem clinica ao nivel de diversas especialidades, sendo necessaria a
intervencdo de um programa politico e social consistente que se estenda para além das

estruturas da satde (Miranda et al., 2016).

O Mieloma Multiplo ¢ uma neoplasia maligna que representa cerca de 10% de
todas as neoplasias hematologicas (Liu et al., 2012; Rajkumar & Kumar, 2016) e que se
caracteriza pela infiltracdo de células plasmaticas ao nivel da medula 6ssea, com a

produgdo da proteina M (uma imunoglobulina monoclonal - IgM), que pode ser detetada,
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por sua vez, no sangue ou na urina (Martino ef al., 2011; Rajkumar & Kumar, 2016). O
crescimento descontrolado destas células tem diferentes consequéncias, nomeadamente
destrui¢cdo do esqueleto, insuficiéncias a nivel da medula éssea e dos rins e diminui¢ao da
producao de imunoglobulina normal, sendo que a maioria dos pacientes apresenta ainda

anemia e/ou hipercalcemia (Bi & Chng, 2014; Martino et al., 2011).

Este tipo de cancro € mais comum nas pessoas idosas, sendo raro aparecer antes
dos 40 anos e desenvolve-se ainda com menor frequéncia em pessoas mais jovens
(Martino, 2011). Previamente ao aparecimento do Mieloma Multiplo, existe sempre um
estado pré-maligno assintomatico, mas com uma concentragdo significativa de proteina
monoclonal, denominado de Gamopatia Monoclonal de Significado Indeterminado
(MGUS — Monoclonal Gammopathy of Undetermined Significance), que pode progredir
para Mieloma ou para outros cancros hematoldgicos, num racio de 1% por ano (Bi &

Chng, 2014; Ren et al., 2017).

O diagnéstico e o tratamento para o Mieloma Multiplo tém vindo a ser alterados
ao longo da ultima década. Algumas das razdes sdo a inclusdo de novos medicamentos
como o carfilzomib e o daratumumab , as revisdes nos sistemas de estadiamento da

doenga e a descoberta de novos biomarcadores especificos (Rajkumar & Kumar, 2016).

Foi descoberta em 1993, uma classe de RNAs, os Micro RNAs (miRNAs) que
funcionam como reguladores da expressdo genética de centenas de proteinas em
diferentes processos fisiologicos (Pogribny, 2017). Estes sdo pequenos RNAs ndo
codificantes, constituidos aproximadamente por 22 nucledtidos, que regulam a expressao
genética, afetando quase todos os mecanismos celulares, desde o desenvolvimento até a
oncogeénese (Ameres & Zamore, 2013; Graves & Zeng, 2012). Os miRNAs tém vindo a
demonstrar-se como potenciais biomarcadores ndo invasivos para diagndstico e

prognostico de diversas doengas, nomeadamente doencas oncoldgicas (Pogribny, 2017).

16
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2. Neoplasias Hematologicas

Os cancros hematologicos caracterizam-se por afetarem a fungdo das células
sanguineas, sendo que a maioria tem a sua fase inicial na medula ossea. As células-tronco
diferenciam-se em trés tipos de células sanguineas: globulos vermelhos, globulos brancos

e plaquetas (American Society of Hematology, s.d.).

Na maioria das neoplasias, esta diferenciag¢do celular ¢ interrompida ou alterada
devido ao crescimento descontrolado de células cancerigenas, o que tem como
consequéncia a perda das fungdes celulares normais, tais como defesa contra infegdes ou

mesmo a coagulacao sanguinea (American Society of Hematology, s.d.).

As neoplasias hematologicas tém sido alvo de estudos, para que seja possivel
esclarecer quais os mecanismos inerentes ao seu aparecimento. Em 2001, a Organizagao
Mundial de Satude (OMS) propos novas classificagdes para quase todos os tumores de
tecidos linfoides e hematopoiéticos, que foram posteriormente atualizadas em 2008

(Campo et al., 2011; Rodak, Bernadette F., Fritsma, George A., Keohane, 2012).

As alteracdes genéticas encontradas na maioria das neoplasias hematoldgicas sao
translocagdes cromossomais que envolvem oncogenes causadores de mutacgdes
cancerigenas, fazendo com que a célula normal expresse um fenotipo maligno. Além de
oncogenes, também ja ¢ conhecida uma quantidade consideravel de genes supressores de
tumores, que ja foram associados a predisposicdo genética de um individuo para
determinado tipo de neoplasia. Temos como exemplo mutacdes do gene p53 presentes na
maioria dos cancros, incluindo os hematoldgicos, como € o caso da Leucemia Mieloide
Aguda. Assim, ¢ atualmente reconhecido que a formagao de oncogenes e/ou inibi¢ao dos
genes supressores de tumores levam a consequéncias moleculares ao nivel dos tecidos

hematologicos (Rodak et al., 2012).

Além dos oncogenes e genes supressores de tumores envolvidos no processo da
carcinogénese (ndo sO nas neoplasias hematoldgicas mas também noutros tipos de
cancro), existem outros mecanismos genéticos associados ao desenvolvimento da
neoplasia, como mecanismos inerentes a reparacao do DNA entre outro tipo de alteragdes
genéticas, que foram possiveis identificar devido ao avango exponencial da biologia

molecular nas trés Gltimas décadas (Rodak et al., 2012; Kuehl & Bergsagel, 2002).
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O diagnostico ¢ feito através de critérios laboratoriais, morfologicos e clinicos,

existindo critérios especificos para as diferentes neoplasias (Rodak et al., 2012).

Na maioria dos casos, estas neoplasias permanecem sem cura, existindo uma
possivel remissdo da doenga. A terapia passa entdo pela quimioterapia, radioterapia,
transplantes de células tronco da medula dssea e terapia de suporte para as manifestagoes
clinicas da doenga e efeitos secundarios dos proprios farmacos (Rodak et al., 2012; Minjie

Gao, Yuanyuan Kong, Guang Yang, 2017).

Faz-se entdo em seguida um pequeno enquadramento dos trés principais tipos de

neoplasias hematologicas.

2.1 Leucemia

A Leucemia ¢ um tipo de cancro do sangue, onde existe uma producdo anormal de
globulos brancos, que tém as suas funcdes alteradas, pelo que ndo conseguem
desempenhar corretamente as suas fungdes ao nivel do sistema imunitario, combatendo
os microrganismos ¢ infe¢des e ainda, impossibilitando a medula dssea de produzir

globulos vermelhos e plaquetas (American Society of Hematology, s.d.).

Existem diferentes tipos de Leucemias, nomeadamente a Leucemia Mieldide Aguda,
Leucemia Mieldide Cronica, Leucemia Neutrofilica Cronica, Leucemia Eosinofilica
Cronica, entre outras, dependendo do tipo de célula onde a mesma ¢ manifestada e do

grau dessa manifesta¢do (Rodak et al., 2012).

A Leucemia Mieldide Cronica representa cerca de 20% de todas as neoplasias
hematoldgicas, iniciando-se com um quadro clinico cronico que progride para uma fase
mais agressiva num espaco de trés a quatro anos, terminando geralmente, numa Leucemia

Aguda, se nao for previamente diagnosticada e tratada (Rodak et al., 2012).

Dentro das Leucemias Agudas destacamos dois tipos, a Leucemia Linfoblastica
Aguda, que corresponde a aproximadamente 25% de todos os casos de cancro ocorridos
na infincia e a Leucemia Mieldide Aguda, que ¢ o tipo de Leucemia com maior incidéncia
em bebés com menos de 1 ano de idade e ¢ também o tipo de Leucemia mais comum nos

adultos (Rodak et al., 2012; Egan et al., 2012).
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Os sintomas mais frequentes das Leucemias incluem infe¢des frequentes, anemia,
hemorragias e esplenomegalia, em consequéncia da acumulagdo patologica de células
percursoras mieldides na medula 6ssea, sangue e tecidos extra medulares (Rodak et al.,

2012).

2.2 Linfoma

Os Linfomas sdo também um tipo de cancro do sangue, mas que, em vez da medula
Ossea, afetam o sistema linfatico. O sistema linfatico e os seus orgdos constituintes
possuem a fun¢do de remover o excesso de fluidos do nosso organismo, sendo que os
orgaos linfaticos funcionam como locais de reconhecimento dos antigénios para producao
de células do sistema imunitario, os linfocitos, que medeiam a resposta imunitaria
primaria. Linfécitos anormais tornam-se células do linfoma, que se multiplicam e
acumulam nos nddulos linfaticos e outros tecidos do nosso organismo, 0 que com o passar
do tempo vai prejudicando cada vez mais a fungdo normal do sistema imunitario

(American Society of Hematology, s.d.; Rodak et al., 2012).

O diagnoéstico dos diferentes tipos de Linfoma ¢ feito através da andlise da sua
morfologia, fendtipo imunitério, genética molecular e caracteristicas clinicas. Podem ser
destacados trés principais tipos de Linfomas: Linfoma de Hodgkin, Linfoma de Células
B e Linfoma de Células T, cada um deles divididos em varios subtipos. Os dois ultimos
sdo também considerados Linfomas de ndo-Hodgkin (Campo et al., 2011; Faria, Silva, &

Espaiiol, 2004).

A maior incidéncia dos Linfomas ¢ nos idosos, salvo a excec¢do dos Linfomas de
Hodgkin, que tém uma incidéncia superior na faixa etaria dos 15 aos 35 anos (Rodak et

al., 2012).

O maior fator de risco conhecido para o desenvolvimento de desordens
linfoproliferativas ¢ a existéncia de alteracdo da resposta imunitaria em pacientes

imunossuprimidos devido a doengas auto imunes (Rodak et al., 2012).
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2.3 Mieloma Multiplo

O Mieloma Multiplo (MM) € uma neoplasia do sangue que afeta as células do plasma,
os plasmocitos. Os plasmdcitos sdo também globulos brancos, que tém como fungdo a
producao de anticorpos para defender o organismo dos microrganismos portadores de
antigénios. Assim, as células de Mieloma Multiplo impedem a produc¢do normal de
anticorpos, pelo que o doente esta muito mais sujeito a contrair infe¢des devido ao sistema

imunitario se encontrar debilitado (American Society of Hematology, s.d.).

Com a introducdo de novos medicamentos, como os inibidores dos proteossomas e
imunomoduladores, a taxa de resposta e de sobrevivéncia em pacientes com Mieloma
Multiplo aumentou, no entanto, apesar dos avancos neste ambito, esta ¢ uma doenca que

ainda permanece incuravel (Cavo et al., 2010).

As células-tronco cancerigenas sdo vistas atualmente como as principais
responsaveis pela recorréncia do tumor. Estas foram descobertas antes de 1997, no
entanto, s posteriormente foram completamente definidas e descritas por Bonnet et al,
que observaram que uma rara populacdo de CD34+CD38- poderia ter potencial
cancerigeno na Leucemia Mieldide Aguda (Minjie Gao et al., 2017). Posteriormente, as
células-tronco foram entdo identificadas noutros tumores solidos e do sangue,
nomeadamente no Mieloma Multiplo (Minjie Gao et al., 2017; Vaiopoulos, Kostakis,

Koutsilieris, & Papavassiliou, 2012).

Esta neoplasia hematoldgica ird ser mais aprofundada nas paginas seguintes.
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3. O que ¢ 0 Mieloma Multiplo?

3.1 Etiologia

O Mieloma Multiplo é um tipo de cancro hematologico, sem cura, que se
caracteriza pela proliferagao de células plasmaticas clonais na medula 6ssea, resultando
na secre¢do de imunoglobulinas monoclonais (Kapoor ef al., 2010; Minjie Gao ef al.,
2017). Observando a Figura 2 consegue perceber-se algumas caracteristicas das células
malignas do Mieloma Multiplo na medula 6ssea, nomeadamente a presenga de dois ou

mais nucleos e a excentricidade dos mesmos.

Figura 2 - Mieloma Multiplo (medula 6ssea): As células possuem caracteristicas morfologicas das

células plasmaticas, sendo redondas ou ovais, possuindo um nicleo excéntrico com cromatina densa e

um citoplasma basofilo. Existe uma zona “limpa” (hof), que contém o complexo de golgi. Podem ser
observadas células plasmaticas malignas com 2 ou mais nucleos

(Retirado de Longo, 2010).

A causa para o aparecimento do Mieloma Multiplo ainda ndo ¢ conhecida. Foram
encontradas variagdes monoclonais em pacientes com esta doenga, como delegdes 13q14
e 17p13 e anomalias 11q (as mais predominantes). As transloca¢des mais comuns sao
t(11;14)(q13;q932) e t(4;14)(p16;q32) (Barnett et al., 2010; Neben et al., 2010). No
entanto, existem fortes evidéncias de que erros na recombinacdo genética (switch
recombination) - mecanismo genético que altera o isotopo de cadeia pesada do anticorpo

- contribuem para a transformagdo deste mecanismo. Em certos casos foram também
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encontradas mutacdes nos genes ras ou myc ¢ ainda mutagdes nos genes p53 e Rb-1,

sendo estas duas tltimas menos frequentes (Longo, 2010; Mikhael et al., 2013).

Esta neoplasia tem vindo a mostrar-se com maior incidéncia em agricultores,
camponeses, pessoas que trabalham com peles de animais e ainda em individuos que

trabalham com produtos petroliferos (Longo, 2010).

3.2 Incidéncia e Prevaléncia

Em 2008, foram diagnosticados cerca de 20 000 casos de Mieloma Multiplo, nos
Estados Unidos da América (Saad, Sharma, & Higa, 2009).

Este ¢ o segundo tipo de cancro do sangue mais comum nos Estados Unidos, com
uma incidéncia de aproximadamente de 4 por 100 000 habitantes por ano, sendo muito

semelhante no mundo inteiro (Minjie Gao ef al., 2017).

Globalmente, a incidéncia desta neoplasia aumenta com a idade e a idade média
estimada no diagndstico € cerca de 68 anos, sendo pouco comum aparecer antes dos 40
anos. O Mieloma Multiplo afeta mais homens do que mulheres, e os individuos de raca
negra padecem desta neoplasia aproximadamente 2 vezes mais que os caucasianos. Os
individuos asiaticos sdo os que apresentam menor incidéncia do MM (Liu ef al., 2012;

Martino et al., 2011).

Em termos globais, o Mieloma Multiplo representa cerca de 1% de todos os
cancros nos individuos caucasianos, 2% nos de raca negra e em termos de neoplasias
hematologicas, 13% nos caucasianos e 33% nos negros (Hungria, Maiolino, Almeida, &

Crusoé¢, 2013).

Etnograficamente, a incidéncia € mais elevada em Afro-Americanos e individuos
nativos das Ilhas do Pacifico, seguido da Europa e dos Norte-Americanos de raga branca,
sendo que onde existe a menor incidéncia € nos paises em vias de desenvolvimento,
nomeadamente os do continente Asiatico. (Hungria ef al., 2013; Longo, 2010). Esta maior

prevaléncia nos paises desenvolvidos pode estar relacionada com o aumento da esperanga
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média de vida, bem como com o aumento da vigilancia médica, que permite o seu

diagnostico precoce.

Apesar destas diferencas na prevaléncia, as caracteristicas da doenga, o seu
progndstico e evolucdo e as respostas a terapéutica sao semelhantes em termos globais

(Longo, 2010).

3.3 Patogénese e Manifestacdes Clinicas Principais

3.3.1 Complicacées Osseas

As células do Mieloma Multiplo ligam-se as células estromais da medula 6ssea
(BMSCs) e a matriz extracelular através de moléculas de adesdo. Este mecanismo pode
ser observado na Figura 3 e relaciona-se com o crescimento das células de MM, com a
resisténcia a terapéutica e com a migracao destas células para o centro da medula 6ssea

(Longo, 2010).
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Figura 3 - Patogénese do MM: As células de MM interagem com as células estromais da medula dssea e
com as proteinas da matriz extracelular via moléculas de adesdo, desencadeando a produgdo de citocinas
que permitem o crescimento, sobrevivéncia e efeitos anti apoptoticos, bem como o desenvolvimento de

resisténcias aos farmacos (Adaptado de Longo, 2010).

A dor nos ossos afeta aproximadamente 70% dos individuos com MM e ¢ o
sintoma mais comum desta doenga. A dor ¢ manifestada geralmente nas costas e nas
costelas, estando relacionada com o movimento (ao contrario do que acontece com a dor
de um carcinoma metastasico, que normalmente piora a noite). Uma dor persistente num
doente de MM pode significar uma fratura. As lesdes no osso sdo provocadas pela
proliferacdo de células tumorais, que ativam os osteoclastos, que por sua vez vao destruir
0 0sso e suprimir a fun¢do dos osteoblastos, impedindo assim, a renovacdo do mesmo

(Liu et al., 2012; Longo, 2010).

A destruig@o Ossea resulta de uma mobilizagdo substancial de célcio a partir do
osso e de graves complicacdes de hipercalcémia, que podem ser dominantes num quadro
clinico de MM. As lesdes 0sseas localizadas podem tornar-se, com a evolugdo da doenga,

lesdes palpaveis, especialmente no cranio, como mostra a Figura 4, claviculas e esterno,
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sendo que fraturas das vértebras podem levar a compressao da medula espinal (Saad et

al., 2009).

Figura 4 — Lesdes 6sseas no MM: Lesdes 0sseas no cranio caracteristicas de doente com MM. A lesdao
representa uma atividade osteolitica com pouca ou nenhuma atividade osteoblastica

(Retirado de Longo, 2010).

3.3.2 Suscetibilidade a Infecoes Bacterianas

Um dos problemas mais comuns associados ao MM ¢ o facto de os pacientes se
encontrarem mais suscetiveis (em relagdo a um individuo saudavel), a infegdes
bacterianas. As mais comuns nestes doentes sdo bactérias causadoras de pneumonias e
pielonefrites, como os Streptococcus pneumoniae, Staphylococus aureus e Klebsiella
pneumoniae ao nivel dos pulmdes e vias respiratorias e bactérias gram negativas como a
Escherichia coli no trato urinario. Em aproximadamente 25% dos pacientes observam-se
infegdes recorrentes e em mais de 75% existe pelo menos uma infe¢do grave (Longo,

2010; O’Brien, Blijlevens, Mahfouz & Anaissie, 2003).

Isto acontece por diversas razdes, uma delas ¢ o facto de pacientes de Mieloma
terem hipogamaglobulinémia (excluindo a IgM), que se relaciona com a menor producdo
de anticorpos e a sua destrui¢do, havendo um défice nas defesas do organismo do doente

(Faria, Silva, & Espaiol, 2004).

No caso do MM de Imunoglobulinas G (IgG), as IgG normais sao destruidas mais

rapidamente que o normal, pelo facto de a taxa catabolica de anticorpos IgG ser
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diretamente proporcional a concentragdo sérica das mesmas (Zhou, Pop, & Ghetie, 2005).
Além disso, a presenca de grandes concentragdes de [lgM aumenta a taxa catabdlica para
valores entre os 8% e os 16%, em vez dos normais 2%, o que resulta numa resposta
imunitaria fraca, especialmente a microrganismos com antigénios polissacaridos na sua

constituicdo, como os das paredes celulares das bactérias (Longo, 2010).

O facto de serem usados farmacos corticosteréides como a dexametasona, como
adjuvantes na terapéutica, também suprime a resposta imunitaria e aumenta a

probabilidade de infe¢ao (De Mel et al., 2017).

A vacinagdo contra a gripe € contra o pneumococcus € necessaria nestes doentes,
visto que constituem um grupo de risco, por estarem imunossuprimidos. Devem ser feitas
analises periddicas de forma a diagnosticar precocemente uma possivel infecao e advertir
os doentes de MM a evitarem comportamentos de risco, como por exemplo, evitar o
contacto direto com pessoas que possam estar infetadas com este tipo de bactérias e virus,
visto que doentes de MM estdo mais suscetiveis. Podem e devem fazer um aporte
periddico de Vitamina C e outros suplementos que ajudam a reforgar o sistema imunitario,
mas sempre com aconselhamento médico, para que se evitem interagdes com farmacos

e/ou contraindicagoes.

3.3.3 Faléncia Renal

A faléncia renal ocorre aproximadamente em 25% dos doentes de MM e em mais
de metade ocorre algum tipo de problema ao nivel dos rins. A hipercalcémia ¢ um dos
principais fatores para tal acontecer (Nuevo-Gonzalez, 2009). Destacam-se ainda o uso
frequente de farmacos anti-inflamatorios ndo esteroides (AINEs) usados no controlo da
dor, o uso de corantes de contraste iodados nos exames de imagiologia a que os doentes
tém periodicamente de ser sujeitos, o uso de bifosfonatos para tratamento ou prevengao a
nivel dsseo e ainda infiltragdes renais ocasionais de células de Mieloma (Longo, 2010;

Yachoui, 2016).

Outro motivo de faléncia renal que se encontra presente em muitos casos de MM
relaciona-se com a excrecao renal de cadeias leves, que provoca danos nos tibulos renais.

Normalmente, estas cadeias leves sdo filtradas e reabsorvidas nos rins, no entanto, no
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MM existe um aumento destas cadeias, o que faz com que exista uma acumulagdo destas
proteinas no nefronio, havendo toxicidade direta, ou indireta, sendo esta ultima causada
pela libertacdo de enzimas lisossomais. A primeira manifestacao deste tipo de toxicidade
¢ a Sindrome de Fanconi, caracterizada por uma acidose tubular, com perda de glucose e

aminoacidos (Dimopoulos, Kastritis, Rosinol, Blad¢, & Ludwig, 2008).

Pacientes com MM sofrem de retengao do ido cloreto, porque a IgM ¢ catidnica.
Este fenomeno ¢, geralmente, acompanhado de um quadro de hiponatrémia, visto que
com o aumento da IgM, a propor¢do de agua diminui. Além disto, doentes de MM tendem

a desenvolver insuficiéncia renal cronica, quando desidratados (Longo, 2010).

,

E necessario que estes doentes estejam informados acerca destas possiveis
complicacdes, advertindo-os para a necessidade de hidratagdo diaria através da ingestdo
de liquidos, de forma a contrariar a diminui¢ao da propor¢ado de agua nos nefrénios. Além
disso, como ja foi referido anteriormente, a incidéncia do MM ¢ superior nos idosos,
sendo que este grupo estd também mais suscetivel a desidratagdo. E importante existir

vigilancia médica regular, com monitorizagdo através de andlises a urina, para que se

consiga diagnosticar precocemente uma possivel faléncia a nivel renal.

3.3.4 Anemia

A anemia ¢ uma das manifestacdes clinicas mais comuns num quadro de MM.
Pode ser normocitica ou normocrémica e manifesta-se em cerca de 80% dos doentes. O
facto de a anemia estar presente com tanta frequéncia relaciona-se com a existéncia de
uma substitui¢do ao nivel da medula dssea, de células ditas normais, por células tumorais
e ainda pelo facto de existir uma inibi¢ao da hematopoiese por fatores tumorais (De Mel

et al.,2017; Pacca, Silva, Souza, & Carbinatto, 2017).

Existe também uma fracdo razoavel de individuos com MM que apresentam
anemia megaloblastica devido a uma deficiéncia em folatos e vitamina B12 (Priyankara

& Gunawardena, 2013).

As hemacias sdo, de facto, células muito afetadas por esta doenga, no entanto,
também podemos salientar anormalidades na coagulag¢do devido a redugdo de plaquetas

e anticorpos, que nem sempre estdo totalmente diferenciados e especializados devido a

27



Micro RNAs e Mieloma Multiplo

propria doenca, ou ainda o facto de existir interacao entre a IgM e os fatores de coagulacao

I, I, V, VII ou VIII (Pingali, Haddad, & Saad, 2012).

Em relagdo a anemia ndo pode ser feito muito, pois estes doentes, normalmente,
padecem desta complicagdo, tal como ja foi referido anteriormente, devido a propria
doenga, sendo muito complicado reverter por completo a anemia. No entanto, ¢
importante uma alimentagao rica em ferro e folatos (ex: vegetais de folha verde como a
couve verde, broculos e couve bruxelas, figado e carnes vermelhas) para que seja feito
regularmente o aporte destas vitaminas, evitando assim, um défice nestes componentes,
que podera ajudar a contrariar a anemia, ou pelo menos nao obter valores tdo baixos no

hemograma.

3.3.5 Sintomas Neuroldogicos

Os sintomas a nivel neuroldgico ocorrem, felizmente, numa minoria de doentes

de MM, e sdo explicados com base em outros sintomas ja descritos anteriormente.

A hipercalcémia pode provocar fraqueza, letargia, confusao e elevagdo da pressao
arterial no doente, podendo ser considerada uma urgéncia médica em casos mais graves
(Nuevo-Gonzalez, 2009). Por sua vez, a hiperviscosidade do sangue provoca fadiga,

enxaqueca, retinopatias e alguns distarbios da visdao (Meier & Burton, 2014).

A lesdo Ossea e a sua fratura podem provocar compressao ao nivel da medula
espinal e provocar dor radicular, sendo que em ultima andlise o doente pode perder o

controlo da bexiga e do intestino (Terpos, Christoulas, & Gavriatopoulou, 2017).

Existe também a possibilidade de infiltracio dos nervos periféricos por
plasmocitos, que podem causar patologias como a sindrome do canal carpico entre outras
neuropatias. Sendo ainda de salientar que a talidomida e o bortezomib (ambos farmacos
usados no tratamento de MM) podem ter efeitos neuropaticos, sendo necessario vigiar o

doente (Banach, Juranek, & Zygulska, 2017).

A tabela seguinte relaciona de forma resumida as manifesta¢des clinicas

referidas anteriormente com as respetivas causas subjacentes.
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Tabela 1 - Tabela Resumo da Patogénese e Manifestagdes Clinicas Principais no Mieloma Multiplo

(Adaptado de Longo, 2010).

Patogénese e Manifestacdes Clinicas principais no MM

Evidéncia Clinica

Hipercalcémia, Osteoporose, Fraturas

patologicas, Lise 6ssea, Dor dssea

Faléncia Renal

Anemia (cansaco facil)

Suscetibilidade/Recorréncia de infe¢des

Sintomas Neurologicos

Nauseas/vomitos

Hemorragia/coagulagao

29

Causa subjacente
Expansao do tumor;
Producdo do fator de ativacdo dos
osteoclastos pelas células tumorais;
Inibigao osteoblastica.
Hipercalcémia;
Deposicao das cadeias leves nos tubulos;
Amiloidose;
Toxicidade iatrogénica (AINEs,
bifosfonatos e agentes de contraste).
Infiltracdo da Medula Ossea;
Produgdo de fatores inibitorios;
Hemolise;
Diminuicao da producao de hem4cias;
Diminuicao dos niveis de eritropoetina.
Hipogamaglobulinémia;
Baixa contagem de CD4+;
Diminui¢do da migracao dos neutrofilos.
Hiperviscosidade do sangue;
Crioglobulinémia;
Depositos amiloides;
Hipercalcémia;
Compressao dos nervos;
Antigénios antineuronais;
Sindrome de POEMS;
Toxicidade neurologica relacionada com
medicacao (talidomida e bortezomib).
Faléncia renal,;
Hipercalcémia;
Medicacao.
Interferéncia com fatores de coagulacéo;

Disfungao plaquetaria.
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3.4 Diagnostico

No MM existem trés fatores que estdo sempre presentes: [gM no plasma ou urina,

plasmocitose da medula 6ssea e lesdes liticas nos ossos do doente (Longo, 2010).

O diagnostico diferencial mais importante em individuos com Mieloma ¢ a
separacao entre doentes de MM e doentes com Gamopatia Monoclonal de Significado
Indeterminado (MGUS). O MGUS ¢ mais comum que o Mieloma, manifestando-se em
cerca de 1% da populagdo acima dos 50 anos e em aproximadamente 10% nos individuos

acima dos 75 anos de idade (Kyle et al., 2006; Longo, 2010).

Acompanhando os doentes a longo prazo, observa-se que cerca de 1% de
individuos com MGUS desenvolvem Mieloma (Kyle & Rajkumar, 2008), sendo que o
subtipo ndo IgG com uma proporc¢ao anormal de cadeias leves livres kappa/lambda e a
IgM plasmatica acima dos 1.5g/dl est4d associado a uma maior risco de progressao de
MGUS para MM. Doentes com MGUS sdo assintomaticos e ndo necessitam,
normalmente, de terapia. Estudos apontam que estes individuos t€ém aproximadamente 2
anos de esperanca média de vida a menos comparativamente com individuos sem MGUS

(Longo, 2010).

Existem ainda duas variantes importantes que € necessario ter em consideracao: o
Plasmocitoma Osseo Solitario (POS) e o Plasmocitoma Extra Medular (PEM). O POS
consiste numa Unica lesao litica ao nivel dos ossos sem haver plasmocitose da medula
Ossea, enquanto que o PEM envolve geralmente o tecido linféide da submucosa da
nasofaringe e seios paranasais € também sem plasmocitose da medula dssea. Ambos os
tumores respondem efetivamente a uma radioterapia localizada e caso se encontre
presente a IgM ela tende a desaparecer apds o tratamento. No entanto, € necessario vigiar
o doente, pois o POS pode voltar a reincidir noutros locais 0sseos e até mesmo evoluir
para MM; ja o PEM tem pouca probabilidade de reicidéncia e progressao (Longo, 2010;
Pingali et al., 2012).

Um dado importante para o diagnostico de MM ¢ entdo a presenga da IgM,
observada na Electroforese de Proteina Sérica (SPE), que implica a clonalidade das
Células Plasmaticas Clonais (PC) em proliferacdo. O diagnostico do MM ¢ entdo
realizado através da presenca de IgM igual ou superior a 3g/dl e de niveis de plasmocitose

igual ou superior a 10% da medula 6ssea (Pingali ef al., 2012).
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Se houver suspeita de MM, ¢ aconselhado fazer-se o seguinte: hemograma
completo; avaliar a taxa de sedimentacdo dos eritrocitos e se a Proteina C reactiva esta
elevada; Electroforese de Proteina da Urina de 24 horas (UPE); SPE com imunofixag¢ao;
Ensaio de Cadeia Leve Livre (FLCA); medi¢do dos niveis séricos de albumina e da
microglobulina B-2; medigdo das imunoglobulinas séricas; avaliacdes do esqueleto com
auxilio de técnicas de imagiologia e bidpsia e aspirado a medula 6ssea, para a confirmagao

da neoplasia (Dupire ef al., 2012; Pingali et al., 2012; Zahlten-Hinguranage et al., 2006).

3.5 Estadiamento e Prognéstico

Uma vez diagnosticado Mieloma Multiplo no doente, ¢ necessario averiguar a
atividade da doenga. O Mieloma ativo pode ser classificado segundo 2 sistemas de
estadiamento: Sistema de Estadiamento de Durie-Salmon e o adaptado mais

recentemente, o Sistema Internacional de Estadiamento (Rajkumar, 2012).

O primeiro sistema referido tem como critérios os graus de anemia e disfuncao
renal, os niveis de cdlcio e a extensdo de osso envolvida, de acordo com a Tabela 2, que

se segue (Pingali ef al., 2012; Rajkumar, 2012).

Tabela 2 - Sistema de Estadiamento de Durie-Salmon do Mieloma Multiplo
(Adaptado de Pingali et al, 2012).

Sistema de Estadiamento de Durie-Salmon

Estadio I (todos os seguintes factores)
Célcio <12 mg/DI
Hemoglobina >10g/Dl1
IgM IgG <5 g/dL ; IgA <3 g/Dl
Lise Ossea Inexistente
Estadio 11 Nao cumpre os critérios nem do Estadio I nem do
Estadio 111
Estadio 111 (um ou mais dos seguintes factores)
Célcio >12 mg/D1
Hemoglobina <10 g/Dl
IgM IgG: >7 g/dL ; IgA: >5 g/DI
Lise Ossea Multiplas lesoes
Classifica-se ainda em Estadio A se a creatinina for <2 mg/dL e Estadio B se for >2
mg/D1
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Por sua vez, o Sistema Internacional de Estadiamento do Mieloma Multiplo tem
por base apenas a analise dos niveis séricos da microglobulina -2 e da albumina, segundo
a Tabela 3. Sendo que para a doenca se encontrar no Estadio I € necessario a presenga dos

dois fatores em analise ( De Mel et al., 2017; Pingali et al., 2012).

Tabela 3 — Sistema Internacional de Estadiamento do Mieloma Multiplo (Adaptado de Pingali et al)

Sistema Internacional de Estadiamento

Microglobulina -  Albumina sérica Sobrevivéncia
2 sérica Média (anos)
Estadio I <35 >3,5 5
Estadio II Nao cumpre os critérios nem do Estadio I 3,5
nem do Estadio III
Estadio 111 >5,5 2,5

E de salientar que o progndstico do MM ndo pode ser apenas baseado nestes
fatores, sendo necessaria uma analise citogenética do individuo portador da neoplasia,
como por exemplo, translocagdes ao nivel do locus da IgH no cromossoma 14, sendo

estas muito comuns (Gutierrez, 2004).

O tempo de sobrevivéncia média dos doentes de MM ¢ cerca de 5 a 6 anos, sendo
que existem doentes que atingem mais de 10 anos de vida com MM (Munshi ez al., 2011).
As maiores causas de morte destes doentes sdo a propria progressao do Mieloma, a
faléncia renal, sépsis, ou Leucemia Aguda e/ou Mielodisplasia associadas a terapéutica.
Aproximadamente um quarto dos pacientes morre devido a comorbilidades, associadas
mais a propria idade do doente do que ao MM, como ¢ o caso de enfarte do miocardio,

acidente vascular cerebral (AVC), doenga pulmonar cronica (Longo, 2010).

Assim, € necessario antecipar complicagdes € instituir terapéutica de suporte o

mais rapido possivel.

32



O que é o Mieloma Multiplo?

3.6 Tratamento Atual

Cerca de 10% de doentes com MM apresentam uma progressao lenta da doenca
durante varios anos, necessitando apenas de realizar terapia anti tumoral quando a doenca
se apresenta sintomatica, com desenvolvimento dos sintomas descritos anteriormente

como a anemia, hipercalcémia e lise 6ssea progressiva (Longo, 2010).

Quando o MM se encontra em atividade a terapé€utica divide-se em dois ramos.
Por um lado controla-se a progressao da doenga e por outro lado tratam-se os sintomas
para prevenir e atrasar complicagdes inerentes a esta neoplasia, o que permite, geralmente,
aumentar significativamente o tempo de sobrevida dos doentes e ainda melhorar

consideravelmente a sua qualidade de vida (Hungria & Maiolino, 2007).

O tratamento padrdo inicial depende se o doente ¢ ou ndo candidato a
quimioterapia de elevada dosagem com transplante de células-tronco autélogo, ou ndo.
Se for este o caso, agentes quimioterapéuticos alquilantes devem ser evitados devido ao
dano que provocam nas células-tronco, diminuindo a possibilidade da colheita das

mesmas para o transplante (Longo, 2010).

Nestes doentes sdao entdo utilizados corticoesterdides em monoterapia de elevada
dose (40mg por dia de dexametasona por 4 dias a cada 2 semanas) ou em combinagdo
com VAD (0,4mg por dia em infusdo continua de 4 dias de vincristina, 9mg/m? de
doxorrubicina por dia numa infusdo continua de 4 dias e dexametasona 40 mg por dia 4
dias por semana durante 3 semanas). No entanto, dois estudos em que se combinou
talidomida com dexametasona como terapéutica inicial, para doentes recém
diagnosticados com mieloma multiplo, candidatos a transplante autélogo, mostram que
existe uma resposta rapida em dois tergos dos doentes, permitindo a colheita de células-
tronco no sangue periférico da maneira correta (Jasielec & Jakubowiak, 2013; Longo,

2010).

Além disso, num ensaio clinico randomizado de fase III foi demonstrado que a
talidomida em combinacdo com a dexametasona ¢ mais eficaz do que a utilizacao de
dexametasona em monoterapia, apresentado a primeira vantagens em relagao a ultima,
em doentes de MM recém diagnosticados. O bortezomib e a lenalidomida sdo ambos

farmacos derivados da talidomida que também obtém boas taxas de resposta quando
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combinados com a dexametasona ¢ mantém as cé€lulas-tronco fidveis para colheita e

posterior transplante (Einsele et al., 2017; Longo, 2010).

Em pacientes que ndo sdo candidatos a transplante autdlogo de células-tronco, a
terapéutica consiste numa combinagdo de um agente alquilante como o melfalano com
um corticosteroide como a prednisolona, administrados por 4 a 7 dias a cada 4 a 6
semanas. A dose habitual deste regime terapéutico sdo 8mg/m? por dia de melfalano e 25
a 60 mg/m? de prednisolona por dia, durante 4 dias. Estas dosagens podem necessitar de
posterior ajuste devido as diferencgas de absorcao e a tolerancia da medula dssea de cada

individuo (Zahlten-Hinguranage et al., 2006).

Se a terapia for efetiva, os pacientes de Mieloma Multiplo tém geralmente uma
diminui¢ao dos sintomas, nomeadamente redu¢do da dor éssea, hipercalcémia, anemia e
ainda decréscimo no nimero de infegdes recorrentes. A IgM sérica também diminui apos
tratamento, mas pode demorar entre 4 a 6 semanas a sofrer diminuicao. Esta reducdo de
IgM depende da taxa de morte tumoral e da frac¢do catabolica da imunoglobulina, que

por sua vez depende da concentragdo sérica da mesma (para IgG) (Longo, 2010).

Relativamente ao esquema terapéutico com melfalano, prednisolona e talidomida,
segundo diversos estudos randomizados, a quimioterapia de elevada dosagem obtém
melhor resposta em termos de eficacia, atraso na progressdo da doenga e sobrevivéncia

em relagdo a dosagem padrao (Einsele et al., 2017).

Estudos mostram que apenas 10% dos pacientes de Mieloma atingem a resposta
completa com o regime terapéutico de talidomida e dexametasona, enquanto que se for
acrescentado o bortezomib a resposta completa aumenta para os 27% (Hungria et al.,

2013).

Em geral, a quimioterapia de elevada dosagem parece permitir maior tempo de
sobrevida livre de eventos, maior taxa de resposta completa e uma melhor sobrevivéncia
global. Por outro lado, o transplante alogénico ndo mieloblativo tem vindo a ser alvo de
estudos para permitir reduzir a toxicidade no organismo do doente, pois muitas vezes
ocorre toxicidade devido ao efeito imune do enxerto versus efeito do mieloma (Longo,

2010).
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Relativamente ao mieloma recidivante, existem novas moléculas como a
lenalomida e o bortezomib que tém sido bastante utilizadas na pratica clinica. Estes
farmacos t€ém como alvo a célula tumoral, mas também a interagdo desta com a medula
ossea. (Einsele et al., 2017) Assim, combinagdes terapéuticas destes fArmacos com a
dexametasona podem levar a uma resposta parcial de 60% e uma resposta completa de
10% a 15% (Longo, 2010). Um esquema terapéutico com bortezomib e doxorrunicina
lipossomal também ¢ efetivo nos doentes que sofrem reincidéncia da doenga, bem como
uma dose elevada de melfalano e o transplante de células-tronco da medula 6ssea, caso

nao tenham sido utilizados como terapé€utica inicial (Zannetti et al., 2017).

Para a hipercalcémia e doenca Ossea, sdo usados farmacos como os bifosfonatos
e os corticoesterdides, sendo importante manter a hidratacdo do doente. Os bifosfonatos
como o pamidronato de sodio (Aredia®) na dose de 90mg ou o dcido zoledronico
(Zometa®) na dose de 4mg, uma vez por més, reduzem a absor¢do Ossea ao nivel dos
osteoclastos, podendo também ter uma acdo minima anti tumoral (Hungria & Maiolino,
2007; Zanata, Felin, De Bona, Sawazaki, & De Conto, 2014). No entanto, é necessaria
vigilancia e monitorizagcdo do doente, pois os bifosfonatos tém reagdes adversas graves
associadas a sua utiliza¢do, como a osteonecrose da mandibula (Zanata et al., 2014). E
importante que o doente de MM a realizar terap€utica com esta classe de farmacos realize
uma avaliagdo dentaria antes de iniciar o tratamento ¢ que durante o tratamento mantenha
uma boa higiene oral, acompanhada de avaliagdo dentaria periddica, de forma a detetar

possiveis complicagdes mandibulares.

Relativamente a faléncia renal iatrogénica, esta pode ser evitada se o doente se
mantiver hidratado, contribuindo para uma maior diurese, que leva ainda ao aumento da

excrecdo das cadeias leves e do célcio em excesso (Nuevo-Gonzalez, 2009).

Se existir insuficiéncia renal aguda a plasmaferese (infusdo de plasma no doente,
que permite diminuir a propor¢ao de anticorpos no plasma do mesmo) ¢, em termos
tedricos, preferida a didlise peritoneal, pois estudos comprovam que ¢ mais eficaz na
eliminagdo das cadeias leves, no entanto, na pratica clinica, o seu uso para reverter a

faléncia renal ainda permanece controverso (Gastelum, Biggs, & Scott, 2017).

Em relagdo as infegdes do trato respiratorio ¢ importante vacinar os doentes
contra o pneumococcos, no entanto nem sempre ¢ desencadeada uma resposta de

anticorpos eficaz. Uma alternativa para infecdes recorrentes graves ¢ a administragao
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profilatica de imunoglobulina y, que parece ser mais eficaz que a profilaxia com
antibioticos (Faria et al., 2004). Além disso, a antibioterapia em excesso nao ¢ benéfica
nem para o doente nem para a saude publica, sendo um dos temas mais debatidos no

presente e por isso € uma opg¢ao de profilaxia cada vez menos utilizada.

Em casos mais graves, pacientes que desenvolvem sintomas neuroldgicos nos
membros inferiores, dor local severa nas costas ou a perda de controlo do intestino e/ou
bexiga, podem precisar de realizar uma ressonancia magnética de emergéncia e terapia
de radiacao para cuidados paliativos, pois certas lesdes respondem melhor a radiagdo

localizada do que a analgésicos e quimioterapia (Longo, 2010).

A eritropoetina associada ao ferro, folato ou cobalamina sdo boas opgdes
terapéuticas para a anemia associada ao mieloma multiplo, sendo que este sintoma deve
ser diagnosticado o mais rapidamente possivel e instaurada a terapia adequada (Hungria

& Maiolino, 2007; Priyankara & Gunawardena, 2013).
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4. Micro RNAs no Mieloma Multiplo

4.1 O que sao os Micro RNAs?

Os Micro RNAs foram descobertos em 1993 por Lee et al e tém cerca de 22
nucledtidos de comprimento (Ren et al., 2017). Pensa-se que estes sejam regulados pelos
mesmos mecanismos que os restantes tipos de RNAs presentes nas células (Graves &
Zeng, 2012; Pogribny, 2017). Existem entdo, até agora, diversos estudos que tentam
explicar a biogénese deste tipo peculiar de RNAs e algumas das suas fungdes ja foram

identificadas (Graves & Zeng, 2012).

Os RNAs associam-se a proteinas que regulam a transcrigdo, processamento,
localizagdo, funcdo e degradacdo dos mesmos. No entanto, ainda esta por explicar o papel
especifico de tais proteinas no mecanismo dos miRNA in vivo. No entanto, visto que os
miRNAs sdo um tipo de RNAs, ¢ de esperar que estes experimentem o mesmo tipo de
processos e modificagdes, mediados por enzimas e proteinas especificas, que as outras
espécies de RNAs, como os RNAs mensageiros e ribossomais (mMRNA e rRNA,
respetivamente), que por exemplo, passam pelo splicing antes da sua maturagao (Graves

& Zeng, 2012).

A maioria dos miRNAs sdo transcritos pela RNA polimerase II (Pol II) para gerar
um miRNA stem loop primario (pri-miRNA) que pode compreender um tamanho que vai
desde algumas centenas de nucleotidos até varias quilobases. No entanto, alguns miRNAs

podem também ser transcritos pela Pol III (Ameres & Zamore, 2013).

Cerca de 40% dos miRNAs localizam-se em intrdes de genes codificadores de
proteinas e apenas 10% na regido exonica de zonas ndo codificantes, sendo o splicing
alternativo que determina se um miRNA pertence ao intrdo ou ao exdo (Ahmad et al.,

2013).

Os miRNAs sofrem o cap em 5’ e poliadenilagdo em 3’ e pensa-se que sofram
splicing semelhante ao mRNA, antes do seu processamento. O processamento dos
miRNAs da-se dentro do nticleo, com a intervengdo dos microprocessadores, dos quais
faz parte a RNAse III Drosha e a sua subunidade DGCRS8 (Zeng, Yi, & Cullen, 2005).

Observando a Figura 8, percebe-se que o pri-miRNA ¢ clivado pelo complexo Pasha
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(constituido pela proteina Drosha e a sua subunidade DGCRS8) criando um pré-miRNA,
percursor do miRNA. O hairpin € reconhecido pela Exportin-5 (um fator de exportagao
nuclear dependente da Ran-GTP), que transporta o pré-miRNA para o citoplasma celular.
Uma vez no citoplasma, este ¢ clivado para produzir um miRNA maduro com 22
nucledtidos: miRNA duplex, por outra RNAse III, a Dicer. (Ricarte Filho & Kimura,
2006). A Dicer e a TRBP (uma proteina de ligagdo do RNA) ligam-se a proteina
Argonaute (Ago 2) e formam um complexo trimérico, que da lugar ao RISC, um
complexo onde se incorpora 0 miRNA anteriormente formado. A associagdo do complexo
miRNA-RISC com um mRNA resulta na repressdo do gene alvo, promovendo a
degradacdo do mRNA e/ou a inibi¢ao da tradug¢do, como mostra a Figura 8. (Ahmad et

al., 2013; Pogribny, 2017; Zeng et al., 2005).

A expressdo dos miRNAs nos mamiferos ¢ muito varidvel e esta pode ser expressa
de forma diferenciada em resposta a estimulos do meio interno ou externo e a sua

desregulacdo pode estar associada a doengas, como € o caso do cancro. (Graves & Zeng,

2012).
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Figura 5 - Esquema da via de formacdo dos MicroRNA: Os miRNAs sdo gerados através do

processamento de dois passos que convertem a transcrigdo primaria de miARN (pri-miRNA) pela RNA
Polimerase II ou III e clivagem do pri-miRNA pelo complexo Drosha-DGCRS (Pasha) no nucleo. O pré-
miRNA resultante € transportado do nucleo para o citoplasma pelo complexo Exportin-5-Ran-GTP. No
citoplasma, o complexo Dicer/TRBP, cliva o hairpin do pré-miRNA, formando um miRNA maduro. A
associacdo do miRNA-RISC com um mRNA alvo resulta na repressao do gene alvo promovendo a

degradacao do mRNA e/ou inibigdo da tradugdo do mesmo (Adaptado de Ahmad et al, 2013).
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4.2 Alteracoes genéticas no Mieloma Multiplo

Existe uma forte evidéncia que sugere uma componente genética na etiologia do
Mieloma Multiplo. Existem duas condi¢des pré-malignas assintomdticas antes do
Mieloma Multiplo, o MGUS e o SMM (Mieloma Multiplo Latente), que podem progredir
para MM. Sendo que o SMM ¢ um estado pré-maligno que se segue ao MGUS (Martino
et al., 2011; Sundararajan, Kumar, Korde, & Agarwal, 2016).

Existem diversos fatores que contribuem para o aparecimento do MM, tais como
a idade, o género, a etnia e a presenca dos estados pré-malignos assintomaticos referidos
acima. Existe também evidéncia que esta neoplasia tem risco de aparecimento aumentado
em individuos obesos ¢ em individuos que t€ém uma alimentagdo pobre em peixe e
vegetais (Fritschi et al., 2004; Tamayo, 2014). Certos estudos de coorte mostraram
também relagdo no aparecimento do MM em individuos com doengas autoimunes ou
infe¢des viricas. Foram feitos estudos também ao nivel da exposi¢do a pesticidas,
solventes toxicos, fumo do tabaco, consumo de alcool ¢ radiacdo ionizante, no entanto
ndo foi estabelecida uma relagdo inequivoca entre estes e o desenvolvimento de MM

(Martino et al., 2011; Vangsted, Klausen, & Vogel, 2012).

O facto do MM se desenvolver em gémeos homozigdticos e no agregado familiar
prova que existe uma forte componente genética nesta neoplasia (Hungria et al., 2013).
Assim, em varias associacdes, nomeadamente a Genome Wide Association Studies
(GWAS), tém sido desenvolvidos estudos que mostram que o risco genético € influenciado

pelas varidveis genéticas herdadas (Morgan ef al., 2014).

Os Polimorfismos de Nucledtido Unico (SNPs) sdo dos principais responsaveis
para a variagdo genética entre os individuos, sendo responsaveis, em parte pela diferenca
individual na suscetibilidade genética a diferentes doengas, nomeadamente doengas
oncologicas (Nielsen et al., 2017). Isto parece aplicar-se também ao MM, no entanto,
estes resultados permanecem controversos, ndo tendo sido demonstrada ainda uma
relagdo inequivoca entre estes fatores genéticos € o desenvolvimento do MM nos
individuos, sendo necessarios mais estudos com mais variaveis. Entre os SNPs mais
estudados destacam-se SNPs ao nivel de fatores de crescimento e genes de sinalizagdo
celular, SNPs na reparacao do DNA, ciclo celular e apoptose, SNPs em genes de
citoquinas € SNPs nos genes relacionados com o metabolismo xenobidtico (Martino et

al., 2011).
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O consoércio IMMENSE (The International Multiple Myeloma rESEarch) tem
como objetivo a criacdo de uma base de dados para ser possivel melhorar a compreensao

da genética e farmacogenética do MM (Martino et al., 2014).

A heterogeneidade intraclonal ¢ uma caracteristica bastante comum no MM, que
leva a que a doenca seja bastante complexa a nivel da sua progressao, pois nao existe uma
linearidade na sua evolucao. A Figura 6 mostra de forma simples esta complexidade
existente na evolucdo da doenga, onde participam diversos mecanismos altamente

complexos (Prideaux, Conway O’Brien, & Chevassut, 2014).
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Figura 6 — Iniciacdo e Progressdo do Mieloma Miiltiplo: O nucleo germinativo da célula B recebe um
“hit” genético que imortaliza a célula e inicia a transi¢do para a fase latente MGUS. Os clones de MGUS
tendem a transitar para as outras fases da neoplasia, o SMM, Mieloma e PCL, a medida que sofrem “hits”
genéticos. A evolug@o clonal desenvolve-se através de mecanismos de ramificacdo em que existem
numerosos “ecossistemas” compostos por multiplos subclones em cada fase da doenga, representados pelas
diferentes formas geométricas. No final deste processo, os clones proliferativos ndo ficam confinados a
medula 6ssea e distribuem-se rapidamente pelos tecidos, semelhante a uma fase leucémica. Em cada fase
da doenga formam-se clones com vantagem genética superior, comparativamente com os clones
percursores. (Esta figura esta excessivamente simples relativamente a complexidade inerente ao processo

de iniciacdo e progressdo da doenca, servindo apenas para uma maior elucidacdo dos mecanismos)

(Adaptado de Prideaux et al 2014).
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Esta heterogeneidade tem relevancia terapéutica pois, a medida que a doenca
evolui, ¢ provavel existirem diferencas nas células clonais, o que pode explicar certas

resisténcias a determinados fairmacos (Prideaux et al., 2014).

O MM pode ainda ser dividido em ndo hiperdiploide e hiperdiploide. A medida
que a doenga vai evoluindo do MGUS para Leucemia das Células Plasmaticas (PCL), as
anomalias genéticas podem ser classificadas como primarias e secundarias, sendo que as
primeiras contribuem para a imortalizagdo das células plasmaticas e as segundas para a

progressao da doenca (Kuehl & Bergsagel, 2012).

Assim, o MM ndo hiperdipldéide envolve translocagdes (#) nos alelos da
imunoglobulina de cadeia pesada IgH em 14q32 com varios cromossomas incluindo o 4,
6, 11, 16 e 20 (Prideaux et al., 2014; Roos-Weil et al., 2011). Estas translocacdes
primdrias relacionam-se com uma anomalia na recombina¢do genética e funcionam de
modo a que os oncogenes cromossomicos parceiros fiquem sob influéncia da regido
potenciadora da IgH (Saad, Sharma, & Higa, 2009). J4 o MM hiperdiploide estd
normalmente associado a uma maior sobrevivéncia, pois envolve trissomias nos
cromossomas 3, 5, 7, 9, 11, 15, 19 e 21, acoplados a uma baixa prevaléncia de

translocagdes ao nivel locus da IgH (Barnett et al., 2010; O’Brien, 2003).

MAFE

FGFR3
MMSET

Figura 7 — Principais translocacdes cromossomais no Mieloma Miuiltiplo: As translocacdes sdo
representadas como linhas que emergem do /ocus de cadeia pesada da IgH no cromossoma 14 para os
respetivos cromossomas parceiros. Os genes envolvidos em cada translocagdo estdo representados em
caixas fora do circulo. Todas as translocagdes representam eventos primarios, exceto a #(8;14) que envolve

o gene MYC, sendo portanto, uma translocacdo secundaria (Retidado de Prideaux et al, 2014).
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As translocagdes cromossomais representam cerca de 40% dos eventos primarios
ocorridos no MM e influenciam muito o fenotipo da doenga (Kuehl, 2005). Ja as
translocagdes secundarias ndo influenciam a recombinagdo genética, ocorrendo
posteriormente as primarias e sdo responsaveis pela progressdo da doenca (Prideaux,

Conway O’Brien, & Chevassut, 2014; Roos-Weil et al., 2011).

Os eventos secundarios referidos anteriormente, que levam a progressao do MM
sdo normalmente observados com maior frequéncia no SMM, MM e PCL. Estes,
cooperam com o0s eventos genéticos primarios de forma a produzirem o fendtipo maligno
observado em doentes de Micloma ¢ incluem translocag¢des secundarias, variagdes nos
numeros de copias, perda de heterozigotia, mutagdes adquiridas e modificagdes

epigenéticas (Prideaux et al., 2014).

Associado a estes eventos secundarios, estudos demonstraram que que as células
clonais plasmaticas necessitam de se ligaram as células estromais da medula dssea através
de mecanismos especializados, para o seu crescimento e sobrevivéncia, sendo que esta
interacao necessita de ser mais compreendida no futuro para que se possam desenvolver

farmacos que actuem a este nivel (Kawano et al., 2014; Kuehl & Bergsagel, 2002).

Diversos estudos demonstraram também, que a maioria dos doentes com Mieloma
passa sempre, ou quase sempre, primeiro pelo MGUS. Assim, foram também realizados
estudos para que se possa perceber quais as variagoes genéticas inerentes ao aparecimento

deste estado pré-maligno que antecede 0 MM (Morgan et al., 2014).

Foram entdo identificados 3 /oci genéticos com pares genéticos associados ao
risco (embora modesto) do aparecimento do MGUS. Estes sdo: 2p: DNMT3A e DNTNB;
3p: ULK4 e TRAKI; 7p: DNAH11 e CDCA7L. Apesar do seu modo de funcionamento
ainda ser, em parte, desconhecido, sabe-se que existe uma desregulacdo no proto-
oncogene MYC, que codifica a transcricdo de um fator que regula os genes envolvidos
na replicacio do DNA. E possivel que no futuro, com mais estudos seja possivel a
identificacdo de mais loci que possam estar relacionados com o aparecimento desta

neoplasia (Prideaux, Conway O’Brien, & Chevassut, 2014).

O MM ¢ entdo uma doenga altamente complexa e heterogénea, que pode progredir
desde fases assintomaticas (MGUS e SMM) para uma fase de agressao extra medular a

medida que vdo ocorrendo os “hits” genéticos. Os primeiros eventos genéticos,
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chamados eventos primarios sao responsaveis pela imortalizacao das células plasmaticas
e podem ser divididos num grupo hiperdiploide que compreende trissomias nos
cromossomas impares referidos anteriormente € um grupo ndo hiperdipldide que
compreende translocacdes ao nivel da IgH. Ja os eventos secundarios sao os responsaveis
pela progressao da doenca, t€ém uma maior complexidade envolvendo translocagdes
secundarias, variagdes numéricas nas copias, mutacdes adquiridas, perda de heterozigotia
e modificagdes epigenéticas (Chapman et al., 2011; Egan et al., 2012; Prideaux et al.,
2014).

4.3 Micro RNAs como Oncogenes e Supressores de Tumor no Mieloma

Multiplo

Em diversos estudos de andlise de expressao e sequenciacao genética realizados
ao longo dos anos, foi observada uma ligagdo entre a patogénese e o prognostico do MM
com anomalias genéticas (Sawyer et al., 2015). Entre estas podemos destacar a metilagcdo
do DNA e modificagcdes nas histonas ¢ RNAs ndo codificantes. Note-se entdo que a
desregulacdao dos modificadores epigenéticos sao um dos fatores que contribuem para o

desenvolvimento do MM (Pawlyn ef al., 2016).

Uma andlise recente a expressao dos miRNAs no MM, demonstrou que a
desregulacdo na expressdo destes tipos de RNAs pode relacionar-se com o subtipo
molecular, progressdo da doenca, resposta ao tratamento instituido e tempo de
sobrevivéncia dos pacientes, sugerindo que estes possam ter também um papel efetivo
como supressores de tumores (Bi ef al., 2015; Hall, 2017; Pogribny, 2017) Se existir
desregulacdo da expressdao dos miRNAs supressores de tumores (TS-miRNAs) da-se

ativagdo dos oncogenes, que contribuem para a carcinogénese (Bi ef al., 2015).

A EZH2 (Potenciador da subunidade enzimatica do Zeste Homologo 2) ¢ a
subunidade catalitica do PRC2 (um complexo repressivo da transcri¢do), que silencia o
gene através do marcador H3K27me3 (uma modificagdo epigenética na H3 que funciona
normalmente como marcador repressivo). Assim, serd plausivel a hipdtese de que a
EZH2, via H3K27me3 reprime genes reguladores nao codificantes, ou seja, miRNAs, que
pOs-transcri¢do, modificam a expressdao de genes ativos, tal como ¢ exemplificado na

Figura 8 (Alzrigat ef al., 2016; Hall, 2017).
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Os miRNAs miR-125a e o miR-320c sdo dois potenciais supressores de tumores
no MM, em que A/zrigat et al mostraram ser possivel a sua reativacao através da inibicao
da EZH2. A importancia destes miRNAs deve-se ao facto de serem alvos diretos do
complexo PRC2 no MM e regularem negativamente importantes oncogenes desta doenga,
o IRF-4, o XBP-1, o BLIMP-1 ¢ o ¢c-MYC. Assim, a sua reativacdo permite uma
regulacdo negativa destes oncogenes no MM, bloqueando o processo de carcionogénese
através da inativagao destes. Estes mecanismos sdo exemplificados na Figura 8 (Alzrigat

et al., 2016; Hall, 2017).

A) < oumas B) Tounh
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e ) PRC2 [ e ) PRC2
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K27Tme3 l . .J. _
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mik-12%2 mif-320c, miF-494 miF-1252, miR-320¢, miF-424
Aunmento daexpressio de oncogenes assodados a Redugio da sxpressio da oncopsnss associados ao
(IFF-4, XEP-1, EBLIMP-]1, ¢-MIVC) (IFF-4, XEP-1, BLIMP-1, ¢-MYC)
Crescimenta & sabrevivéncia dz célula ds WAL Mone da efluls da MM
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Figura 8 - PRC2 reprime a expressao de microRNAs supressores de tumor no mieloma multiplo: (a)
PRC2 através da subunidade enzimatica EZH2 marca, através do marcador H3K27me3, os genes que
codificam miR-125a, miR-320c e miR-494 em células de MM, levando ao silenciamento. Isso leva a uma
expressdo de oncogenes associados ao MM, devido a repressdo dos microRNA, resultando num aumento
de niimero e sobrevivéncia de células de MM. (b) A inibi¢do farmacolédgica da atividade da metiltransferase
EZH?2 utilizando inibidores altamente seletivos, tais como UNC1999, suprime a instalagdo de H3K27me3
nos genes de microRNAs, levando a sua ativagdo transcricional. A expressdo de miR-125a, miR-320c e
miR-494 leva a uma expressdo reduzida de oncogenes associados a MM, induzindo a morte das células

anormais de MM (Adaptado de Hall et al, 2017).

Outros estudos demonstraram que o cluster de miRNAs miR-17-92 sinaliza os
genes supressores de tumores SOCS1 e BIM, enquanto que o cluster miR105b-25 modula

a atividade do gene p53, outro supressor de tumor, no MM. Além disso, Hall et al

44



Micro RNAs no Mieloma Multiplo

sugerem que a inibicdo da EZH2 no MM afeta indiretamente a expressao dos onco-
miRNAs, regulando negativamente oncogenes associados a neoplasia , como o c-MYC

(Hall, 2017).

Foram associados diversos mecanismos a regulacdo anormal dos miRNAs. Entre
estes podemos destacar o silenciamento de TS-miRNAs por hipermetilagdo e/ou inibi¢ao
das modificagdes nas histonas (Bi et al., 2015; Saito et al., 2006). Um exemplo € o facto
de se ter observado que a metilagdo do DNA silencia epigeneticamente a expressao dos
TS-miRNAs miR-155, miR-198, miR-135a, miR200c, miR-663 e miR-483-5p (Bi et al.,
2015; Hall, 2017).

4.4 Micro RNAs como biomarcadores de diagndstico e progndstico do

Mieloma Multiplo

O cancro ¢ neste momento considerado uma doenga crénica, pois na maioria dos
casos, se existir vigilancia periddica e o diagndstico for precoce, € possivel a existéncia
de remissd@o ou mesmo a cura em certos tumores, conseguindo o doente viver mais anos,
com qualidade de vida. Considera-se ser da maior importancia um esclarecimento do
processo da carcinogénese, e isso passa também, pela descoberta de novos

biomarcadores, neste caso, perceber a utilidade e potencialidade dos miRNAs a este nivel.

A descoberta e melhor compreensao, ao longo dos tempos, dos miRNAs na
patogénese de diversas doengas oncoldgicas e ndo oncologicas, faz com que estes tipos
de RNAs sejam vistos como potenciais biomarcadores ndo invasivos de doengas,

nomeadamente do MM, no futuro (Pogribny, 2017; Soon & Kiaris, 2013).

Usualmente, o diagndstico do MM e de outros tipos de cancros faz-se com recurso
a técnicas de imagiologia, bidpsias e alguns marcadores séricos. No entanto, a biopsia ¢
uma técnica extremamente invasiva que pode ter consequéncias perigosas para o doente,
nomeadamente hemorragias. Além de que os marcadores séricos atualmente usados na
pratica clinica nem sempre sdo especificos e sensiveis o suficiente para determinado

tumor (Chen et al., 2008).

Existem estudos que demonstram que, em geral, os miRNAs detetados na urina

ou plasma podem possuir um valor de diagnéstico superior comparativamente com
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marcadores ja utilizados na pratica clinica. Um exemplo € o facto de um estudo de Lai et
al de 2017 ter demonstrado que os miRNAs circulantes possuem uma efetividade superior
como biomarcadores em relagdo ao adenocarcinoma do ducto do pancreas, do que o
glypican-1 e o antigénio de cancro 19-9, ambos aprovados pela FDA (Food and Drug

Administration) (Lai et al., 2017; Pogribny, 2017).

Existem no entanto, certas limitagdes ao uso no presente dos miRNAs como
biomarcadores na pratica clinica. Uma limitagdo ¢ o facto de que determinado miRNA
alterado pode estar presente em pacientes com diferentes tipos de tumores, havendo como
exemplo o miR-21, que pode ser encontrado em doentes com cancro do pulmao, cancro

da mama, cancro colorretal, da prostata, figado, endométrio e esofago (Pogribny, 2017).

De modo a contrariar esta limitacdo, foi proposta a existéncia de um conjunto de
miRNAs previamente selecionados que sejam especificos de determinado tecido, para
que se encontre uma maior especificidade a determinado 6rgao alvo, possuindo assim um

maior valor de diagnodstico do que miRNAs isolados (Lai et al., 2017; Pogribny, 2017).

Foi também identificado o potencial dos miRNAs ao nivel ndo s6 do diagndstico,
mas também do prognostico de neoplasias, como o MM (Hao et al., 2015; Pogribny,
2017). Falhas na regulacao da expressao dos miRNAs estdo intimamente ligadas ao inicio
e a progressao das lesdes Osseas associadas também ao MM (Hao et al., 2016; Wang et
al.,2012). Niveis séricos de miR-214 e o miR-135b estdo relacionados com a severidade
de lesdes liticas nos ossos, em doentes de MM, servindo como marcador de diagnostico

destas mesmas lesdes e, consequentemente, da evoluc¢do da doenga (Hao ef al., 2016).
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4.5 Micro RNAs como Terapéutica Inovadora no Mieloma Maultiplo

A terapéutica do MM tem vindo a sofrer altera¢des ao longo dos tempos e mudou
radicalmente desde a introdugdo de novos agentes terapéuticos como os inibidores de
proteossomas e farmacos imunomoduladores, em combinacdo com os farmacos mais
antigos (Rossi, Tagliaferri, & Tassone, 2015). No entanto, apesar da continua inovagao
da terapéutica, muitos pacientes continuam a sofrer reincidéncias da doenca e esta
permanece incurdvel, sendo entdo necessario continuar a apostar em inovagodes

terapéuticas.

O uso dos miRNAs com fim terapéutico prende-se com a questdo de que se eles
desempenham um papel ao nivel do desenvolvimento e evolugdo da doencga, se a sua
expressao for forgada, podem eventualmente ser utilizados como método terapéutico,
tendo como alvo, nomeadamente os plasmocitos clonais e a propria medula dssea

(Duchaine & Slack, 2009; Misso et al., 2013; Nana-Sinkam & Croce, 2011).

O paradigma da terapia baseada nos miRNAs foi apresentado inicialmente por
Slack e Duchaine, que propuseram manipular a atividade dos miRNAs através da inducao
da expressao dos miRNAs suprimidos e/ou inibi¢ado dos miRNAs expressos acima do
normal (Duchaine & Slack, 2009). Posteriormente, foram realizados diversos estudos a
este nivel e de momento ja existe uma quantidade consideravel de dados de estudos in
vitro e in vivo que mostram que a modulagdo dos miRNAs ¢ possivel e vidvel (Rossi et

al., 2015).

A complexidade associada aos mecanismos de formagao e regulacdo dos miRNAs
leva a querer que o efeito de terapias baseadas nos mesmos vai para além da simples
supressao/expressao dos miRNAs, pois a sua atividade ndo esta ainda completamente
descodificada e ndo se consegue prever a sua atividade por completo, apenas se tem uma
nog¢ao dos alvos e de certos mecanismos que levam a sua acdo (Nana-Sinkam & Croce,

2011; Rossi et al., 2015).

Atualmente, os estudos experimentais que t€m como objetivo estudar a terapia do
MM baseada nos miRNAs, sdo desenhados definindo-se os niveis dos miRNAs a serem
testados, identificando os alvos cruciais que suportam as células clonais de MM ou o

interior da medula dssea e por fim, testam-se os efeitos miméticos e/ou antagonistas in
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vitro e in vivo para explicar a atividade anti tumoral de determinado miRNA ou cluster

de miRNAs (Nana-Sinkam & Croce, 2011; Rossi et al., 2015).

Novas pesquisas tém tido como alvo o estudo do espectro completo de miRNAs
expressos no genoma especifico das células tronco no MM, pois estas foram identificadas
com uma pequena fracao de clone maligno e retém a mesma capacidade unica de

clonagem, que leva a proliferagao da doenga (Rossi et al., 2015).

Du et al em 2015, demonstraram que o miR-451 se encontra sobre expresso nestas
células malignas, comparativamente com as células-tronco normais e quando ¢ usado um
inibidor do miR-451 a populagdo maligna encontra-se mais suscetivel aos farmacos
usados no tratamento do MM, como por exemplo o bortezomib e o melfalano (Du et al.,

2015).

As terapias baseadas em miRNAs podem contribuir para reverter a malignidade
do MM através da modulagao funcional dos osteoblastos e osteoclastos. Em muitos casos
¢ possivel tirar vantagem dos efeitos de um s6 miRNA, que tem como alvo tanto as células
de MM como os restantes sistemas afetados pelas mesmas. Exemplo disto ¢ a inibi¢do

representada na Figura 9, dos miR-29b e o miR-21 (Rossi ef al., 2015).
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Figura 9 - Modulacio directa dos miRNA do microambiente da medula éssea relacionado ao MM:
Exemplos de fatores miméticos dos miRNAs (miR-29b, miR-202, miR-199a, miRs-15-16) e inibidores
(miR-21) sdo mostrados em conjunto com os principais alvos celulares do microambiente da medula ossea.
O miR29b promove o crescimento do MM e a inibi¢ao da reabsorgdo dssea. Os inibidores de miR-21
restauram a relagdo RANKL / OPG fisiologica, favorecendo a deposi¢do dssea. Os fatores miméticos de
miR-202 interferem nas células estromais da medula 6ssea de MM, ligando-se através da sub-regulagdo do
BAFF. O miR-199a inibe a neoangiogénese através da supressdo de HIF1, que é produzida sob condigdes
hipoxicas por células de MM. O miRs-15-16 inibe a neoangiogénese via VEGF.  Legenda: BAFF: fator
de ativagdo de células B; MM: micloma multiplo, BMM: microambiente da medula dssea; OPG:
osteoprotegerina; BMSC, célula estromal da medula 6ssea; RANKL, ativador do recetor do fator nuclear
Kappa-b ligando; VEGF: fator de crescimento endotelial vascular; HIF1: hipoxia induzida pelo fator 1.
(Adaptado de Rossi et al, 2015)
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5. Conclusao

No mundo da Oncologia ainda existem muitos mecanismos genéticos e
moleculares por descobrir. O cancro mantém-se entdo uma doencga, na maioria dos casos,

sem cura, nao sendo o Mieloma Multiplo uma excegao.

Esta neoplasia hematologica, com origem na medula 6ssea, acarreta diversas
complicacdes que sdo necessarias ter em consideracdo, sendo essencial um diagndstico
precoce para que tanto a quimioterapia como as terapias de suporte sejam postas em
pratica o mais rapido possivel, retardando a progressdao da doenca e permitindo aos

doentes um tempo de sobrevivéncia superior.

O Mieloma Multiplo tem sido alvo de inimeros estudos que permitiram que
avancos no diagnostico, prognostico e terapéutica fossem possiveis de implementar na
pratica clinica. De ha alguns anos para ca, estudos permitiram que fossem realizados
diversos avancos na pratica clinica, introduzindo novos farmacos como os inibidores do

proteossoma e imunomoduladores, exemplos destes, o melfalano e o daratumumab.

No entanto, no campo da genética molecular existe muita coisa por descobrir e
por testar. Desde 1993, quando foram descobertos os Micro RNAs, um género peculiar
de RNAs, por Lee et al, que tém sido realizados estudos com o objetivo de provar a sua
potencialidade como biomarcadores de doencas. Assim sendo, foram estudadas nesta
monografia algumas das suas potencialidades, sendo que os Micro RNAs provaram ser
potenciais biomarcadores do Mieloma Multiplo ao nivel do diagndstico, progndstico e

terapéutica.

Estes ainda ndo sdo utilizados na pratica clinica, porque sdo necessarios mais
estudos e de maiores dimensdes para que se consiga obter um mais preciso esclarecimento

acerca dos mecanismos inerentes aos Micro RNAs.
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6. Perspetivas Futuras

Tendo em conta o atual conhecimento acerca dos miRNAs, considera-se que estes
venham a desempenhar um papel importante como biomarcadores de diagndstico,

prognostico e terapéutica de diversas patologias, neste caso do Mieloma Multiplo.

Sao entdo necessarios estudos mais aprofundados ao nivel da genética molecular,
para que possa existir um maior esclarecimento acerca dos miRNAs e de que forma eles
realmente atuam e podem atuar se existir uma regulacdo artificial por fatores miméticos
ou antagonistas, no Mieloma Multiplo. Sendo esperado obter ndo s6 informacao acerca

dos miRNAs ja existentes, como também descobrir novos miRNAs.

E de esperar a amplia¢io da base de dados universal dos micro RNAs (miRBase,
criada em Dezembro de 2001) na qual seja possivel colocar toda a informacao referente
aos miRNAs ja descobertos e 0s que se encontram por descobrir, de modo a que exista
um fAcil acesso pelos futuros investigadores. Informacao relevante para a colocagao nesta
base de dados ¢ o miRNA em questdo, o local e em que situagdes patoldgicas ou nao
patoldgicas ¢ detetado, a sua funcdo e de que maneira se poderia modular a sua func¢ao

para chegar a uma eficacia terapéutica.

E necessario desenvolverem-se tecnologias para que os miRNAs sejam facilmente
detetados no futuro da Medicina Molecular e realmente utilizados como biomarcadores
vidveis de doencas oncoldgicas e ndo s6, sendo que ja existem estudos acerca de
biossensores para este tipo de RNAs, apesar de ndo se encontrarem ainda disponiveis para

pratica clinica, por serem necessarios mais avangos tecnologicos.

Indo um pouco mais além, fora do tema das neoplasias, seria também interessante
existirem estudos mais aprofundados acerca deste tipo peculiar de RNAs ao nivel da
transmissdo sinaptica, visto que o cérebro € o 6rgao que nos permite realizar a maior parte
das fun¢des diarias e seria interessante estudar os miRNAs a nivel das doengas

neurodegenerativas que, a semelhanca das doengas oncologicas, também nao tém cura.
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