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RESUMO

O virus de Epstein-Barr (EBV) é considerado o agente etioldgico de varias
patologias, principalmente, em individuos imunocomprometidos. Nos doentes submetidos
a transplante alogénico de células progenitoras hematopoiéticas (aHSCT), as infe¢cbes
virais sdo consideradas como a principal causa de morbilidade e mortalidade. Nestes
doentes, o EBV tem sido amplamente associado ao desenvolvimento de doenca
linfoproliferativa poés-transplante (PTLD), que contribui para a morbilidade/mortalidade
destes doentes. No entanto, nem todos os doentes sdo suscetiveis ao desenvolvimento
de infecdo por EBV e, consequentemente, de PTLD. S&o véarios os estudos que
demonstram a importancia de estudar o perfil genético dos doentes para avaliar a sua
suscetibilidade para o desenvolvimento destas infe¢cbes. A predisposicdo genética do
hospedeiro para infe¢cdo por EBV pode envolver multiplos genes e estudos recentes tém
demonstrado a importancia dos polimorfismos em citocinas na definicdo do risco. Desta
forma, a andlise de polimorfismos e o estudo de perfis genéticos sdo importantes, pois
permitem identificar os individuos em risco de desenvolvimento de infecdo e suas
consequéncias.

O principal objetivo deste estudo era definir um perfil genético de suscetibilidade
imunoldgica para infecdo por EBV em doentes submetidos a aHSCT. Para tal, foi
estudada uma populacdo de 77 doentes (32 do género feminino e 45 do género
masculino) diagnosticados com diferentes patologias hematolégicas e submetidos a
aHSCT no Instituto Portugués de Oncologia do Porto. Foi efetuada a detecdo de EBV
pela técnica de PCR em tempo real quantitativo. Os polimorfismos analisados neste
estudo foram os seguintes: CR2 +24T>C, HLA-A A>T, HcG9 A>T, IFNG-R1 -56C>T, IL-
1a +4854G>T, IL-1B +3954C>T, IL-1RN +2018T>C, IL-1RN VNTR, IL-2 -330T>G e TNF-
a -308G>A.

A pesquisa de EBV foi realizada em 38 dos 77 doentes. Destes 38 doentes, 15
apresentaram infecéo por EBV (39,5%). A mediana do tempo até a infe¢éo foi de 56 dias
apoés o transplante e a carga viral média a data de diagndstico foi de 3,47 log células/mL
sangue.

A comparacao da distribuicdo genotipica dos polimorfismos nos dadores e nos
recetores, revelou que ndo existem diferencas na sua distribuicdo (p>0,050), a excegéo
do IL-1RN VNTR (p<0,001).

Quando comparada a distribuicdo genotipica em funcdo da infecdo por EBV,
observou-se uma ligeira diferenca na distribuicdo dos seguintes polimorfismos: HLA-A
A>T, HcG9 A>T, IL-1a +4854G>T, IL-1B +3954C>T e IL-2 -330T>G. Apesar dos

resultados ndo serem estatisticamente significativos, observou-se a existéncia de um
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aumento no risco para infecdo por EBV, o0 que revela a necessidade de estudar melhor
estes polimorfismos. No que diz respeito ao polimorfismo do IFNG-R1 -56C>T, apesar
dos resultados serem borderline (p=0,051; OR=5,00; IC95% 0,91-27,5), observou-se que
os individuos portadores do alelo C apresentam um risco aumentado em cinco vezes
para desenvolver infecdo por EBV.

Este foi o primeiro estudo realizado numa populagéo portuguesa que abordou o
desenvolvimento de infecdo por EBV em doentes transplantados e analisou o papel de
polimorfismos genéticos em genes de resposta inflamatéria e antiviral na suscetibilidade
para o desenvolvimento de infecdo. Os dados revelam a necessidade de mais estudos
para confirmar e clarificar a existéncia de um perfil genético de suscetibilidade para

infecdo por EBV em doentes submetidos a aHSCT.
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SUMMARY

Epstein-Barr virus (EBV) is considered to be the ethiological agent of several
pathologies, mainly, in immunocompromised individuals. In patients who have undergone
allogeneic hematopoietic stem cell transplantation (aHSCT), viral infections are
considered to be the main cause of morbidity and mortality. In these patients, EBV has
been widely associated with the development of post-transplant lymphoproliferative
disorder (PTLD), which contributes to the morbidity/mortality of these patients. However,
not all patients are susceptible to the development of EBV infection and consequently, to
PTLD. There are several studies that demonstrate the importance of studying the patients’
genetic profile, in order to evaluate their susceptibility to develop these infections. The
host's genetic predisposition to EBV infection may involve multiple genes, and recent
studies have demonstrated the importance of polymorphisms in cytokines, when defining
the risk. Thus, the analysis of polymorphisms and study of genetic profiles are important
since they allow identification of individuals who are at risk of developing the infection and
its consequences.

The main objective of this study was to define a genetic profile of immunological
susceptibility to EBV infection, in patients how have undergone aHSCT. In order to do so,
a population of 77 patients (32 females and 45 males) diagnosed with hematopathologies
and subjected to aHSCT at Instituto Portugués de Oncologia do Porto was studied. A
detection of EBV was performed using real-time quantitative PCR and the following
polymorphisms were analysed: CR2 +24T>C, HLA-A A>T, HcG9 A>T, IFNG-R1 -56C>T,
IL-1a +4854G>T, IL-18 +3954C>T, IL-1RN +2018T>C, IL-1RN VNTR, IL-2 -330T>G and
TNF-a -308G>A.

The screening for EBV was performed in 38 out of 77 patients. EBV infection was
verified in 15 out of 38 patients (39.5%). The median time to infection was 56 days
following transplant and the average viral load, on the date of diagnosis, was 3.47 log
cells/mL blood.

The comparison of the polymorphisms’ genotypic distribution in donors and
receptors revealed there are no differences in their distribution (p>0.05), with the
exception of IL-1RN VNTR (p<0.001).

When comparing the genotypic distribution in relation to EBV infection, a slight
difference in the distribution of the following polymorphisms was observed: HLA-A A>T,
HcG9 A>T, IL-1a +4854G>T, IL-1B +3954C>T and IL-2 -330T>G. Although the results are
not statistically significant, the existence of a higher risk of EBV infection was observed,

revealing the need to better understand and study these polymorphisms. IFNG-R1 -
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56C>T polymorphism presented borderline results, in which alelle C carriers present a 5-
fold increased risk of developing EBV infection (p=0.051; OR=5.00; IC95% 0.91-27.5).
This was the first study performed in a Portuguese population, addressing the
development of EBV infection in transplanted patients and analysing the role of genetic
polymorphisms, in inflammatory and antiviral response genes, in the susceptibility to the
development of EBV infection. The results revealed the need for further studies to confirm
and clarify the existence of a genetic profile of susceptibility to EBV infection, in patients

who have undergone aHSCT.
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1. Virus Epstein-Barr (EBV)
1.1. Caracteristicas gerais
O virus Epstein-Barr (EBV) foi o primeiro virus a ser isolado de um tumor em
humanos, através de uma linha celular derivada de um linfoma de Burkitt (Epstein et al.,
1964). E um virus de cadeia dupla de DNA que pertence a familia dos herpesvirus e a
subfamilia gama-herpesvirus (Dunmire, S et al., 2014; Grywalska et al., 2013; Gulley e
Tang, 2010; Young e Murray, 2003). Estao descritas duas estirpes de EBV (tipo 1/A e tipo
2/B), que diferem na organizacdo dos genes que codificam as proteinas EBNA (Antigénio
nuclear do EBV) (Grywalska et al., 2013).
Estruturalmente, o EBV é composto pelo genoma e pela capside, protegida por
um envelope glicoproteico. O envelope é extremamente importante para a infecdo, pois
possui glicoproteinas virais na sua superficie que interagem com as células do

hospedeiro (Kalinova et al., 2009; Thompson e Kurzrock, 2004).

Capside  Envelope

DNA viral

Tegumento

Figura 1 — Estrutura do EBV (Adaptado Klein, 1998).

1.2. Epidemiologia
A distribuicdo da infecdo por EBV é muito variavel, estimando-se que mais de
90% da populacdo mundial seja serologicamente positiva, pois a infecdo ocorre
normalmente durante a infancia. As infecbes desencadeadas pelo EBV sdo mais
prevalentes nos paises em desenvolvimento, em particular nas populacées com baixo
nivel socioeconémico. Em paises desenvolvidos, a prevaléncia tende a aumentar
gradualmente com a idade, apresentando dois picos: um entre os dois e 0s quatro anos e

outro entre 0s 14 e os 18 anos. A prevaléncia média em criancas € de 50% e aumenta de
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forma constante para um valor que varia entre 90-99% em adultos. Tanto a estirpe do tipo
1/A como a do tipo 2/B sao detetadas em todo o mundo, sendo o EBV tipo 1/A o mais
frequente (Dunmire, S et al., 2014; Grywalska et al., 2013).

Estima-se que o EBV seja 0 agente causador de pelo menos 1% de todos os
cancros, incluindo vérios linfomas, bem como do carcinoma gastrico e do carcinoma da

nasofaringe (Dunmire, S et al., 2014).

1.3. Ciclo de infegdo do EBV
Apéds infecdo, o individuo torna-se portador do virus para toda a vida,
permanecendo o EBV de forma latente nas células B de memoria (Grywalska et al., 2013;
Thompson e Kurzrock, 2004; Young e Murray, 2003). Tal como para 0S oOutros
herpesvirus sdo conhecidas duas fases da infecdo desencadeada pelo EBV: a fase litica,
gue é caracterizada pela expressdo de todas as proteinas e pela ativagdo da replicagéo;
e a fase de laténcia, que envolve a infe¢cdo das células B, resultando na formagéo de

epissomas e expressao limitada do nimero de proteinas virais (Grywalska et al., 2013).

1.3.1. Infec&o primaria

O EBV pode infetar tanto células B como células T e células epiteliais (Grywalska
et al., 2013). Atualmente, o papel das células epiteliais ndo estd completamente definido,
mas acredita-se que estas células representam o local de infecao primaria e de
replicagdo do EBV. Desta forma, a infecdo priméria por EBV ocorre no epitélio da
orofaringe, normalmente durante a infancia, com uma replicacdo produtiva em células
epiteliais e infe¢cdo subsequente de células B. As células B sdo, normalmente, infetadas
através do reconhecimento pelo virus do antigénio especifico CD21 (Recetor do
Complemento 2) (Grywalska et al., 2013; McAulay et al., 2007; Thompson e Kurzrock,
2004). Acredita-se, também, que o virus possa atingir diretamente as células B do
linfoepitélio do anel de Waldeyer, onde as criptas tonsilares penetram o tecido linfoide por
baixo da camada epitelial, permitindo o contato direto entre as células B e o EBV. Apés a
infecdo primaria no epitélio da orofaringe, h4 um curto periodo de replicacéo litica no
epitélio tonsilar aumentando, assim, o0 numero de virus no local de infecdo e propagando-
se para as células epiteliais através da saliva; e um periodo secundéario de infe¢do de
células B naive subjacentes ao local de infecdo (Faulkner et al., 2000; McAulay et al.,
2007).
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Figura 2 — Patogénese do EBV (Grywalska et al., 2013).

1.3.2. Laténcia

O principal reservatorio do EBV séo as células B de memoéria, em que a infecéo
latente é persistente e o virus pode ser mantido indefinidamente (Grywalska et al., 2013;
Thompson e Kurzrock, 2004; Young e Murray, 2003). As células B naive infetadas
transformam-se em células linfoblastéides, cuja proliferacéo € incontrolavel e, a0 mesmo
tempo, diferenciam-se em células B de memoéria (Amon e Farrell, 2005; Callan, 2004).
Algumas das células B infetadas séo eliminadas pela resposta imune do hospedeiro,
através das células T citotoxicas (Kuppers, 2003), outras tém a capacidade de sobreviver,
devido a regulacdo da expresséo de diferentes proteinas virais (Kuppers, 2003; Young e
Rickinson, 2004).

1.4. Patologias associadas
O EBV esta associado ao desenvolvimento de patologias benignas, como a
mononucleose infeciosa (IM) e patologias malignas, como tumores de origem linfoide ou
epitelial. Desta forma, o virus contribui para a oncogénese dos seguintes tumores:
linfoma de Burkitt, linfoma de células B pos-transplante, linfoma de Hogkin e ndo-Hodgkin
(origem linfoide); e carcinomas da nasofaringe, gastrico e da mama (origem epitelial)
(Thompson e Kurzrock, 2004; Young e Murray, 2003). Pode entdo dizer-se, que as

doencas hematolégicas malignas associadas ao EBV afetam predominantemente as
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células do tipo B. Contudo, o virus pode estar associado a doencas raras que atingem as
células T e NK (Natural Killer). Embora o EBV seja essencial para a tumorigénese,
geralmente ndo é suficiente por si sé. Outros fatores como a falha no reconhecimento
imunoldgico, a estimulacdo da proliferacdo de células B e as mutagcbes sdo também
importantes (Grywalska et al., 2013).

Em individuos saudaveis, o EBV é mantido de forma latente nas células B de
memoaria, expressando apenas pequenos RNAs nucleares (EBER). Este estado é
chamado de laténcia zero e permite a persisténcia do virus de modo a que este nao seja
detetado pelo sistema imunolégico (Grywalska et al., 2013). Baseado na expressao dos
genes de laténcia sdo descritos trés tipos de laténcia, que estdo associados a diferentes
patologias (Figura 3) (Bar-Natan e Nagler, 2006; Capello e Gaidano, 2009; Grywalska et
al., 2013; Tempera et al., 2011; Thompson e Kurzrock, 2004).
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Figura 3 - Proteinas expressas nos diferentes tipos de laténcia e patologias (Grywalska et al., 2013).

EBV-PTLD (Doenca linfoproliferativa pos-transplante) esta associado a laténcia do
tipo 1l (Bar-Natan e Nagler, 2006). LMP1 (Proteina de membrana de laténcia 1) € a
proteina expressa pelo EBV com maior capacidade de transformacéo de linfocitos B,

comportando-se como um oncogene (Bar--Natan e Nagler, 2006; Kalinova et al., 2009).
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2. O EBV e o desenvolvimento de PTLD
2.1. EBV etransplantacao de células progenitoras hematopoiéticas

O transplante de células progenitoras hematopoiéticas (HSCT) comegou a ser
feito na Europa ha, aproximadamente, cinco décadas (Orio et al., 2014). O HSCT esta
estabelecido como uma terapéutica padrédo para uma variedade de doencas
hematoldgicas, que podem ser benignas ou malignas (Cheuk, 2013; O’ Meara et al.,
2014; Orio et al., 2014). Existem trés fontes diferentes de células progenitoras que podem
ser utilizadas para o transplante, nomeadamente a medula 6éssea, o sangue periférico e o
sangue do corddo umbilical (Cheuk, 2013). O HSCT pode ser autdlogo, quando as
células progenitoras provém do préprio paciente; alogénico (aparentado ou nao
aparentado) quando as células progenitoras derivam de um dador consanguineo ou de
um desconhecido, previamente selecionado por testes de compatibilidade; ou singénico,
gquando as células progenitoras sao provenientes de um gémeo idéntico (O’ Meara et al.,
2014).

Para além da doenca do enxerto contra o hospedeiro (GVHD), as duas principais
causas de morte apoés transplante alogénico de células progenitoras hematopoiéticas
(aHSCT) séo a recidiva da doenca e as infecdes, que podem ser desencadeadas por
virus, bactérias ou fungos (Figura 4) (Fuji et al., 2014; Geneugelijk et al., 2014; Moss e
Rickinson, 2005; Xuan et al., 2012). Sabe-se que as infe¢Bes virais oportunistas
especialmente, pelos herpesvirus (CMV e EBV) sdo uma das complicagdes mais comuns
apo6s aHSCT. Tanto as infecBes primarias como as reativacées do EBV podem levar ao
desenvolvimento de doencas que ameacam a vida dos recetores de aHSCT (Uhlin et al.,
2014; Xuan et al., 2012).

Bacteria (Gram-positive and Gram-negative) Late infections associated with chronic GVHD

Fungi (Mostly invasive Aspargilus spp.)

Epstein-Barr virus Mainly seen as PTLD

Cytomegalovirus Increasing incidence of late infections

Varicella-zoster virus

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 >12
Time after HSCT (months)

Figura 4 — Infecdes desenvolvidas apds HSCT (Moss e Rickinson. 2005).
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2.2.  Doenca linfoproliferativa pés-transplante (PTLD)

A PTLD é causada na sua grande maioria pelo EBV e encontra-se subdividida em
quatro tipos. Na tabela 1, encontra-se a classificacdo de PTLD, segundo a Organizacao
Mundial de Saude (OMS) (Glotz et al., 2012; Ibrahim e Naresh, 2012; Kalinova et al.,
2009).

Tabela 1 — Classificagdo de PTLD segundo a OMS (2008)

Subtipo Associacdo com EBV
Lesdes precoces EBV positivo
PTLD polimérfico Normalmente EBV positivo
PTLD monomorfico EBV positivo ou negativo
Linfoma de Hodgkin Normalmente EBV positivo

A PTLD é normalmente caracterizada por uma proliferacdo anormal de linfécitos B
(Kalinova et al., 2009; Uhlin et al., 2014) e ocorre ap0s o transplante de 6rgdos ou de
células progenitoras hematopoiéticas (Kim et al., 2010; Uhlin et al., 2014). Sabe-se que a
infecdo desencadeada pelo EBV, que ocorre nos primeiros trés meses apos 0
transplante, esta fortemente associada ao desenvolvimento de PTLD em pacientes
submetidos a aHSCT e que é uma das complicacbes mais severas ap0s este tipo de
tratamento (Reddy et al., 2011; Uhlin et al., 2014). A incidéncia de PTLD apés aHSCT
varia entre 0,5-1% (Gulley e Tang, 2010). Existem grupos com diferentes riscos, sendo 0s
pacientes subdivididos em grupos de alto e baixo risco. Sdo considerados fatores de alto
risco: dador relacionado, HLA (Antigénio de histocompatibilidade leucocitaria) nao
idéntico ao do recetor; dador ndo relacionado, HLA-idéntico ao do recetor; estado
serolégico do EBV (dador EBV positivo e recetor EBV negativo; dador EBV negativo e
recetor EBV positivo); terapia imunossupressora com ATG (Antithymocytic Globulin) ou
anti-CD3 (Cluster of Differentiation 3); diagndstico de imunodeficiéncia primaria. A
incidéncia aumenta para 22% se o paciente apresentar pelo menos trés fatores de risco
(Bar-Natan e Nagler, 2006).

2.3.  Mecanismo de evaséo do EBV e desenvolvimento de PTLD
O desenvolvimento de PTLD é influenciado por diversos fatores que estédo
intimamente relacionados com a funcdo imunolégica (Unlin et al., 2014; Xuan et al.,
2012). A transformacao das células B esta associada a ativacao e proliferacdo continuas,
sendo a infe¢@o geralmente autolimitada e controlada pela resposta imune das células T,
ou seja, em individuos imunocompetentes, a proliferacdo dos linfécitos B é controlada
pelas células T e NK. A expressdo de citocinas, como o IFN-y (Interferdo gama), pode

conduzir a ativacdo de células fagociticas, nomeadamente dos macréfagos, que tém a
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capacidade de fazer apresentacdo antigénica. Desta forma, a expressao de niveis
elevados de citocinas pro-inflamatérias e moléculas do MHC (Major de
Histocompatibilidade), permite combater a infecéo (Grivennikov et al., 2010).

Contudo, no que diz respeito aos individuos imunossuprimidos, a funcdo das
células T estd comprometida e o EBV induz uma expanséo descontrolada dos linfécitos B
(Grywalska et al., 2013; Kalinova et al., 2009). Assim, as células T tém um papel fulcral
no desenvolvimento de PTLD, sendo que a sua disfuncao é real¢cada devido ao facto da
maior parte dos casos desta doenca ocorrerem nos primeiros trés meses apdés o
transplante, isto é, quando a deficiéncia de células T € mais acentuada (Bar-Natan e
Nagler, 2006).

Quando o ambiente imunolégico ndo é o mais favoravel ao combate do agente
patogénico, este induz as células a seu favor. No que diz respeito a PTLD, na fase pés-
transplante, o EBV induz as células dendriticas plasmocitdides (pDCs) a produzirem
baixas concentragbes de IFN-a (Interferdo alfa) e estimula a produgdo da citocina
imunossupressora IL-10 (Interleucina 10), permitindo que o virus infete as células B,
escapando, assim, ao reconhecimento imunolégico. A IL-10 inibe a expressdo de
moléculas co-estimuladoras, o que se traduz numa incapacidade dos mondcitos e dos
macroéfagos ativarem as células T. Suprime, ainda, a producdo de IFN-a e IFN-y, bem
como de células T e NK (Figura 5). As células T reguladoras (Treg) sao células
imunoreguladoras que tém a capacidade de suprimir respostas imunoldgicas. Quando as
células Treg sofrem ativacao via TCR (Recetor da célula T), estas inibem a proliferacéo
de linfécitos T CD4 e T CDB8, levando a libertacdo de citocinas como a IL-10. Foi
demonstrado que o niumero de células Treg presente no microambiente tumoral de PTLD

tem impacto na sobrevivéncia do paciente (Ibrahim e Naresh, 2012).
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Figura 5 — Mecanismo de evasado do EBV e desenvolvimento de PTLD (Ibrahim e Naresh, 2012).
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3. Suscetibilidade imunoldgica para infecdo
3.1. Citocinas reguladoras da resposta imunolégica

As diferentes citocinas expressas pelo hospedeiro podem promover ou inibir o
desenvolvimento e a progressdo tumoral, independentemente da sua origem. Estas
desempenham a funcdo de controlar o meio imunolégico e inflamatério, podendo
favorecer a imunidade antitumoral ou beneficiar a progressao tumoral, tendo efeito direto
no crescimento e sobrevivéncia das células cancerigenas (Grivennikov et al., 2010). As
citocinas podem ser classificadas em pré-inflamatérias como IL-1a (Interleucina 1 alfa),
IL-18 (Interleucina 1 beta), IL-2 (Interleucina 2), IFN-y ou TNF-a (Fator de necrose
tumoral alfa) e anti-inflamatérias como IL-1RN (Recetor Antagonista da Interleucina 1) ou
IL-10.

As citocinas proé-inflamatorias promovem a inflamagdo, sendo que quando
administradas em humanos provocam febre, inflamacdo, destruicdo de tecido e, em
alguns casos, choque e morte (Grivennikov et al., 2010). A IL-1a esta envolvida na
resposta imunolégica, no processo inflamatério e na hematopoiese. Esta citocina é
produzida por mondcitos e macréfagos como uma pro-proteina, que € processada
proteoliticamente e libertada em resposta a lesdo celular, induzindo, assim, a apoptose
(Liu et al., 2013). A IL-1B ¢é produzida por macréfagos ativados como uma pré-proteina,
gue é proteoliticamente processada para a sua forma ativa pela caspase 1. Esta citocina
€ um importante mediador da resposta inflamatéria e esta envolvida numa variedade de
atividades celulares, incluindo a proliferacdo, a diferenciagdo e a apoptose (Liu et al.,
2013). A IL-2 desempenha um papel importante na proliferacdo dos linfécitos T ativados,
permitindo a ativagcdo dos fagocitos e dos linfocitos B para a producéo de anticorpos. Tem
um papel central no aumento da ativagdo da morte celular induzida dos linfécitos T,
eliminando, assim, as células autorreativas e promovendo o fim da resposta dos linfécitos
T, através da indugéo da producéo de células T supressoras (Christensen et al., 2006). O
IFN-y apresenta propriedades antivirais, imunoreguladoras e antitumorais. Para além
disso, é um potente ativador de macréfagos, células responsaveis pela ativacdo da
imunidade (Dierksheide et al., 2005). O TNF-a é secretado, principalmente, por
macrofagos e regula a proliferacdo e a diferenciacdo celular; induz a apoptose, o
metabolismo lipidico e a coagulagéo (Rodriguez et al., 2012).

As citocinas anti-inflamatérias sdo moléculas imunoreguladoras que controlam a
resposta das citocinas pré-inflamatérias (Sultani et al., 2012). A IL-1RN inibe a atividade
da IL-1a e da IL-18 e modula uma variedade de IL-1 que estdo relacionadas com as
respostas imune e inflamatéria. Esta citocina evita danos celulares nos casos em que a
resposta inflamatdria é severa e prolongada e pode, também, ser utilizada para seguir a

resposta imune, uma vez que 0S seus niveis aumentam durante os passos finais da
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resposta inflamatéria (Sousa et al., 2012; Sousa et al., 2013). A IL-10 tem efeitos
pleiotropicos na imunorregulacéo e inflamacao, através da diminuicdo da expressédo de
citocinas Thl (T auxiliar 1), antigénios de MHC classe Il e moléculas co-estimuladoras
dos macréfagos. Adicionalmente, a IL-10 aumenta a sobrevivéncia das células B, a
proliferacdo e producédo de anticorpos (Liu et al., 2011).

3.2. Respostaimunoldgica as infecdes virais
Os virus infetam uma ampla variedade de células usando moléculas de superficie
celular, como os recetores, para entrarem na célula do hospedeiro. O uso de recetores
especificos determina o tropismo dos virus. Apds a sua entrada nas células, os virus
interferem com a sintese e a fungdo das proteinas, podendo levar a lise das células
infetadas. A resposta imune do hospedeiro contra os virus destina-se a bloquear a
infecdo e a eliminar as células infetadas. Contudo, 0s virus possuem mecanismos

capazes de evadir essa resposta (Mogensen, 2009; Swain et al., 2012).

3.2.1. Respostaimune inata

Apés a entrada dos virus no hospedeiro, estes sdo reconhecidos por PRR
(Pattern Recognition Receptors) expressos por células do sistema imune inato e células
epiteliais, como os TLR (Toll-like Receptor). A ligagdo ao TLR induz um aumento da
concentracdo do NF-kB (Fator nuclear kappa B), envolvido na transcricdo de genes
associados a resposta inflamatéria. Nas células dendriticas e nos macrofagos, ha
producdo de citocinas como a IL-12 (Interleucina 12), que desempenha um papel
importante na diferenciacdo das células T auxiliares (Th). Estas células, por sua vez,
produzem IFN-y, uma citocina com propriedades antivirais (Akira, 2011; Kumar et al.,
2011; Mogensen, 2009; Paludan et al.,, 2011; Pang e lwasaki, 2012; Yokoyama e
Colonna, 2008).

Os mecanismos mais imediatos que o hospedeiro desencadeia contra a infecédo
viral séo a inibicdo da replicacao viral por interferes do tipo I, como o IFN-a e o IFN-3
(Interferdo beta) e, a morte das células infetadas pelas células NK. Os virus estimulam a
producdo de diversas citocinas, como o TNF-a, as quais induzem uma resposta
inflamatdria no local de infecdo. Devido a producado das diversas citocinas, as células NK
sdo ativadas, aumentando a sua capacidade citolitica. Por isso, estas células
representam um importante mecanismo antiviral em estadios precoces da infecdo (Akira,
2011; Guan et al., 2007; Kumar et al., 2011; Mogensen, 2009; Paludan et al., 2011; Pang
e lwasaki, 2012).
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3.2.2. Respostaimune adaptativa

A inducao de respostas imunes especificas requer a apresentacdo dos antigénios
virais por células apresentadoras de antigénios (APC), como as células dendriticas.
Alguns virus podem infetar diretamente estas células, outros ndo. Neste ultimo caso, 0s
péptidos antigénicos sdo apresentados as células T CD4, associados a moléculas do
MHC classe Il. As células T séo ativadas, contribuindo para a estimulagéo de células B e
células T CD8. A resposta pode, também, ser mediada por anticorpos que bloqueiam a
ligacdo do virus as células do hospedeiro e por linfocitos T citotoxicos (CTL) que lisam as
células infetadas. Quando a infecdo estad estabelecida, ou seja, quando o viru ja se
encontra no interior das células, a resposta imune mediada por células é a que apresenta
maior efichcia na defesa do hospedeiro, sendo as CTL e as Th os principais
componentes na defesa antiviral (Mogensen, 2009; Miinz, 2014; Pang e Iwasaki, 2012;
Swain et al., 2012).
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4. Suscetibilidade genética para infecdes virais

A predisposicao genética do hospedeiro para desenvolver infecdo por EBV pode
envolver mdltiplos genes e respetivos polimorfismos (McAulay et al.,, 2009). Os
polimorfismos genéticos sdo caracterizados por variagées na sequéncia de DNA, sendo
que a variante menos frequente est4d presente em pelo menos 1% da populagédo
(Brookes, 1999). Estudos recentes tém demonstrado a importancia dos polimorfismos,
nomeadamente de SNPs (Single Nucleotide Polymorphisms), em citocinas que podem
influenciar o outcome da infecdo por EBV em doentes transplantados (Morscio et al.,
2013). Os SNPs sédo os polimorfismos mais comuns e consistem numa alteracao que
ocorre hum uUnico nucleétido da sequéncia gendémica. Acredita-se que os SNPs séo
responsaveis por cerca de 90% das variagbes genéticas que ocorrem nos humanos.
Estas alteracdes sdo capazes de conferir variacdes na suscetibilidade genética de cada
individuo para uma determinada doencga (Chakravarti, 2001). Para além dos SNPs,
existem repeticoes em cadeia de DNA que estdo divididas em duas classes:
microssatélites, que tém tamanhos de padrdo curto; minissatélites que apresentam
padrbes mais longos. Os VNTR (Numero variavel de repeticdes em série) constituem,
aproximadamente, 10% do genoma; exibem uma enorme variabilidade e sdo constituidos
por 9-100 bp (pares de bases) repetidos sequencialmente. Sdo locais em que o nimero
de cOpias internas na repeticdo varia na populacao (Gelfand et al., 2014).

Desta forma, a andlise dos polimorfismos s e o estudo dos perfis genéticos sédo
importantes, pois permitem identificar os individuos que apresentam maior risco para o
desenvolvimento de uma doencga. Assim, torna-se importante estudar o papel dos
polimorfismos em genes de citocinas pro-inflamatérias e anti-inflamatérias no

desenvolvimento de infegéo por EBV.

4.1. Polimorfismo CR2 +24T>C (rs3813946)

O gene CR2 encontra-se no braco longo do cromossoma 1 e expressa a proteina
CD21 (Recetor do Complemento 2), desempenhando um papel central no
reconhecimento do EBV e na mediacdo da resposta imunoldgica (Cooper et al., 1990;
Fan et al.,, 2013). Foi descrito que este recetor celular (CR2/CD21) € um dos
responsaveis pelo reconhecimento da glicoproteina g350/220, o principal antigénio de
superficie do EBV (Young et al.,, 2007). Recentemente foi descrito um polimorfismo
(rs3813946) caracterizado pela variagcdo T>C na posicdo +24 da regido promotora 5'-
UTR do gene CR2, tendo sido descrito como capaz de alterar a expressdo de CR2/CD21
(Cruickshank et al., 2012; Fan et al., 2013). Alguns estudos tém demonstrado a
associacao deste polimorfismo como possivel marcador de suscetibilidade para o

desenvolvimento de carcinoma da nasofaringe (Fan et al., 2013).
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4.2. Polimorfismo HLA-A (rs2530388)

O gene HLA-A pertence ao HLA classe | e esta localizado no brago curto do
cromossoma 6 (McAulay et al., 2007). As moléculas de classe | desempenham um papel
central no sistema imunitario, uma vez que fazem a apresentacéo de péptidos, pelo que a
sua funcdo no reconhecimento de antigénios do EBV podera ser determinante para o
desenvolvimento de uma resposta imunoldgica eficaz. O polimorfismo rs2530388 é
caracterizado por uma variacdo A>T numa regido intergénica (ndo-codificante) do gene
HLA-A (McAulay et al., 2007). Recentemente, um estudo demonstrou que este SNP
parece estar associado ao desenvolvimento de linfoma de Hodgkin EBV positivo (Niens
et al., 2006). Adicionalmente foi ainda demonstrado que o alelo A estd associado ao
desenvolvimento de IM, sendo considerado um fator de risco para o desenvolvimento de

patologias associadas ao EBV (McAulay et al., 2007).

4.3. Polimorfismo HcG9 (rs6457110)

O gene HcG9 esté localizado no brago curto do cromossoma 6, encontrando-se
dentro da regidao do MHC classe | (McAulay et al., 2007). Acredita-se que este gene seja
nao-codificante, contudo a sua funcéo ainda nédo foi bem estudada (McAulay et al., 2007).
O polimorfismo rs6457110 é caracterizado por uma variagdo A>T numa regiao
intergénica (ndo-codificante) e tem sido sugerido como associado ao desenvolvimento de
linfoma de Hodgkin EBV positivo (Niens et al., 2006). Para além disso, o alelo T parece
estar associado ao desenvolvimento de IM (McAulay et al., 2007).

Este polimorfismo tem sido estudado em conjunto com o polimorfismo rs2530388
do HLA-A e os estudos revelam que o haplétipo AA é mais comum em individuos com IM

EBV-positivos do que em individuos seronegativos (McAulay et al., 2007).

4.4. Polimorfismo IFNG-R1 -56C>T (rs2234711)

O recetor do IFN-y € um heterodimero constituido pela subunidade IFNG-R1 e
pela subunidade IFNG-R2, produzido durante a resposta imunolégica mediada por
células T e NK, ativando a expressdo de moléculas do sistema MHC classe Il e a
libertacdo de mediadores inflamatoérios (Cheong et al., 2006; Malmgaard, 2004). O gene
IFNGR1 encontra-se no braco longo do cromossoma 6 e codifica a cadeia de ligacdo ao
ligando (alfa) do recetor do IFN-y (Bulat-Kardum et al., 2006; He et al., 2009; Yancoski et
al., 2012), sendo que a atividade desta subunidade tem sido associada ao
desenvolvimento de infecbes microbianas (Fraser et al., 2003; Koch et al.,, 2002;
Mohamed et al., 2003 Salih et al., 2007). Tem sido descrita a existéncia de varios
polimorfismos neste gene, sendo um dos mais comuns o polimorfismo rs2234711,

caracterizado pela variagdo C>T na posicao -56 da regido promotora do gene IFNGR1
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(Haupstschein et al., 1992; He et al., 2009). Vérios estudos sugerem que estas alteragbes
podem afetar a transcricdo do gene, sendo que o alelo T estd associado a menor
expressdo da subunidade IFNG-R1 e, consequentemente, menor atividade do IFN-y,
favorecendo a modificagédo da resposta imunolégica de Thl para Th2 (Thye et al., 2003;
Tiroch et al., 2005). Mais recentemente este polimorfismo foi associado a suscetibilidade
para infe¢do por Helicobacter pylori, que pode levar ao desenvolvimento precoce de

cancro gastrico (Canedo et al., 2008).

4.5. Polimorfismo IL-1a +4854G>T (rs17561)

O gene IL1A encontra-se localizado no brago longo do cromossoma 2, sendo
responsavel pela expresséo da citocina IL-1a, que desempenha um papel importante na
mediacdo da inflamacdo bem como na iniciacdo da resposta imune contra virus (Liu et
al., 2013). Um dos polimorfismos mais estudados é o rs17561, caracterizado pela
variagdo G>T na posicao +4854 do gene IL1A. Contudo, 0 mecanismo do papel funcional
deste SNP ainda nao foi identificado (Li et al., 2014). Este polimorfismo tem sido
associado a doengas inflamatorias, refletindo um aumento de producdo de IL-1a em
individuos portadores do alelo T (Li et al., 2014). Este polimorfismo tem sido, ainda,
associado a diversas patologias, nomeadamente ao carcinoma do ovario (Li et al., 2014)

e ao carcinoma gastrico (Duraes et al., 2014).

4.6. Polimorfismo IL-18 +3954C>T (rs1143634)

O gene IL1B esta localizado no brago longo do cromossoma 2 e expressa a
citocina IL-1B, que desempenha uma funcdo semelhante a da IL-1a no processo de
inflamacdo e na imunidade (Liu et al., 2013). A producéo de IL-1B € um importante fator
de iniciagdo na cascata de eventos que resultam na inflamag&o. Niveis elevados desta
citocina no soro e no figado tém demonstrado inibir a ativacdo de IFN-a e IFN-B, bem
como a atividade antiviral (Omran et al., 2013). O polimorfismo rs1143634 € caracterizado
pela variacdo C>T na posicdo +3954 do gene IL1B e parece afetar a expressao do gene
(Chen et al., 2014; Wu et al., 2013). Varios trabalhos demonstram que este polimorfismo
pode estar relacionado com a ocorréncia de diversos cancros, como por exemplo o

cancro da mama (Pooja et al., 2012; Zhang et al., 2012).

4.7. Polimorfismos IL-1RN
O antagonista do recetor da interleucina 1 (IL1-Ra) € uma citocina anti-inflamatéria
expressa pelo gene ILIRN que se encontra no braco longo do cromossoma 2 (Korthagen
et al., 2012). A IL-1RN compete com a IL-1a e a IL-1B3 pelo recetor IL-1 das células,

impedindo a transmissao de sinais pro-inflamatérios (Granowitz et al., 1991). Para além
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disso, a IL-1RN evita danos celulares no caso de uma inflamag&o grave e prolongada e
pode, também, ser utilizada para seguir a resposta imune, uma vez que 0s seus niveis
aumentam durante as etapas finais da resposta inflamatéria (Dinarello, 1991; Hurme e
Santtila, 1998; Witkin et al., 2002).

A literatura refere a existéncia de vérios polimorfismos na sequéncia do gene IL-
1RN e apesar de a maioria serem SNPs, grande parte dos estudos concentram-se num
namero variavel de repeticdes em série (VNTR) (Sousa et al., 2013). Estas variacbes
sdo, ainda, capazes de modular a eficacia da sinalizacdo das citocinas e, desta forma,
aumentar a predisposicdo para a doenca (Korthagen et al., 2012).

Entre os polimorfismos mais estudados encontra-se um VNTR caracterizado por
uma variacéo de 86 bp no intrédo 2 (Sousa et al., 2012) e 0 rs419598 (IL-1RN +2018T>C)
caracterizado pela variagdo T>C na posicdo +2018 do gene IL1RN (Korthagen et al.,
2012).

Tem sido descrito que estes polimorfismos podem afetar a expressdo do gene
tendo, por isso, um papel importante no desenvolvimento de patologias inflamatérias
(Maruta et al., 2008; Mcintyre et al., 1991) e varios cancros (nomeadamente gastrico,
esofago, bexiga, mama, colorectal, pulméo, colo do utero e nasofaringe) (Burada et al.,
2012; Sousa et al., 2012; Sousa et al., 2013).

4.8. Polimorfismo IL-2 -330 T>G (rs2069762)

O gene IL2 encontra-se localizado no brago longo do cromossoma 4 e codifica a
IL-2, uma citocina importante na proliferacdo de linfocitos T e B e, considerada essencial
na resposta imune a estimulos antigénicos (Guma et al., 2014).

O polimorfismo rs2069762 é caracterizado pela variacdo T>G na posi¢ao -330 do
gene IL2 (Fichna et al., 2013). Este polimorfismo esta associado, maioritariamente, a
doencas autoimunes, bem como a condi¢Bes alérgicas (Fichna et al., 2013). No entanto,
foi relacionado com outros fenédmenos imunoldgicos, como o risco de desenvolvimento de
GVHD em doentes submetidos a HSCT (Fichna et al., 2013; Harkensee et al., 2012).

4.9. Polimorfismo TNF-a -308G>A (rs1800629)

O gene TNFA esta localizado no brago curto do cromossoma 6 e codifica uma
citocina proé-inflamatéria multifuncional, TNF-a, que estd envolvida na regulacdo de um
largo espectro de processos bioldgicos, incluindo a proliferagdo celular, diferenciagéo,
apoptose, metabolismo de lipidos e coagulacao (Hajeer e Hutchinson, 2001; Rodriguez et
al., 2012). Esta citocina tem sido implicada numa variedade de doencas, incluindo

doencas auto-imunes (Durées et al., 2014).
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O polimorfismo rs1800629 é caracterizado pela variagdo G>A na posi¢ao -308 do
gene TNF-a (Ardebili et al., 2011). Este polimorfismo est4 associado ao desenvolvimento
de cancro gastrico, colo do utero e nasofaringe (Duarte et al., 2005; Goroubhi et al., 2008;
Jin et al., 2013; Sousa et al., 2012). Um estudo demonstrou, ainda, que a variacdo G>A
no gene TNFA parece estar associada a linfoma de Hodgkin EBV negativo (Ghesquiéres
et al., 2013). Para além disso, pode aumentar o risco de desenvolvimento de GVHD em
doentes submetidos a aHSCT (Hansen, 2008).
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OBJETIVOS

O principal objetivo deste estudo era definir um perfil genético de suscetibilidade
imunoldgica para infecdo por EBV em doentes submetidos a aHSCT. Para tal foram
definidos objetivos especificos:

e Caracterizar a infecdo por EBV em doentes submetidos a aHSCT;

e Caracterizar a presenca de polimorfismos genéticos em genes envolvidos na

resposta imunol6gica em doentes e dadores de aHSCT;

o Comparar o perfil genético entre doentes e dadores e associacdo com infecéo

por EBV,

Pagina 18



[MPORTO Dissertacédo de Mestrado em Oncologia
., fit e Leticia Silva Mesquita

3 MATERIAL E METODOS
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1. Tipo de estudo e populacao

Foi desenvolvido um estudo retrospetivo em pacientes (n=77) com diferentes
doencas hematoldégicas submetidos a aHSCT no Servico de Transplante de Medula
Ossea (STMO) do Instituto Portugués de Oncologia do Porto (IPO do Porto) e respetivos
dadores (n=77). Os dados clinico-patolégicos dos doentes (idade, sexo, doenca, grupo
sanguineo, estado seroldgico do EBV), dos dadores (sexo, grupo sanguineo, relacdo com
doente), relativos ao transplante (tipo de regime de condicionamento, fonte de células
progenitoras e compatibilidade HLA) e relativos a infecdo por EBV (pesquisa de EBV no
sangue e data resultado positivo) foram coletados a partir de registos clinicos individuais

e inseridos nums base de dados com codificag&o Unica.

Procedimentos de transplantacéo

Os transplantes foram realizados de acordo com o0s protocolos institucionais,
tendo como base os padrdes internacionais para aHSCT. Resumidamente, o0 regime
mieloblativo foi baseado em busulfano e ciclofosfamida, enquanto o condicionamento de
intensidade reduzida (RIC) baseou-se numa dose mais reduzida de busulfano e
fludarabina. Os pacientes com dadores néo idénticos ou néo relacionados receberam
ATG, como parte do regime de condicionamento. A profilaxia do GVHD em pacientes
com regime mieloblativo consistiu numa combinagdo de um inibidor da calcineurina ou
ciclosporina (CsA) ou Tacrolimus e um metotrexato (MTX). Os pacientes em RIC

receberam CsA ou Tacrolimus mais micofenolato mofetil (MMF).

Detecéo de EBV

A deteccdo de EBV foi realizada em amostras de sangue periférico dos doentes
utilizando a tecnologia por PCR (Polymerase Chain Reaction) em tempo real quantitativo,
usando o kit EBV Real Time (ELITech Group®, Puteaux, France).

Defini¢cdo das variaveis colhidas

As doencas hematologicas foram classificadas nas seguintes categorias: 1)
leucemias agudas (leucemia mieloide aguda, leucemia linfoide aguda); 2) doencas
mieloproliferativas crénicas (leucemia mieloide cronica, policitemia vera, mielofibrose); 3)
doencas linfoproliferativas cronicas (linfoma de células B, linfoma de células T, mieloma
multiplo, leucemia linfoide cronica); 4) sindrome mielodisplasico (leucemia
mielomonocitica crénica); 5) anemia aplastica (anemia de Fanconi, disceratose
congénita, sindrome de Diamond-Blakfan); 6) outros (doenca metabdlica,

hemoglobinopatias).
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A compatibilidade HLA foi classificada como HLA-idéntico se existiam 10/10
marcadores idénticos e HLA-n&o idéntico (se 9/10).

O estado serologico do EBV foi caracterizado como: 1) infe¢do antiga se IgG EBV
VCA positivo e IgM EBV VCA negativo; e 2) suscetivel se IgG EBV VCA negativo e IgM
EBV VCA negativo. A presenca de infe¢cdo por EBV foi definida apos a dete¢do de um
resultado positivo (>100 cépias/mL) no teste de diagnostico como indicador da presenca
de EBV em circulacdo. O tempo até infecdo por EBV foi calculado através da diferenca

entre a data do resultado positivo para EBV no sangue periférico e a data do transplante.

2. Colheita e processamento de amostras

As amostras de sangue periférico de doentes e dadores foram obtidas a partir de
amostras enviadas para o Servico de Hematologia do IPO Porto para estudo do
guimerismo. As amostras foram processadas para extracdo total de &cidos nucleicos
(NA) utilizando o kit QIAmp DNA Blood Mini Kit (QIAGEN, Heidelberg, Germany). As
amostras extraidas foram preservadas a temperatura de -20 °C e a qualidade e
integridade de DNA/RNA foram analisadas usando o espectrofotémetro NanoDrop® 1000
v3.7 (Thermo Scientific, Wilmington DE, EUA).

3. Genotipagem
As andlises dos perfis genéticos dos pacientes submetidos a aHSCT e dos
individuos saudaveis permitiram determinar quais 0s pacientes mais propensos a
desenvolver infecdo por EBV e que apresentam maior predisposi¢cdo para desenvolver
PTLD. Os polimorfismos foram selecionados a partir de regides polimérficas HLA e
regides ndo-HLA, incluindo genes de resposta imune do hospedeiro. A genotipagem foi

realizada através de procedimentos adequados de acordo com a literatura — Tabela 2.

Tabela 2 — Polimorfismos genéticos e diferentes técnicas de analise

Gene rs SNP Método
CR2 rs3813946 +24T>C PCR em tempo real
HLA-A rs2530388 A>T (regido intergénica) PCR em tempo real
HcG9 rs6457110 A>T (regido intergénica) PCR em tempo real
IFNG-R1 rs2234711 -56C>T PCR em tempo real
IL-1a rs17561 Al114S PCR em tempo real
IL-1B rs1143634 +3954C>T PCR em tempo real
IL-1RN rs419598 +2018T>C PCR em tempo real
IL-2 rs2069762 -330T>G PCR em tempo real
IL-1RN - VNTR PCR
TNF-a rs1800629 -308G>A PCR em tempo real
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3.1

Protocolos Alele Specific Real-Time PCR (AS RT-PCR)

Os SNPs rs3813946, rs2530388, rs6457110, rs2234711, rs17561, rs114634,
rs419598, rs2069762, rs1800896, rs1800629 foram analisados por PCR em tempo real.

Tabela 3 — Polimorfismos genéticos estudados por AS RT-PCR

Gene rs SNP Assay
CR2 rs3813946 +24T>C c__25599654_10
HLA-A rs2530388 A>T (regido intergénica) C__ 2437583_10
HcG9 rs6457110 A>T (regido intergénica) c_11195827_10
IFNG-R1 rs2234711 -56C>T c_ 11693991_10
IL-1a rs17561 Al114S C___ 9546471 10
IL-18 rs1143634 +3954C>T C__ 9546517_10
IL-1RN rs419598 +2018T>C c__ 8737990_10
IL-2 rs2069762 -330T>G c__15859930_10
TNF-a rs1800629 -308G>A Cc__ 7514879_10

A reacéo foi realizada num volume final de 7 UL que continha 2 pl de DNA, 2,375
uL de agua bidestilada, 2,5 yuL de TagMan Universal Master Mix Il (Applied Biosystems,
Foster City, California), 0,125 pL de assay (Applied Biosystems, Foster City, California). A
reacdo foi realizada numa microplaca, de acordo com as seguintes condi¢des: 95 °C
durante 10 minutos; 95 °C durante 15 segundos e 60 °C durante 1 minuto (45 ciclos). O
produto de PCR foi detetado por um aumento de fluorescéncia, usando o sistema de
PCR em tempo real 7300 da Applied Biosystems (Applied Biosystems, Foster City,
California). Numa primeira fase, fez-se a discriminagdo alélica para cada uma das
amostras (Figura 6) e, posteriormente, confirmou-se o gendtipo através da andlise da

curva de amplificagédo do sinal de fluorescéncia (Figura 7).
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Figura 6 — Imagem representativa da discriminagdo alélica para o polimorfismo IL-2 -330T>G (rs2069762).
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Figura 7 - Imagem representativa da detecdo dos diferentes gendtipos para o polimorfismo IL-2 -330T>G
(rs2069762) por PCR em tempo real, com demonstra¢éo das curvas de amplificagdo das amostras.

3.2. Protocolo IL-1RN VNTR

A genotipagem do polimorfismo do IL-1RN VNTR foi feita pela técnica de PCR
com o primer forward 5’- CCC CTC AGC AAC ACT CC -3’ e o primer reverse 5- GGT
CAG AAG GGC AGA G -3, de acordo com o sugerido por Sousa et al. (2013). A
amplificacéo foi feita numa reagdo com volume total de 50 puL contendo 2 pL de amostra
e 1x DreamTaq green buffer, 0,4 mM de dNTPs, 0,3 mM de cada primer e 1 U de
DreamTaqg DNA polimerase. As condi¢bes de amplificagdo foram: pré-desnaturagdo do
DNA durante 4 minutos a 94 °C para ativagdo da enzima, seguida de 35 ciclos de
desnaturacédo a 94 °C durante 30 segundos, annealing a 57 °C durante 30 segundos e
extensdo a 72 °C durante 60 segundos, com um passo de extensdo final durante 5
minutos a 72 °C. Existem cinco produtos de amplificac&o possiveis: alelo 1 (410 bp), alelo
2 (240 bp), alelo 3 (325 bp), alelo 4 (500 bp) e alelo 5 (595 bp). Os produtos de
amplificacdo foram separados por eletroforese num gel de agarose a 2%, corado com
brometo de etideo. As diferentes combinagBes possiveis de genoétipos sdo; Al*Al,
A1*A2, A1*A3, A1*A4, AL1*A5, A2*A2, A2*A3, A2*A4, A2*A5, A3*A3, A3*A4, A3*A5,
A4*A4, AA*A5 e A5*AS (Sousa et al., 2012; Sousa et al., 2013) (Figura 8).

Figura 8 - Imagem representativa de alguns dos diferentes genotipos possiveis para o polimorfismo IL-1RN
VNTR (M: marcador molecular de 50 bp).
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4. Controlo de qualidade
A detegdo dos polimorfismos foi realizada sem discriminacdo das amostras e os
resultados analisados independentemente por dois autores. Foram selecionadas
aleatoriamente 10% de todas as amostras, sendo estas submetidas novamente a uma
amplificacdo para confirmar os resultados. Em todas as reagbes foram utilizados
controlos negativos de amplificacdo, utilizando agua bidestilada em substituicdo de DNA.

5. Questdes Eticas
Este estudo ndo interferiu com os procedimentos de rotina decididos pelos
médicos. As amostras estudadas foram enviadas para rotina para o Servico de

Hematologia do IPO do Porto

6. Anélise estatistica
A andlise estatistica dos resultados foi efetuada com o software IBM ® SPSS
Statistics for Macintosh, Versdo 20.0 (IBM Copr, Armonk, NY USA). Foi testado o
equilibrio de Hardy-Weinberg para verificar se as frequéncias obtidas eram ou n&o
semelhantes as descritas para a populacdo geral (www.had2know.com). Foi utilizado o
teste do Chi-quadrado (x2) ou o Fisher’s exact test para comparar as variaveis
categoricas utilizando um nivel de significancia de 5%. O célculo do Odds Ratio (OR) e o

intervalo de confianca a 95% (1C95%) permitiram medir a associacao entre as variaveis.
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1. Caracterizacdo da populacado do estudo
1.1. Caracterizacdo dos doentes submetidos a aHSCT
A populagdo em estudo incluiu 77 pacientes com diferentes doengas
hematoldgicas submetidos a aHSCT cujas variaveis clinico-patologicas estdo descritas
na tabela 4. A populagdo era constituida por 32 doentes do género feminino e 45 do
género masculino, com idade média de 40,6+17,5 anos e mediana de 47 anos (Figura 9).
Quanto ao diagnostico, as patologias mais comuns foram as leucemias agudas (53,2%)
incluindo a leucemia mieloide aguda (27,3%) e a leucemia linfoide aguda (23,4%). Os
tipos sanguineos mais frequentes foram o A Rh+ (41,6%) e o O Rh+ (35,1%).
Relativamente ao estado serolégico do EBV, a maioria dos pacientes apresentou
sinais de infe¢do antiga (92,2%), sendo que apenas 7,8% dos pacientes seria suscetivel

ao desenvolvimento de infecdo por EBV.

Histograma
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Figura 9 — Grafico representativo da distribui¢do das idades dos doentes.
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Tabela 4 — Caracterizacdo dos doentes submetidos a aHSCT

Variaveis n (%)
Género (n=77)
Feminino 32 (41,6)
Masculino 45 (58,4)
Diagnostico (n=77)
Aplasia Medular 7(9.1)
Doenca de Hodgkin 1(1,3)
Imunodeficiéncia primaria 1(1,3)
Leucemia Linfoide Aguda 18 (23,4)
Leucemia Linfoide Cronica 6 (7,8)
Leucemia Mieloide Aguda 21 (27,3)
Leucemia Mieloide Cronica 2(2,6)
Leucemias Agudas — Outras 2(2,6)
Linfohistocitose Hemofagocitica Familiar 1(1,3)
Linfoma N&o-Hodgkin 7091
Metabdlicas 1(1,3)
Mieloma Mdltiplo 2(2,6)
Sindrome Mielodisplasico/ Mieloproliferativo 8 (10,4)
Patologia (n=77)
Anemia Aplastica 7091
Doengas Linfoproliferativas Cronicas 16 (20,8)
Doencas Mieloproliferativas Cronicas 2(2,6)
Leucemias Agudas 41 (53,2)
Sindromes Mielodisplasicos/ Mieloproliferativos 8 (10,4)
Outras 33,9
Tipo sanguineo (n=77)
A Rh- 6 (7.8)
ARh+ 32 (41,6)
A/O Rh- 1(1,3)
AB Rh+ 1(1,3)
B Rh+ 5(6.,5)
O Rh- 5 (6,5)
O Rh+ 27 (35,1)
Estado serolégico do EBV (n=77)
Suscetivel 6 (7,8)
Infecd@o antiga 71(92,2)
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1.2. Caracterizacdo dos dadores de células progenitoras hematopoiéticas
Este estudo incluiu amostras de 77 dadores de células progenitoras
hematopoiéticas, cujas variaveis clinico-patoldgicas relevantes estdo descritas na tabela
5. A populagdo era constituida por 38 dadores do género feminino e 39 do género
masculino, com idade média de 39,4+13,5 anos e mediana de 40 anos (Figura 10). No
gue diz respeito ao tipo sanguineo, o tipo mais comum foi 0 A Rh- (84,4%); e a maioria

dos dadores eram aparentados (63,6%).
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Figura 10 — Grafico representativo da distribuicdo das idades dos dadores.

Tabela 5 — Caracterizacéo dos dadores de células progenitoras hematopoiéticas

Variaveis n (%)
Género (n=77)
Feminino 38 (49,4%)
Masculino 39 (50,6%)
Tipo sanguineo (n=77)
A Rh- 65 (84,4%)
A Rh+ 11 (14,3%)
O Rh+ 1 (1,3%)
Relacdo Dador-Recetor (n=77)
Aparentado 49 (63,6%)
N&o Aparentado 28 (36,4%)
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1.3. Caracterizacdo dos transplantes
Neste estudo, a maioria dos doentes foi submetida a transplante de células
progenitoras hematopoiéticas a partir de dadores HLA-idénticos (80,5%), tendo sido
utilizada como fonte de células progenitoras a medula 6ssea em apenas 11 casos
(14,3%) e o sangue periférico em 66 casos (85,7%). Relativamente ao tipo de
condicionamento, 38 pacientes foram submetidos a condicionamento de intensidade

reduzida (49,4%) e 39 a condicionamento mieloblativo (50,6%).

Tabela 6 — Caracterizagao da informacéo relativa ao transplante

Variaveis n (%)
HLA (n=77)
HLA-idéntico 62 (80,5%)
HLA-n&o idéntico 15 (19,5%)
Fonte de células progenitoras (n=77)
Medula Ossea 11 (14,3%)
Sangue Periférico 66 (85,7%)
Condicionamento (n=77)
Intensidade reduzida 38 (49,4%)
Mieloblativo 39 (50,6%)
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2. Caracterizacao da infecdo por EBV
A pesquisa de EBV foi realizada em 38 dos 77 doentes. O tempo até pesquisa de
EBV apresentou uma mediana de 48,5 dias, apresentando um minimo de 15 dias e um
méaximo de 433 dias, sendo que em trés casos a pesquisa ultrapassou 0 primeiro ano
apos o transplante (Figura 11). Dos 38 doentes em que foi realizada a pesquisa de EBV,
15 foram positivos para EBV e os restantes 23 negativos. Relativamente ao tempo até
infecdo por EBV, a mediana foi de 56 dias, 0 minimo de 19 dias e 0 maximo de 393 dias

(Figura 11).
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Figura 11 — Gréficos representativos da distribuicdo do tempo até infecao por EBV.

Quanto a carga viral do EBV nos 15 casos positivos, apos analise dos resultados,
a média obtida foi de 3,47 log copias/mL sangue (2,37-5,43 log cépias/mL sangue).

Histograma
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Figura 12 - Gréficos representativos da distribuicdo da carga viral em escala logaritmica.
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Na tabela 7, encontra-se a caracterizacdo da infecdo por EBV para as diferentes

variaveis analisadas nos doentes e nos dadores.

Tabela 7 — Caracterizacao da infecdo por EBV segundo as diferentes variaveis

EBV-n(%) EBV+ n(%) p OR IC95%
Sexo Doente
Feminino 7 (50,0) 7 (50,0)
. 0,311 0,50 0,13-1,92
Masculino 16 (66,7) 8 (33,3)
Patologia
Leucemias Agudas 11 (57,9) 8(42,1)
Doencas Mieloproliferativas Cronicas 2 (100,0) 0 (0,0)
Doencas Linfoproliferativas Cronicas 7(87,5) 1(12,5) 0.033
S. Mielodisplasicos/ Mieloproliferativos 2 (66,7) 1(33,3) '
Anemia Aplastica 0 (0,0) 5(100,0)
Outros 1(100,0) 0 (0,0)
Outras Patologias 12 (63,2) 7 (36,8)
. 0,740 1,25 0,34-4,59
Leucemias Agudas 11 (57,9) 8(42,1)
Tipo Sanguineo Doente
A Rh- 2 (50,0) 2 (50,0)
A Rh+ 8(57,1) 6 (42,9)
A/O Rh- 0(0,0) 1 (100,0)
0,494 - -
AB Rh+ 0 (0,0) 1 (100,0)
B Rh+ 2 (66,7) 1(33,3)
O Rh+ 11 (73,3) 4 (26,7)
Relacdo Dador-Recetor
Aparentado 15 (75,0) 5 (25,0)
. 0,054 3,75 0,95-14,8
N&o Aparentado 8 (44,4) 10 (55,6)
HLA
HLA-idéntico 18 (75,0) 6 (25,0)
L 0,017 5,40 1,25-22,6
HLA-n&o idéntico 5 (35,7) 9 (64,3)
Sexo Dador
Feminino 11 (61,1) 7 (38,9)
. 0,944 1,05 0,28-3,86
Masculino 12 (60,0) 8 (40,0)
Tipo Sanguineo Dador
A Rh- 20 (69,0) 9 (31,0)
A Rh+ 2 (25,0) 6 (75,0) 0,057 - -
O Rh+ 1(100,0) 0 (0,0)
Condicionamento
Mieloblativo 9 (81,8) 2(18,2)
. . 0,087 4,17 0,76-25,0
Intensidade Reduzida 14 (51,9) 13 (48,1)
Fonte de células progenitoras
Sangue Periférico 21 (70,0) 9 (30,0)
. 0,024 7,14 1,17-50,0
Medula Ossea 2 (25,0) 6 (75,0)

No que diz respeito a distribuicdo da infecdo por EBV, verificou-se que nao
existem diferencas estatisticamente significativas nas variaveis sexo (doentes e dadores)

e tipo sanguineo (doentes e dadores).
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Verificou-se que a patologia mais frequente foi as leucemias agudas. Dos 19
doentes com esta patologia, 8 eram EBV positivos. O valor de p=0,033 pode estar
relacionado com o facto dos individuos com anemia aplastica serem todos EBV positivos.

As variaveis que apresentaram resultados estatisticamente significativos foram a
compatibilidade HLA e a fonte de células progenitoras. Nos casos em que os dadores
apresentavam HLA-n&o idéntico, o risco para infecdo por EBV era 5,40 vezes superior
(p=0,017; OR=5,40; IC95% 1,25-22,6). Relativamente a fonte de células progenitoras, o
risco para infecdo por EBV era superior nos doentes transplantados a partir da medula
Ossea (p=0,024; OR=7,14; 1C95% 1,17-50,0).

Quanto a relagdo dador/recetor e ao tipo de regime de condicionamento, apesar
dos resultados ndo serem estatisticamente significativos, verifica-se um risco aumentado
para infegdo por EBV: 1) nos casos em que o dador € ndo relacionado, apresentando um
risco aumentado em 3,75 vezes (p=0,054; OR=3,75; IC95% 0,95-14,8); 2) e nos casos
em que o regime de condicionamento foi de intensidade reduzida, apresentando um risco
aumentado em 4,17 vezes (p=0,087; OR=4,17; IC95% 0,76-25,0).
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3. Caracterizacao dos polimorfismos genéticos
Na tabela 8, encontra-se a caracterizacao dos varios polimorfismos nos recetores

e nos dadores para os diferentes genotipos.

Tabela 8 - Genétipo dos recetores e dos dadores para os diferentes polimorfismos

n (%) P
CR2 +24T>C (rs3813946) TT TC cc
Recetores (n=71) 44 (62,0) 24 (33,8) 3(4,2) 0,996
Dadores (n=76) 47 (61,8) 26 (34,2) 3(3,9)
HLA-A A>T (rs2530388) AA AT TT
Recetores (n=73) 46 (63,0) 19 (24,7) 8 (10,4) 0,844
Dadores (n=75) 44 (58,7) 21 (28,0) 10 (13,3)
HcG9 A>T (rs6457110) AA AT TT
Recetores (n=73) 16 (21,9) 30 (41,1) 27 (37,0) 0,695
Dadores (n=75) 15 (20,0) 36 (48,0) 24 (32,0)
IFNG-R1 -56C>T (rs2234711) CcC CT TT
Recetores (n=68) 3(15,8) 9 (47,4) 7 (36,8) 0,471
Dadores (n=77) 3(21,4) 6 (42,9) 5 (35,7)
IL-1a +4854G>T (rs17561) GG GT TT
Recetores (n=73) 37 (50,7) 28 (38,4) 8 (11,0) 0,950
Dadores (n=75) 39 (52,0) 27 (36,0) 9 (12,0)
IL-1B +3954C>T (rs1143634) CcC CT TT
Recetores (n=60) 34 (56,7) 21 (35,0) 5(8,3) 0,613
Dadores (n=63) 37 (58,7) 18 (28,6) 8 (12,7)
IL-1RN +2018T>C (rs419598) TT TC CcC
Recetores (n=72) 48 (66,7) 21 (29,2) 3(4,2) 0,251
Dadores (n=19) 10 (52,6) 9 (47,4) 0 (0,0)
IL-1IRN VNTR A1*Al A1*A2 Qutros
Recetores (n=74) 36 (48,6) 35 (47,3) 3(4,1)
Dadores (n=54) 8 (14,8) 44 (81,5) 2 (3,8) <0.001
IL-2 -330T>G (rs2069762) GG TG TT
Recetores (n=70) 29 (41,4) 35 (50,0) 6 (8,6) 0,106
Dadores (n=76) 41 (53,9) 25 (32,9) 10 (13,2)
TNF-a -308G>A (rs1800629) GG GA AA
Recetores (n=72) 55 (76,4) 15 (20,8) 2(2,8) 0,625
Dadores (n=76) 55 (72,4) 20 (26,3) 1(1,3)
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Relativamente a caracterizagdo genotipica, foi possivel observar que ndo existia
diferenga estatisticamente significativa para a maioria dos polimorfismos quando
comparados os doentes com os dadores. Foi testado o equilibrio de Hardy-Weinberg
para todos os polimorfismos, com o intuito de verificar se as frequéncias obtidas eram ou
ndo semelhantes as descritas para a populacdo geral. Verificou-se que apenas o
polimorfismo HLA-A A>T ndo apresentava uma distribuicAo normal das frequéncias
genatipicas (p>0,050).

A anadlise estatistica (Teste do Qui-Quadrado) mostrou que ndo existem
diferencas nas distribuicdes genotipicas entre recetores e dadores para os polimorfismos
CR2 +24T>C, HLA-A A>T, HcG9 A>T, IFNG-R1 -56C>T, IL-1a +4854G>T, IL-18
+3954C>T e TNF-a -308G>A (p>0,050). Quanto aos restantes polimorfismos, observa-se
diferencas, embora néo significativas, na distribuicdo do IL-1RN +2018T>C e do IL-2 -
330T>G; e no caso do IL-IRN VNTR com diferencas estatisticamente significativas
(p<0,001).
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4. Associacao dos gendtipos com ainfecdo por EBV

Apoés o transplante, o recetor passa a ter um sistema imunologico com origem nas
células do dador e, por isso, 0 genétipo associado a resposta imunoldgica € o do dador.
Desta forma, estudou-se a associacdo entre a infecdo por EBV e os polimorfismos
analisados. Na tabela 9, encontra-se a caracterizacdo dos genoétipos em funcdo da
presenca da infecdo por EBV. A analise estatistica revelou que nédo existem diferencas
estatisticamente significativas na distribuicdo dos diferentes genétipos (p>0,050).
Contudo, existem diferencas pontuais em alguns polimorfismos que merecem ser

analisadas.
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Tabela 9 — Caracterizacao dos gendtipos em funcdo da presenca de infecao por EBV

n (%) p
CR2 +24T>C (rs3813946) EBV - EBV +
TT 14 (60,9) 10 (66,7)
0,848
TC 8 (34,8) 4 (26,7)
cc 1(4,3) 1(6,7)
HLA-A A>T (rs2530388) EBV - EBV +
AA 9 (40,9) 9 (60,0)
0,167
AT 11 (50,0) 3(20,0)
TT 2(9,1) 3(20,0)
HcG9 A>T (rs6457110) EBV - EBV +
AA 4(17,4) 2 (13,3)
0,664
AT 13 (56,5) 7 (46,7)
T 6 (26,1) 6 (40,0)
IFNG-R1 -56C>T (rs2234711) EBV - EBV +
cc 3(13,0) 3(20,0)
0,148
CcT 10 (43,5) 10 (66,7)
T 10 (43,5) 2(13,3)
IL-1a +4854G>T (rs17561) EBV - EBV +
GG 16 (69,6) 7 (50,0)
0,393
GT 5(21,7) 6 (42,9)
T 2(8,7) 1(7.,1)
IL-1B +3954C>T (rs1143634) EBV - EBV +
cc 15 (71,4) 9 (64,3)
0,523
CT 3(14,3) 4 (28,6)
TT 3(14,3) 1(7,1)
IL-1RN +2018T>C (rs419598) EBV - EBV +
TT 5 (55,6) 2 (66,7)
0,735
TC 4 (44,4) 1(33.3)
cc 0 (0,0) 0 (0,0
IL-1RN VNTR EBV - EBV +
Al*Al 3(16,7) 1(14,3)
0,800
AL1*A2 14 (77.8) 6 (85,7)
A2*A2 1(5,6) 0 (0,0
IL-2 -330T>G (rs2069762) EBV - EBV +
T 4(17,4) 2 (14,3)
0,745
TG 7 (30,4) 6 (42,9)
GG 12 (52,2) 6 (42,9)
TNF-a -308G>A (rs1800629) EBV - EBV +
GG 16 (69,6) 9 (64,3)
0,739
GA 7 (30,4) 5(35,7)
AA 0 (0,0) 0 (0,0)

A andlise de risco foi efetuada para avaliar se existe um risco aumentado no
desenvolvimento de infecdo por EBV, quando comparado o genétipo do recetor para
cada polimorfismo. Esta andlise foi feita apenas para os polimorfismos que demonstraram

algumas diferencas na distribuigdo genotipica: HLA-A A>T (Portador T vs AA), HcG9 A>T
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(Portador A vs TT), IFNG-R1 -56C>T (TT vs Portador C), IL-1a +4854G>T (GG vs
Portador T), IL-1B +3954C>T (TT vs Portador C) e IL-2 -330T>G (TT vs Portador G).

Tabela 10 — Andlise de risco para o desenvolvimento de infe¢édo por EBV segundo o gendtipo do dador em

cada doente
n (%) D OR 1C95%
HLA-A A>T (rs2530388) EBV - EBV +
Portador T 13 (59,1) 6 (40,0)
0,254 2,17 0,57-8,26
AA 9 (40,9) 9 (60,0)
HcG9 A>T (rs6457110) EBV - EBV +
Portador A 17 (73,9) 9 (60,0)
0,367 1,89 0,47-7,59
TT 6 (26,1) 6 (40,0)
IFNG-R1 -56C>T (rs2234711) EBV - EBV +
TT 10 (43,5) 2(13,3)
0,051 5,00 0,91-27,5
Portador C 13 (56,5) 13 (86,7)
IL-1a +4854G>T (rs17561) EBV - EBV +
GG 16 (69,6) 7 (50,0)
0,234 2,29 0,58-9,03
Portador T 7 (30,4) 7 (50,0)
IL-1B +3954C>T (rs1143634) EBV - EBV +
TT 3(14,3) 1(7,1)
0,515 2,17 0,20-23,2
Portador C 18 (85,7) 13 (92,9)
IL-2 -330T>G (rs2069762) EBV - EBV +
TT 12 (52,2) 6 (42,9)
0,582 1,46 0,38-5,54
Portador G 11 (47,8) 8 (57,1)

Apoés andlise dos resultados, verificou-se que os polimorfismos HLA-A A>T, HcG9
A>T, IL-1a +4854G>T, IL-1B +3954C>T e IL-2 -330T>G, apesar de apresentarem um
risco aumentado, néo tiveram resultados estatisticamente significativos (p>0,050), pelo
gque néo se pode confirmar se existe risco para o desenvolvimento de infecdo por EBV.

O Unico polimorfismo que pareceu indicar associacdo mesmo que, apenas
borderline, foi o polimorfismo do IFNG-R1 -56C>T (p=0,051; OR=5,00; 1C95% 0,91-27,5).
Sendo que os individuos portadores do alelo C apresentam um risco cinco vezes superior

para desenvolver infecdo por EBV relativamente aos individuos com genétipo TT.

Pagina 37



[MPORTO Dissertacédo de Mestrado em Oncologia
., fit e Leticia Silva Mesquita

& % DIscussAo

Pagina 38



[PORTO Dissertacédo de Mestrado em Oncologia
. L Leticia Silva Mesquita

1. Infecdo por EBV em doentes submetidos a aHSCT

A infecdo desencadeada pelo EBV é uma das complicagcdes mais comuns apés
aHSCT. Sabe-se que a infecdo por EBV é muito prevalente, estimando-se que mais de
90% da populagdo mundial seja serologicamente positiva para EBV (Green e Michaels,
2013; Minz, 2014). Tanto as infegBes primarias como as reativacdes do EBV podem
levar ao desenvolvimento de doencas que ameagam a vida dos recetores de aHSCT
(Uhlin et al., 2014; Xuan et al., 2012).

Na literatura, existe uma grande variabilidade de dados relativamente a infecéo
por EBV em doentes submetidos a aHSCT, sendo que a maioria dos estudos se refere
apenas a frequéncia da infecdo por EBV nos doentes que desenvolvem PTLD. Na
populacdo estudada, verificou-se que 39,5% dos doentes (15/38) submetidos a aHSCT
foram positivos para EBV. Esta percentagem de casos positivos vai de encontro ao
esperado na populagdo geral. No entanto, a pesquisa em doentes submetidos a
transplante é feita maioritariamente nos grupos considerados de alto risco. Sé&o
considerados fatores de alto risco a relagdo dador/recetor ndo aparentado bem como o
HLA-ndo idéntico, o estado serolégico do EBV (D+/R- ou D-/R+) e a terapia
imunossupressora (Bar-Natan e Nagler, 2006). Quanto a carga viral do EBV nos 15 casos
positivos, a média obtida foi de 3,47 log cépias/mL sangue. A infecao foi diagnosticada,
fundamentalmente, nos primeiros 60 dias apés o transplante (mediana de 56 dias), o que
vai de encontro ao descrito na literatura, sendo que os doentes sao mais suscetiveis a
esta infecdo, fundamentalmente, nos primeiros 100 dias pés-transplante. Isto porque o
doente se encontra em recuperacdo € O Seu sistema imunitario estd bastante
enfraquecido devido ao regime de condicionamento. Durante o regime de
condicionamento pode haver ou ndo destruicdo completa da medula éssea, no entanto
este processo conduz sempre a imunossupresséo (enfraguecimento do sistema imune)
(Reddy et al., 2011; Uhlin et al., 2014).

Relativamente aos fatores de risco para o desenvolvimento de infegcdo por EBV
em doentes submetidos a aHSCT, na literatura encontram-se descritos como fatores de
risco a relacdo dador-recetor ndo aparentado, o HLA-n&o idéntico, o estado seroldgico do
EBV (dador/recetor) e o regime de condicionamento de intensidade reduzida (Bar-Natan
e Nagler, 2006; Uhlin et al., 2014). Neste estudo, verificou-se que as variaveis associadas
a risco aumentado para infecdo por EBV sdo o HLA-ndo idéntico e a fonte de células
progenitoras. Verificou-se, entdo, que o desenvolvimento de infecdo por EBV é cinco
vezes maior em doentes com dadores cujo HLA é nédo idéntico (p=0,017; OR=5,40;
IC95% 1,25-22,6) e sete vezes aumentado quando a fonte de células progenitoras é a
medula éssea (p=0,024; OR=7,14; IC95% 1,17-50,0). Quanto a relacdo dador/recetor e

ao tipo de regime de condicionamento verificou-se que, apesar dos resultados ndo serem
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estatisticamente significativos, existe um risco aumentado para desenvolvimento de
infecdo por EBV nos casos em que o dador é ndo aparentado (p=0,054; OR=3,75; IC95%
0,95-14,8) e nos casos em que o regime de condicionamento foi de intensidade reduzida
(p=0,087; OR=4,17; IC95% 0,76-25,0).

Relativamente ao HLA-n&o idéntico € esperado um aumento de risco para infecédo
por EBV, uma vez que o HLA tem um papel importante no reconhecimento do que € ou
nao do préprio e, por isso, no transplante o estabelecimento da compatibilidade entre
dador e recetor € fundamental para que o sistema imune do recetor ndo ataque as
células transplantadas do dador. Quanto a medula 6ssea como fonte de células
progenitoras, uma possivel explicacdo para o aumento de risco de infe¢do por EBV pode
ser o facto do principal reservatério do EBV serem as células B de meméria e estas se

encontrarem na medula 6ssea.
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2. Suscetibilidade genética

Este é o primeiro estudo realizado numa populagdo portuguesa a estudar os
polimorfismos CR2 +24T>C, HLA-A A>T, HcG9 A>T, IFNG-R1 -56C>T, IL-1a +4854G>T,
IL-18 +3954C>T, IL-1RN +2018T>C, IL-1RN VNTR, IL-2 -330T>G e TNF-a -308G>A e a
sua correlacdo com o desenvolvimento de infecdo por EBV em doentes submetidos a
aHSCT. Estes polimorfismos foram selecionados da literatura por apresentarem
variacbes na resposta imunoldgica. A maioria destes polimorfismos tem sido associada
ao desenvolvimento de neoplasias que estdo associadas a infe¢cao por EBV. Alguns deles
tém sido, também, associados a GVHD apés aHSCT. Desta forma, a analise dos
polimorfismos e o estudo dos perfis genéticos sao importantes, pois permitem identificar

os individuos que apresentam maior risco para o desenvolvimento de uma doenca.

2.1. Polimorfismo CR2 +24T>C (rs3813946)

O gene CR2 desempenha um papel central no reconhecimento do EBV e na
mediacdo da resposta imunoldgica (Cooper et al., 1990; Fan et al., 2013). Foi descrito
que este recetor celular (CR2/CD21) € um dos responsaveis pelo reconhecimento da
glicoproteina g350/220, o principal antigénio de superficie do EBV (Young et al., 2007)

Um estudo sugere que a substituicdo 24C na regido 5-UTR do gene CR2 pode
atuar como um factor de susceptibilidade genética para carcinoma da nasofaringe, uma
vez que o gene CR2 regula a resposta imune e medeia a infeccdo por EBV. Niveis
elevados de CR2 podem aumentar a infe¢cdo por EBV através da utilizacdo de células B
ou de células epiteliais que medeiam o desenvolvimento e a oncogénese de carcinoma
da nasofaringe (Fan et al., 2013). Posto isto, pretendia-se verificar se a presenca do alelo
C estaria ou ndo mais associada ao aparecimento de infecéo por EBV.

Apoés analise dos resultados, verificou-se que o genétipo TT foi o mais frequente
em ambos o0s grupos (62,0% nos recetores vs 61,8% nos dadores). Desta forma, a
andlise estatistica revelou que ndo existem diferengas estatisticamente significativas na
distribuicdo dos diferentes genoétipos entre os doentes e os dadores (p=0,996). A andlise
revelou, ainda, que ndo é possivel estabelecer qualquer relacdo com o risco para infe¢éo

por EBV (p=0,848), uma vez que o gendtipo TT foi o mais frequente.

2.2.  Polimorfismo HLA-A A>T (rs2530388)

O gene HLA-A pertence ao HLA classe |, sendo que as moléculas de classe |
desempenham um papel central no sistema imunitario, uma vez que fazem a
apresentacdo de péptidos, pelo que a sua fungdo no reconhecimento de antigénios do
EBV poderd ser determinante para o desenvolvimento de uma resposta imunolégica

eficaz. A literatura descreve que este polimorfismo se encontra associado ao
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desenvolvimento de linfoma de Hodgkin EBV positivo (Niens et al., 2006; McAulay et al.,
2007). Adicionalmente foi, ainda, demonstrado que o alelo A estd associado ao
desenvolvimento de IM, sendo considerado um fator de risco para o desenvolvimento de
patologias associadas ao EBV (McAulay et al., 2007). Desta forma, pretendia-se verificar
se a presenca do alelo A estaria ou ndo mais associada ao aparecimento de infecdo por
EBV.

A andlise estatistica revelou que o gendtipo AA foi o0 mais frequente em ambos os
grupos (63,0% nos recetores vs 58,7% nos dadores) e, por isso, ndo existem diferencas
estatisticamente significativas na distribuicdo dos diferentes genétipos entre os doentes e
os dadores (p=0,844),

Relativamente a associac@o entre 0s genotipos e a presencga de EBV, verificou-se
que os resultados ndo foram estatisticamente significativos (p=0,167). Contudo, visto que
este polimorfismo demonstrava algumas diferengcas na distribuicdo, nomeadamente na
frequéncia do gendétipo AA, efetuou-se a andlise de risco para portadores do alelo T vs
AA. Apos analise dos resultados, ndo foi possivel observar diferencas estatisticamente
significativas (p=0,254), pelo que ndo se pode estabelecer qualquer relagdo com o risco
para infecéo por EBV.

2.3. Polimorfismo HcG9 A>T (rs6457110)

O gene HcG9 encontra-se dentro da regido do MHC classe |. Pensa-se que este
gene seja ndo-codificante, contudo a sua funcéo ainda ndo foi bem estudada (McAulay et
al., 2007).

A literatura descreve que, tal como o HLA-A A>T, este polimorfismo encontra-se
associado ao desenvolvimento de linfoma de Hodgkin EBV positivo (Niens et al., 2006;
McAulay et al., 2007). Foi, ainda, demonstrado que o0 alelo T estd associado ao
desenvolvimento de IM, sendo considerado um fator de risco para o desenvolvimento de
patologias associadas ao EBV (McAulay et al., 2007). Desta forma, pretendia-se verificar
se a presenca do alelo T estaria ou ndo mais associada ao aparecimento de infecdo por
EBV.

A analise estatistica demonstrou que ndo existem diferencas estatisticamente
significativas na distribuicdo dos diferentes gendtipos entre os doentes e os dadores
(p=0,695), uma vez que os gendtipos TT e AT foram os mais frequentes em ambos o0s
grupos (41,1% e 37,0% nos recetores vs 48,0% e 32,0% nos dadores, respetivamente).

Quando se faz a comparacédo do perfil genético em funcdo da presenca de EBV,
verifica-se que o0s resultados, também, n&o foram estatisticamente significativos
(p=0,664). Contudo, visto que este polimorfismo demonstrou diferencas na distribuicdo

genotipica, efetuou-se a analise de risco para portadores do alelo A vs TT. Os resultados
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obtidos demonstraram que néo é possivel estabelecer qualquer relacdo com o risco para
infecéo por EBV (p=0,367).

2.4. Polimorfismo IFNG-R1 -56C>T (rs2234711)

Varios estudos sugerem que alterac6es no recetor do IFN-y podem afetar a
transcricdo do gene, sendo que o alelo T estd associado a menor expressdo da
subunidade IFNG-R1 e, consequentemente, menor atividade do IFN-y, favorecendo a
modificacdo da resposta imunolégica de Thl para Th2 (Thye et al., 2003; Tiroch et al.,
2005). Mais recentemente este polimorfismo foi associado a suscetibilidade para infecao
por Helicobacter pylori, que pode levar ao desenvolvimento precoce de cancro gastrico
(Canedo et al., 2008).

Neste estudo, a andlise estatistica revelou que n&o existem diferencas
estatisticamente significativas na distribuicdo dos diferentes gendtipos entre os doentes e
os dadores (p=0,471), sendo o gendtipo CT foi o mais frequente em ambos 0s grupos
(47,4% nos recetores vs 42,9% nos dadores).

Quando se faz a comparacéao do perfil genético em funcdo da presenca de EBV,
verifica-se que o0s resultados ndo foram estatisticamente significativos (p=0,148).
Contudo, visto que este polimorfismo demonstrou diferencas na distribuicdo genotipica,
efetuou-se a andlise de risco para TT vs portadores do alelo C. Apés andlise dos
resultados, verificou-se que apesar das diferencas terem limitacdo estatistica (p=0,051),
os portadores do alelo C tém um risco cinco vezes superior para desenvolvimento de
infecdo por EBV relativamente ao gendtipo TT (p=0,051; OR=5,00; IC95% 0,91-27,5).

2.5. Polimorfismo IL-1a +4854G>T (rs17561)

O gene IL1A é responsavel pela expressdo da citocina pré-inflamatéria IL-1a que
desempenha um papel importante na mediacdo da inflamag&o bem como na iniciacdo da
resposta imune contra virus (Liu et al., 2013). O polimorfismo rs17561 tem sido associado
a doencgas inflamatorias, refletindo um aumento de producdo de IL-1a em individuos
portadores do alelo T (Li et al., 2014). Este polimorfismo tem sido, ainda, associado a
diversas patologias, nomeadamente ao carcinoma do ovario (Li et al., 2014) e ao
carcinoma géstrico (Durdes et al., 2014).

Neste estudo, a andlise estatistica revelou que n&o existem diferencas
estatisticamente significativas na distribuigcdo dos diferentes gendtipos entre os doentes e
os dadores (p=0,950), sendo o gendtipo GG foi 0 mais frequente em ambos os grupos
(50,7% nos recetores vs 52,0% nos dadores).

Na comparacdo do perfil genético em funcéo da presenca de EBV, verificou-se

que os resultados ndo foram estatisticamente significativos (p=0,393), mas uma vez que
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este polimorfismo demonstrou diferencas na distribuicdo genotipica, efetuou-se a analise
de risco para GG vs portadores do alelo T. Apos andlise dos resultados, verificou-se que
estes ndo foram estatisticamente significativos (p=0,234).

2.6. Polimorfismo IL-18 +3954C>T (rs1143634)

O gene IL1B esta localizado no brago longo do cromossoma 2 e expressa a
interleucina IL-1B que desempenha uma fungdo semelhante a da IL-1a no processo de
inflamacado e na imunidade (Liu et al., 2013). A producéo de IL-1B € um importante fator
de iniciacdo na cascata de eventos que resultam na inflamacé&o. Niveis elevados desta
citocina no soro e no figado tém demonstrado inibir a ativacdo de IFN-a e IFN-B, bem
como a atividade antiviral (Omran et al., 2013). Varios trabalhos demonstram que este
polimorfismo pode estar relacionado com a ocorréncia de diversos cancros, como por
exemplo o cancro da mama (Pooja et al.,, 2012; Zhang et al.,, 2012). Um estudo
demonstrou, ainda, que os individuos portadores do alelo T ndo sdo capazes de
desenvolver uma resposta eficaz contra virus (Omran et al., 2013). Desta forma,
pretendia-se verificar se os individuos portadores do alelo T apresentavam ou ndo maior
predisposicéo para desenvolver infecao por EBV.

Neste estudo, a andlise estatistica revelou que ndo existem diferencas
estatisticamente significativas na distribuicdo dos diferentes genétipos entre os doentes e
os dadores (p=0,613), sendo o gendtipo CC foi o mais frequente em ambos 0s grupos
(56,7% nos recetores vs 58,7% nos dadores).

Relativamente a comparacao do perfil genético em funcao da presenca de EBV,
verificou-se que os resultados ndo foram estatisticamente significativos (p=0,523). No
entanto, este polimorfismo demonstrou diferencas na distribuicdo genotipica, efetuando-
se, assim, a analise de risco para TT vs portadores do alelo C. Apds andlise dos
resultados, ndo se observou qualquer diferenca estatisticamente significativa (p=0,515),

pelo que ndo se pode estabelecer qualquer relagédo com o risco para infecéo por EBV.

2.7. Polimorfismos IL-1RN
O antagonista do recetor da interleucina 1 (IL1-Ra) € uma citocina anti-inflamatoria
expressa pelo gene IL1IRN (Korthagen et al., 2012). A IL-1RN evita danos celulares no
caso de uma inflamagé&o grave e prolongada e pode, também, ser utilizada para seguir a
resposta imune, uma vez que 0S seus niveis aumentam durante as etapas finais da
resposta inflamatéria (Dinarello, 1991; Hurme e Santtila, 1998; Witkin et al., 2002).
Variacdes neste gene sdo capazes de modular a eficacia da sinalizacdo das citocinas e,

desta forma, aumentar a predisposicéo para a doenca (Korthagen et al., 2012).
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A literatura descreve que estes polimorfismos podem afetar a expressdo do gene
tendo, por isso, um papel importante no desenvolvimento de patologias inflamatdrias
(Maruta et al., 2008; Mcintyre et al., 1991) e varios cancros (nomeadamente gastrico,
esofago, bexiga, mama, colorectal, pulm&o, colo do utero e nasofaringe) (Burada et al.,
2012; Sousa et al., 2012; Sousa et al., 2013).

2.7.1. Polimorfismo IL-1RN +2018T>C (rs419598)

Neste estudo, a andlise estatistica revelou que nado existem diferencas
estatisticamente significativas na distribuicdo dos diferentes genétipos entre os doentes e
os dadores (p=0,251), sendo o gendtipo TT o0 mais frequente em ambos 0S grupos
(66,7% nos recetores vs 52,6% nos dadores).

Na comparacdo do perfil genético em funcdo da presenca de EBV, verificou-se
que os resultados ndo foram estatisticamente significativos (p=0,735). Uma vez que este
polimorfismo ndo demonstrou diferencas na distribuicdo genotipica, ndo se efetuou a

analise de risco.

2.7.2. Polimorfismo IL-1RN VNTR

Neste estudo, a andlise estatistica revelou que existem diferencas
estatisticamente significativas na distribuicdo dos diferentes gendtipos entre os doentes e
os dadores (p<0,001). O gendtipo A1*Al foi o mais frequente nos recetores (48,6%) e 0
gendtipo A1*A2 foi o mais frequente nos dadores (81,5%). Estes resultados podem estar
relacionados com o facto de a distribuicdo do polimorfismo IL-1RN VNTR ser muito
diferente de pais para pais e considerando, ainda, que alguns dos transplantes foram
realizados com dadores provenientes de outros paises.

Relativamente a comparacéo do perfil genético em funcdo da presenca de EBV,
verificou-se que os resultados ndo foram estatisticamente significativos (p=0,800). A
andlise de risco ndo foi efetuada, uma vez que este polimorfismo ndo demonstrou

diferencas na distribuicdo genotipica.

2.8. Polimorfismo IL-2 -330T>G (rs2069762)

O gene IL2 codifica a citocina IL-2, importante na proliferagédo de linfocitos T e B e
considerada essencial na resposta imune a estimulos antigénicos (Guma et al., 2014).

O polimorfismo rs2069762 esta associado, maioritariamente, a doencas
autoimunes, bem como a condic6es alérgicas (Fichna et al., 2013). No entanto, foi
relacionado com outros fendmenos imunoldgicos, como o risco de desenvolvimento de
GVHD em doentes submetidos a HSCT (Fichna et al., 2013; Harkensee et al., 2012).
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Neste estudo, a andlise estatistica ndo revelou qualquer diferenca
estatisticamente significativa na distribuicdo dos diferentes genétipos entre os doentes e
os dadores (p=0,106), sendo que o gendtipo TG foi 0 mais frequente nos recetores
(50,0%) e o gendtipo GG foi 0 mais frequente nos dadores (53,9%).

Na comparacdo do perfil genético em funcdo da presenca de EBV, verificou-se
gue os resultados ndo foram estatisticamente significativos (p=0,745), mas visto que este
polimorfismo demonstrou diferencas na distribuicdo genotipica, efetuou-se a analise de
risco para TT vs portadores do alelo G. Apds andlise dos resultados, comprovou-se que

nao existia qualquer diferenca estatisticamente significativa (p=0,582).

2.9. Polimorfismo TNF-a -308G>A (rs1800629)

O gene TNFA codifica uma citocina proé-inflamatéria multifuncional (TNF-a), que
esta envolvida na regulacdo de um largo espectro de processos biolégicos, incluindo a
proliferacdo celular, diferenciacdo, apoptose, metabolismo de lipidos e coagulagéo
(Hajeer e Hutchinson, 2001; Rodriguez et al., 2012). Esta citocina tem sido implicada
numa variedade de doencas, incluindo doengas auto-imunes (Durées et al., 2014).

Este polimorfismo em sido associado ao desenvolvimento de cancro gastrico, colo
do utero e nasofaringe (Duarte et al., 2005; Gorouhi et al., 2008; Jin et al., 2013; Sousa et
al., 2012). Um estudo demonstrou, ainda, que a variacdo G>A no gene TNFA parece
estar associada a linfoma de Hodgkin EBV negativo (Ghesquiéres et al., 2013). Para
além disso, pode aumentar o risco de desenvolvimento de GVHD em doentes submetidos
a aHSCT (Hansen, 2008).

Neste estudo, a andlise estatistica revelou que ndo existem diferencas
estatisticamente significativas na distribuicdo dos diferentes genétipos entre os doentes e
os dadores (p=0,625), sendo o0 gendtipo GG o mais frequente em ambos 0s grupos
(76,4% nos recetores vs 72,4% nos dadores).

Quando se faz a comparacéo do perfil genético em funcdo da presenca de EBV,
verifica-se que os resultados ndo foram estatisticamente significativos (p=0,739). Visto
que este polimorfismo ndo demonstrou diferencas na distribuicdo genotipica, ndo se

efetuou a analise de risco.
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CONCLUSAO

Este foi o primeiro estudo a avaliar a infecdo por EBV e a estudar a existéncia de
um perfil genético de suscetibilidade para infecdo por EBV em doentes submetidos a
aHSCT em Portugal.

Neste estudo, verificou-se que a infecdo por EBV ocorreu em 39,5% dos doentes
submetidos a aHSCT, nos quais foi efetuada a pesquisa de EBV; que a infe¢do surge nos
primeiros 60 dias (mediana de 56 dias) com uma carga viral de 3,47 log copias/mL
sangue. Os dados, apesar de preliminares vao de encontro ao descrito na literatura,
sendo necessario clarificar, posteriormente, quais os doentes que desenvolveram PTLD
ou doenga associada a EBV.

O estudo permitiu ainda identificar como fatores de risco independentes para
desenvolvimento de infecdo por EBV apds aHSCT: os doentes cujo transplante foi
realizado com dador HLA-n&o idéntico (risco aumentado em cinco vezes) e cuja fonte de
células progenitoras era a medula 6ssea (risco aumentado em sete vezes). Apesar de
ndo existir significancia estatistica, dado o numero de casos, 0 regime de
condicionamento de intensidade reduzida parece ser também um dos fatores de risco
aumentado para o desenvolvimento de infecdo por EBV. Estes dados corroboram a
literatura e ajudam na definicdo de grupos de risco e na elaboracdo de estratégias para
melhor seguimento dos doentes.

Relativamente ao estudo de um perfil genético de suscetibilidade imunolégica
para infecdo por EBV, verificou-se que n&o existiam diferengas significativas na
distribuicdo dos polimorfismos estudados relativamente aos recetores e dadores. No
entanto, para alguns dos polimorfismos (HLA-A A>T, HcG9 A>T, IL-1a +4854G>T, IL-1P3
+3954C>T e IL-2 -330T>G), parecem existir algumas diferencas no risco para o
desenvolvimento de infecdo por EBV o0 que, apesar dos resultados ndo serem
estatisticamente significativos, revela a necessidade de estudar melhor estes
polimorfismos. Quanto ao polimorfismo do IFNG-R1 -56C>T, considerando as devidas
limitacBes, verificou-se que os individuos portadores do alelo C apresentaram um risco
aumentado em cinco vezes para desenvolver infecdo por EBV.

Em suma, apesar de preliminar, este trabalho indica que a infecdo por EBV é um
evento frequente em individuos submetidos a aHSCT e que o risco de desenvolvimento
de infe¢do por EBV pode ser calculado tendo por base a informagéo genética relativa ao
dador/recetor, tipo de condicionamento realizado, adicionando ainda informacdo que
necessita de clarificagcdo para a definicdo da existéncia de um perfil genético de

suscetibilidade imunolégica para a infe¢cao por EBV.
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PERSPETIVAS FUTURAS

Os resultados obtidos revelam que é necessaria a realizacdo de estudos com
maior numero de amostras para clarificar o papel destes polimorfismos no
desenvolvimento de infe¢cdo por EBV. Para além disso, seria importante escolher casos
com PTLD diagnosticado.

Ser4, também, importante o estudo de outros polimorfismos de genes envolvidos
na resposta imunoldgica para além dos que foram estudados, para ajudar a definir o perfil
genético de suscetibilidade imunoldgica para infecdo por EBV em doentes submetidos a
aHSCT.
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