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RESUMO

Introdugdo — As hemoglobinopatias constituem um dos grupos de doencas monogénicas mais
prevalentes a nivel mundial. Atualmente, um dos tratamentos disponiveis consiste na inducao
farmacolégica da hemoglobina fetal (HbF) através de varios compostos quimicos, sendo o mais
comum a hidroxiureia (HU). Contudo, o seu custo elevado em paises subdesenvolvidos e o seu
perfil de seguranca limitam a utilizacdo deste composto. Assim, é essencial a descoberta de
novos compostos indutores de HbF com menos efeitos secunddrios e de facil acesso, como é o
caso dos compostos naturais (e.g., extrato de folha de Carica papaya L.). Objetivo — Avaliar o
efeito da exposigcao de células K562 (linha celular humana imortalizada de leucemia mieloide)
ao extrato metandlico das folhas de Carica papaya L. (EMFCP) ao nivel da expressdo dos miRNAs
envolvidos na regulacdo da HbF. Métodos — As células K562 foram expostas durante 24 horas
ao EMFCP (0,5; 50 e 100pg/mL) e a HU (25pg/mL). A andlise da expressdo dos miRNAs envolvidos
na regulacdo da HbF (miR-486-3p, miR-34a-5p, miR-210-5p, miR-32-5p e miR-96-5p) foi feita por
RT-gPCR, tendo como referéncia enddégena o miR-426-3p. Resultados — A analise de dados
demonstrou que o EMFCP possui a capacidade de modular a expressdao de miRNAs, estando esta
associada a diminui¢do da expressao do miR-486-3p, miR-34a-5p, miR-210-5p, miR-32-5p e miR-
96-5p, reguladores da HbF. Conclusdao — O presente estudo sugere que o EMFCP possui potencial
indutor da HbF através da modulacdo de miRNAs reguladores, constituindo assim uma potencial
abordagem eficaz na terapéutica das B-hemoglobinopatias.
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ABSTRACT

Introduction — Hemoglobinopathies constitute one of the most prevalent groups of monogenic
diseases worldwide. Currently, one of the available treatments consists of the pharmacological
induction of fetal hemoglobin (HbF) using various chemical compounds, the most common one
being hydroxyurea (HU). However, its high cost in developing countries and its poor safety
profile limit its use. Therefore, it is essential to discover new HbF-inducing compounds with
fewer side effects and that are easily accessible, such as natural compounds (e.g., Carica papaya
L. leaf extract). Objective — To evaluate the effect of K562 cells’ (an immortalized human myeloid
leukemia cell line) exposure to methanolic extracts of Carica papaya L. leaves (EMFCP) on the
expression of miRNAs involved in HbF regulation. Methods — K562 cells were exposed for 24
hours to EMFCP (0.5, 50, and 100ug/mL) and HU (25ug/mL). The expression of miRNAs involved
in HbF regulation (miR-486-3p, miR-34a-5p, miR-210-5p, miR-32-5p, and miR-96-5p) was
analyzed by RT-gPCR, using miR-426-3p as an endogenous reference. Results — Data analysis
demonstrated that EMFCP modulates miRNA expression levels, as confirmed by the observation
of decreased expression levels of miR-486-3p, miR-34a-5p, miR-210-5p, miR-32-5p, and miR-96-
5p, which are HbF regulators. Conclusion — This study suggests that EMFCP has the potential to
induce HbF expression through the modulation of regulatory miRNAs, thus constituting a
potentially effective approach in the treatment of B-hemoglobinopathies.
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Introdugao

As hemoglobinopatias sdo um conjunto de doencas hereditarias da hemoglobina
resultantes da sintese estruturalmente anormal ou incompleta de subunidades de B-globina
(HBB). As hemoglobinopatias mais relevantes do ponto de vista de morbilidade e mortalidade
incluem a doenca falciforme e a B-talassemia, estas com maior incidéncia em Africa, na regido
mediterranica, Sudeste Asiatico, Médio Oriente e Extremo Oriente, havendo, no entanto, a nivel
mundial cerca de 7% de portadores de hemoglobinopatias?.

A doenga das células falciformes engloba um grupo de patologias hematoldgicas

hereditarias, caracterizadas por mutagdes no gene HBB, que codifica a subunidade B da



hemoglobina humana, resultando numa variante estrutural da HbA normal, a hemoglobina S
(HbS) ou falciforme3.

Atualmente, o tratamento mais eficaz baseia-se na transfusdo de glébulos vermelhos,
com diminuicdo da percentagem de hemoglobina S (HbS) em circulagdo e supressdo da
hematopoiese?. Alguns estudos tém vindo a demonstrar que a presenca de hemoglobina fetal
(HbF) retarda a polimeriza¢do e aumenta a solubilidade da HbS em condi¢des desoxigenadas®.
Assim, terapias que aumentem a HbF sdo promissoras, como é o caso da hidroxiureia (HU), que
tem demonstrado reduzir o nimero de crises vaso-oclusivas e hospitalizacdes®.

No entanto, os efeitos adversos associados a esta terapéutica e o seu custo elevado para
paises em desenvolvimento limitam a utilizacdo deste composto®. Assim, é crucial a descoberta
de novos compostos com potencial para induzir a expressao da HbF, que tenha poucos efeitos
adversos e seja de facil acesso, como é o caso dos compostos naturais’. A Carica papaya L.,
pertencente a familia Caricaceae, possui varias propriedades medicinais descritas incluindo anti-
inflamatdrias, anti-hipertensivas, antivirais, antifdngicas, antitumorais, antibacterianas,
diuréticas e antifalciformacdo®?°.

Os potenciais alvos terapéuticos destas doencas incluem os genes da hemoglobina e
reguladores da sua expressdo. Esta regulacdo é feita, ao nivel transcricional, através da
expressao de fatores de transcricdo, como o KLF1, B Cell Lymphoma 11A (BCL11A) e o fator
regulador hematopoiético HBSL-1-MYB, entre outros, bem como ao nivel pds-transcricional,
através de microRNAs (miRNAs), reguladores negativos da expressdo genética®l.

Nos ultimos anos, vdrios grupos de investigacdo evidenciaram a contribuicdo dos

miRNAs na regulacdo da expressdo do gene globina e de HbF em células eritropoiéticas'?*

, pelo
que tém vindo a ganhar destaque na area das doengas hematoldgicas, com vista ao
desenvolvimento de novas ferramentas de diagndstico e progndstico, e ainda de novas opgdes
terapéuticas®®.

Neste estudo pretendeu-se avaliar o efeito da exposicdo de extratos de folhas de C.
papaya L., nos padroes de expressio de miRNAs envolvidos na regulacdo da HbF,
nomeadamente o miR-486-3p, o miR-34a-5p, o miR-210-5p, o miR-32-5p e 0 MiR-96-5p em
células k562.

Métodos

Preparacdo do extrato metandlico de Carica papaya

As folhas de C. papaya L. foram colhidas num quintal doméstico em Faro, Algarve,
Portugal, cedidas pelo Sr. Fernando Nunes, e deixadas secar a temperatura ambiente (Ta) no

laboratério sem exposicdo solar direta e trituradas manualmente até estarem sob a forma de



pé. Extrairam-se 27,69g de folhas secas de C. papaya L. com metanol (554mL) a temperatura
ambiente (Ta) durante 48h, com recurso a uma placa de agitacdo e um magneto. Seguidamente
filtrou-se o extrato metandlico de folhas de C. papaya L. (EMFCP), através de um funil de
Buchner, tendo sido posteriormente colocado num evaporador rotativo (Rotavapor R-200
BUCHI, Zurique, Suica) a uma temperatura de cerca de 40° C sob baixa pressao (220mb), até que
a variacdo de massa do baldo de fundo redondo fosse inferior a 100mg, tendo-se obtido uma
massa de 7,84g que foi dissolvida num volume final de 196mL de PBS. O EMFCP a concentragao

final de 40mg/mL foi armazenado a 4° C.

Linha celular K562

Neste estudo foi utilizada a linha celular K562, adquirida a partir da European Collection
of Cell Cultures (ECACC, UK), derivada de leucemia mieloide crénica (LMC) humana em crise
blastica. A linha celular foi escolhida por ter sido previamente utilizada em estudos de inducao
de hemoglobina fetal e avalia¢do de potencial terapéutico de compostos naturais'>*®. As células
K562 foram mantidas em meio de cultura RPMI 1640 (catalog no. L0495-500, Biowest), contendo
L-Glutamina e 25mM Hepes e suplementou-se o0 mesmo com 10% (v/v) de soro fetal bovino
(FBS) e com 500uL de antibidtico (200mM L-Glutamina, 10000 U penicilina e 10mg/mL de

streptomicina) (product no. G6784, Sigma-Aldrich).

Exposicdo de células K562 a EMECP

Foram preparadas quatro solugdes com as concentra¢des de 0,5; 50; 100 e 500ug/mL de
EMFCP para a exposicdo celular. As células K562 foram também expostas a 25ug/mL de
hidroxiureia (HU) (HYDREA®, USP), usado como controlo positivo. A sua incubagdo foi feita num

ambiente himido a 37° C com 5% (v/v) de CO, durante 24 horas.

Analise transcricional miRNA

O RNA foi extraido com o kit miRNeasy Mini Kit (Quiagen) e quantificado com recurso ao
equipamento NanoDrop-ONE (Thermo Scientific). Para a sintese de cDNA utilizou-se o miRCURY
LNA RT Kit (catalog no. 339340, Qiagen). Foi utilizado o PCR quantitativo em tempo real (RT-
gPCR) CFX Connect™ (Bio-rad), com o kit iTag™ Universal SYBR® Green Supermix (Bio-Rad) e
primers especificos (cf. Tabela 1). O miR-423-3p foi utilizado como gene de referéncia enddgena.

Os niveis de transcricdo foram analisados calculando AACt (AACt = ACt tratamentos — ACt
controlo). As diferencas significativas entre os diferentes grupos foram analisadas pelo teste t
de Student (comparagdo entre dois grupos) e p<0,01 foi considerado estatisticamente

significativo. Os resultados sdo apresentados como média + desvio-padrao.



Tabela 1. Primers utilizados na reagdo de PCR quantitativo em tempo real

Primer Referéncia
hsa-miR-486-3p YP00204107
hsa-miR-34a-5p YP00204486
hsa-miR-210-5p YP02104321

hsa-miR-32-5p YP00204792
hsa-miR-96-5p YP00204417
hsa-miR-423-3p YP00204488

UniSp6 YP00203954

Resultados e Discussdo

No presente estudo foi realizada a analise dos padrdes de expressao de alguns miRNAs
reguladores pds-transcricionais da HbF, nomeadamente o miR-486-3p, o miR-34a-5p, o miR-
210-5p, o miR-32-5p e o miR-96-5p.

Estudos anteriores demonstraram que a desregulacdo destes miRNAs podera estar
associada ao aumento da gravidade clinica da doenca das células falciformes, sendo que estes

podem modular o aumento da expressdo da HbF'’.

miR-486-3p

O miR-486-3p, situado no cromossoma 8, é um inibidor direto da expressdo do gene
BCL11A que, por sua vez, inibe a expressido do gene HBG*® 19, desempenhando assim um papel
essencial na regulagdo dos niveis de HbF na eritropoiese adulta.

A andlise transcricional efetuada do miR-486-3p (cf. Figura 1) nos diferentes
tratamentos revelou uma diminuigdo da expressao deste miRNA em todas as concentragdes do

EMFCP, como sucedeu com o controlo positivo HU.
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Figura 1. Representagdo grafica da analise por RT-PCR quantitativo do miR-486-3p apds exposi¢do ao EMFCP e a
hidroxiureia (HU). Log2 da expressao relativa (2-AACq + desvio-padrdo) da expressdao do miRNA apds 24 horas de
exposi¢do ao EMFCP a 0,5ug/mL, 50ug/mL e 100ug/mL. O miR-423-3p foi utilizado como gene de referéncia e as
diferencas significativas da média do fold change e do Log2 fold change, representadas como *p<0,05, **p<0,01 e
**%*p<0,001, foram calculadas através do teste t.

miR-34a-5p

O miR-34a-5p, localizado no cromossoma 1, € um miRNA supressor de tumores regulado
pelo p53, associado aos processos de apoptose, diferenciacdo e vias de transdugdo de sinal®.

Num estudo realizado em individuos com B-talassemia demonstrou-se a associacao
entre os niveis elevados do miR-34a-5p e os niveis elevados de HbF em células K562, resultantes
da inibicdo do gene BCL11A. A sua sobre-expressdo, por sua vez, inibe o gene STAT3, um
silenciador da g-globina, sugerindo-se um mecanismo indireto da indu¢do da expressdao do HbF
pelo miR-34a-5p2L.

No presente estudo, a andlise de dados demonstrou a diminui¢do da expressao do miR-
34a-5p no EMFCP em todas as concentra¢gdes, com maior relevancia na concentragao de

0,5pg/mL do EMFCP (p<0,0001) (cf. Figura 2).
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Figura 2. Representacdo grafica da analise por RT-PCR quantitativo do miR-34a-5p apds exposicdo ao EMFCP e a
hidroxiureia (HU). Log2 da expressdo relativa (2-AACq + desvio-padrdo) da expressao do miRNA apds 24 horas de
exposi¢do ao EMFCP a 0,5ug/mL, 50ug/mL e 100ug/mL. O miR-423-3p foi utilizado como gene de referéncia e as
diferengas significativas da média do fold change e do Log2 fold change, representadas como *p<0,05, **p<0,01 e
***p<0,001, foram calculadas através do teste t.

miR-210-5p

O miR-210-5p, localizado no cromossoma 11, regula a expressdo da HbF nos
reticulécitos e nos eritrdcitos através da inibicdo pds-transcricional da expressdo do gene
BCL11A, estando associado a niveis elevados de HbF na linha celular K562%.

Este miRNA estd também relacionado com a hipoxia, podendo ser um alvo relevante
para a sintese de HbF, tendo sido reportados niveis elevados associados a persisténcia
hereditdria de HbF*322,

A analise da expressao relativa do miR-210-5p para os diversos tratamentos resultou na
diminuicdo da expressdo deste miRNA no EMFCP a 0,5 e 50ug/mL, enquanto nos restantes
tratamentos (EMFCP a 100ug/mL e HU) se verifica o aumento da expressdo do miR-210-5p. A
HU aumentou a expressdo de forma estatisticamente significativa (p=0,010), de acordo com o

previamente demonstrado?® (cf. Figura 3).



* % *

L

=
o
—_—

_—

8

6

4
a2
S N
b= 0 T
D
x 2 I T J_
€

-6

-8

-10
EMFCP 0,5 pg/mL EMFCP 50 pg/mL EMFCP 100 ug/mL Hidroxiureia

Figura 3. Representagdo grafica da andlise por RT-PCR quantitativo do miR-210-5p apds exposi¢do ao EMFCP e a
hidroxiureia (HU). Log2 da expressdo relativa (2-AACq + desvio-padrdo) da expressdao do miRNA apds 24 horas de
exposi¢do ao EMFCP a 0,5ug/mL, 50ug/mL e 100ug/mL. O miR-423-3p foi utilizado como gene de referéncia e as
diferengas significativas da média do fold change e do Log2 fold change, representadas como *p<0,05, **p<0,01 e
**%*p<0,001, foram calculadas através do teste t.

miR-32-5p

O miR-32-5p, que se encontra no cromossoma 9, estd associado a regulacdo e
desenvolvimento de diversos tipos de carcinomas?* e tem como alvo o BCL11A%,

Novamente, a semelhanca da HU, observou-se a diminuicao da expressao do miR-32-5p
em todas as concentragdes do EMFCP, com EMFCP a 0,5 a induzir a diminui¢ao da expressao
deste miRNA de forma estatisticamente significativa (p<0,0001), a semelhanca da HU (p=0,009)
(cf. Figura 4).
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Figura 4. Representagdo gréfica da andlise por RT-PCR quantitativo do miR-32-5p apds exposi¢cdo ao EMFCP e a
hidroxiureia (HU). Log2 da expressdo relativa (2-AACq + desvio-padrdo) da expressdo do miRNA apds 24 horas de
exposi¢do ao EMFCP a 0,5ug/mL, 50ug/mL e 100ug/mL. O miR-423-3p foi utilizado como gene de referéncia e as

diferengas significativas da média do fold change e do Log2 fold change, representadas como *p<0,05, **p<0,01 e
***p<0,001, foram calculadas através do teste t.

miR-96-5p

O miR-96-5p, localizado no cromossoma 7, inibe diretamente a expressao da HbF nos
reticuldcitos através da eritropoiese humana e tem como alvo o mRNA da gama globina'”?%. Por
outro lado, um estudo mostrou que o miR-96 tem uma correlagcdo positiva com a idade, sendo
expresso de forma constante na infancia, seguido da sua degradacdo na idade adulta e da sua
diminuicdo com o envelhecimento?.

A andlise transcricional do miR-96-5p revelou a diminuicdo da expressdo do miR-96-5p
em todas as concentragdes do EMFCP, assim como no tratamento com a HU.

O EMFCP a 0,5 e a 50pg/mL reduziu a expressdo deste miRNA de forma estatisticamente

significativa (p<0,0001 e p=0,001, respetivamente) (cf. Figura 5).
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Figura 5. Representacdo grafica da analise por PCR quantitativo em tempo real do miR-96-5p apds exposi¢do ao
EMFCP e a hidroxiureia (HU). Log2 da expressdo relativa (2-AACq * desvio-padrdo) da expressdo do miRNA apds 24
horas de exposi¢do ao EMFCP a 0,5ug/mL, 50ug/mL e 100ug/mL. O miR-423-3p foi utilizado como gene de
referéncia e as diferencas significativas da média do fold change e do Log2 fold change, representadas como
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, foram calculadas através do teste t.

Os resultados obtidos na andlise dos padrdes de expressao de miRNAs envolvidos na
regulacdo da HbF, nomeadamente o miR-486-3p, o miR-34a-5p, o miR-210-5p, o miR-32-5p e o
mMiR-96-5p, apds exposicdo aos extratos metandlicos de C. papaya L., demostraram que, de um
modo geral, possuem efeitos semelhantes quando comparados com os da HU, especialmente a
concentracdo de 0,5ug/mL. A indugdo de expressdo de HbF pela HU é mediada pela ativagdo da
via de sinalizagdo p38 mitogen-activated protein kinases (MAPK) e pela modulacdo dos niveis de
expressdo e/ou ligagdo cromossdmica dos reguladores do gene da globina y?. Considerando
que estudos anteriores demonstraram que miRNAs de C. papaya possuem a capacidade de
regular genes envolvidos em varios processos e vias bioldgicas, como a via de sinalizagao MAPK,
WNT e GPCR?, é possivel colocar a hipdtese de que estes extratos poderdo ativar a mesma via
de sinalizacdo e/ou vias semelhantes que a HUC. A discrepancia dos valores de expressdo
observados em algumas concentragdes de extratos de C. papaya, quando comparados com a
exposicao a HU, pode dever-se ao facto dos fatores necessdrios para estimularem determinado
miRNA serem limitantes nessas condigoes.

Estudos anteriores demonstraram ainda o potencial de extratos de folhas de C. papaya,
incluindo extratos metandlicos, para tratamento de doencas epidémicas, destacando a

composicdo fitoquimica e os constituintes farmacolédgicos do material vegetal, evidenciando,



através de estudos pré-clinicos e clinicos, a sua aplicabilidade como medicamento
fitoterapéutico suplementar em contextos clinicos.

Por outro lado, o tempo de exposicdo celular também podera estar relacionado com os
efeitos transcricionais, como descrito para o constituinte fitoquimico Epigallocatechin-3-gallate,
na modulacdo da expressdo de genes envolvidos no silenciamento da HbF e mecanismos
epigenéticos associados, com variacdo dos padroes de expressdo as 72h e 96h de exposi¢cdo na
linha celular K562%°,

O presente estudo apresenta-se como uma avaliacdo preliminar do potencial dos
extratos metandlicos de C. papaya L. para consideracdo em estudos futuros que analisem a
translagao para a aplicabilidade terapéutica, incluindo a variabilidade da composi¢ao dos
extratos com base em variagdes sazonais e geograficas, ensaios funcionais que quantifiquem a

expressao efetiva de HbF e validagdo em modelos in vivo.

Conclusao

O presente estudo demonstrou o potencial de compostos naturais, nomeadamente de
extratos metandlicos de C. papaya L., como potenciais moduladores da expressdao de HbF. A
observacdo da diminuicdo da expressdao de miRNAs, que tém como alvos genes silenciadores de

HbF (BCL11A), abrem novas possibilidades para a terapéutica das hemoglobinopatias.
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