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Resumo

Introducdo: As hemoglobinopatias constituem um dos grupos de doengas monogénicas
mais comuns no mundo. Atualmente, um dos tratamentos disponiveis consiste na inducdo
farmacoldgica da hemoglobina fetal (HbF) através de varios compostos quimicos, sendo o
mais comum a hidroxiureia (HU). Contudo, o0 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 secundarios e que
sejam de facil acesso, como é o caso dos compostos naturais (ex: Extrato de folha de Carica
papaya L. e Quercetina).

Objetivo: Avaliar o efeito do extrato metandlico das folhas de Carica papaya L. (EMFCP) e
da Quercetina em células K562 (linha celular humana mortalizada de leucemia mieléide) ao
nivel da expressao dos genes HBG1 e HBG2, bem como de genes reguladores.

Material e Métodos: A linha celular K562 foi exposta durante 24 horas ao EMFCP (0,5; 50 e
100 pg/mL) a Quercetina (0,2 e 20 pM) e a HU (25 pg/mL). Apés a exposi¢cao aos compostos
naturais quantificaram-se os efeitos da expressédo génica a partir do RNA total, tendo-se
recorrido a técnica de RT-gPCR. Analisaram-se os niveis de expressao dos genes das
globinas (HBA, HBB, HBG1 e HBG2); genes reguladores da HbF (MYB, KLF1, BCL11A e
BGLT3), para além de miRNAs envolvidos na regulacdo da HbF (miR-486-3p, miR-34a-5p,
miR-210-5p, miR-32-5p e miR-96-5p), tendo como referéncias endégenas o GAPDH para os
genes codificantes e 0 miR-426-3p para os miRNAs analisados.

Resultados: A proliferagdo celular é afetada pela Quercetina a 20 yM, ao contrario da
viabilidade que ndo é afetada por nenhum dos compostos nas concentracdes estudadas.
Através da andlise transcricional, demonstrou-se que o EMFCP e a Quercetina apresentam
efeitos opostos nos padrées de expressao dos genes HBB, MYB e KLF1, sugerindo-se que
estes atuem por diferentes mecanismos de agdo. Estes compostos também modulam a
expressao de alguns miRNAs estudados, havendo uma correlagédo inversa, para algumas
das concentracdes utilizadas, com os valores de expressao dos potenciais genes alvo.
Concluséao: O presente estudo preliminar sugere que o EMFCP e a Quercetina modulam a
expressao da HbF, dos genes e de miRNAs reguladores em determinadas concentragdes,
constituindo assim uma potencial abordagem eficaz na terapéutica das [3-
hemoglobinopatias.

Palavras-chave: B-hemoglobinopatias, reativacdo da hemoglobina fetal, Carica papaya,

Quercetina, Hidroxiureia
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Abstract

Introduction: Hemoglobinopathies are within the most common monogenic diseases in the
world. Currently, one of the available treatments consists of pharmacological induction of
fetal hemoglobin (HbF) through chemical compounds, such as hydroxurea (HU). However,
its high cost in underdeveloped countries and its safety profile limit the use of this compound.
Thus, it is essential to discover new HbF-inducing compounds with fewer side effects that are
easily accessible, such as natural compounds (e.g., Carica papaya L. and Quercetin).
Objective: To evaluate the effect of methanolic extract of Carica papaya L. leaves.
(EMFCP) and Quercetin in K562 cells (human immortalized myeloid leukemia cell line) at the
level of expression of the HBG1 and HBG2 genes.

Material and Methods: The K562 cell line was exposed for 24 hours to EMFCP (0.5; 50 and
100 pg/mL), to Quercetin (0.2 and 20 yM) and to HU (25 pg/mL). After exposure to natural
compounds, the effects of gene expression were quantified from total RNA using RT-gPCR.
We have analysed the expression levels of globins (HBA, HBB, HBG1 and HBG2) were
studied; HbF regulatory genes (MYB, KLF1, BCL11A and BGLT3) and finally of miRNAs
involved in the regulation of HbF (miR-486-3p, miR-34a-5p, miR-210-5p, miR-32-5p and
miR-96-5p), having as reference gene GAPDH for coding RNAs and miR-426-3p for
MiRNAS.

Results: Cell proliferation is affected by Quercetin at 20 uM, as opposed to viability that is
not affected by any of the compounds in the concentrations studied. The transcriptional
analysis has demonstrated that EMFCP and Quercetin have opposite effects on the
expression patterns of the HBB, MYB and KLF1 genes, suggesting that they act by different
mechanisms of action. These compounds also modulate the expression levels of some
MiRNAs analysed, with some of them exhibiting an inverse correlation to their target genes
under certain compound concentrations.

Conclusion: The present preliminary study suggests that EMFCP and Quercetin may
modulate the expression of HbF, genes and regulatory miRNAs, being a potential effective
approach in the B-hemoglobinopathies.

Keywords: B hemoglobinopathies, reactivation of fetal hemoglobin, Carica papaya,

Quercetin, Hydroxyurea
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Capitulo 1 — Introducéao

1.1 Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias sdo um conjunto de perturbagcbes herdadas da hemoglobina
resultantes da sintese estruturalmente anormal ou incompleta de subunidades de B-globina
(HBB)™.

Estas podem ser qualitativas ou quantitativas, sendo que nas qualitativas existem variantes
de hemoglobina resultantes da alteracéo da estrutura de uma cadeia de globina, afetando as
cadeias a ou B (por exemplo, HbS, HbC, HbD, etc)!. J4 as hemoglobinopatias quantitativas
sdo designadas por talassémias pois resultam da auséncia ou diminui¢do da sintese de uma
cadeia de globina (por exemplo, B-talassémia, a-talassémia, persisténcia hereditaria de
hemoglobina fetal — HPFH)>2.

Do ponto de vista clinico, as principais hemoglobinopatias incluem a doenca falciforme e a (3-
talassemia, com maior incidéncia destas em Africa, na Regido Mediterranea, Sudeste
Asiético e ainda o Médio Oriente e Extremo Oriente. Cerca de 7% da populagdo mundial é
portadora de um tipo de hemoglobinopatia®.

Estima-se que por ano nasgcam entre 300000 e 500000 criangcas com hemoglobinopatias de
significado clinico, sendo que 70% destas criancas tém anemia falciforme. Cerca de 25%
das hemoglobinopatias demonstram uma diminuicdo do tempo de vida dos eritrocitos, em
consequéncia de deformagbes nas suas membranas celulares®.

Em Portugal, existe uma baixa prevaléncia das hemoglobinopatias, sendo estas mais

frequentes no Centro e Sul do pais (Figura 1.1).
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Figura 1.1 — (A) Distribuicdo global das hemoglobinopatias baseados no nimero de criancas afetadas em
cada 1000 nascimentos [2]. (B1) Prevaléncia dos portadores de B-talassemia em Portugal [4]. (B2) Prevaléncia

de portadores de HbS em Portugal [4].



1.1.1 Beta-talassémia

As B-talassémias ou anemias mediterrdneas sdo um grupo de doencas sanguineas,
determinadas pela diminuigéo da sintese ou auséncia da cadeia B-globina (HBB) em células
eritréides humanas*®®. Tal leva a acumulagao excessiva da cadeia a-globina que afeta a
membrana dos eritrocitos, que por sua vez provoca a morte prematura das células eritroides
e uma quantidade reduzida de hemoglobina dos eritrocitos, traduzindo-se em anemia
cronica*®®,

A reducado podera ser total ou apenas parcial, resultando num fenétipo de talassémia 0 ou
talassémia +, respetivamente®. Consoante a cadeia cuja sintese é afetada, as talassemias
sdo denominadas por a-, B-, y-, O-, OB, ou eydB-talassemias? (ver seccdo 1.2). Assim, a
reducdo significativa de um tipo de cadeia de globina altera o equilibrio normal entre as
cadeias a e B, levando a acumulagao intracelular de uma delas, traduzindo-se na morte
precoce dos precursores eritréides antes de atingirem o estado de completa maturacéo®*. Os
genes HBA e HBB sao os mais afetados por esta doenga, sendo que as a-talassémias
tipicamente tém como origem a presenca de delegdes que envolvam um ou os dois genes a-
globinicos de cada cromossoma, enquanto a origem mais frequente das (-talassémias séo
as mutacdes pontuais®.

As manifestagbes clinicas podem variar desde microcitoses assintométicas a anemias
graves, que, por vezes sdo incompativeis com a vida, podendo provocar a morte in Gtero*.
As B-talassémias podem ser classificadas em 3 grupos, sendo baseadas nos niveis
espontaneos de Hb e na tolerancia clinica, independentemente do gendtipo subjacente:
minor (trago PB-talassémico), intermédia e major (Doenca de Cooley ou anemia
Mediterranea)’. O tratamento dos sintomas engloba transfusdes sanguineas e quelacdo do
ferro ou transplante da medula 6ssea?.

A talassémia major resulta de heterozigotia ou mutagcdo homozig6tica para o gene desta
globina, sendo que os doentes apresentam anemia grave e necessitam de transfusdes de
glébulos vermelhos regulares para sobreviver*®, Contudo, as transfusdes constantes
provocam sobrecarga de ferro, originando complicagcbes, como é o caso da disfuncéo
enddcrina, cardiomiopatia, doenca hepética, e, no pior cenario, morte prematura®. A
sobrecarga de ferro pode aumentar as taxas de mortalidade, sendo que o desenvolvimento
desta se deve a dois mecanismos principais: aumento da absorcdo de ferro (devido a
eritropoiese ineficaz) e transfusdes sanguineas®.

A apresentacgdo clinica ocorre entre os primeiros 6-24 meses de vida, periodo esse em que
ocorre a substituicdo da sintese das cadeias y pelas cadeias B, nos primeiros meses de
vida*. As criancas afetadas possuem problemas de crescimento e adquirem uma palidez

progressiva, podendo desenvolver problemas na alimentacdo, diarreia e picos de febre
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recorrentes*. A regularidade da terapéutica das transfusdes possui um papel crucial, uma
vez que esta afeta a frequéncia e severidade das complicagdes destas B-talassemias*.

Os individuos com talassemia major, na auséncia de transfusdo, morrem nos primeiros cinco
anos de vida, e mesmo com as transfusdes, apenas entre 50% e 65% destes vivem para
além dos 35 anos em paises desenvolvidos®#.

A B-talassémia intermédia resulta de interacbes de diversos alelos distintos, em que o0s
individuos apresentam uma anemia moderada, podendo apresentar diversas complicacées,
tais como hipertensdo pulmonar, eventos trombdéticos, disfuncdo enddcrina, alteracdes
esqueléticas*®. Tipicamente, estes individuos apresentam concentracdes de Hemoglobina
(Hb) de cerca de 7x10% g/dL e ndo requerem transfusdo regular®. Os sintomas podem
variar, dependendo do grau de desequilibrio entre a cadeia alfa e n&do alfa da globina e
fatores ambientais®. Nos casos mais severos da doenca, as criancas entre os 2 e 0s 6 anos
sobrevivem sem transfusdes regulares, contudo apresentam atrasos de crescimento®. Por
outro lado, nos casos ligeiros, 0s doentes sdo tipicamente assintomaticos até a idade adulta,
a excecdo de anemia ligeira®. Estes tém risco de sobrecarga de ferro devido ao aumento da
absorcao intestinal do mesmo, devido a eritropoiese ineficiente*”.

Ja a pB-talassémia minor esta frequentemente associada a portadores silenciosos
assintomaticos, resultando apenas na heranca de um gene mutante e geralmente sem
sintomas*®. Estes individuos podem ou ndo apresentar hemogramas sugestivos de anemia
microcitica e hipocromica ligeira, contagem de eritrécitos elevada e concentragbes de
hemoglobina dispersas®. Quando ambos os pais sédo portadores, existe 25% de risco de
homozigotia para a crianga*. Tipicamente, esta condicdo apenas ¢é descoberta
acidentalmente em exames de rotina ou durante a pesquisa de outras patologias. Durante a
gravidez, a presenca de anemia moderada pode alertar para a presengca de um possivel
portador®.

Alguns estudos demonstraram que é comum os pacientes com B-talassemia apresentarem
perturbacBes metabdlicas, contudo, até a data, ainda ndo existem biomarcadores baseados
em metabolitos que possam auxiliar o diagnéstico da doenca®. Em alguns paises
mediterranicos, especialmente em algumas regides da Asia e Africa, as talassemias s&o um
problema de saude publica, obrigando a implementagdo de programas de prevencdo e
diagndstico pré-natal*. Assim, é fundamental a investigacdo no sentido de serem
desenvolvidos novos farmacos para tratar esta patologia, melhorando a qualidade de vida

destes individuosé.



1.1.2 Doenca das células falciformes

A doenca das células falciformes engloba um grupo de patologias hematoldgicas
hereditarias, caraterizadas por mutacdes no gene HBB, que codifica a subunidade B da
hemoglobina humana, resultando numa variante estrutural da Hba normal, a hemoglobina S
(HbS) ou falciforme911.12,

Esta doenca deve-se a uma mutacdo pontual na sequéncia codificante do gene HBB que
causa a substituicdo do amino&cido valina (hidrofébico) pelo acido glutdmico (hidrofilico
carregado negativamente) na sexta posigdo da cadeia B-globina (HBB) adulta'**4, Tal leva
a formacgéo de tetrdmeros de hemoglobina falciforme (HbS) que polimerizam e agregam
apos a desoxigenacdo, distorcendo os eritrocitos para assumir uma forma de foice,
particularmente sob baixa tensédo de oxigénio, sendo esta condicao conhecida como anemia
falciforme!#!. Estes eritrocitos podem bloquear os vasos sanguineos, diminuindo assim a
passagem de oxigénio nos 6rgdos e tecidos!®. Assim, os eritrécitos estdo suscetiveis a
hemdlise, causando anemia crénica, podendo traduzir-se em crises de dor, complicacbes
respiratérias e lesdes de 6rgdos, levando assim ao surgimento de anemia!®1"13,

O fendtipo pode variar desde uma anemia leve com microcitose presente em heterozigoticos
a anemia moderada e anemia grave!®. Os pais que possuem gendtipos heterozigoticos
(HbAS) sdo portadores da doencga, sendo que os seus descendentes tém 25% de
probabilidade de terem um gendtipo homozigético falciforme (HbSS) ou um genétipo normal
(HbAA),

Apesar da doencga estar associada a uma menor esperan¢ga média de vida e uma qualidade
de vida comprometida, existe um elevado grau de variacdo do fenotipo e 0os mecanismos
para tal ainda ndo sdo compreendidos®®2°, Demonstrou-se ainda que a sua incidéncia esta
associada com a incidéncia da malaria em regides tropicais?®.

Quanto ao diagnostico da doenca, este é baseado principalmente na carga elétrica das
variantes, podendo recorrer-se aos testes de falciformacgéo e de solubilidade da desoxi-HbS
em tampédo fosfato de alta molaridade de forma a confirmar-se a doenca'’. O principal
tratamento centra-se nas transfusdes de glébulos vermelhos, diminuindo a percentagem de
hemoglobina S (HbS) na circulagdo e suprimindo a hematopoiese?'. Diversos estudos
bioquimicos demonstraram que a presenca de Hemoglobina fetal (HbF) retarda a
polimerizacdo e aumenta a solubilidade da HbS em condi¢ées desoxigenadas®. Assim,
terapias que aumentem a HbF sdo promissoras, como € o caso da hidroxiureia, que tem

demonstrado reduzir o nimero de crises vaso-oclusivas e hospitalizacées?:.



1.2 Hemoglobina humana

Como referido acima, mutagdes nos genes que codificam as subunidades da hemoglobina
estdo na origem das hemoglobinopatias, consideradas das doencas hereditarias
monogénicas mais frequentes no mundo, estimando-se que cerca de 90% dos recém-
nascidos em paises de baixo e médio rendimento sejam afetados por estas?223,

A hemoglobina humana (Hb) (Figura 1.2) é a proteina responsavel pelo transporte de
gases, nomeadamente o oxigénio (O2), monoéxido de carbono (CO) e 6xido nitrico (NO)3. O
processo de oxigenacdo ocorre devido a alteracdes na estrutura quaternaria da Hb, sendo
gue esta pode apresentar-se na forma relaxada (R ou oxi-Hb) ou na forma tensa (T ou
desoxi-Hb). Estas alteragfes estdo associadas a alta e baixa afinidade para o oxigénio,

respetivamente®.

Cadeia B Cadeia a

Ferro
Grupo heme

Cadeia a Cadeia B

Figura 1.2 — Composi¢do da hemoglobina humana. Adaptado de [24].

A Hb, de peso molecular de 64450 Dalton é constituida por dois dimeros de subunidades de
globinas, uma alfa (a), e uma beta (B), e quatro grupos prostéticos heme?®. O grupo heme
permite o transporte de oxigénio e é composto por um elemento central, o ferro Il (Fe?*), e
por protoporfirinas?.

No ser humano, a sintese de hemoglobina é controlada por dois agrupamentos génicos
(clusters): os do tipo a, situado no brago curto do cromossoma 16 (16p13.3) que contém 3
genes: HBZ (¢), HBA1l (a1) e HBA2 (a2); e os do tipo [, situado no brago curto do
cromossoma 11 (11p15.5) que contém 5 genes distintos: HBE1 (g), HBG1 (yA), HBG2 (YyG),
HBD () e HBB (B)>. Estes sdo ativados e silenciados ao longo do desenvolvimento
humano’. Em ambos os clusters, os genes estdo dispostos na mesma orientacédo
transcricional e na mesma ordem que serdo expressos aquando do desenvolvimento?. A
expressao diferencial dos genes da globina ao longo do desenvolvimento deve-se a um

processo complexo que é, em parte desconhecido. Contudo, sabe-se que a regido de
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controlo do locus (LCR), juntamente com diversos fatores transcricionais (ativadores e
repressores) interagem diretamente com os diversos genes no cluster, de forma sequencial,
desde a regido 5’ do gene ¢-globina no embrido até a regido 3' dos genes d e B-globina nos
adultos?. Esta regido é composta por cinco locais hipersensiveis a acdo da DNase 1. Estes
elementos permitem o acesso de fatores de transcricdo aos elementos reguladores que
medeiam a expressdo de cada gene neste cluster, contribuindo para a manutencdo da
configuracdo de cromatina aberta (10 nm) do locus?.

O LCR, que se encontra perto de promotores importantes do gene HBB, atua de forma
dindmica na transcricdo génica das globinas e fica mais proximo do gene a ser expresso
durante cada fase do desenvolvimento humano?’?8, Além disso, os fatores regulatérios
positivos (ativadores) ou negativos (silenciadores) ligam-se a regido promotora dos genes da
globina de forma especifica e competem entre si para interagir com a LCR, resultando em
diferentes prevaléncias das Hb’'s em diferentes fases de desenvolvimento humano:
embrionéaria, fetal e adulta?®?”3. A sua expressdo é regulada ativamente de forma a
satisfazer as necessidades de oxigénio ao longo da ontogenia, ou seja, ao longo do
desenvolvimento de um organismo?.

A troca de hemoglobina no locus do gene HBB é complexa e envolve diversos fatores
epigenéticos, existindo duas alteragfes sequenciais®’. A primeira, durante o primeiro
trimestre da gravidez (fase embrionaria), em que a hemoglobina embrionaria transita para a
hemoglobina fetal. A segunda alterac&o ocorre por volta do nascimento, havendo a transicdo
da hemoglobina fetal para a hemoglobina adulta?®4.

Na fase embrionaria, os eritrécitos diferenciam-se no saco vitelino, expressando os genes
HBZ (locus a) e HBE1 (locus ), formando assim a Hb embrionéria, sendo composta pelas
globinas e £2°. Apds esta etapa, quando € iniciada a hematopoiese fetal no figado, o gene
da y-globina (HBG1 e HBG2) é expresso juntamente com o HBA, formando a HbF
(codificada pelos genes HBG1 e HBG2)*.

Na fase do nascimento, a hematopoiese passa a ocorrer na medula 6ssea, e, passam a ser
expressos os genes da a-globina e B-globina, formando a Hb adulta (HBA — a2 B2); e 0 gene
da d-globina (HBD), formando assim a Hb adulta menor (HbA; — 020,)*2. A HbF é
predominante durante a fase fetal e nos primeiros meses ap0s o nascimento, decrescendo
de forma gradual até cerca de 1% no periodo adulto, sendo substituida por 97% de HbA e 2-
3% de HbA»?>*3. Na Figura 1.3 é possivel observar-se o Locus B-globina humano e a sua

regulacdo ao longo do desenvolvimento®.
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Figura 1.3 — Locus B-globina humano e a sua regulacdo ao longo do desenvolvimento. (A) Constituicdo génica
dos loci a (cromossoma 16) e B (cromossoma 11). (B) Desenvolvimento humano (em semanas e poés-
nascimento) e expressdo das cadeias de globina (em % da sintese total), conforme o tecido/6rgdo humano.
Adaptado de [29].

1.3 Regulacéo da expressao de hemoglobina

A alteracdo da expressdo de HbF para HbA que ocorre ao longo da vida do ser humano
designa-se por HbF Switch. Sabendo que a proteina HBA encontra-se mutada e disfuncional
nos doentes com hemoglobinopatias e que a expressdo de HbF permite compensar esta
deficiéncia funcional, é fundamental uma melhor compreensao dos processos moleculares
da regulacdo da globina de forma a desenvolverem-se terapéuticas que induzam a
expressao de HbF.

A expressao da HbF é complexa, podendo ser influenciada por fatores genéticos, ambientais
e por diversos mecanismos moleculares®. Assim, a identificacdo dos mecanismos
envolvidos no HbF switch permitem identificar alvos mais especificos e eficazes para a
inducdo da expressdo da hemoglobina fetal em doentes com patologias que afetem a
quantidade de hemoglobina presente no organismo®3.

Diversos fatores de transcricdo, que se ligam a sequéncias na proximidade das regifes
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promotoras das globinas, regulam o inicio e a taxa de transcricdo de RNA mensageiro
(mRNA), ativacdo ou silenciamento de cada gene que codifica as subunidades da globina?®.
Estes fatores interagem entre si e com o0s promotores e potenciadores do gene HBB, tal
como com os fatores epigenéticos, nomeadamente relacionados com a cromatina®®.

A regulacdo da expressdo da hemoglobina acontece a nivel transcricional, através de
fatores de transcricdo, tais como o KLF1, B Cell Lymphoma 11A (BCL11A) e o fator
regulador hematopoiético HBSL-1-MYB, entre outros, e a nivel pds-transcricional, através de
microRNAs (miRNAs)®*. Pode ainda ser regulada através de mecanismos epigenéticos que
possuem capacidade de alterar a expressdo das Hemoglobinas S (HbS), através da

metilacdo do DNA e a acetilacéo das histonas?® (Figura 1.4).
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Figura 1.4 - Fatores de transcricdo, miRNAs e mecanismos epigenéticos envolvidos na expressao do gene da
globina fetal durante o hemoglobin switching. Adaptado de [10].

(DNMT: DNA metiltransferase; KLF1: Krippel-like factor 1; BCL11A: B-cell lymphoma 11A; LRF:
Leukemia/lymphoma related factor; NURD: Nucleosome Remodeling and Deacetylase; LSD1: Lisina demetilase
1; HDAC1/2: histona desacetilase 1 e 2; LCR: Locus control region. Me: grupo metil na histona metilada. Me:

grupo metil no DNA metilado. Ac: grupo acetil na histona acetilada. miR: microRNA).

1.3.1 A nivel transcricional

1311 BCL11A

O gene BCL11A (B-cell lymphoma/leucemia 11 A), localizado em 2p16.1, codifica uma
proteina zincfinger, sendo esta um principal regulador do switch da hemoglobina e do
silenciamento de HbF nos humanos®®.

O seu mecanismo de agéo ainda néo é totalmente compreendido, contudo identificou-se um
complexo proteico que interage com o BCL11A, incluindo o GATA-1, FOG-1, RUNX1, KLF1
e SOX6*.



A sua expressao é regulada tanto ao nivel transcricional, através de fatores de transcrigéo,
como poés-transcricional, através de miRNAs®,

Quanto a regulacdo através de fatores de transcri¢do, alguns sdo ativadores do BCL11A,
nomeadamente o KLF1 que ativa diretamente a expressdo do gene HBB e inibe diretamente
a HbF, regulando assim positivamente o BCL11A%*. O KLF1 é o principal regulador do gene
BCL11A, atuando de forma positiva®®.

Demonstrou-se num estudo que a inibicdo do BCL11A provocou 0 aumento dos nhiveis de
HbF nas células K562 e nas células eritréides humanas, tanto no grupo controlo (sem a
doenca) como no grupo com B-talassemia:.

Assim, pode-se afirmar que o BCL11A é um regulador transcricional do Switch da
hemoglobina e silenciamento de HbF, sendo necessarios mais estudos sobre os
mecanismos moleculares envolvidos na sua regulagéo, de forma a identificar moléculas que

possam ser alvos terapéuticos em futuras abordagens clinicas®.

1.3.1.2 KLF1 ou EKLF

s

O gene KLF1 ou fator eritréide Krippel, localizado no locus 19p13.13, € um fator de
transcricdo essencial no desenvolvimento do eritrécito que regula a eritropoiese41:36:42,
Além disso, regula o switching da HbF para HbA“°.

Este pode ligar-se ao promotor do HBB atuando como um ativador deste gene, ou, por outro
lado, pode ligar-se ao promotor do BCL11A, ativando a expresséo deste, permitindo assim
controlar os niveis de HbF, através da inibicdo dos genes HBG1 e HBG2%. O KLF1 é assim
considerado o principal regulador do gene BCL11A, atuando de forma positiva*® (Figura
1.5).

Expressdo de KLF1

[KLF1] baixa [KLF1] stta

[BCL1AA] sk
[BCL1AA]baixs
-\ !
[Y] alta [B] baixa [V]baixa [B] alta

‘ Switch da A

Hemoglobina
Fases embrionarias/fetais ou KLF1 Fase adulta

haploinsuficiéncia
Figura 1.5 — KLF1 regula o Switch da hemoglobina. Adaptado de [44].

Foi sugerido num estudo que a reducdo controlada de KLF1 em células progenitoras

eritrdides adultas pode ativar a expressdao de HbF em individuos com B-talassemia ou
9



doenga das células falciformes, aliviando assim a sintomatologia destes?*.

1.3.1.3 HBSL-1-MYB (HMIP)

Entre os genes HBSL1 e MYB, localizados no braco longo do cromossoma 6 (6g23)
encontra-se uma regido reguladora (HMIP), associada a indugdo da HbF em humanos36:46:47,
A funcdo do HMIP no desenvolvimento do eritrcito é ainda indefinida, enquanto o gene
MYB codifica um fator de transcricdo essencial para a diferenciacdo eritroide e a
hematopoiese®.

O MYB é um fator de transcricao identificado em aves, sendo considerado um oncogene
viral (v-MYB), ainda que o mecanismo deste ndo seja compreendido*®. Este possui um papel
fundamental no controlo do equilibrio/diferenciacdo da proliferacao/diferenciacéo celular
eritroide e tem a capacidade de regular os niveis de HbF através de um mecanismo ainda
indefinido®648,

Um estudo verificou uma correlagdo negativa entre os niveis de MYB e HbF, tendo-se
observado a expressao reduzida deste gene em células eritréides de individuos com niveis
elevados de HbF*°. Os niveis mais baixos de MYB provocaram a diminuicdo dos eritrécitos,
resultante do reduzido nimero de ciclos de proliferacéo, e a um elevado volume corpuscular
médio (MCV)*.

1.3.14 BGLT3

Recentemente descobriu-se que o long-noncoding RNA (IncRNA) BGLT3 (Beta Globin
Locus Transcript 3) influencia a regulacdo da HbF®C. Este encontra-se numa regido
intergénica no cromossoma 11, a jusante do HBG1 e a montante do HBBP1%%4° e tem a
capacidade de aumentar a producéo de HbF>! e é expresso durante o desenvolvimento®2°L,
O seu mecanismo de acéo e interacdes sdo ainda desconhecidos®.

Os IncRNA sédo moléculas de RNA com mais de 200 nucleétidos, que podem atuar, entre

outras funcdes, como reguladores da transcri¢do, em resposta a diversos estimulos®3.

1.3.2 A nivel pos-transcricional

Os miRNAs regulam a expressdo da hemoglobina a nivel pdés-transcricional. Estes s&o

pequenos RNAs ndo codificantes com cerca de 20 nucleétidos, tendo como fungédo regular

negativamente a expressado de genes ao nivel pés-transcricional em plantas e animais, atraves

da degradacéo ou repressao da traducdo de moléculas-alvo de RNA mensageiro (RNAm)>4°5: 56,

Estas moléculas estdo associadas a diversos processos bioldgicos (regulacdo da proliferacéo,

apoptose, diferenciacdo, hematopoiese, entre outros) em mamiferos®. Assim, a desregulacédo
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dos miRNAs pode afetar estes processos bioldgicos e originar doencas hematoldgicas,
infeciosas e hepéticas, entre outras®"58:°,

O genoma humano codifica cerca de 2600 miRNAs maduros, sendo que um Unico miRNA pode
regular mais de um mRNA®’. Estima-se que os miRNAs controlam a expresséo de cerca de 30%
dos genes que codificam proteinas®.

Além disso, recentemente demonstrou-se que os mMiRNAs contribuem para a regulacdo da
expressao do gene globina e de HbF em células eritropoiéticas 505461,

Estas moléculas tém ganho destaque na area das doencas hematoldgicas, dado que permitem o
desenvolvimento de novas ferramentas de diagnéstico e prognéstico, e ainda, de novas
solucGes terapéuticas®.

Sabe-se ainda que os seguintes miRNAs regulam a expressdo da HbF: miR-486-3p, miR-34a-
5p, miR-210-5p, miR-32-5p e miR-96-5p.

1.3.21 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 expressdo do gene HBB%263.64,

Este miRNA desempenha assim um papel essencial na regulagdo dos niveis de HbF na
eritropoiese adulta, uma vez que inibe a transcricdo do gene BCL11A, ativando assim a

sintese de HbF>465,

1.3.2.2 miR-34a-5p

O miR-34a-5p, localizado no cromossoma 1 é um miRNA supressor de tumores regulado
por p53 associado aos processos de apoptose, diferenciagdo e vias de transducdo de
sinal®6:67,

Num estudo recente realizado em individuos com B-talassemia demonstrou-se pela primeira
vez uma associagdo entre os niveis elevados do miR-34a-5p e os niveis elevados de HbF
nas células K562, resultantes da inibicdo do gene BCL11A®". Além disso, verificou-se que a
sobreexpressao deste miRNA inibiu o gene STAT3, sugerindo-se um mecanismo indireto da
sintese de HbF pelo miR-34 através do silenciamento deste gene®’. O STAT3 é um gene
gue inibe a transcricdo da HbF®8. Contudo, sdo necessarios estudos para a determinacéo do

potencial do miR-34a como um indutor de HbF®’.

1.3.2.3  miR-210-5p

O miR-210-5p, localizado no cromossoma 11p15.5, regula a expressdo da HbF nos
reticulocitos e nos eritrocitos através da regulacdo pos-transcricional da expresséo do gene

BCL11A, estando associado a niveis elevados de HbF na linha celular K5626970.71.72
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Adicionalmente, este miRNA esta associado a hipoxia, podendo ser um alvo para a sintese
de HbF, para além de terem-se verificado niveis elevados deste durante a persisténcia
hereditaria de HbF>+73,

1.3.2.4 miR-32-5p

by

O miR-32-5p, que se encontra no cromossoma 9, estd associado a regulagdo e
desenvolvimento de diversos tipos de carcinomas®®’*. Apresenta como target o gene
BCL11A, contudo as evidéncias até a data apenas foram reportadas através do Next-
Generation Sequencing (NGS)”. Sdo necessarios mais estudos sobre este miRNA, de

forma a descobrir-se 0 seu mecanismo.

1.3.2.5 miR-96-5p

O miR-96-5p, localizado no cromossoma 7, inibe diretamente a expressdo da HbF nos
reticuldcitos através da eritropoiese humana’®796364 Para além disso, um estudo mostrou
gue o miR-96 tem uma correlagéo positiva com a idade, sendo expresso de forma constante
na infancia, seguido da sua degradacdo na idade adulta e da diminuicAo com o

envelhecimento®.

1.4 Terapéuticas

Atualmente, o transplante de células estaminais hematopoiéticas é a Unica cura definitiva
para individuos com [-hemoglobinopatias (doengca das células falciformes e -
talassémia)®’’. Esta consiste na substituicdo das células hematopoiéticas do doente,
provocando a eliminacdo da eritropoiese ineficaz, o que por sua vez, possibilita a producao
de eritrécitos ndo patolégicos’®. Contudo, apresenta algumas limitacdes, nomeadamente os
riscos de seguranca associados, a baixa compatibilidade e ainda o seu custo elevado,
tornando dificil a aplicacédo deste tipo de tratamento® .

Ja a terapia génica, que utiliza células estaminais hematopoiéticas do doente geneticamente
modificadas, representa uma potencial alternativa no tratamento das B-hemoglobinopatias,
contornando a necessidade de um dador®°.

Além disso, as transfusdes sanguineas sdo outra forma de tratamento destas patologias,
sendo que esta melhora a capacidade do transporte de oxigénio e o fluxo e sangue na
microcirculagdo através da diminuicdo da percentagem da HbS e do nivel de hematdcrito,
prevenindo assim a vaso oclusdo'®812, Esta terapéutica a longo prazo pode causar
sobrecarga de ferro nos pacientes devido a degradacdo gradual do sangue transfundido,

sendo necessario a realizacdo de quelacdo de ferro, para além do risco de infegcBes por
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agentes virais e bacterianos311:82.18,
Por ultimo, outra terapéutica deste tipo de patologias passa pela inducdo farmacolégica da
HbF® (Figura 1.6).
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Figura 1.6 - Terapéuticas para o tratamento das 3-hemoglobinopatias. Adaptado de [8].
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Acredita-se que a polimerizacdo da HbS contribua para a patogénese molecular associada
as manifestacdes da doenca das células falciformes®?,

O aumento da expressao de HbF provoca a polimerizacdo tardia da HbS, diminuindo assim
a hemolise e a inflamacédo crénica e aumenta a disponibilidade de 6xido nitrico®. Assim, a
vasoconstricdo e a adesdo ao endotélio diminuem, aliviando alguns dos sintomas da

doenca®83,
1.4.1 Reativacao da hemoglobina fetal

A primeira visdo sobre o papel da HbF nas manifestacdes clinicas da doenca das células
falciformes foi feita em 1948 pela pediatra Janet Watson, tendo sido observado que os
recém-nascidos com a doenga das células falciformes raramente manifestavam a doenca no
primeiro ano de vida®. Previa-se que os eritrécitos em recém-nascidos com a doenca das
células falciformes estivessem protegidos contra a doenca, comparativamente com bebés
mais velhos ou adultos com a doenca'®. Os seus eritrocitos necessitam de mais tempo para
adquirirem a forma falciforme, traduzindo-se em poucos sintomas. Colocou-se a hipotese de
gue esta protecdo durante o primeiro ano de vida de criangas com a doenca se devia a
elevada concentracdo de hemoglobina fetal, permitindo um estado assintomatico até a sua
guantidade decair fisiologicamente?®®.

Mais tarde, esta hipotese foi apoiada por um estudo no qual se verificaram relatos de
13



individuos com a doenca das células falciformes assintomaticos que herdaram uma
persisténcia hereditaria do fenétipo da hemoglobina fetal (HPFH). A HPFH é caraterizada
por niveis elevados de HbF na idade adulta, tendo como causa dele¢cdes no gene HBB ou
mutacdes pontuais nos genes HBG1 e HBG2 (11p15.5)%. Estas mutagGes estdo associadas
a remocgao de elementos silenciadores entre os genes y-globina e 8-globina, ou a remocao
de elementos promotores na proximidade dos genes HBG1 e HBG2%'.

Esta patologia foi relatada em 1963 em 79 individuos de 15 familias afro-americanas®.
Procedeu-se a caraterizacdo dos defeitos moleculares, permitindo o fornecimento de
informac@es sobre a estrutura e funcéo de elementos regulamentares envolvidos no controlo
da expresséo dos genes HBB, HBG1 e HBG2, bem como na comutagdo da hemoglobina®,
Percebe-se assim que a HPFH possibilita a diminuicdo da gravidade da doenga das células
falciformes e da B-talassemia’.

Assim, tem-se sugerido que o aumento da sintese da HbF através da reativagdo dos genes
HBG1 e HBG2 possa ser um potencial tratamento para estas doencgas, sendo esperado que
possa ser restaurado o equilibrio da cadeia globina em individuos com B-talassemia e ocorra
também a inibicdo da polimerizacdo da HbS em pacientes com a doenca das células
falciformes®4, O efeito benéfico da HbF inclui a inibicdo da polimerizacdo da HbS e a
diluicdo da concentracdo de HbS nos eritrécitos®!.

Baixas percentagens de HbF estdo associadas a um maior risco de desenvolvimento de
complicacdes vaso-oclusivas, danos nos 6rgdos e morte precoce. Assim a inducao
farmacoldgica da HbF é uma terapéutica promissora nas p-hemoglobinopatias, uma vez que
0 seu aumento perante a doenca das células falciformes permite a diminuicdo da HbS na

circulacéo tendo um efeito anti-falciforme e diminui assim as consequéncias da doenca®.

14.1.1 Hidroxiureia

A Hidroxiureia (HU), também designada por Hidroxicarbamida é um agente citotéxico
antimetabdlico, inibidor da fase S (replicacdo do DNA) do ciclo celular e anti-
neoplasico®°192, Este composto é utilizado no tratamento da doenca das células falciformes,
uma vez que diminui a frequéncia de eventos vaso oclusivos e a necessidade de
transfusdes, tendo sido demonstrada a sua eficacia®?114.

Atualmente, a HU é o farmaco mais fiavel para a reativagdo da producdo de HbF, sendo o
Unico farmaco indutor de HbF aprovado pela Food and Drug Administration (FDA) (em 1998)
e pela Agéncia Europeia de Medicamentos (EMA) (em 2007) em criangas com mais de 2
anos, adolescentes e adultos com a doenca das células falciformes?3!14.93,

Contudo, com a administracdo da HU podem surgir diversos efeitos celulares e vasculares?,

como se pode visualizar na Figura 1.7.
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Figura 1.7 — Mdltiplos efeitos da administragdo de Hidroxiureia em individuos com anemia falciforme. Adaptado
de [1].

Na maioria dos pacientes sujeitos ao tratamento com este farmaco, a HU apresenta um
perfil de toxicidade aceitavel a curto prazo, tornando-se um dos principais agentes
terapéuticos para o tratamento da doenca das células falciformes®..

Contudo, existem diversas limitacdes, nomeadamente o seu mecanismo de atuacao através
do qual a HU induz a sintese de HbF ainda nao é totalmente compreendido, a sua utilizacao
limitada em paises em desenvolvimento devido a escassez de recursos financeiros e
hospitalares, como é o caso de Africa® . Adicionalmente, em alguns pacientes a resposta
ao farmaco diminui ao longo do tempo apresentam fracos resultados’®'415, Apresenta ainda
efeitos adversos a curto prazo, tais como leucopenia, trombocitopenia, potencial toxicidade
reprodutiva e mielosupressdo®1%, A longo prazo pode ter efeitos na fertilidade e na
gravidez uma vez que se trata de um inibidor de fase S que inibe a replicacdo celular®.
Relativamente a fertilidade, a HU diminui a espermatogénese, causando anormalidades na
contagem de espermatozoides, mobilidade e morfologia®.

Sugere-se que a espermatogénese e a qualidade do esperma possam ser invertidas apés a
interrupcéo da administracédo da HU®.

Nas gestantes, o seu uso ndo é aconselhado devido ao potencial teratogénico, tendo-se
reportado taxas significativas de retardamento do crescimento intrauterino, morte fetal e
prematuridade?.

Apesar das inumeras limitac6es mencionadas a HU é atualmente o farmaco com a melhor
relacdo risco-beneficio para o tratamento da doenca das células falciformes. Contudo, sédo

necessarios novos agentes terapéuticos indutores de HbF com menores efeitos adversos®.

1.5 Compostos naturais indutores de HbF

Dois tercos da populagdo mundial, sobretudo nos paises em desenvolvimento, dependem

principalmente de terapéuticas tradicionais como a sua principal forma de cuidados de
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saude, sendo fundamental a descoberta de novos compostos naturais indutores de HoF%.
Diversos agentes naturais como Angelicina, Rapamicina, Bergamota, Fructus trichosanthis,
Romidepsin, Wheat grass, Curcuma comosa, Astragalus, Apicidin, Curcuminoid, Piceatannol
e Resveratrol foram reportados ao nivel da inducdo de HbF em pacientes com
hemoglobinopatias, contribuindo assim para o tratamento das hemoglobinopatias®.

Contudo, séo necessarias mais informagdes sobre a biodisponibilidades destes compostos e

os seus efeitos no ser humano®.

1.5.1 Carica papaya L.

Carica papaya L. pertencente a familia Caricaceae, também conhecida como papaia,
destaca-se pelas suas propriedades fitoquimicas, biolégicas, nutricionais e medicinais,
sendo originaria do sul do México e da Costa Rica®%®, Das propriedades medicinais
sobressaem as atividades anti-inflamatdérias, anti-hipertensivas, antivirais, antifingicas,
antitumorais, antibacteriano, diuréticas e anti-falciformac&o!102193 Assim, esta planta tem o
potencial de ser utilizada no tratamento de doencas.

Esta arvore, de caule liso e folhas compridas, pode atingir até 20 metros de altura,
crescendo principalmente nos trépicos!®*1%, Diferentes partes da planta (fruto, casca, raiz,
sementes, polpa e folha) (Figura 1.8) tém inUmeras utilizagBes terapéuticas, nomeadamente
no tratamento da doenca das células falciformes!®®10716 Para além disso, esta planta é

abundante nutricionalmente em vitaminas A, B e C, bem como ferro e calcio®®.

Figura 1.8 - Carica papaya L. (arvore) e Carica papaya L. (fruto). Retirado de [108,107].

1.5.1.1 Folhas de C. papaya L.

A semelhanca da planta papaia apresentar propriedades medicinais, como ja referidas, as
folhas desta planta também apresentam estas mesmas propriedades. Um dos compostos
presentes nestas folhas sdo os flavonoides, como por exemplo a quercetinal®,
Adicionalmente, as folhas também podem ser utilizadas como um agente nutricional, devido
a sua composicéo de hidratos de carbono, vitaminas, lipidos e proteinas®®,

Estudos recentes afirmam que o extrato da planta reduziu a hemolise e protegeu a
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integridade da membrana dos eritrécitos em condi¢des de stress osmaético, impedindo assim
que os eritrécitos adquirissem a forma de foice'®1%, Outro estudo demonstrou que o extrato
de folha de papaia reduziu a polimerizagdo da hemoglobina e a fragilidade osmaética dos
eritrocitos em humanos?°®,

Salienta-se que a investigacido em fitoterapia se tornou uma tendéncia atual na gestéo de
doencas tropicais e desordens genéticas, de forma a encontrarem-se farmacos econémicos
e disponiveisi®,

Estes resultados tornam assim a Carica papaya um potencial candidato para a terapia da

doenca das células falciformes?®.

1.5.2 Quercetina

A quercetina pertence a classe dos flavonoides, sendo tipicamente encontrada em diversas
plantas, incluindo a Carica papaya'®. Este composto apresenta propriedades antioxidantes,
antivirais, antibacterianas, anti-inflamatorias e anticarcinogénicas, sendo o flavenoide mais
estudado até a data!!l. Este composto sob o formato de p6 apresenta uma cor amarelada
(Figura 1.9).

Figura 1.9 - Quercetina em p6. Retirado de [112].

Este composto encontra-se em vegetais (cebola, alho e gengibre), macas, citrinos, cha e
vinho'314  Adicionalmente, a quercetina pode induzir a HbF, diminuindo o stress oxidativo
celular'®®, Estudos recentes demonstram que esta teve a capacidade de reduzir a
citotoxicidade causada pela HU em células endoteliais imortalizadas de rato*:®,

Apesar das propriedades benéficas da quercetina e de ser considerada como uma
substancia segura, apresenta uma baixa biodisponibilidade e é insoluvel em 4gua, sendo um
nutriente mal absorvido, limitando assim a utilizagdo deste composto em ensaios
clinicos!t"118119 - Adicionalmente, ainda ndo sabe se o seu uso a longo prazo ou maiores
doses sdo seguras'®.

Desta forma, sdo necessarios mais estudos de forma a avaliar-se os efeitos secundarios da

guercetina para que este composto possa ser utilizado para fins terapéuticos.
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Capitulo 2 — Objetivos

2.1 Questéo de investigacao

“Podera o extrato de papaia atuar como potencial indutor da HbF e ser um futuro tratamento

das hemoglobinopatias?”

2.2 Objetivos

2.2.1 Geral

Avaliar os efeitos dos extratos de Carica papaya na regulacdo transcricional e poés-

transcricional da hemoglobina fetal em linhas celulares humanas

2.2.2 Especificos

1) Avaliar a proliferagdo e a viabilidade celular da linhagem KL562 exposta as diferentes
concentragdes do extrato metandlico de folhas de C. papaya L. e da quercetina (um dos
principais componentes das folhas de C. papaya L.);

2) Avaliar os efeitos da HU na expressao génica das globinas, de reguladores da HbF e de
MiRNASs na linha celular K562, através de PCR quantitativo em tempo real;

3) Avaliar os efeitos das diferentes concentracdes do extrato metandlico de folhas de C. papaya
L. e de quercetina na expressdo génica das globinas (HBA, HBB, HBG1 e HBGZ2), de genes
reguladores da HbF (MYB, KLF1, BCL11A e BGLT3) e de miRNAs (miR-486-3p, miR-34a-
5p, miR-210-5p, miR-32-5p e MiR-96-5p) na linha celular K562, através de PCR quantitativo

em tempo real.
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Capitulo 3 - Materiais e métodos

3.1. Preparacédo 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. Seguidamente, estas foram deixadas secar a temperatura
ambiente (Ta) no laboratério sem exposi¢cdo solar direta e trituradas manualmente até
estarem sob a forma de po.

Extrairam-se cerca de 30 g (27,69 g) de folhas secas de C. papaya L. (Figura 3.1 — A) com
metanol (554 mL) 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, Suic¢a) (Figura 3.1 — B e C). Nesta
etapa utilizou-se uma temperatura cerca de 40°C sob baixa presséo (cerca de 220 mb) até
gue a variacdo de massa do baldo de fundo redondo fosse inferior a 100 mg, tendo-se
obtido uma massa de 7,84 g que foi dissolvida num volume final de 196 mL de PBS. O

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

©

Figura 3.1 — (A) Folhas de C. papaya L. (B e C) Processo de extracdo num evaporador rotativo.

(Fotos tiradas durante a realiza¢é@o do projeto).

3.2. Linha celular K562

No presente estudo foi utilizada como amostra a linha celular K562 (Figura 3.2), adquirida a
partir da European Collection of Cell Cultures (ECACC, UK).

A linha K562 trata-se de uma linha de células imortalizadas e adaptadas a cultura in vitro,
procedentes do fluido pleural de uma paciente de 53 anos de idade com leucemia mieloide
crénica (LMC) em crise blastica, tendo sido descobertas em 1975'%°, Estas séo facilmente

cultivadas e dividem-se de forma ilimitada e uniforme como células Unicas indiferenciadas
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blastica'?. Assim, cada célula desenvolve-se individualmente, crescendo em suspenséao.
Apresentam forma arredondada, com um didametro cerca de 20 pm, citoplasma basofilico

sem granulos e possuem dois ou mais nucléolos proeminentes!?°,

Figura 3.2 — (A) Morfologia da célula K562 ma coloragédo de Giemsa. Retirado de [120]. (B) Células K562 em
suspensdo com baixa densidade. Retirado de [121]. (C) Células K562 em suspensdo com alta densidade. (Foto
tirada durante a realizagdo do projeto).

A linha celular K562 foi proposta como um modelo in vitro para o estudo dos mecanismos
moleculares que regulam a expressao da globina embrionéria e fetal humana, para além de
avaliar o potencial terapéutico de novos agentes indutores da diferenciacdo?2.
Adicionalmente, esta linha é de facil acesso, com uma baixa manutencao laboratorial e um
tempo de subcultura de aproximadamente 3 dias??°.

Esta torna-se assim adequada para a identificacdo de indutores de HbF.

3.3.1 Cultura das células K562 e reagentes

Procedeu-se a descongelacao das células da linha K562 de acordo com o protocolo descrito
em anexo (Anexo 1) numa camara de fluxo laminar (Figura 3.3 - A) sob condi¢fes estéreis.
Seguidamente realizou-se a passagem das células em suspensado através de um T-flask
(Figura 3.3 — B), como descrito em anexo (Anexo 2).

Utilizou-se o meio de cultura RPMI 1640 (Catalog Number: 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 500 pL de antibidtico (200 mM L-Glutamina, 10000 U penicilina e 10 mg/mL de
streptomicina) (Product Number: G6784, Sigma-Aldrich). Nas passagens celulares utilizou-
se 0 tampéo fosfato salino (PBS) (Catalog Number: 51226, Lonza) para as lavagens e o
pellet celular foi resuspendido em novo meio.

Efetuou-se a cultura celular até a densidade estabilizar em 1 x 10° células/mL, sendo que a
cada 3 dias realizaram-se subculturas mantidas numa atmosfera humidificada de 5% (v/v)

de CO; a 37°C (Anexo 2). Previamente a cada subcultura observou-se a confluéncia,
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morfologia, proliferacdo e a viabilidade das células num microscopio invertido com contraste
de fase.

Nas experiéncias com os diferentes tratamentos recorreu-se a células K562 entre as
passagens 13 e 18.

Figura 3.3 — (A) Camara de fluxo laminar. (B) T-flask. (C) Visualizagao das células.

(Fotos tiradas durante a realizacéo do projeto).

3.3.2 Incubacgéo de células K562 com EMFCP e Quercetina

A partir da solugdo stock prepararam-se quatro solugbes com as concentragfes de 0,5; 50;
100 e 500 pg/mL de EMFCP para a exposic¢ao celular. A solugao de EMFCP a 0,5 pug/mL foi
obtida através da diluicdo da concentragdo de 500 pug/mL.

De forma a avaliar possiveis contaminag6es do EMFCP no meio de cultura, utilizou-se uma
placa de seis poc¢os (3 mL/poco) e expbs-se as células K562 a 500 ug/mL deste composto.
Passados 5 dias, visualizou-se a placa ao microscopio 6tico, averiguando se existiam
indicios de contaminag®es, tendo-se ainda analisado a proliferacao e viabilidade celular.
Relativamente a Quercetina, esta foi comprada em p6, numa embalagem de 10 g (CAS
Number: 117-39-5, Sigma-Aldrich). Procedeu-se a sua dissolucdo em 50 pL de
dimetilsulfoxido (DMSO), uma vez que a quercetina apresenta maior solubilidade com o
DMSO comparativamente com o PBS, obtendo-se uma solugéo stock de 1,3 M3,
Prepararam-se as solu¢des de trabalho, através da diluicdo da solucédo stock a 1,3 M em
meio RPMI (1:1000). As solugdes finais de Quercetina utilizadas possuiam as concentragées
de 0,2 e 20 uM.

Apds a exposicao das células a maior concentracdo de EMFCP (500 pg/mL), procedeu-se a
exposicao as restantes concentra¢cdes do EMFCP (0,5; 50 e 100 pg/mL) e & Quercetina (0,2
e 20 uM). Além disso, as células foram ainda expostas a um controlo positivo, constituido
por 25 pg/mL de Hidroxiureia (HU) (HYDREA®, USP) dado que este composto induz a HbF

e ainda, a dois controlos negativos, sendo um deles constituido por meio de cultura e o outro
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constituido por meio de cultura suplementado com DMSO.

Plaquearam-se as células, tendo-se realizado trés replicados biol6gicos por cada tratamento
(Figura 3.4). As células foram incubadas num ambiente humido a 37°C com 5% (v/v) de
CO; durante 24 horas (tempo de exposicdo do tratamento), tendo sido posteriormente
recolhidas de modo a avaliar-se a proliferacdo, a viabilidade celular e analisar-se os

resultados transcricionais.

(A) | . o

T — | ——

Figura 3.4 — Tratamentos em placas de 6 pocos. (A) Exposicéo celular ao tratamento com EMFCP a 0,5
e 50 pyg/mL. (B) Exposicao celular ao tratamento com EMFCP a 100 ug/mL e Controlo negativo. (C)
Exposicéo celular ao tratamento com Quercetina a 0,2 e 20 yM. (D) Exposic¢ao celular ao tratamento com

a HU e o Veiculo.

(Fotos tiradas durante a realizacé@o do projeto).

3.4 Andlise da viabilidade celular e proliferacéo

De forma a avaliar os efeitos citotoxicos ap0s as 24h de exposicéo, efetuou-se o ensaio de
exclusdo do azul de tripano segundo o protocolo em anexo (Anexo 3). Neste é determinado
0 numero de células viaveis presentes numa suspensao celular, recorrendo a camara de
Newbauer ou hemacitémetro (Figura 3.5 - A). Foi adicionada uma solucdo de suspensao
celular com 0,4% de azul de tripano (CAS Number: 72-57-1, Sigma-Aldrich).

Apés este ensaio, é possivel observar que as células vivas possuem uma membrana celular
intacta e impermeavel a corantes, enquanto as células mortas sdo permeaveis ao corante,

apresentando a coloracdo azul. Deste modo, aquando da visualizacdo ao microscopio,
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observa-se que as células vivas sao translicidas e apresentam uma forma definida,
enquanto que as nao viaveis tém coloragéo azul no citoplasma (Figura 3.5 — B).

Apébs a visualizagdo das células na camara de Newbauer num microscopio invertido com
contraste de fase (ampliacdo de 20x), procedeu-se a contagem do niumero de células, e ao
calculo da taxa de proliferacdo e a percentagem da viabilidade celular através das formulas

descritas no protocolo presente no Anexo 3, como ja referido.

Figura 3.5 — (A) Camara de Neubauer (B) Visualizacdo das células numa camara de Neubauer.

(Fotos tiradas durante a realizacéo do projeto).

3.5 Extracdo, quantificacdo e conversdo do RNA total a DNA
Complementar (cDNA)

Extraiu-se o RNA total do pellet das células K562 obtido apés o tratamento com as solu¢des
indicadas e respetivo armazenamento a -80°C. Para este procedimento, utilizou-se o kit
miRNeasy Mini Kit (Quiagen), cujo protocolo esta descrito no Anexo 4. Esta etapa tem como
objetivo a extracdo, isolamento e purificacdo de RNA presente numa dada cultura celular. A
extracdo pode definir-se em quatro etapas fundamentais, 1) rutura da membrana celular, 2)
desnaturacdo de proteinas nucleases, 3) inativacao das ribonucleases (RNases) endégenas
e a remocdo dos contaminantes (DNA e proteinas). No final da extracdo do RNA,
ressuspendeu-se o mesmo em 40 L de RNase-free water.

Seguidamente, realizou-se a quantificacdo do RNA extraido com recurso ao equipamento
NanoDrop-ONE (Thermo Scientific). Através deste foi possivel quantificar o RNA e avaliar a
sua pureza, tendo-se colocado um volume de 1 uL de amostra. Através das medi¢des da
absorvancia a 260 nm (Azso) determinou-se a concentracdo de RNA presente na amostra.
Além disso, foram também avaliadas as contaminacdes através da absorvancia a 280 nm
(A2s0) € a 230 nm (Azz), dado que estes sdo indicadores de contaminagbes pelo ido
fenolato, tiocianatos e outros compostos organicos no caso da Ax30'?* ou ainda por proteinas,
carbohidratos ou polifendis no caso da Azs'?°. Para a avaliacdo da pureza do RNA, esta foi
determinada através da razdo Azeo/Azso. Idealmente devera obter-se um valor proximo de 2

de RNA, dado que valores inferiores e superiores estdo associados a possiveis
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contaminagdes por proteinas, fendis ou sulfactantes!?®. No Apéndice | encontra-se descrita
a concentracdo de RNA (ng/uL) presente em cada amostra.

Seguidamente, utilizaram-se 2,0 uyg de RNA total para ser convertido em cDNA. Para esta
reacdo utilizou-se o kit “SuperScipt™ IV First-Strand Synthesis System” (Catalog Number:
18091050, Invitrogen™, Thermo Fisher Scientific Inc.) juntamente com primers de
hexdmeros aleatérios, num volume final de 20 uL, seguindo as instru¢des do fabricante. A
preparacdo desta reacdo e os volumes dos reagentes utilizados encontram-se descritos no
Apéndice Il

Por fim, utilizou-se o termociclador Bio-Rad iCyler®, com as seguintes condicfes: 25°C
durante 10 minutos (hibridagéo dos primers ou annealing), 37°C durante 30 minutos (sintese
de cDNA a partir do RNA total pela RT), 95°C durante 5 minutos e paragem a 4°C.

Para a sintese de cDNA do estudo dos miRNAs utilizou-se 0 miIRCURY LNA RT Kit (Catalog
Number: 339340, Qiagen) com o0s reagentes 5x Reaction Buffer, Nuclease free water,

Enzyme mix e UniSP6 Spike-in, estando a preparacdo desta reacdo descrita no Anexo 5.

3.6 Amplificacdo de cDNA por PCR guantitativo em tempo real (RT-gPCR)

O PCR quantitativo em tempo real (RT-gPCR) foi realizado no sistema de Detecdo de PCR
em tempo real CFX Connect™ (Bio-rad), tendo-se recorrido ao kit iTag™ Universal SYBR®
Green Supermix (Bio-Rad) e aos primers concretos para cada gene mencionados na Tabela
3.1. Realizaram-se triplicados para cada replicado biol6gico. Os primers para o estudo da
expressao génica foram elaborados pela equipa do H&TRC.

O procedimento e o fundamento desta técnica encontram-se descritos no Apéndice lll.

Tabela 3.1 — Sequéncia de primers utilizados na reacdo de PCR quantitativo em tempo real (estudo de genes).

Temper
Tam
. o . atura
Funcéo Gene Sequéncia do primer (5’ 2> 3’) anho )
melting
(pb)
(°C)
) Forward GAGTCAACGGATTTGGTCGTA 54,7
Housekeeping | GAPDH 295
Reverse GCAGAGATGATGACCCTTTTG 53,7
HBA Forward TCCCCACCACCAAGACCTAC 63 64,0
Reverse CCTTAACCTGGGCAGAGCC 62,0
HBB Forward GCACGTGGATCCTGAGAACT 117 62,0
Reverse GCCACCACTTTCTGATAGGC 62,0
Globinas
Forward TGGATGATCTCAAGGGCAC 58,0
HBG1 TTGCAGAATAAAGCCTATCCTT 258
Reverse 47,2
GA
HBG2 Forward GATGCCATAAAGCACCTGGAT 274 49,7
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G
TTGCAGAATAAAGCCTATCCTT
Reverse 47,2
GA

MYB Forward CCCAAGTCTGGAAAGCGTCA 130 57,5
Reverse | TTCGATTCGGGAGATAATTGGC 55,0
Forward GGTGTGATAGCCGAGAC 52,2

KLF1 164
o Reverse GCGTATGGCTTCTCCC 52,8

Sinalizagao

Forward ATTCGGCGTAGTACCC 51,0

BCL11A 191
Reverse CAACGGCTTCTTGGAG 50,4
Forward ACAAACCAGCATCCTGAACC 55,6

BGLT3 148
Reverse GTCTCATGTGCTGCACGTCT 57,7

Na Tabela 3.2 estdo descritos os primers utilizados para o estudo dos miRNAs, sendo estes

comercializados pela bioNova cientifica s.I.

Tabela 3.2 — Sequéncia de primers utilizados na rea¢do de PCR quantitativo em tempo real (estudo de miRNAS).

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

No presente estudo comparou-se a expressao génica entre as amostras. Para tal,
recolheram-se os dados obtidos no software CFX Manager (Cqs) € procedeu-se a analise
destes através da quantificacdo relativa de RNA por RT-gPCR Através desta € possivel
determinar a diferenca relativa entre a expressdo do gene de referéncia e a expressao do
gene em estudo. Utilizou-se o gene GAPDH (Glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase)
para normalizacdo dos dados. Assim, fez-se a normalizacédo dos valores de C, do gene de
interesse com os valores de Cy do gene GAPDH. Para o célculo da diferenca relativa entre

as expressoes génicas utilizaram-se as seguintes expressoes (através do método AACQ):

ACq(amostra) = Cq (gene de interesse) — Cq (GAPDH)
ACq(referéncia) = Cq (catibrador) = Cq (arpmy* AACq = ACq(amostra) = DCq(referéncia)
Quantificacao relativa =22Acq
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*No tratamento em ambas as concentragGes de Quercetina utilizou-se a solugdo veiculo (meio de cultura +
DMSO) como calibrador e nos restantes tratamentos utilizou-se o controlo negativo (células nao tratadas) como
calibrador.

Como ja referido, cada reacédo foi executada em triplicados de modo a aumentar o poder
estatistico do valor de C4 obtido em cada amostra. Posteriormente, analisou-se a média e o
desvio padrao dos valores obtidos dos trés replicados por cada réplica biolégica.

3.7 Analise estatistica

A andlise estatistica dos dados obtidos do nivel de expressdo génica na linha celular K562
foi realizada recorrendo ao software Microsoft Excel 365.

Avaliaram-se as diferengas significativas entre tratamentos e concentragcdes do mesmo
tratamento através do teste t, tendo-se definido p-value < 0,05 como valores

estatisticamente significativos.
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Capitulo 4 — Resultados

Sabe-se que as B-hemoglobinopatias se manifestam entre os primeiros 6 a 24 meses de
vida, sendo que nesse periodo di-se a troca da hemoglobina fetal para a hemoglobina
adulta**. Desde a descoberta que a HbF alivia a sintomatologia destas patologias, dado
gue retarda a polimerizacdo e aumenta a solubilidade da HbS em condi¢gbes desoxigenadas,
tentam-se descobrir solugcdes capazes de reverter o switch entre estas hemoglobinas*®.

No Switch da hemoglobina participam diversas proteinas reguladoras e varios miRNAs que
controlam os niveis de expressdo da HbF. Os genes sujeitos a regulacdo sdo as formas
adultas das Hemoglobinas (HBA e HBB) e as formas letais (HBG1 e HBG2), sendo os genes
reguladores, o MYB, o KLF1, o BCL11A e o BGLT3 que codificam fatores de transcricéo.
Quanto aos miRNAs, encontram-se 0s seguintes que podem regular quer diretamente os
genes que codificam a HbF como é o caso do miR-96-5p, quer indiretamente, através da
repressao dos niveis dos seus reguladores, como acontece com 0os miRNAs: miR-486-3p,
miR-34a-5p, miR-210-5p e miR-32-5p.

No presente estudo avaliaram-se os efeitos in vitro do extrato metandlico de folhas de Carica
papaya L. (EMFCP) e da quercetina na reativagéo transcricional dos genes HBG1 e HBG2,
gue levam a formacao da HbF.

Analisaram-se assim os padrdes de expressao de genes relacionados, como as globinas
(HBA, HBB, HBG1 e HBG2), os genes silenciadores da HbF (MYB, KLF1, BCL11A),
ativadores da HbF (BGLT3), e ainda o0s niveis de expressédo dos miRNAs reguladores (miR-
486-3p, miR-34a-5p, miR-210-5p, miR-32-5p e miR-96-5p).

A avaliagéo dos efeitos dos compostos foi estudada em células K562.

4.1. Viabilidade celular e proliferacao

Inicialmente exp06s-se as células K562 a concentracdo de 500 pg/mL do EMFCP, durante 3
dias, tendo-se de seguida medido a taxa de proliferacéo e a respetiva viabilidade celular.

A taxa de proliferacdo consiste no racio entre o nimero de células viaveis apds a exposicao
0 numero de células inicial (6,1 x 10%). A viabilidade celular é obtida através da divisdo do
namero de células viaveis pelo nimero total de células, multiplicando este resultado por 100,
obtendo assim uma percentagem.

Os resultados mostram que as células expostas a concentragdo de 500 pyg/mL apresentam
uma taxa de proliferacéo de 5,33 + 2,90, enquanto em células controlo (células ndo expostas
ao tratamento) o valor é de 12,30 + 1,16 (Figura 4.1). Quanto a viabilidade celular,

observaram-se efeitos negativos pois menos de 50% das células eram viaveis (44,8% =
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16,20), significando que esta concentracdo do extrato foi toxica para as células. Tendo em
conta os resultados da proliferacéo e da viabilidade celular, excluiu-se esta concentracdo de
EMFCP dos ensaios transcricionais, devido as evidéncias de citotoxicidade.

A (B) Viabilidade das células K562
QY Proliferacéo das células K562 _ 100
&
16,00 v 90
[
14,00 § 80 <
70
12,00 { 2 &
o =
3 1000 T 50
g 800 § 40
3 6,00 E 30
[ o
T 4,00 5 20
= g 10
8
2,00 E’ a
0,00 Controlo EMFCP 500 pg/mlL
Controlo EMFCP 500 pg/mL 72h 770E+01 4.48E+01

72h 12,30 5,33

Figura 4.1 — Efeitos do EMFCP na proliferacdo (A) e na percentagem de células viaveis (B).

Apos esta experiéncia inicial, expbs-se as células K562 durante 24h, a trés concentragdes
de EMFCP (0,5; 50 e 100 pg/mL) e a duas concentragbes de Quercetina (0,2 e 20 uM)
(previamente diluidas em DMSO). Como controlo positivo, utilizou-se a Hidroxiureia (HU) a
25 ug/mL, uma vez que este composto induz a expressio de HbF32,

Apbs o periodo de exposicao, determinou-se a proliferacéo e a viabilidade celular, podendo

observar-se na Figura 4.2 os resultados obtidos ao nivel da proliferagéo celular.

Racio de proliferagdo das células K562
3,50

3,00
250
2,00

1,50

1,00 1 [
0,50
0,00 .
RPMI EMFCP 0,5 EMFCP 50 EMFCP 100 Hidroxiureia RPMI + Quercetina  Quercetina
pg/mL pgémL pg/mL DMSO 0,2 pM 20 pMm
24h 2,35 2,12 2,48 2,156 0,90 2,40 1,95 0,97

Figura 4.2 — Efeitos do EMFCP e da Quercetina na proliferacao das células K562.

Proliferacdo das células K562 apés 24h de exposigdo ao meio de cultura RPMI (controlo), meio de cultura RPMI
+ DMSO (veiculo), EMFCP com concentragdo de 0,5 pg/mL; 50 ug/mL e 100 pyg/mL, e quercetina com a
concentracdo de 0,2 yM e 20 pM. As variagdes estatisticamente significativas em relacdo ao controlo s&o

avaliadas através do teste-t, sendo representadas como ***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05.

Observa-se que os racios de proliferacdo do EMFCP de 0,5; 50 e 100 100 pg/mL assumiram
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os valores 2,12; 2,48 e 2,15, respetivamente. Para as concentracdes de Quercetina de 0,2 e
20 uM, os racios de proliferacao foram de 1,95 e 0,97, respetivamente.

O maior aumento da proliferacdo celular deu-se agquando da exposicdo das células ao
EMFCP a concentracdo de 50 pg/mL.

Verificaram-se variacoes estatisticamente significativas na exposi¢cdo com a HU (p =0,021) e
com a quercetina a 20 uM (p =0,031), relativamente a diminuicdo da proliferacédo celular em
relacdo ao controlo negativo (meio de cultura) e a solugdo RPMI+DMSO, respetivamente.
Seguidamente avaliaram-se os potenciais efeitos citotdxicos do EMFCP e da quercetina nas

células K562, através do ensaio de excluséo por azul de tripano (Figura 4.3).

Viabilidade das células K562

Percentagem de células vivas
@
g

EMFCP 0,5 EMFCP 50 EMFCP 100 RPMI + Quercetina  Quercetina

RPMI Hidroxiureia

pg/mL pg/mL pg/mL DMSO 0,2 uym 20 pM
24h 90,02 94 33 89,22 84 42 82 41 95,18 91,40 88,99

Figura 4.3 - Efeito do EMFCP e da Quercetina na viabilidade das células K562.

Proliferacdo das células K562 ap6s 24h de exposi¢do ao meio de cultura RPMI, meio de cultura RPMI + DMSO,
EMFCP com concentragéo de 0,5 pg/mL; 50 pg/mL e 100 yg/mL, e quercetina com a concentracédo de 0,2 uM e
20 pM. As variagdes estatisticamente significativas em relagdo ao controlo sdo avaliadas através do teste-t,
sendo representadas como ***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05.

Analisando os resultados, verifica-se que para as varias doses do mesmo tratamento nao
existem variacdes estatisticamente significativas quanto a viabilidade celular. O mesmo se
verifica em relagdo as condi¢cbes experimentais e 0s respetivos controlo, ou seja, nao
existem diferencas estatisticamente significativas entre as células expostas ao EMFCP e o
controlo (meio de cultura RPMI), nem entre as células expostas a Quercetina e o respetivo
controlo (RPMI+DMSO).

Observa-se ainda que o RPMI+DMSO apresentou a maior taxa de viabilidade celular
(95,18% + 2,76) e que a HU afetou a viabilidade celular das células expostas a este

composto (82,41% + 4,69), tendo diminuido a mesma.
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4.2. Andlise da expressao génica das globinas

Através da analise dos resultados da expresséo relativa do gene HBA (Figura 4.4 — A e B)
verifica-se 0 aumento da expressdo do gene HBA na maioria dos tratamentos, exceto no
tratamento com a Quercetina a 20 yM, em que houve a diminuigdo da transcricdo deste
gene. Estes dados sdo mais evidenciados na Figura 4.4 — B correspondente a analise
relativa dos niveis de expressao sob a forma de Loga.

Os dados mostram que todas as concentracbes do EMFCP provocaram o aumento da
expressao deste gene, sendo este aumento estatisticamente significativo para o EMFCP a
0,5 pg/mL com p<0,0001 e a 50 ug/mL com p=0,040. O maior aumento transcricional
regista-se aquando da exposicdo ao EMFCP a concentragéo de 0,5 ug/mL (Log.FC (EMFCP
0,5 pg/mL) =3,791 £ 0,135), ultrapassando o valor obtido no controlo positivo (Log2FC (HU)
=0,885 + 0,275).
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Figura 4.4 - Efeitos do EMFCP e da Quercetina na expressao relativa do gene HBA.

Representacéo grafica da andlise por PCR quantitativo em tempo real do gene HBA apds exposicdo ao EMFCP,
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a Quercetina (Q) e a Hidroxiureia (HU). (A) Expresséo relativa (2-AACq + desvio padrdo), (B) Logz da expresséo
relativa (2-AACq + desvio padrédo) da expressao génica apds 24 horas de exposi¢ao ao EMFCP a 0,5 pg/mL, 50
pg/mL e 100 pg/mL e a Quercetina a 0,2 uM e 20 uM. O GAPDH foi utilizado como gene de referéncia e as
diferencas significativas da média da expresséo relativa e do Logz da expressao relativa, representadas como
*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, foram calculadas através do teste t.

Através da analise dos resultados da transcricdo do gene HBB (Figura 4.5 A e B) observa-
se 0 aumento da expressédo do gene HBB em todas as concentracbes de EMFCP e na HU,
enquanto se verifica uma diminuicdo da expresséo deste gene em ambas as concentracoes
de Quercetina.

A andlise do Log, da expresséao relativa do gene HBB (Figura 4.4 — B) evidencia estes
resultados mostrando que o EMFCP aumenta a expressao deste gene em todas as
concentracdes, sendo os aumentos estatisticamente significativos no EMFCP a 0,5 pyg/mL
(p<0,0001), no EMFCP a 50 ug/mL (p=0,029) e no EMFCP a 100 ug/mL (p=0,016).

O maior aumento transcricional do gene HBB verifica-se no EMFCP a 0,5 ug/mL (Log:FC
(EMFCP 0,5 ug/mL) =4,271 + 0,954), sendo este valor superior ao obtido na HU (Log,FC
(HU pg/mL) =1,492 + 0,424).
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Figura 4.5 - Efeitos do EMFCP e da Quercetina na expressao relativa do gene HBB.
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Representacéo grafica da analise por PCR quantitativo em tempo real do gene HBB apds exposigdo ao EMFCP,
a Quercetina (Q) e a Hidroxiureia (HU). (A) Expresséo relativa (2-AACq + desvio padréo), (B) Logz da expresséo
relativa (2-AACq = desvio padrdo) da expressao génica apos 24 horas de exposi¢cdo ao EMFCP a 0,5 pug/mL, 50
pg/mL e 100 pg/mL e a Quercetina a 0,2 uM e 20 uM. O GAPDH foi utilizado como gene de referéncia e as
diferencgas significativas da média da expressao relativa e do Logz da expressao relativa, representadas como

*p<0,05, **p<0,01 e **p<0,001, foram calculadas através do teste t.

Através da analise dos resultados da expressao relativa do gene HBG1 (Figura 4.6 — A e B)
verifica-se 0 aumento da expressédo do gene HBG1 no EMFCP na menor concentracao (0,5
pMg/mL), na Quercetina em ambas as concentragcdes e na HU. Ja o EMFCP com as
concentracgdes 50 ug/mL e 100 pug/mL tiveram um efeito inibitério na transcricdo do gene.
Estes resultados s&o estatisticamente significativos na Quercetina a 20 uM (p<0,0001) e na
HU (p<0,0001), sendo no tratamento com este Ultimo composto que se verifica 0 maior
aumento transcricional deste gene (Log.FC (HU) =1,867 £ 0,706).
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Figura 4.6 - Efeitos do EMFCP e da Quercetina na expressao relativa do gene HBG1.
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Representacéo grafica da andlise por PCR quantitativo em tempo real do gene HBG1 ap0s exposicdo ao
EMFCP, a Quercetina (Q) e a Hidroxiureia (HU). (A) Expressao relativa (2-AACq + desvio padrédo), (B) Logz da
expressao relativa (2-AACq + desvio padrao) da expressao génica apos 24 horas de exposi¢cdo ao EMFCP a 0,5
pg/mL, 50 pg/mL e 100 pg/mL e a Quercetina a 0,2 uM e 20 uM. O GAPDH foi utilizado como gene de referéncia
e as diferengas significativas da média da expresséo relativa e do Log2 da expressao relativa, representadas

como *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, foram calculadas através do teste t.

Observando os resultados obtidos do gene HBG2 (Figura 4.7 — A e B), todos os
tratamentos aumentaram a expressao deste gene.

Constata-se que o aumento da expressdo deste gene é estatisticamente significativo no
tratamento com EMFCP a 50 pg/mL (p=0,031) e no tratamento com ambas as
concentracdes de Quercetina (Q 0,2 uM p=0,005) e (Q 20 uM p=0,002). O maior aumento
da expressao génica é observado no tratamento com a HU (Log.FC (HU) =2,398 + 1,107).
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Figura 4.7 - Efeitos do EMFCP e da Quercetina na expressao relativa do gene HBG2.
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Representacéo grafica da andlise por PCR quantitativo em tempo real do gene HBG2 ap0s exposicdo ao
EMFCP, a Quercetina (Q) e a Hidroxiureia (HU). (A) Expressao relativa (2-AACq + desvio padréo), (B) Logz da
expressao relativa (2-AACq + desvio padrao) da expresséo génica apds 24 horas de exposi¢cdo ao EMFCP a 0,5
pg/mL, 50 pg/mL e 100 pg/mL e a Quercetina a 0,2 yM e 20 uM. O GAPDH foi utilizado como gene de referéncia
e as diferencas significativas da média da expressao relativa e do Log. da expressao relativa, representadas
como *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, foram calculadas através do teste t.

4.3. Andlise da expressao génica dos reguladores transcricionais da
HbF

Observando a analise transcricional relativa do gene MYB (Figura 4.8 — A e B), verifica-se o
aumento da expressdo do gene MYB no tratamento com todas as concentragbes de
EMFCP, enquanto as células expostas a Quercetina e & HU apresentam uma diminuigédo da
expresséao do gene.

O maior aumento transcricional do MYB deu-se nas células expostas ao EMFCP a
concentracdo de 100 pg/mL (Log-FC (EMFCP 100 pg/mL) = 1,289 £ 0,663).
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Figura 4.8 - Efeitos do EMFCP e da Quercetina na expressao relativa do gene MYB.

Representacéo grafica da analise por PCR quantitativo em tempo real do gene MYB ap6s exposi¢do ao EMFCP,
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a Quercetina (Q) e a Hidroxiureia (HU). (A) Expresséo relativa (2-AACq + desvio padrdo), (B) Logz da expresséo
relativa (2-AACq + desvio padrédo) da expressao génica apds 24 horas de exposi¢ao ao EMFCP a 0,5 pg/mL, 50
pg/mL e 100 pg/mL e a Quercetina a 0,2 yM e 20 yM. O GAPDH foi utilizado como gene de referéncia e as
diferencas significativas da média da expresséo relativa e do Logz da expressao relativa, representadas como

*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, foram calculadas através do teste t.

Analisando os resultados da expressao relativa do gene KLF1 (Figura 4.9 — A e B),
percebe-se que os tratamentos com o EMFCP em todas as concentracbes e a HU
provocaram o aumento da expressao deste gene, ao contrario da Quercetina, em ambas as
concentracoes utilizadas, sendo que a reducdo da expressao na Quercetina a 0,2 uyM é
estatisticamente significativa (p=0,013). O maior aumento transcricional aconteceu nas
células expostas ao EMFCP na concentragédo de 0,5 pg/mL (Log.FC (EMFCP 0,5 pg/mL)
=1,711 + 0,795).
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Figura 4.9 - Efeitos do EMFCP e da Quercetina na expressao do gene KLF1.

Representacéo grafica da analise por PCR quantitativo em tempo real do gene KLF1 apds exposi¢édo ao EMFCP,
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a Quercetina (Q) e a Hidroxiureia (HU). (A) Expresséo relativa (2-AACq + desvio padrdo), (B) Logz da expresséo
relativa (2-AACq + desvio padrédo) da expressao génica apds 24 horas de exposi¢ao ao EMFCP a 0,5 pg/mL, 50
pg/mL e 100 pg/mL e a Quercetina a 0,2 yM e 20 yM. O GAPDH foi utilizado como gene de referéncia e as
diferencas significativas da média da expresséo relativa e do Logz da expressao relativa, representadas como

*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, foram calculadas através do teste t.

Observando a andlise transcricional do gene BCL11A (Figura 4.10 — A e B), verifica-se a
reducao da expressao deste em todos os tratamentos.
Esta diminuicdo € estatisticamente significativa nas células expostas ao EMFCP na

concentracdo de 50 pyg/mL (p=0,021) e na Quercetina a 0,2 uM (p=0,004).
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Figura 4.10 - Efeitos do EMFCP e da Quercetina na expressédo do gene BCL11A.

Representacdo grafica da analise por PCR quantitativo em tempo real do gene BCL11A ap06s exposi¢do ao
EMFCP, a Quercetina (Q) e a Hidroxiureia (HU). (A) Expressao relativa (2-AACq + desvio padrédo), (B) Logz da
expressao relativa (2-AACq + desvio padrao) da expresséo génica apds 24 horas de exposi¢cdo ao EMFCP a 0,5
pg/mL, 50 pg/mL e 100 pg/mL e a Quercetina a 0,2 yM e 20 pM. O GAPDH foi utilizado como gene de referéncia
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e as diferengas significativas da média da expresséo relativa e do Log2 da expressao relativa, representadas

como *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, foram calculadas através do teste t.

Observando a expresséo relativa do gene BGLT3 (Figura 4.11 — A e B) para os diversos
tratamentos, verifica-se 0 aumento da expressdao no EMFCP a 0,5 pg/mL, em ambas as
concentracdes da Quercetina e na HU. Nas restantes concentracdes do EMFCP (50 e 100
pHg/mL) observa-se a diminuigdo da expressao deste gene.

Verifica-se que a concentragcado de 0,5 ug/mL aumentou a transcricao deste gene de forma
estatisticamente significativa (p=0,020). Para além disso, esta concentracdo apresenta ainda
0 maior aumento transcricional deste gene (Log.FC (EMFCP 0,5 pg/mL) =1,971 + 0,389),
sendo este valor superior ao observado nas células expostas ao controlo positivo (Log.FC
(HU) = 0,122 + 0,217).
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Figura 4.11 - Efeitos do EMFCP e da Quercetina na expressao do gene BGLTS3.

Representacdo grafica da analise por PCR quantitativo em tempo real do gene BGLT3 apds exposi¢cdo ao
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EMFCP, a Quercetina (Q) e a Hidroxiureia (HU). (A) Expressao relativa (2-AACq + desvio padrédo), (B) Logz da
expressao relativa (2-AACq + desvio padrao) da expresséo génica apds 24 horas de exposicdo ao EMFCP a 0,5
pg/mL, 50 pg/mL e 100 pyg/mL e a Quercetina a 0,2 yM e 20 yM. O GAPDH foi utilizado como gene de referéncia
e as diferengas significativas da média da expresséo relativa e do Log2 da expressao relativa, representadas

como *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, foram calculadas através do teste t.

4.4. Analise da expressao dos miRNAs reguladores pés-
transcricionais da HbF

Relativamente a analise transcricional do miR-486-3p (Figura 4.12 — A e B) nos diferentes
tratamentos, verifica-se a diminuicdo da expresséo deste miRNA em todas as concentra¢des
do EMFCP, tendo este composto o mesmo comportamento que a HU. J& aquando da
exposicao a Quercetina, verifica-se 0 aumento da expressao deste miRNA.
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Figura 4.12 — Efeitos do EMFCP e da Quercetina na expressao relativa do miR-486-3p.

Representacdo grafica da andlise por PCR quantitativo em tempo real do miR-486-3p apds exposicdo ao
EMFCP, a Quercetina (Q) e a Hidroxiureia (HU). (A) Expressao relativa (2-AACq + desvio padrdo), (B) Logz da
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expressao relativa (2-AACq * desvio padrao) da expressdo do miRNA apds 24 horas de exposicao ao EMFCP a
0,5 pyg/mL, 50 pyg/mL e 100 pg/mL e a Quercetina a 0,2 yM e 20 pM. O miR-423-3p foi utilizado como gene de
referéncia e as diferencas significativas da média do Fold change e do Log?2 fold change, representadas como

*p<0,05, **p<0,01 e **p<0,001, foram calculadas através do teste t.

Através da analise dos resultados do miR-34a-5p (Figura 4.13 — A e B) observa-se a
diminuicdo da expressdo do miR-34a-5p no EMFCP em todas as concentracdes e ha
Quercetina a 0,2 yM, tendo um comportamento semelhante da HU. Por outro lado, a
Quercetina a 20 uM provocou o0 aumento da expressao deste miRNA.

Verifica-se que a concentracao de 0,5 pg/mL do EMFCP reduziu a transcricdo deste miRNA
de forma estatisticamente significativa (p<0,0001), assim como a concentragdo de 20 uM da
Quercetina que provocou um aumento estatisticamente significativo do miR-34a-5p
(p=0,047).
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Figura 4.13 - Efeitos do EMFCP e da Quercetina na expressao relativa do miR-34a-5p.

Representacdo grafica da andlise por PCR quantitativo em tempo real do miR-34a-5p apés exposicdo ao
EMFCP, a Quercetina (Q) e a Hidroxiureia (HU). (A) Expressao relativa (2-AACq + desvio padrdo), (B) Logz da
expressao relativa (2-AACq * desvio padrao) da expresséo do miRNA apds 24 horas de exposi¢do ao EMFCP a

39



0,5 pug/mL, 50 pg/mL e 100 pg/mL e a Quercetina a 0,2 yM e 20 yM. 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.

Através da analise da expressédo relativa do miR-210-5p (Figura 4.14 — A e B) para o0s
diversos tratamentos, verifica-se a diminuicdo da expressao deste miRNA no EMFCP a 0,5 e
50 pg/mL, enquanto que nos restantes tratamentos (EMFCP a 100 pg/mL, Quercetina a 0,2
e 20 uM e a HU) se verifica o0 aumento da expressao do miR-210-5p. A HU diminuiu a
expressdo de forma estatisticamente significativa (p=0,010). Além disso, verifica-se ainda
gue a Quercetina a 0,2 UM apresenta 0 maior aumento transcricional deste miRNA (Log,FC
(Q 0,2 pM) =1,710 + 0,556).
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Figura 4.14 - Efeitos do EMFCP e da Quercetina na expressao relativa do miR-210-5p.

Representacdo grafica da andlise por PCR quantitativo em tempo real do miR-210-5p apds exposi¢cdo ao
EMFCP, a Quercetina (Q) e a Hidroxiureia (HU). (A) Expressao relativa (2-AACq % desvio padrdo), (B) Logz da

expressao relativa (2-AACq * desvio padrao) da expresséo do miRNA apds 24 horas de exposi¢do ao EMFCP a
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0,5 pug/mL, 50 pg/mL e 100 pg/mL e a Quercetina a 0,2 yM e 20 yM. 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.

Observando a andlise transcricional do miR-32-5p (Figura 4.15 — A e B), verifica-se a
diminuicdo da expressdo do miR-32-5p em todas as concentracdes do EMFCP, a
semelhanca da HU. J4 a Quercetina provocou o aumento da transcricdo deste miRNA,
sendo que 0 maior aumento acontece na concentragdo de 0,2 uM.

Verifica-se que o EMFCP a 0,5 diminuiu a expressdo deste miRNA de forma
estatisticamente significativa (p<0,0001), a semelhan¢a da HU (p=0,009). Por outro lado, a
Quercetina a 0,2 e 20 uM aumentaram de forma estatisticamente significativa a expressao

(p<0,0001 e p=0,039, respetivamente).
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Figura 4.15 - Efeitos do EMFCP e da Quercetina na expressao relativa do miR-32-5p.
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Representacédo gréafica da andlise por PCR quantitativo em tempo real do miR-32-5p ap6s exposi¢do ao EMFCP,
a Quercetina (Q) e a Hidroxiureia (HU). (A) Expresséo relativa (2-AACq * desvio padréo), (B) Logz da expressao
relativa (2-AACq * desvio padrao) da expressdo do miRNA apds 24 horas de exposi¢cdo ao EMFCP a 0,5 pg/mL,
50 pg/mL e 100 pg/mL e a Quercetina a 0,2 yM e 20 yM. 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.

Através da andlise transcricional do miR-96-5p (Figura 4.16 — A e B), observa-se a
diminuicdo da expressao do miR-96-5p em todas as concentragdes do EMFCP, assim como
no tratamento com a HU. J& em ambas as concentra¢des da Quercetina, ocorreu o aumento
da expressdo deste miRNA, sendo que gue o maior aumento transcricional acontece na
concentracao de 0,2 uM.

O EMFCP a 0,5 e a 50 pg/mL reduziram a expressao deste miRNA de forma
estatisticamente significativa (p<0,0001 e p=0,001, respetivamente). J& o tratamento com a
Quercetina em ambas as concentragdes provocaram um aumento estatisticamente

significativo da expresséo deste miRNA (p=0,08 em ambas as concentracoes).
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Figura 4.16 - Efeitos do EMFCP e da Quercetina na expressao relativa do miR-96-5p.
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Representacdo grafica da andlise por PCR quantitativo em tempo real do miR-96-5pp apds exposicdo ao
EMFCP, a Quercetina (Q) e a Hidroxiureia (HU). (A) Expresséo relativa (2-AACq * desvio padrado), (B) Logz da
expressao relativa (2-AACq * desvio padrao) da expressdo do miRNA apds 24 horas de exposigdo ao EMFCP a
0,5 pug/mL, 50 pg/mL e 100 pg/mL e a Quercetina a 0,2 yM e 20 uM. O miR-423-3p foi utilizado como gene de
referéncia e as diferencas significativas da média do Fold change e do Log?2 fold change, representadas como

*p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001, foram calculadas através do teste t.
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Capitulo 5 - Discusséo

Os objetivos deste estudo incidiram na avaliacdo do potencial de dois compostos naturais
(EMFCP e Quercetina) ao nivel da regulacdo da expresséo de genes das globinas, de genes
reguladores/silenciadores da HbF, e de miRNAs reguladores da HbF em células K562,
expostas ao EMFCP a 0,5; 50 e 100 pug/mL, a Quercetina a 0,2 e 20 uM e a 25 pyg/mL de
HU, durante 24 horas, tendo os mesmos sido atingidos.

No presente estudo foi possivel responder a questao cientifica colocada inicialmente sobre a
possibilidade do extrato de papaia atuar como potencial indutor da HbF, dado que os
resultados obtidos do EMFCP mostraram que este parece atuar a nivel transcricional e em
mecanismos pos-transcricionais na potencial indugéo da HbF.

Tendo em conta a alta incidéncia, mortalidade e morbilidade das B-hemoglobinopatias, a
pesquisa por novos agentes indutores de HbF com menos efeitos secundarios do que os
compostos ja existentes tem sido cada vez maior por parte da comunidade cientifica®. Para
além disso, as terapéuticas existentes apresentam algumas limitacbes, nomeadamente o
elevado custo, dificultando o seu acesso em paises subdesenvolvidos. Assim, torna-se
necessario o desenvolvimento de novas terapéuticas que melhorem a qualidade de vida
destes doentes, mas que garantam a acessibilidades dos tratamentos.

O desafio atual prende-se na descoberta dos mecanismos de acdo dos compostos indutores
da HbF. Assim, estudar-se 0s potenciais intervenientes das vias de regulacdo da HbF pode
ajudar a prever de que forma estas sdo modulados por estes compostos. A hidroxiureia é
um farmaco indutor da HbF, sendo o Unico farmaco aprovado pela FDA no tratamento da
doencga das células falciformes, através da inducéo da HbF*“.

Os compostos bioativos dietéticos tém a capacidade de alterar a expresséo génica através
de alteragbes ao nivel da estrutura da cromatina, ncRNAs e ativacdo de fatores de
transcricao’?’.

Atualmente, a indugdo farmacoldgica da HbF é uma das terapéuticas com maior potencial
no tratamento das B-hemoglobinopatias, destacando-se a HU, o farmaco mais viavel na
reativacdo da producdo da HbF3:14%, Contudo, o seu mecanismo de atuacdo nédo é
totalmente compreendido® 79149, Para além disso, a resposta ao tratamento pode diminuir
ao longo do tempo nalguns pacientes, para além dos efeitos adversos, como a potencial
toxicidade reprodutiva e leucopenia®"%14% sugerindo-se que o p38 MAPK seja das
principais proteinas de sinalizagdo utilizada para ativar diretamente a HbF em células
K56212%8,

Deste modo, é essencial a descoberta de novos agentes indutores de HbF. Numa revisao
cientifica realizada por Mukherjee e colaboradores, estes investigadores abordaram

compostos naturais que tém demonstrado aumentar a HbF significativamente, entre os quais
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a guercetina e o resveratrol'%.

Os extratos de folhas de C. papaya tém demonstrado aplicacbes na medicina tradicional
guanto ao tratamento de doencas, nomeadamente a maléria, dengue e a doenca das células
falciformes!®?1®, E fundamental avaliar-se o perfil de seguranca deste composto, de modo a
prever a sua citotoxicidade e determinar-se a dose segura para o uso humano. Tendo em
conta esta necessidade, no presente estudo avaliou-se inicialmente a proliferacdo e a
viabilidade do EMFCP em células K562, sendo que os resultados demonstraram que a
exposicao das células ao EMFCP a concentracdo de 500 pg/mL aparentou ser citotdxica,
tendo sido excluida. Ja as restantes concentracdes do EMFCP ndo mostraram indicios de
citotoxicidade, permitindo a continuagdo do estudo. E importante referir a exposicdo das
células ao EMFCP a concentracdo de 500 pg/mL teve uma duracgdo de 72h, ao contrario do
ensaio com os restantes tratamentos com uma duragdo de 24h. Assim, o menor racio de
proliferagdo no Grafico 4.2 em comparacdo com o Gréafico 4.1 parece dever-se a0 menor
tempo de exposicao, dado que as células K562 tiveram menos tempo para proliferarem.
Adicionalmente, um estudo realizado por Ismail e colaboradores demonstrou que doses de
extrato de folha de C. papaya superior a 2g/kg da massa corporal ndo demonstraram efeitos
toxicos, quando administradas oralmente em ratos durante 13 semanas**°.

A Quercetina é um flavono6ide abundante em vegetais e frutas e na C. papaya, sendo que
este composto induz a HbF0113115  Quanto ingerida através da dieta, a Quercetina
encontra-se em concentra¢cdes nanomolares (<100 nM) no plasma, enquanto que com a sua
suplementacdo a concentracdo deste composto pode aumentar, atingindo a gama
nanomolar alta ou a gama baixa do micromolar3,

No presente estudo expuseram-se as células a Quercetina nas concentracdes 0,2 e 20 uM e
os resultados demonstraram que a exposi¢do a Quercetina a 0,2 UM néo afeta a proliferacéo
celular, ao contrario da exposigcdo com a Quercetina a 20 uM, em que a proliferacdo é
afetada.

Os resultados da Quercetina a 20 pM estdo de acordo com um estudo de Srivastava e
colaboradores que demonstrou uma reducdo da proliferacdo celular com o aumento da
concentracdo da Quercetina®®?. Adicionalmente, ndo se observam efeitos citotoxicos nas
células expostas aos dois compostos (EMFCP e Quercetina), sendo benéfico quando
comparado com a HU, um indutor da HbF.

A expressdo da hemoglobina pode ser regulada a nivel epigenético — através de reguladores
da cromatina, transcricional — através de fatores de transcricdo, ou poés-transcricional —
mediada por miRNAs, controlando assim a expresséo das diversas globinas ao longo do
desenvolvimento humano?®°°41 Desta forma, no presente estudo analisaram-se, por um
lado os padrBes de expressao dos genes referentes as globinas, e por outro, 0s niveis de

expressao dos seus reguladores quando expostos aos compostos indicados.
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Através da analise dos resultados, observa-se que todas as concentracdes do EMFCP
aumentam a transcricdo dos genes HBA, HBB e HBG2, tendo um comportamento
semelhante ao tratamento com a HU. Por outro lado, o EMFCP aumenta a transcricdo do
gene HBG1 apenas na concentracdo de 0,5 pg/mL e nas restantes concentragfes mais altas
(50 e 100 pg/mL) parece inibir a expressdo deste gene, sendo que apenas a menor
concentracdo apresenta um comportamento semelhante da expressao do gene HBG1 com a
HU. Ja os resultados do gene HBA demonstraram que a Quercetina a 20 puM inibiu a
expressao deste gene, tendo um comportamento contrario a HU. Por outro lado, os
resultados obtidos do gene HBB demonstram que ambas as concentracfes da Quercetina
inibem a transcricdo deste gene, tendo também um comportamento contrario a HU.
Analisando a expressao dos genes HBG1 e HBG2 verifica-se que ambas as concentragdes
de Quercetina aumentam a transcricdo destes genes, tendo um comportamento semelhante
com a HU.

Em suma, se todas as concentra¢cdes do EMFCP ativam o HBA e HBB, este composto tem
potencial para tratar anemias, uma vez que aumenta a transcricdo dos niveis de
hemoglobina, ao contrario da Quercetina. Além disso, apenas o EMFCP a concentracéo de
0,5 pg/mL aumenta o HBG1 e HBG2, bem como ambas as concentracdes da Quercetina.
Tal significa que o EMFCP, para além de ter potencial no tratamento das anemias, tem
potencial para tratar as hemoglobinopatias, ao contrario da Quercetina que apenas tem
potencial no tratamento das hemoglobinopatias.

Até ao presente, tém sido descobertos diversos fatores de transcricdo como potenciais
intervenientes na regulacdo da HbF. Neste processo estdo envolvidos inUmeros genes,
destacando-se 0 MYB®3, o0 KLF1%** e 0 BCL11A™*, sendo estes descritos na literatura como
inibidores da HbF, ao contrario do gene nao codificante BGLT3, descrito como um ativador
da expresséo da HbF°,

Analisando os resultados dos genes silenciadores da HbF constata-se que o EMFCP induz a
expressdo dos genes MYB e KLF1 em todas as concentragbes. Contudo, nos dados do
MYB o EMFCP tem um comportamento diferente da HU, sendo estes resultados
discordantes de um estudo de Akinsheye e colaboradores que demonstrou que o aumento
da expressdo do MYB em células K562 inibiu a HbF*.

Quanto aos resultados do EMFCP no gene KLF1, estes tém um comportamento semelhante
guando comparados com a HU, o que ndo estd de acordo com um estudo realizado por
Zhou e colaboradores, que demonstram que a reduc¢do do KLF1 induz a expressdo da HbF,
uma vez que se trata de um inibidor da HbF*°. Este resultado pode explicar-se pelo EMFCP
nao ter tido tempo suficiente para inibir este gene e induzir a expressdo da HbF
consequentemente.

Relativamente aos resultados obtidos do gene BCL11A, verifica-se a inibicdo da expressdo
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deste gene em todas as concentragbes do EMFCP, tendo um comportamento semelhante a
HU. Estes resultados vao ao encontro com uma revisdo de Yin e colaboradores em que
afirmam que a redugdo do BCL11A provocou um aumento da HbF, dado que estamos
perante um inibidor da HbF?,

Analisando os resultados do gene BGLT3, verifica-se que apenas a concentracdo de 0,5
pg/mL do EMFCP aumenta a transcricdo deste gene, sendo que as restantes concentracfes
(50 e 100 pg/mL) provocam a diminuicdo da expresséo. Os resultados da concentracdo de
0,5 pg/mL do EMFCP séo idénticos aos da HU, estando de acordo com um estudo de Ivaldi
e colaboradores que a inibicdo do BGLT3 reduz a expressao da HbF em células K562, tendo
em conta que é um ativador da HbF>°,

Quanto aos dados da Quercetina, verifica-se que esta provoca a diminuigcdo da transcri¢cao
dos genes silenciadores da HbF (MYB, KLF1 e BCL11A) em ambas as concentracdes e
provoca o aumento da transcricdo do gene ativador da HbF (BGLT3). Os resultados deste
composto na expressdo do MYB sao idénticos aos da HU, estando de acordo com uma
revisdo de Adinew e colaboradores que afirma que os flavonéides podem modular a funcao
de miRNAs néo codificantes®, que por sua vez inibem o MYB, levando assim ao aumento
da HbF%. J4 os resultados dos genes KLF1 e BCL11A com este composto sdo diferentes
dos resultados obtidos com a HU (controlo positivo). Por outro lado, os resultados obtidos
para o gene BGLT3 com este composto sdo idénticos aos obtidos com a HU. Estes
resultados mostram que o KLF1 e o BCL11A parecem atuar na mesma via de inibicdo da
HbF, estando de acordo com estudos que referem que o KLF1 é o principal regulador do
BCL11A, ativando-o*.

Diversos estudos afirmam que a desregulacdo dos miRNAs aumenta a gravidade clinica da
doenca das células falciformes, podendo também ser regulados de forma a aumentar a
expresséo da HbF’°. Assim, no presente estudo analisaram-se os padrdes de expressdo dos
seguintes miRNAs envolvidos na regulagdo da HbF: miR-486-3p, miR-34a-5p, miR-210-5p,
miR-32-5p e miR-96-5p.

Os genes alvo dos miRNAs estudados, para além de se encontrarem descritos na literatura,
foram também analisados pelo portal de integracdo de dados miRDIP, tendo-se utilizado
uma classe de pontuacdo de filtragem de consenso de 1-5% (Classe muito alta e alta,
respetivamente)®’.

Relativamente ao miR-486-3p, que tem como alvo o gene BCL11A®%2, observa-se que todas
as concentragcdes do EMFCP aumentam a expressdo deste miRNA, sendo idéntico aos
resultados da HU. Comparando a expressdo deste miRNA com o seu alvo ndo se verifica
um padrdo de expressdo oposto, ndo estando de acordo com um estudo de Lulli e
colaboradores que demonstram que 0 aumento da expressdo do miR-486-3p inibiu a

expressdo do BCL11A®%2, Os resultados obtidos podem ser justificados pelo baixo valor de
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predicdo do BCL11A (0,36048357)'%"1%, apesar de existrem fortes evidéncias
experimentais para a validacdo deste!®*°, ou ainda, pelo facto do tempo de exposicdo do
ensaio néo ter sido suficiente.

Quanto aos resultados da Quercetina, observa-se que esta aumenta a expressdo do miR-
486-3p em ambas as concentracdes, traduzindo-se numa inibicdo da expresséo do BCL11A,
guando comparado com o alvo, verificando-se assim um padrdo de expressdo oposto,
confirmando desta vez os resultados no estudo de Lulli e colaboradores que demonstram
que o aumento da expressido do miR-486-3p inibe a expressédo do BCL11A%%, A diferenca do
comportamento da expresséo entre 0 EMFCP e a Quercetina pode dever-se ao facto da
Quercetina ser uma molécula isolada com um composto bioativo, ao contrario do EMFCP
gue é constituido por diversos compostos bioativos, podendo afetar de alguma forma os
resultados da expressao.

Em relagdo ao miR-34a-5p, que tem como alvo o BCL11A% e o MYB!*, observa-se que
todas as concentra¢cdes do EMFCP inibem este miRNA, a semelhanga da HU. Comparando
a expressao deste miRNA com a expressdo dos seus targets, detetam-se padrbes de
expressao opostos entre todas as concentracbes do EMFCP do miR-34a-5p e do MYB,
sendo que com a reducgéo da expressdo do miRNA verifica-se um aumento da expressao do
gene MYB, 0 que, por sua vez, se correlaciona com a diminuicdo da expresséo da HbF. Tal
esta em concordancia com um estudo de Ward e colaboradores em que foi demonstrado
pela primeira vez a capacidade do miR-34a aumentar a sintese de HbF em células K562°.
Analisando os resultados da Quercetina, observa-se que esta diminui a expressao do miR-
34a-5p na concentracdo de 0,2 UM, ao contrario da concentracdo de 20 uM onde ha o
aumento da expressdo deste miRNA. Comparando com estudos da literatura, ainda ndo é
claro de que forma a quercetina ou os seus metabolitos afetam a expressdo dos miRNAs4:,
A dificuldade de associacdo dos padroes de expressdo pode justificar-se pelos baixos
valores de predicdo dos genes BCL11A e MYB com os valores 0,441 e 0,565,
respetivamente!37138,

Os resultados do miR-210-5p, que tem como alvo o BCL11A'?, mostram que o EMFCP a
0,5 e 50 pg/mL diminuem a expressao do miRNA, ao contrario da HU. Ja4 o EMFCP a 100
pg/mL aumenta a expressdo deste miRNA. Estes resultados estdo de acordo com um
estudo de Gasparello e colaboradores em que os investigadores demonstram que o
aumento da expressdo do miR-210 provoca a inibicdo do BCL11A, e consequentemente ao
aumento da HbF2, Analisando os resultados da Quercetina, verifica-se o aumento da
expressao do miR-210-5p em ambas as concentragdes.

Comparando a expressdo deste miRNA com a expressdo dos seus alvos, detetam-se
apenas padroes de expressdo opostos entre ambas as concentracdes da Quercetina, onde

h& o aumento da expressdo do miR-210-5p e a diminuicdo da expressdo do BCL11A neste
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composto, confirmando os resultados obtidos por Gasparello e colaboradores!¥? A
dificuldade de associacdo dos padrbes de expressdo no EMFCP pode justificar-se pela
auséncia do valor de predicdo deste alvo, podendo os resultados obtidos para a Quercetina
ser meramente correlativos e ndo funcionais.

Relativamente ao miR-32-5p, que tem como alvo o BCL11A, verifica-se a redugéo da
expressao deste miRNA em todas as concentracdes do EMFCP, sendo idéntico aos
resultados obtidos com a HU. Comparando a expressao deste miRNA com o seu alvo
apenas ndo sdo detetados padrbes de exposicdo opostos neste composto. Os resultados
obtidos podem ser justificados pelo baixo valor de predicdo do BCL11A (0,633)37138,
Relativamente aos resultados da Quercetina, verifica-se que ambas as concentragoes
aumentam a expressado do miR-32-5p. Comparando a expressao deste miRNA com o seu
alvo encontra-se padrdes de exposi¢do opostos em ambas as concentracdes da Quercetina,
em que o aumento da expressao do miRNA provoca a diminui¢cdo da expressédo do BCL11A.
Os resultados do miR-96-5p que tem como alvo a HbF** mostram a reducéo da expresséo
deste miRNA em todas as concentracées do EMFCP, a semelhanca da HU. Comparando a
expressao do miR-96-5p com os seus alvos (HBG1 e HBG2), verifica-se um padrédo de
exposicao oposto entre 0 miRNA e o HBG2 em todas as concentra¢cdes do EMFCP. Tal est4
em concordancia com um estudo de Azzouzi e colaboradores que demonstra que 0 aumento
da expressao do miR-96 inibe a expressdo da HbF#,

Quanto aos dados da Quercetina, observa-se que ambas as concentracbes aumentam a
expressdo do miR-96-5p, ao contrario da HU. Tal estd de acordo com um estudo de
Nwaeburu e colaboradores que afirma que a quercetina regula o miR-96-5p
positivamente!*®. Comparando a expressdo do miRNA com os seus alvos ndo séo detetados
padrBes opostos de expresséo.

No presente estudo avaliaram-se assim dois compostos naturais (EMFCP e Quercetina) ao
nivel da inducéo da HbF. Na Tabela 5.1 encontra-se representada a sintese da agéo destes
compostos ao nivel da transcricao de varios genes codificantes e dos seus potenciais efeitos

na inducéo da HbF.
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Tabela 5.1 - Sintese dos efeitos do EMFCP e da Quercetina na transcricao de genes codificantes e a sua potencial

acdo na inducgédo da HbF.

Classe

Globinas

Genes
supressores
da HbF

Gene indutor
da HbF

Gene

HBA

HBB

MYB

KLF1

BCL11A

BGLT3

Transcrigcdo

EMFCP aumenta

Quercetina a 20 uM

inibe
EMFCP aumenta

Quercetina inibe

EMFCP aumenta

Quercetina inibe

EMFCP transcreve o
KLF1

Quercetina inibe o KLF1

EMFCP inibe o BCL11A

Quercetina inibe o
BCL11A

EMFCP a 0,5 pg/mL
transcreve o BGLT3

Quercetina transcreve o
BGLT3

Efeito na
HbF

Pode inibir

Pode induzir

Inibe

Induz

Inibe

Induz

Na Tabela 5.2 é possivel observar a sintese dos resultados da acdo do EMFCP e da

Quercetina nos niveis de miRNAs reguladores pos-transcricionais e as suas potenciais

consequéncias na indugéo da HbF.
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Tabela 5.2 - Sintese dos efeitos do EMFCP e da Quercetina na expressdo de miRNAs e os seus potenciais
efeitos na indugéo da HbF.

) Gene(s) . )
miRNA Transcricao Efeito na HbF
alvo(s)
EMFCP inibe Inibe
miR-486-3p BCL11A
Quercetina aumenta Induz
EMFCP inibe
Quercetina a 0,2 pM Inibe
miR-34a-5p BCL11A inibe
Quercetina a 20 uM
Induz
aumenta
EMFCP a 100
miR-210-5p BCL11A pg/mL aumenta Induz
Quercetina aumenta
EMFCP inibe Inibe
miR-32-5p BCL11A _
Quercetina aumenta Induz
HBG1l e EMFCP inibe Induz
miR-96-5p : .
HBG2 Quercetina aumenta Inibe

Dado que os resultados do tratamento com o EMFCP demonstram ter efeitos semelhantes
guando comparados com os da HU, especialmente a concentracdo de 0,5 ug/mL, coloca-se
a hipo6tese de que estes compostos atuam na mesma via de sinalizacao.

Por outro lado, sugere-se que a Quercetina atue por diferentes vias de sinalizacdo uma vez
gue esta aparentou ter diferentes efeitos quando comparada com os efeitos obtidos com o
EMFCP e com a HU. Esta hip6tese é concordante com a hipétese proposta por Pabuprapap
e colaboradores que afirmam que a Quercetina pode induzir a HbF ao sinaliza-la através da
via NRF2/ARE®, Na regido promotora dos genes HBG1 e HBG2 existem elementos
antioxidantes responsivos (ARE) que respondem ao stress celular interagindo com o Nuclear
factor-erythroid factor 2-related factor 2 (NRF2)!°, O NRF2 para além de regular a HbF,
regula ainda genes antioxidantes (HMOX1 e NQO1) que reduzem o stress oxidativo e
diminuem a patofisiologia da doenca das células falciformes!#’.

A Quercetina, um composto de polifendis de stress antioxidante, induz a expressédo do gene
NQOL1 através desta via de sinalizagédo, o que consequentemente induz a HbF.

Assim, a possibilidade do EMFCP e a HU atuarem na mesma via e o facto de que a
Quercetina aparente aumentar a transcricdo de genes ativadores da HbF e inibir a
transcricdo de genes inibidores da HbF leva-nos a afirmar que estes compostos tém

potencial para o tratamento das -hemoglobinopatias futuramente.
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Capitulo 6 — Conclusao

6.1 Conclusodes

No presente estudo analisaram-se os efeitos de dois compostos naturais (EMFCP e
Quercetina) na expressao génica das globinas (HBA, HBB, HBG1 e HBG2), de genes
reguladores da HbF (MYB, KLF1, BCL11A e BGLT3) e de miRNAs reguladores (miR-486-
3p, miR-34a-5p, miR-210-5p, miR-32-5p e miR-96-5p).

Em suma, obtiveram-se o0s seguintes resultados:

A proliferacdo celular em células expostas a estes compostos apenas é afetada no
tratamento com Quercetina a 20 uM;

Os compostos estudados nao apresentam sinais de citotoxicidade;

Todas as concentracdes do EMFCP afetam a expressdo da HbF, porém os resultados
obtidos a concentracéo de 0,5 pg/mL séo os estatisticamente mais significativos;

Ambas as concentracdes da Quercetina utilizadas neste estudo afetam a transcricdo da
HbF, sendo que a concentracdo de 20 uM aparenta ter um maior efeito na expressdo da
HbF. Contudo, os resultados obtidos na concentracdo de 0,2 uM sdo os estatisticamente
mais significativos;

Através deste projeto preliminar é possivel ter outra perspetiva sobre o potencial de
compostos naturais como potenciais moduladores da HbF. Os resultados obtidos de ambos
0S compostos no aumento da expressdo de genes ativadores da HbF e na inibicdo dos
inibidores deste gene trazem mais possibilidades na terapéutica das hemoglobinopatias, no
sentido de ser um futuro método de tratamento mais acessivel e eficaz, quando comparado

com os métodos existentes.

6.2 Perspetivas futuras

Diversos estudos demonstram o potencial dos miRNAs no tratamento das
hemoglobinopatias, uma vez que estes séo capazes de se ligarem aos repressores da HbF,
inibindo-os!®. Contudo, sdo necessarios mais estudos concretos que avaliem os
mecanismos moleculares da acdo dos miRNAs bem como a identificacdo dos seus alvos.

Num estudo futuro, podera ser interessante a utilizacdo de outras concentracdes dos
compostos estudados e de maiores tempos de exposicdo, de modo a identificar-se

potenciais doses seguras e eficazes na inducdo da HbF.
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Poderdo também analisar-se quais os componentes em concreto do EMFCP que provocam
a transcricdo da HbF. O isolamento destes compostos poderia ser realizado através de
diferentes técnicas cromatogréficas, sendo a cromatografia em coluna a aberta a mais
utilizada no isolamento dos componentes de extratos, seguido de testes bioldgicos*.

Além disso, podera também estudar-se quais os componentes em concreto do EMFCP que

provocam a transcricdo da HbF.
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Capitulo 8 — Anexos

Anexo 1: Descongelacéao celular

Procedimento

1. Aguecer o meio de cultura a 37°C na estufa, enquanto se ligam os raios UV na camara de
biosseguranca (durante 15 a 25 minutos);

2. Descongelar as células na estufa a 37°C (ndo usar banho-maria para se evitar
contaminacoes);

3. Passar as células do criotubo para um Falcon de 15 mL com uma pipeta P1000;

4. Colocar lentamente (gota a gota) 10 mL de meio no Falcon;

5. Centrifugar o Falcon durante 5 minutos a 1500 rpm;

6. Descartar o sobrenadante (manter o pellet celular) e colocar 5 mL de meio no Falcon de
15 mL, fazendo up and down lentamente;

7. Colocar num frasco de 75 cm? (T-75) - 10 mL de meio e 5 mL de células do Falcon de 15
mL previamente preparado;

8. Ap6s homogeneizacgéo para distribuicdo uniforme das células, colocar o frasco de 75 cm?
(T-75) na estufa a 37°C e com 5% de CO2;

9. ApoOs 24 a 48 horas, verificar a confluéncia celular e realizar a mudanga do meio.
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Anexo 2: Passagem de células em suspensao

Procedimento

. Observar ao microscopio invertido a confluéncia das células;

. Resuspender células no meio e transferir para um Falcon de 15 mL;
. Centrifugar tubo a 1500 rpm durante 5 min.;

. Descartar sobrenadante e colocar cerca de 10 mL de PBS;

. Centrifugar tubo a 1500 rpm durante 5 min.;

. Descartar PBS e colocar cerca de 2-3 mL de meio no Falcon;

. Num frasco de 75 cm? (T-75) colocar 10 mL de meio novo;

. Retirar do Falcon 100 uL para um eppendorf para proceder-se a contagem de células;

© © ~N o U A W N P

. Colocar o resto do contetdo do Falcon para o novo frasco, agitar ligeiramente, visualizar

no microscopio e por fim colocar as células na estufa.
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Anexo 3: Contagem de células com azul de tripano

Procedimento
1. Remover 100 uL da suspensao celular para um eppendorf;
2. Adicionar igual volume da solucdo de azul tripano a 0,4% (fator de diluicdo = 2) e
homogeneizar através da pipetagem;
3. Bafejar a lamela para a hidratar, colocando-a sobre a camara de Newbauer, em
movimentos suaves e com ligeira pressao, para que ocorra adesao;
4. Pipetar a solucéo preparada entre a lamela e a cAmara (cerca de 5 a 10 uL), visualizando
a caAmara no microscopio invertido com ampliagédo de 20x;
5. Contar o nimero de células viaveis (vistas como células brilhantes, sem tonalidade e com
membrana intacta) e de células néo viaveis (tom azulado), anotando o nimero do quadrante
no qual se contam;
6. Calcular a taxa de proliferacéo e percentagem de viabilidade celular através das seguintes
equacgoes:
10*

e Contagem de células vidveis (células/mL) =

Numero de células viaveis em cada quadrante e~
= d X Fator diluicdo (2) x 10%

Numero de quadrantes onde se contaram as células viaveis

*Sabendo que a camara de Newbauer esta dividida em 9 quadrados principais, cada um com
0,1mm? de area e que a profundidade desta é de 0,1mm, cada um dos quadrados onde se

contam as células terd 0,1mm? pelo que o fator de converséao para mL é de 10000 (ou 10%).

Contagem de células viadveis

° i a0 =
Taxa de prollferag:ao Numero inicial de células em cada pogo (1X105)

T Numero total de células viaveis
o Percentagem de viabilidade (%) = ~—————————""= x 100
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Anexo 4: Extracdo de RNA

Procedimento

1. Descongelar as amostras celulares e centrifugar 5 minutos a 2000 rpm. Remover
cuidadosamente o sobrenadante.

2. Adicionar 700 pL de QIAzol Lysis Reagent. Vortexar ou pipetar para cima e para baixo
varias vezes.

3. Homogeneizar num vortex durante 1 minuto.

4. Incubar o tubo contendo o homogeneizado a Ta (15-25°C) durante 5 minutos.

5. Adicionar 140 pL de cloroférmio ao tubo contendo o homogeneizado e fechar bem a
tampa. Agitar o tubo vigorosamente durante 15 segundos.

6. Incubar o tubo contendo 0 homogeneizado a Ta durante 2-3 minutos.

7. Centrifugar a 12.300 rpm durante 15 minutos a 4°C.

8. Transferir a fase aquosa para um novo tubo coletor. Adicionar 525 pL de etanol 100% e
misturar bem pipetando para cima e para baixo varias vezes. Nao centrifugar.

9. Pipetar até 700 uL da amostra, incluindo qualquer precipitado que se tenha formado, para
uma “RNeasy Mini spin column” acoplada a um tubo coletor de 2 mL. Fechar a tampa
suavemente e centrifugar a 210,000 rpm durante 1 minuto a Ta. Descartar o filtrado.
Reutilizar o tubo coletor para o passo 10.

10. Repetir o passo anterior com a amostra restante. Reutilizar o tubo coletor para o passo
11. Adicionar 700 pL de Buffer RWT a “RNeasy Mini spin column”. Fechar a tampa
suavemente e centrifugar durante 1 minuto a 210,000 rpm. Descartar o filtrado. Reutilizar o
tubo coletor para o passo 12.

12. Pipetar 500 pL de Buffer RPE na “RNeasy Mini spin column”. Fechar a tampa
cuidadosamente e centrifugar durante 1 minuto a 210,000 rpm para lavar a coluna.
Descartar o filtrado. Reutilizar o tubo coletor para o passo 13.

13. Repetir a lavagem com 500 pL de Buffer RPE a “RNeasy Mini spin column”. Fechar a
tampa suavemente e centrifugar durante 2 minutos a 210,000 rpm para secar a membrana
da “RNeasy Mini spin column”. Descartar o filtrado.

14. Centrifugar a velocidade méaxima durante 1 minuto para remover restos de tampao.

15. Transferir a “RNeasy Mini spin column” para um novo tubo coletor de 1,5 mL. Adicionar
40 pL de RNase-free water diretamente na membrana da “RNeasy Mini spin column”.
Fechar a tampa suavemente e centrifugar durante 1 minuto a 210,000 rpm para eluir o RNA.
16. Guardar o RNA a -80°C.
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Procedimento adaptado de:

GmbH, Q. (2020). miRNeasy Mini Handbook. Qiagen, (January), 1-50. Retrieved from
http://www.qgiagen.com/products/rnastabilizationpurification/microrna/mirneasyminikit.aspx%5
Cnpapers3://publication/uuid/90E2FFEA-954B-4D77-AD8C-F45C2A2DC324
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Anexo 5: Reacao sintese de cDNA (estudo dos miRNA)

Procedimento

Manter os reagentes e reagdes no gelo (4°C).

Ajustar cada uma das amostras de RNA do template para uma concentragdo de 5 ng/pl
utilizando nucleasse free water.

Preparar os reagentes

Configuracéo da reacédo de transcriptase reversa (2 pl de amostra + 8 ul de master mix):

Tabela 8.1 — Volumes dos reagentes utilizados na reagao sintese de cDNA.

Reagentes Volume (pl)
5x Reaction buffer 2
Nuclease free water 4,5
Enzyme mix 1
UniSp6 Spike-in 0,5
RNA total do template (10 ng/ pl) 2

*no kit recomenda-se adicionar 1 yl de spike-in sintético (108 cépias/ul) a 20 ng de RNA

5.  Vortexar ou pipetar up and down.

6. Incubar durante 60 min a 42°C. Inativar o calor da transcrigéo reversa durante 5 min a
95°C. Arrefecer imediatamente a 4°C.

7. Armazenar a 4°C ou congelar.
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Capitulo 9 — Apéndices

Apéndice I: Quantificacdo de RNA

Tabela 9.1 - Resultados da quantificacdo do RNA presente nas amostras celulares.

Amostra Concentracéo Aze0/A2s0 Aze0/A230
(ng/pL)

EO5A 530,53 1,987 2,118
EO05B 492,808 2,08 2,051
EOS5C 427,749 2,065 2,137
E 50 A 472,072 2,069 1,905
E 50 B 309,89 2,042 2,063
E50C 319,472 2,043 1,201
E 100 A 341,811 2,048 2,002
E 100 B 293,286 2,027 1,777
E100C 318,298 2,022 1,65
C-A 412,486 2,038 1,752
C-B 397,621 2,043 1,872
C-C 461,224 2,079 1,792
QO0,2A 397,149 2,037 1,656
Q0,2B 461,622 1,986 1,856
Q0,2C 411,457 1,984 1,561
Q20A 417,564 1,991 1,646
Q20B 310,022 1,962 1,596
Q20C 433,205 2,018 1,762
HU A 421,517 2,017 0,952
HU B 297,683 2,057 2,129
HUC 389,352 2,052 0,821
VA 496,418 1,960 1,844
V B 337,341 1,912 1,309

vVC 584,308 1,960 1,58
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Apéndice Il: Reacédo sintese de cDNA (estudos dos genes codificantes)

Preparacdo da reacao

1. Em tubos de PCR de 0,5 mL adicionou-se um por um todos os reagentes conforme

descrito na Tabela 9.2.

Tabela 9.2 - Volumes dos reagentes utilizados na reacéo.

Reagentes Volume (uL)
50 ng/pl random hexamers 1
10 mM dNTP mix (10 mM cada) 1
Template RNA Até 11
DEPC-treated water Até 13

2. Sujeitou-se os tubos a uma breve centrifugacdo, de forma a homogeneizar todos os
constituintes, e de seguida colocou-se no termociclador Bio-Rad iCycler® durante 5 minutos
a 65°C. ApOs este processo incubou-se os tubos em gelo durante pelo menos 1 minuto.

3. Preparou-se a mistura de reagédo conforme descrito na Tabela 9.3.

Tabela 9.3 - Volumes dos reagentes utilizados na mistura de reacéo.

Reagentes Volume (pL)
5x SSIV Buffer 4
100 mM DTT 1
Ribonuclease Inhibitor 1
SuperScript™ IV Reverse 1

Transcriptase (200 U/pL)

4, Apo6s adicionar-se o volume correspondente da mistura de reacdo em cada strip, estes
foram colocados no equipamento CFX ConnectTM Real-Time PCR Detection System

(BioRad) programado com as condi¢cBes apresentadas na Tabela 9.4.

Tabela 9.4 - Temperaturas e tempos utilizados na reacéo de sintese de cDNA.

Temperatura Tempos
23°C 10 minutos
50°C 10 minutos

80°C 10 minutos
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Apéndice lll: Principio da técnica de PCR quantitativo em tempo real e

respetivo procedimento

A técnica de PCR (Polymerase chain reaction) inventada por Kary Mullis em 1983, permite a
sintese de fragmentos especificos de DNA através da utilizacdo da enzima DNA-polimerase,
que participa na replicacdo do material genético celular'?#12°, Além disso, estdo envolvidos
outros componentes, nomeadamente Desoxirribonucleotideos Fosfatados (ANTPs), primers
especificos (forward e reverse), para além dos fragmentos de DNA ou cDNA que se
pretendem amplificar'?*,

Os tubos que contém esta reacdo de mistura sdo entdo submetidos a ciclos de temperatura
repetitivos e este processo € dividido em trés fases que ocorrem a diferentes temperaturas:
fase de desnaturacdo (separagdo das cadeias), annealing (unido dos primers) e extensédo
(sintese de novas cadeias), obtendo-se uma amplificacdo exponencial'?.

A descoberta do PCR permitiu inameros desenvolvimentos cientificos, nomeadamente a
sequenciagdo do genoma, a determinacdo da paternidade e o diagndstico de doencgas
infeciosas!®®.

O PCR guantitativo em tempo real (QPCR) gera resultados quantitativos e permite
acompanhar a reagdo e o0s resultados com maior precisdo e menos tempo,
comparativamente com o PCR convencional'®. Além disso, permite um melhor controlo de
qualidade e o risco de contaminacéo é menor%,

O gPCR é definido como uma técnica que permite a quantificacdo da expressédo de genes
de interesse em tempo real, podendo ser aplicado a culturas celulares'?®. Para tal, é
necessario extrair o RNA e converté-lo em cDNA através da transcricdo reversa, para ser
utilizado como molde na reacdo de Qpcr?°,

O gPCR pode ser dividido em 4 etapas: fase inicial, fase exponencial, fase linear e a fase
plateau®?’ (Figura 9.1).
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Figura 9.1 - Fases da curva de amplificagcdo do gPCR (inicial, exponencial, lienar e plateau) da quantidade
relativa de fluorescéncia emitida em funcdo do nimero de ciclos. O ciclo de quantificacdo (Cq) representa o
namero de ciclos necessarios para que o final fluorescente seja superior a fluorescéncia de fundo, sendo
inversamente proporcional a quantidade de amostra inicial. Adaptado de [127].

A intensidade da fluorescéncia emitida aquando da ligagcdo do corante e da cadeia dupla de
DNA aumenta proporcionalmente a quantidade do produto de PCR no interior dos tubos!?,
Os valores da fluorescéncia de cada ciclo séo registados e representam a quantidade de
DNA amplificado'®. Para tal, € necessario um sistema com um corante fluorescente e um
termociclador que detete a fluorescéncia, de modo a detetar e quantificar o DNA de
interesse'?,

De forma a normalizar os resultados obtidos pode-se utilizar a quantificacdo absoluta e
quantificacao relativa, sendo que a primeira determina dos niveis de expressdo em amostras
desconhecidas, enquanto através da relativa é possivel determinar a diferenca relativa entre

a expressao do gene de referéncia e a expressado do gene de interesse?%130,

Preparacéo da mistura de reacdo (estudo dos genes)

1. Preparou-se a mistura conforme descrito na Tabela 9.5. Para a amplificagdo de cada
gene colocaram-se rodos 0s componentes, a exce¢cdo do cDNA na mistura de reacao.
Como controlo positivo utilizou-se agua (NTC — No Template Control) de modo a validar

os resultados.

Tabela 9.5 - Reagentes utilizados na reagcdo de q°PCR (mMRNA).

Reagentes Volume (pL)
iTaq Universal SYBR Green Supermix (2x) 10
Primer Forward (200/300 nM) 0,6
Primer Reverse (200/300 nM) 0,6
H20 8,3
CcDNA 0,5
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Volume final 20

Nota: O reagente iTaq Universal SYBR Green Supermix (2x) € um reagente comercial para ensaios de qPCR,
contendo um corante fluorescente (SYBR Green), a enzima iTag DNA polymerase, dNTPs e MgCl.. A este reagente é
necessario adicionar a cadeia molde de cDNA a amplificar e os primers (forward e reverse) especificos do gene de
interesse.

2. Apos a adicdo do volume correspondente da mistura de reacdo em cada strip, adicionou-
se 0 cDNA nos tubos de PCR correspondentes.

3. Dividiu-se o volume de cada tubo de PCR por 3 pocos (triplicados) de uma placa de 96
pocos. Apds o0 seu preenchimento de acordo com o esquema da experiéncia, esta foi
centrifugada e posteriormente colocada no equipamento CFX Connect™ Real-Time PCR

Detection System (BioRad) programado com as condi¢des apresentadas na Tabela 9.6.

Tabela 9.6 - Condic¢des de amplificacéo da reacdo de qPCR (mRNA).

Ciclos Fase Temperaturas (°C) Tempos

1 Desnaturagao 95 2 minutos
Desnaturacao 95 30 segundos
40 Annealing 55 30 segundos
Alongamento 72 40 segundos

1 Alongamento 72 5 minutos

Preparacéo da mistura de reacdo (miRNAS)

1. Diluiram-se as amostras de cDNA (1:40) em nuclease free water e centrifugaram-se 0s
tubos;
2. Preparou-se a mistura conforme descrito na Tabela 9.7. Para a amplificacdo de cada

miRNA colocaram-se todos os componentes, a exce¢do do cDNA na mistura de reacao;

Tabela 9.7 — Reagentes utilizados na reacdo de gPCR (miRNAS).

Reagentes Volume (pL)
iTaq Universal SYBR Green Supermix (2x) 5
PCR primer mix 1
Template de cDNA diluido 4
Volume final 10
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3. Dividiu-se o volume de cada tubo de PCR por 3 pocos (triplicados) de uma placa de 96
pocos. Apds o0 seu preenchimento de acordo com o esquema da experiéncia, esta foi
centrifugada e posteriormente colocada no equipamento CFX ConnectTM Real-Time
PCR Detection System (BioRad) programado com as condi¢des apresentadas na Tabela
9.8.

Tabela 9.8 — Condigdes de amplificacdo da reagdo de qPCR (miRNAS).

Ciclos Fase Temperaturas (°C) Tempos
1 Desnaturagao 95 10 minutos
N 95 10 segundos
50 Amplificagéo

60 1 minuto
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