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Resumo

Cancro é o termo genérico para nos referirmos a totalidade dos tumores malignos. Esta
doenca é responséavel por cerca de 8 milhdes de mortes por ano em todo o mundo,
sendo que este numero tem vindo a aumentar de ano para ano tornando-se uma

prioridade a procura de terapias para cancro cada vez mais especificas.

A via de sinalizacdo mTOR encontra-se alterada em mais de 70% dos cancros que
surgem atualmente incluindo cancro gastrico que evidencia grandes alteracfes nesta
via. A proteina mTOR esta inserida na via PISK/AKT/mTOR, dividindo-se em dois
complexos (MTORC1 e mTORC2) e desempenha um papel fundamental sendo
responsavel pela regulagdo do crescimento celular, proliferacdo, sobrevivéncia e
sintese proteica. Alteracbes nesta via estdo muitas vezes associadas com a

tumorigénese, angiogénese, crescimento tumoral e metastizagéao.

Atualmente sdo usadas drogas que inibem mTOR a base de rapamicina (rapalogs) na
terapia de varios tumores, no entanto sdo conhecidas varias limitagdes deste tipo de
inibidores devido aos seus mecanismos de feedback, a seletividade tumoral, e
instabilidade enziméatica (funcionam principalmente como citoestaticos). Apesar da
existéncia de novas geracdes de inibidores, estes ainda se encontram em fase de teste

nado sabendo ainda qual o seu efeito clinico.

Neste projeto utilizou-se um Vivo-morfolino contra mTOR bloqueando a sua agdo em
linhas celulares de cancro gastrico. Foram realizados ensaios de proliferacédo, cujo
resultados preliminares sugerem um aumento da morte celular e diminuigdo geral da
proliferac&o celular. Para além disso verificou-se que o tratamento com o Vivo-morfolino

induziu altera¢des da morfologia celular.

Verificando a efetividade do bloqueio da via mTOR com o Vivo-morfolino podemos abrir
portas para o desenvolvimento de inibidores de mTOR mais dirigidos e eficazes no
tratamento de varios tumores, levando assim a um aumento da sobrevivéncia e

gualidade de vida dos doentes.

Palavras-Chave: Via de sinalizacgdo mTOR; Cancro Gastrico; Morfolino; Inibicao

MTOR; Diminuicdo da expressao proteica.



Abstract

Cancer is the generic term for all malignant tumors. This disease is responsible for about
8 million deaths per year worldwide, and this number has been increasing from year to

year making it a priority to seek therapies for cancer more and more specific.

The mTOR signaling pathway is altered in more than 70% of cancers that currently
appear, including gastric cancer that shows major changes in this pathway. The mTOR
protein is inserted in the PI3K / AKT / mTOR pathway, dividing into two complexes
(MTORC1 and mTORC2) and plays a fundamental role being responsible for the
regulation of cell growth, proliferation, survival and protein synthesis. Changes in this
pathway are often associated with tumorigenesis, angiogenesis, tumor growth and

metastasis.

Currently, drugs that inhibit rapamycin-based mTOR (rapalogs) are used in the treatment
of various tumors, however several limitations of this type of inhibitor are known due to
their feedback mechanisms, tumor selectivity, and enzymatic instability (they function
mainly as cyto-static). . Despite the existence of new generations of inhibitors, they are

still in the testing phase, not yet knowing what their clinical effect is.

In this project, a Vivo-morpholino against mTOR was used, blocking its action in gastric
cancer cell lines. Proliferation assays were carried out, whose preliminary results
suggest an increase in cell death and a general decrease in cell proliferation. In addition,

it was found that treatment with Vivo-morpholino induced changes in cell morphology.

By verifying the effectiveness of the blockade of the mTOR pathway with Vivo-
morpholino, we can open doors for the development of more targeted and effective
MTOR inhibitors in the treatment of various tumors, thus leading to increased survival

and quality of life for patients.

Key words: mTOR signaling pathway; Gastric Cancer; Morpholino; MTOR inhibition;

Decreased protein expression.
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|- Introducao

O cancro € atualmente a segunda maior causa de morte no mundo e, foi devido a esta

condigéo que se estimou cerca de 96 milhdes de mortes em 2018. (Organization, 2020)

De acordo com os dados da agéncia da Organizacdo Mundial de Saude (OMS), um
quarto da populacdo em Portugal estd em risco de desenvolver cancro até aos 75 anos
e 10% corre risco de morrer de doenga oncoldgica (Organization, 2020). Em termos de
mortalidade, o cancro do pulm&o é o mais mortal em Portugal, tal como acontece a nivel
mundial, seguido do cancro do cdlon, do estbmago e da préstata, estando o cancro da

mama em quinto lugar (Organization, 2020). (Tabela 1.1)

Tabela 1.1Numero de mortes devido aos 4 cancros mais prevalentes em 2019 (fonte: American Cancer
Society. Cancer Facts & Figures 2019. Atlanta: American Cancer Society; 2019. Acesso em Maio 2020 )

Estimated Number of Deaths for the Four Major Cancers by Sex and Age Group, 2019

All ages Younger than 45 45 and Older Younger than 65 65 and Older
All sites

Male 321,670 490 313,180 Y7010 224 660

Female 285,210 9,630 275,580 85,040 200,170
Colon & rectum

Male 27.640 QR0 26.660 9.710 17.930

Female 23380 740 22.640 6460 16,920
Lung & bronchus

Male T6.650 580 76,070 21,620 55,030

Female 66020 560 65,460 17,220 45,800
Breast (female) 41760 2,340 39.420 16,860 24,900
Prostate 31620 - * 3450 28,170

Apesar de todos os esforcos da comunidade médico-cientifica ainda ndo se conseguiu
adotar uma terapéutica standard que englobe todos os tipos de tumores devido a

complexidade de cada tipo (De Palma & Hanahan, 2012).

Os protocolos e esquemas terapéuticos para os diversos tipos de tumores muitas vezes
ndo conseguem responder eficazmente a todos os grupos de doentes, estando em
constante promoc&o de novas descobertas de prevenir, detetar e tratar de forma mais

especifica e seletiva o cancro, tendo sempre em vista a qualidade de vida do utente



durante o tratamento. Sendo que € neste momento adotado um modelo de tratamento

direcionado a cada tipo de tumor (De Palma & Hanahan, 2012).

Médicos e cientistas tém vindo adotando o lema “cada caso € um caso”, tornando-se
imprescindivel a adocdo de modelos terapéuticos mais complexos e inovadores,
distanciando-nos da desatualizada quimioterapia/radioterapia focalizando-nos na
terapia dirigida. Seguindo esta linha de raciocinio cada vez mais a comunidade cientifica
aposta nos métodos moleculares como ferramenta para o diagnostico e terapéutica de
um vasto leque de tumores, reduzindo assim de forma drastica a mortalidade e

aumentando a sobrevivéncia do doente (Mills, et al., 2003).

Estas novas técnicas trouxeram consigo a possibilidade de clonar e sequenciar genes,
de estudar a sua expressao in vitro e in vivo, de os introduzir em linha celulares ou
mesmo em células germinais de animais, de deduzir facilmente os produtos que
codificam e obter as respetivas proteinas em quantidades virtualmente ilimitadas
(Pereira, 1991).

O poder desta versatilidade tecnolégica ndo se esgotou na investigacao fundamental da
oncogénese, sendo que a sua aplicacdo astuta no campo do diagndstico, teve ja
profundas implicagbes na oncologia clinica, sendo talvez 0 caso mais marcante o
exemplo da imunohistoquimica que utiliza anticorpos como marcadores moleculares em
tecidos para verificar a sua expressao, sendo hoje-em-dia banal em qualquer laboratério
de Anatomia patoldgica e essencial para o diagnéstico e progndstico de qualquer tumor
(Muller, Burgart, Krause-Paulus, Thibodeau, & Almeida, 2001).

Além da imunohistoquimica, estamos a dar grandes passos no campo da genética
molecular e sera possivel num futuro proximo que esta tecnologia possa modificar

radicalmente as estratégias terapéuticas que dispomos atualmente.

Neste projeto, pretendemos bloquear a via de sinalizagdo mTOR em linhas celulares de
cancro gastrico pois esta encontra-se hiperativada em quase 70% dos cancros humanos

conhecidos, um dos quais é o cancro gastrico.

Apesar de j4 se terem desenvolvido varios inibidores para esta via, como por exemplo
os analogos da rapamicina (rapalogs) ou os competidores de ATP, existem ainda
grandes limitacBes na sua transposi¢do para a clinica devido a falta de uma inibicao
total da via mTOR e em grande parte a co-inibicdo de outras proteinas-alvo que este
tipo de inibidores induz, tendo consequéncias para a saude do doente podendo
potenciar efeitos secundarios exacerbados (Moschetta, Reale, Marasco, Vacca, &
Carratt, 2014).



Perante esta situacao torna-se imprescindivel o desenvolvimento de um inibidor capaz
de bloguear totalmente a via de sinalizacdo mTOR, sendo para este totalmente

especifico, proporcionando uma inibicdo completa desta proteina.

Neste estudo sera utilizado um andlogo de DNA -morfolino- que se ira ligar de forma
especifica a um RNA-alvo, com o qual € complementar, em linhas celulares de cancro
gastrico (CG), bloqueando desta forma a ligagdo ou passagem de proteinas. Assim,
sera contruido um morfolino complementar ao mMRNA do mTOR, no sentido de inibir a

traducao e assim restringir a hiperativacdo da via de sinalizacdo mTOR.

Se verificarmos esta hipétese, esta podera ser uma oportunidade para investimento na

terapéutica de certos tumores, aumentando assim a sobrevivéncia do doente.



Pagina em branco



|- Estado de arte

2.1 O cancro

O cancro é um grupo complexo de doencas de grande laténcia, pois o tempo que
decorre entre a exposicdo ao carcinogéneo e a manifestacao clinica da doenca pode
exceder os 20 anos (Douglas & Lowy, 1996). Existem mdultiplas causas para este tipo
de doengas como a agao dos carcinogéneos quimicos tais como os produtos da pirélise
do tabaco, fisicos como as radiagbes, biolégicos como agentes infeciosos (virus),

hormonas, inflamacao crénica e stress oxidativo (Santos & Teixeira, 2011).

Cancro é o termo geral usado para referir todos os tipos de tumores malignos, sendo
estes definidos de acordo com o tecido onde se iniciam. Assim, se o tumor tiver origem
nos tecidos epiteliais € designado como carcinoma, se tiver origem no tecido conjuntivo
€ conhecido por sarcoma. O cancro pode, igualmente, envolver linfécitos (linfomas) e

células da glia (gliomas) (Santos & Teixeira, 2011).

O processo de carcinogénese € dividido em quatro fases: a iniciagdo, a promogéo, a

transformag&o maligna e a progressao (invasao e metastizagéo). (Figura 2.1)

s o o (G
@ —= 3%9

DNA repair
Nomal ced T Initated cel Preneoplastic celis Malignanttumor
[ Blocking agents ] [ Suppressing agents
{ | ]
F Chemopreventive agents } = { Inhibition :: Ln:‘a:ti::t,aas;lgiogenesis

Figura 2.1 Etapas da Carcinogénese (Disponivel em: https.//www.researchgate.net/figure/Carcinogenesis-phases-
initiation-promotion-progression-and-metastasis-A-Initiation fig2 279304092; Acesso em Maio 2020.



https://www.researchgate.net/figure/Carcinogenesis-phases-initiation-promotion-progression-and-metastasis-A-Initiation_fig2_279304092
https://www.researchgate.net/figure/Carcinogenesis-phases-initiation-promotion-progression-and-metastasis-A-Initiation_fig2_279304092

A primeira etapa consiste numa mutagdo e/ou alteragcdes genéticas numa unica célula,

ou seja, € a ocorréncia de um evento que altera o genoma celular.

Ainda é desconhecida a natureza das alteracdes iniciais que levam ao despoletar deste
processo, contudo uma sé alteracdo no DNA nao é suficiente para provocar doenca,

sao necessarias varias mutacdes em sequéncia, para o desenvolvimento de cancro.

Por outro lado, apesar destas altera¢des ocorrerem, 0 organismo esté apetrechado com
mecanismos de reparacdo, e além disso é necessario que estas ocorram em locais
especificos, como genes supressores de tumores e protoncogenes (Stevens & Lowe,
2002).

A seguir a iniciacdo segue-se a promog¢do que consiste na inducdo da proliferagéo
celular das células iniciadas. Nesta fase as células alteradas estdo dependentes de um
estimulo para proliferar e estes sdo agrupados em trés grupos tendo em conta o

mecanismo através do qual induzem o surgimento de neoplasias.

A primeira classe sdo 0s genotoxicos que causam danos direto ao DNA através da
formacdo de adutos de DNA. A segunda classe sdo os mitogénicos que se ligam a
recetores nas ceélulas e estimulam a divisdo celular causando deste modo uma
hiperplasia sustentada. Por fim, temos os citotéxicos que induzem dano tecidual levando
a hiperplasia sem causar danos diretos ao nivel do DNA (Cohen & Ellwein, 1990). O
acumular destas altera¢des (mutacdes), responsaveis pela perda do controlo fisiolégico

da proliferacdo celular e de mdltiplas atividades bioldgicas, leva a transformacéo

maligna (Stevens & Lowe, 2002).

Por ultimo, temos a progresséo que é uma fase durante a qual o crescimento celular se
torna autbnomo, ou seja, independente do carcinogéneo ou promotor e neste momento

ja existem mutacgdes suficientes para imortalizar as células.

O desenvolvimento de uma neoplasia invasiva é o ponto final da progressao (Stevens
& Lowe, 2002).

Os fatores de risco aumentam a probabilidade de uma pessoa desenvolver cancro,
contudo néo significa que uma pessoa estando exposto a um determinado fator de risco
va, no futuro, desenvolver esta condi¢do. Este é um tema bastante complexo e de dificil
compreensdo, pois ndo se entende porque uma pessoa desenvolve cancro e a outra
nao, se ambas estiveram sujeitas ao mesmo fator de risco, embora a carga genética de

cada individuo influencie o seu percurso.



Os fatores de risco mais conhecidos e mais comuns sdo: a idade (envelhecer), o
tabaco, a exposicdo solar, a radiacao ionizante, determinados produtos quimicos,
alguns virus e bactérias, algumas hormonas, alcool e ma alimentacdo associado a falta
de atividade fisica regular; com o passar do tempo varios fatores podem agir em
conjunto para causar cancro (Douglas & Lowy, 1996). Com o envelhecimento da
populacdo, o risco de desenvolver cancro é maior uma vez que grande parte dos
cancros ocorre em pessoas com idade superior a 65 anos, porém isto ndo significa que
pessoas mais novas ou mesmo crian¢as nao desenvolvam cancro contudo, € menos

provavel (Douglas & Lowy, 1996).

Outro fator extremamente importante € o tabaco e este representa a maior causa
evitavel de morte. O uso do tabaco ou produtos relacionados com 0 mesmo aumenta
consideravelmente o risco de desenvolver cancro; os fumadores estao mais suscetiveis
a desenvolver cancro do pulmao, laringe, boca, eséfago e garganta, dai ser essencial a

cessacao tabagica como método de prevencao (Douglas & Lowy, 1996).

A radiacdo ultravioleta é outro grande fator de risco implicado no cancro. Este fator
causa envelhecimento da pele, provocando lesdes que podem evoluir para cancro, dai
ser extremamente importante limitar o tempo de exposi¢éo solar, evitando as horas em
que a intensidade solar é maior, utilizar protetores com fator de protecao solar (SPF) de,
pelo menos, 30 e utilizar mangas compridas, chapéu e 6culos de sol (Douglas & Lowy,
1996).

A radiacao ionizante também pode causar danos celulares levando ao desenvolvimento
de cancro. Esta radiagdo pode provir do espaco ou resultar de acidentes em centrais
nucleares utilizadas para a producéo de energia ou armas. As pessoas expostas a este
tipo de radiacdo tém um risco aumentado de desenvolver cancro da tiroide, mama,
pulm&o e leucemia. A radiacdo ionizante também é utilizada em procedimentos médicos
para obter imagens do interior do corpo, mas nesta situagédo o risco de desenvolver
cancro é extremamente baixo uma vez que a dose utilizada é muito pequena e, portanto,

o beneficio supera o risco (Ames, Gold, & Willett, 1995).

Estar infetado com determinadas bactérias ou virus pode aumentar o risco de
desenvolvimento de cancro: o virus do papiloma humano (HPV) é a principal causa de
cancro cervical podendo também estar implicado noutros tipos de cancro. Outro virus
muito comum € o virus da imunodeficiéncia humana (HIV), virus que causa a SIDA. Os
doentes infetados com HIV tém um maior risco de desenvolver cancro, como linfoma ou

mesmo sarcoma de Kaposi. Por outro lado, temos as bactérias como a Helicobacter



pylori, que pode causar Ulceras estomacais que podem evoluir para cancro (Ames, Gold,
& Willett, 1995).

2.2 Mecanismos moleculares em cancro

A suspeita de que alteracdes no material genético de uma célula poderiam estar na base
da transformacéo maligna foi pela primeira vez formulada no inicio do século XX por
Theodor Boveri. Boveri baseou a sua teoria no facto de células cancerigenas
evidenciarem, com alguma frequéncia, alteracbes da cromatina e figuras mitGticas

anormais (McKusick & Boveri, 1985).

Observacdes de outro tipo, acumuladas ao longo dos anos seguintes convergiram na
mesma conclusao, constatando que agentes quimicos e fisicos genotdxicos poderiam
induzir cancro e que certas formas de neoplasias teriam transmissdo hereditaria
(Bishop, 1987).

No entanto, foi a partir da analise experimental com retrovirus oncogénicos, que em
1970, se revelou pela primeira vez a existéncia de genes capazes de induzir a
transformag&o maligna. Estes achados foram corroborados quando genes, isolados a
partir de DNA tumoral, foram trasnfectados em linhas celulares, induzindo nestas a

transformac&o maligna (Bernstein & Weinberg, 1985).

Durante o curso da progresséo tumoral, as células cancerigenas adquirem um grande
namero de alteragdes nas suas caracteristicas. Algumas incluem capacidade de
proliferar de forma anarquica e desregulada, invadindo assim as proximidades dos
tecidos vizinhos e metastizar outros locais anatémicos, provocar uma resposta
angiogénica, e invadir mecanismos que limitam a proliferacdo celular, tal como a
apoptose (Martin, 2003). Estas propriedades refletem alteragfes nas vias de sinalizagdo
célula, que em condicdes normais, controlam a proliferacdo célula, motilidade e

sobrevivéncia.

As vias de sinalizacgéo celular ndo estédo isoladas umas das outras, estando conectadas

para formar redes complexas de sinalizag&o. (Figura 2.2)

As células recebem informacéo de diferentes recetores de fatores de crescimento e de
contactos célula-célula e célula-matriz, que depois integram a mesma para regular

diversos processos, como a sintese proteica, crescimento celular, motilidade,



arquitetura celular e polaridade, diferenciagdo e programacgdo de morte celular. A
complexidade das redes de sinalizagdo celular tem implicagbes importantes para a
compreensdo do comportamento das células tumorais e para a hossa capacidade de

usar esse conhecimento para terapia do cancro.

A proliferagdo celular, a motilidade e a sobrevivéncia sao reguladas por multiplas vias,
e as alteracdes que ocorrem nas células cancerigenas sdo o resultado de mdultiplas
alteragcbes na maquinaria de sinalizagdo celular. As células cancerigenas s&o
geneticamente instaveis, sofrendo multiplas alteracdes genéticas e epigenéticas e

evoluem continuamente em resposta a pressoes seletivas.

Mesmo que uma via mutacionalmente ativada possa ser bloqueada por um inibidor, as

células tumorais podem evitar o inibidor ativando outras vias.
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Figura 2.2 Vias de sinalizacéo envolvidas no cancro- de notar a complexidade de todos os Viability Circuits
intervenientes desta cascata regulatdria no decorrer da oncogénese. (fonte:

https://link.springer.com/chapter/10.1007/978-3-319-95228-4 12); Acesso Maio 2020
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Assim, embora as neoplasias em estadio inicial possam responder a um Unico inibidor,
como por exemplo o mesilato de imatinib para o tratamento de leucemias mieloides
cronicas e certos tumores estromais gastrointestinais (GIST), terapias eficazes para

neoplasias mais avancadas podem exigir combinacdo de inibidores de sinalizagéo.

2.3 Avia de sinalizacdo mTOR

Em 1964, Shegal e os seus colegas, durante uma expedi¢cdo a Rapa Nui (conhecida
também por llha de Pascoa), identificaram num isolado bacteriano de uma amostra de
solo um componente com propriedades antifangicas, imunosupressivas e anti-tumorais,
a que mais tarde se chamou de rapamicina (em homenagem ao local da
descoberta)(Eng, Shegal, & Claude, 1984) (Martel, Killicius, & Galet, 1977).

Véarias analises a este novo componente revelaram que atua em parte devido a
formacdo de um complexo com peptidil-prolil-isomerase FKBP12 para inibir as vias de
sinalizac@o necessarias ao crescimento celular e proliferagdo (Chung, Kuo, Crabtree, &
Blenis, 1992).

Apesar das ideias estabelecidas a data, o mecanismo de a¢do completo da rapamicina
permaneceu ilusério até 1994, quando estudos bioquimicos identificaram o mechanistic
(antigamente chamado de “mammalian”) Target of Rapamycin (mTOR) com o alvo direto

do complexo rapamicina-FKB12 em mamiferos.

O mTOR é uma proteina cinase serina/treonina que regula o crescimento celular e tem

um papel de grande importancia na regulacdo da sintese de proteinas. (Figura 2.3)
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A montante do mTOR os principais reguladores de atividade sédo PI3K/PTEN/AKT e
Ras/Raf/MEK/ERK. A via do mTOR é fundamental para a vida da célula, sendo que a
desregulacdo do gene que codifica 0 mTOR implica graves consequéncias para a
mesma. Esta via regula fungdes celulares extremamente importantes, onde estédo
incluidas a traducdo, a transcricdo, a estabilidade da proteina e a organizacdo do
citoesqueleto (Shenone, Brullo, Musumeci, Radi, & Botta, 2011) (Inoki, Corradetti, &
Guan, 2005).

O mTOR existe em dois complexos diferentes, 0o mTORC1 e o mTORC2. (Figura 2.4)
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Figura 2.4 (A e B) Composigdo de mTORC1 e mTORC- respetivamente; (C) Esquema que demonstra os sinais enviados por mTORC1 e
mTORC2 e os processos que requlam para controlar o crescimento celular. (fonte: https://www.pnas.org/content/114/45/11818);
Acesso em Junho 2020

O mTORCL1 é um complexo proteico heterotrimérico, constituida por uma subunidade
catalitica, o mTOR e varias outras proteinas, entre elas, a mLST8, DEPTOR, a PRAS40
e uma proteina associada a regulagao celular (RAPTOR). Este complexo é sensivel a
rapamicina e a sua funcao esta relacionada com a sintese de proteinas. O mTORC2 é
constituido pelas proteinas mTOR, Rictor, GBL e mSin1, envolvidas na regulagédo das
funcbes do citoesqueleto estimulam fibras de actina, paxilina, RhoA, RAC1 e proteina
cinase (PKCa). Este complexo n&o é sensivel a rapamicina,a ndo ser com tratamentos

prolongados (Shenone, Brullo, Musumeci, Radi, & Botta, 2011) (Jiang, 2008).

A inativacdo do complexo esclerose tuberosa 1 (TSC1), ou harmatina e o complexo
esclerose tuberosa 2 (TSC2) ou tuberina, que funcionam como um elemento regulador
negativo do mTOR, pode resultar na sindrome do complexo esclerose tuberosa. O

7

heterodimero TSC1-TSC2 é uma GTPase da proteina de ativagdo Rheb, e é
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fundamental na ativacdo do mTORC1 (Shenone, Brullo, Musumeci, Radi, & Botta, 2011)
(Jiang, 2008).

A inativacdo de certos genes supressores tumorais, como a PTEN, a serina-
treoninacinase 11 (STK11) (também designada como LKB1) ou p53 leva a inibicdo do
complexo TSC1-TSC2, tendo como consequéncia a ativagdo da via do mTOR. A
inativagdo ou mutagao do PTEN ativa a AKT, que vai fosforilar e inibir o complexo TSC1-
TSC2. A perda da STK11 suprime a AMPK (proteina que é ativada por AMP cinase),
gue geralmente regula uma fosforilagdo ativante do complexo TSC1-TSC2. O
envolvimento da p53 na regulagdo da via de sinalizagdo mTOR também é extremamente
importante; a ativacdo da p53 € regulada pela ativagdo de AMPK com a consequente
ativacdo do complexo TSC1-TSC2. A ativacdo de p53 aumenta a expressédo de mRNA,
PTEN, e TSC2 e deste modo a inativacdo de p53 leva a ativacao do mTOR pela inibi¢éo
do complexo TSC1-TSC2 (Shenone, Brullo, Musumeci, Radi, & Botta, 2011) (Feng,
Zhang, Levine, & Jin, 2005) (Zhang, 2017).

2.3.1 Sinalizacao a montante do mTOR
e PI3SK/AKT

A PI3K é uma enzima lipidica heterodimérica composta por uma subunidade catalitica
e uma subunidade reguladora/adaptadora. No Homem existem 8 formas divididas em
trés classes (I,Il e lll) de acordo com a homologia da sequéncia e preferéncia do
substrato (Corlot, Armand, & Soria, 2006).

A subunidade reguladora/adaptadora é representada pela enzima p85d e a combinagéo

destas duas subunidades forma um complexo heterodimeérico.

Uma funcéo da PI3K é fosforilar o fosfoinositol, o que resulta na formagao de lipidos tais
como o Pi3-Fosfato [Pi(3)P], PI13,4-bifosfato [Pi(3,4)P2] e Pi3,4,5 trifosfato [PiP3(3,4,5)].
Estes lipidos estdo envolvidos em varios processos intracelulares, incluindo a
proliferacdo, a sobrevivéncia da célula, a reorganizacéo do citoesqueleto, o transporte
de membrana, adeséo celular, motilidade celular, angiogénese e acao da insulina; o
PiP3 (3,4,5) é o lipido principal produzido in vivo e duas fosfatases diferentes sao
capazes de degradar este lipido, as fosfatases Src (SHIP1) e a fosfatase PTEN (Corlot,
Armand, & Soria, 2006).

A PI3K e a PTEN sao proteinas implicadas na perda de sensibilidade a insulina de
tumores malignos. Mutacdes no gene que codifica a PTEN séo verificadas em algumas

doencas benignas congénitas (ex: Cowden, Bannayan Zonana), bem como em varios
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tumores (ex: mama, melanoma, préstata, rim, ovario, endométrio) enfatizando o papel

da PTEN e consequentemente do PI3K na carcinogénese (Zhang, 2017).

Alteracdes a nivel da PTEN (mutac¢des de inativacdo), estdo implicadas no cancro da
préstata, do colon, mama, tiroide, rim, linfomas, melanomas e glioblastomas (Corlot,
Armand, & Soria, 2006).

e PDK1

A proteina cinase fosfatidilinositol-3-dependente 1, é a Ultima a interagir com o PiP3
(3,4,5). Tem a capacidade de fosforilar as cinases T. Algumas destas cinases requerem
uma interagdo da membrana através de dominios PH (Marat, Wallroth, Wen-Ting, &
Muller, 2017).

e AKT

A AKT é uma cinase serina/treonina com homologia para o oncogene V-AKT-AKTS.
Existem trés tipos (AKT 1,2,3), cada um codificado por um gene diferente e a sua
expressao varia, sendo a AKT2 mais abundante nos tecidos sensiveis a insulina sendo
que a expressdo de AKT1 e 3 ndo compensa a perda de AKT2 (Corlot, Armand, & Soria,
2006). A proteina AKT esta envolvida na sobrevivéncia celular a varios niveis, incluindo
através da ativacdo de mTOR, inibindo a GSK3 (sintetase cinase glicogénio 3),
provocando um aumento dos niveis de B-catetina, ou inibindo a proteina BAD que se

encontra envolvida no processo apoptético (Zhang, 2017) .

Anomalias ao nivel da AKT, nomeadamente a sua amplificacdo, estdo envolvidas no
cancro da préstata, ovario e da mama, em seres humanos, e linfomas em ratinhos
(Corlot, Armand, & Soria, 2006) sendo a AKT a molécula sinalizadora mais estudada a
jusante de PI3K.

A ativacao da AKT é responsavel pelas alteracdes na atividade nuclear do fator KB,
alteracBes no fator relacionado com a hipoxia e alteracdes nos fatores de transcri¢cdo o
gue resulta numa modificag&o do ciclo celular e inibicdo da apoptose. A AKT aparece
frequentemente ativada nos tumores do péncreas, representando um indicador

biol6gico da agressividade tumoral (Marat, Wallroth, Wen-Ting, & Muller, 2017).

A AKT é o principal elo de ligacdo entre PI3K e o complexo TSC a montante de mTORC1

e de facto, a inibicAo de AKT pode ser suficiente para o bloqueio da ativagdo de
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MTORC1, sendo a AKT a molécula-chave para a ativacdo deste complexo (Dibble &
Cantley, 2015)

2.3.2 Sinalizacao a jusante do mTOR

Como dito anteriormente, o mTOR desempenha um papel fulcral na sintese de
proteinas, evolugdo do ciclo celular e sobrevivéncia celular. O mMTORCL regula portanto
o crescimento celular, no entanto este € realizado por intermédio de reguladores de
tradugcéo como o0 4EBP1 e 0 p70S6K1.

e 4EBP1

O 4EBP1 atua como um repressor da traducgdo por ligacdo e inativacdo de elF4E. O
MmTOR fosforila diretamente e inibe a atividade da 4EBP1, podendo também,
indiretamente inibir a fosfatase da proteina, que por sua vez desfosforila 4EBP1 durante

as etapas do ciclo celular G1 para S (Wang, et al., 2019).

O elF4E é um fator de iniciacdo, que é ativado por varios estimulos mutagénicos. A
fosforilagdo do 4EBP1 conduz a libertagcéo de elF4E, que juntamente com outos fatores
de iniciacdo, vao permitir que haja a identificacdo do codao de iniciagdo AUG permitindo

deste modo o inicio da tradug&o.

O elF4E aumenta a proliferagdo, sobrevivéncia celular e angiogenese, através do
aumento da traducdo de mRNA que codifica para proteinas como a ciclina D1, Bcl-2 e
Bcl-xI (Ciuffreda, Sanza, Desideri, & Ricciardi, 2010).

Este processo sofre regulacao através da proteina RAPTOR, pois quando esta esta
presente no complexo mTOR, este fosforila eficientemente tanto o 4EBPI como o
p70S6K1, contudo quando a RAPTOR estd ausente existe uma diminuicdo da
capacidade do mTOR fosforilar os seus substratos. (Inoki, Corradetti, & Guan, 2005)
(Jiang, 2008)
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e P70S6K1

A cinase p70S6K1 é outra importante molécula a jusante do mTOR, podendo também
ser ativada por PDK1 e MAPK. O mTOR fosforila p70S6K1 conduzindo deste modo a
recolha de subunidades 40S dos ribossomas aumentando consequentemente a
traducdo de mRNAs que codificam proteinas ribossomais, fatores de alongamento e

fator de crescimento da insulina (Jiang, 2008).

Existem pelo menos trés locais onde pode ocorrer fosforilacdo da p70S6K1, e todos eles
podem ser bloqueados por inibidores do mTOR. A fosforilacdo da p70S6K1 é
fundamental porque leva a substituicAo deste residuo por blocos de alanina e a

consequente ativacao da cinase.

O mTOR pode bloquear a serina/treonina fosfatase que vai desfosforilar locais na
p70S6K1 que sdo sensiveis a rapamicina. Isto explica o porqué da p70S6K1 sofrer uma
desfosforilacdo rapida quando as células séo tratadas com inibidores do mTOR. O
p70S6K1 tem como alvos, proteinas ribossomais e fatores de crescimento de insulina
(Jiang, 2008).

2.4 A via mTOR e cancro

A via de sinalizacdo mTOR é frequentemente ativada em cancros humanos, sendo que
estudos demonstraram que mutagdes ao nivel desta via provocam perturbagdes no
crescimento celular e no metabolismo que contribuem significativamente para o

desenvolvimento de tumores (Yecies & Manning, 2011).

Estudos recentes realizados em modelos animais, demonstram uma ligagéo entre a via
MTOR e o metabolismo, uma vez que o mTORCL1 hiperativo leva a alteragbes
metabdlicas, que incluem defeitos na glucose e lipidos que podem, no futuro progredir

no sentido do aparecimento de cancro (Cornu, Albert, & Hall, 2012).

As alteragfes da via PIBK/mTOR estéo relacionadas com cancro através de complexos
mecanismos que incluem a amplificacdo ou hiperativacéo de proto-oncogenes como a
RAS, PI3K, AKT, recetor do fator de crescimento epidérmico (EGFR), HEr2/neu, BCR-
ab, ou perda de func¢des dos genes supressores tumorais como por exemplo o PTEN,
TSC ou LBK. (Shenone, Brullo, Musumeci, Radi, & Botta, 2011)
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Sao vérios os artigos que dao enfase a relacdo da via mTOR com cancro dando uma
visdo geral dos niveis proteicos de varios componentes da via em varias neoplasias

distintas, podemos descrever algumas das alteragdes:

¢ PTEN inativada/reduzida em gliomas, melanomas, cancro da prostata e cancro
da mama (Shenone, Brullo, Musumeci, Radi, & Botta, 2011);

e Proteina TSC mutada em cancro de bexiga (Jiang, 2008);

e Cinase de ligagcdo a GTP K-Ras mutada em cancro de bexiga (Jiang et al.,2008);

e Vérias proteinas integradas na via mTOR com atividade tirosina cinase, sobre-
expressas em tumores gastrointestinais, figado, pancreas e pulméo (Shenone,
Brullo, Musumeci, Radi, & Botta, 2011);

e Componentes da via PIBK/AKT/mTOR desregulados em carcinoma de células

renais (Shenone, Brullo, Musumeci, Radi, & Botta, 2011).

2.4.1 A via mTOR e cancro gastrico

O cancro gastrico € a quarta forma de cancro mais comum por todo o0 mundo, com cerca
de 600000 novos casos anuais em homens e 300000 casos em mulheres, sendo esta
a segunda causa de morte por cancro mais prevalente com uma estimativa de 700000

mortes anuais (Ferlay, Shin, Bray, Mathers, & Parkin, 2010).

Atualmente o tratamento de cancro gastrico € baseado na remocdao cirtrgica do tumor
primario, no entanto isto sé é possivel nas fases menos avancadas da doenca, sendo

gue a grande maioria dos doentes nédo € passivel de intervengéo cirurgica.

Em pacientes em fases mais avancadas, apds a cirurgia, aposta-se na quimioterapia
para o prolongamento da sobrevivéncia do utente e manter a qualidade de vida.
Atualmente ndo existe um tratamento quimioterapico standard para o tratamento do

cancro gastrico.

Determinar os perfis de expressdao de moléculas-chave na sobrevivéncia celular e
progressao de cancro gastrico podera ajudar no diagnéstico e prevencao da doenca.
Devido ao seu potencial na progressao do cancro gastrico, a via mTOR tornou-se foco

de desenvolvimento de novos farmacos anticancerigenos (Yu, et al., 2010).

Varios estudos pré-clinicos indicaram uma desregulagéo da atividade da via mTOR em
modelos celulares de cancro géstrico. Mutagbes em reguladores “upstream” da via

MTOR foram observadas em pacientes com cancro gastrico, além de que varios estudos
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demonstraram evidencia de ativagédo da via mTOR em células deste tumor (Lang, et al.,
2007).

Estes doentes demonstraram um aumento da expressdo de mTOR, indicando a
ativacdo desta via que tem sido positivamente correlacionada com progresséo tumoral

e sobrevivéncia destes utentes (Murayama, et al., 2009)

O tratamento de linhas celulares de cancro géstrico com inibidores do mTOR, mais
concretamente sirolimus e everolimus resultaram num decréscimo na fosforilagdo de
S6K1 e 4E-BP1 assim como na atenuacgéo de HIF-a e VEGF (Cejka, et al., 2008).

O tratamento com everolimus resultou também no blogueio do ciclo celular em G1 o que
inibiu a proliferacdo da linha celular. Além disso o everolimus, em combinagcdo com
ciplastina, oxaliplatina ou docetaxel resultou na inibi¢cdo sinérgica do crescimento das
linhas celulares de cancro gastrico. Consistentes com os efeitos anti-proliferativos
observados in vitro, os inibidores de mTOR isolados ou em combina¢gdo com outros
agentes retardam significativamente a progressdo tumoral em modelos de cancro
gastrico. (Cejka, et al., 2008)

2.5 Inibidores de mTOR

Os inibidores de mMTOR mais estabelecidos sdo a rapamicina e 0s seus analogos,

também chamados de rapalogs, que demonstraram algum efeito na terapia anti-tumoral.

A rapamicina é uma lactona macrociclica, produzida por Streptomyces hygroscpicus, e

foi o primeiro inibidor de mTOR a ser descoberto. (Eng, Shegal, & Claude, 1984)

A rapamicina entra nas células e liga-se ao recetor intracelular FKBP12 formando um
complexo inibidor. Este liga-se a regido C-terminal de proteinas denominadas TOR FRB,
onde exerce um efeito citotéxico, inibindo as fung¢des de sinalizacdo TOR para alvos a
jusante. Alguns estudos propdem que o complexo rapamicina-FKBP12 pode inibir a
funcdo mTOR pela inativacdo de RAPTOR, impedindo que este se ligue a mTORC1
(Oshiro, et al., 2004)

A rapamicina apresenta como grandes desvantagens a sua fraca solubilidade em agua
e a sua baixa estabilidade fisico-quimica. Para contornar estas limitagBes, foram
desenvolvidas inimeros analogos de rapamicina (rapalogs) com propriedades

farmacocinéticas melhoradas. Podemos citar alguns exemplos de rapalogs como o
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temsirolimus que atua inibindo a fosforilagdo do mTOR ao nivel de S6K1 e 4E-BP1 e o

deforolimus que diminui a fosforilagédo também de 4E-BP1 (Zhou, Yan, & Shile, 2010).

O sucesso clinico dos analogos da rapamicina tem sido limitado a alguns cancros raros
e as taxas de resposta em grandes tumores tém sido modestas. Apesar destas
moléculas atuarem como inibidoras parciais de mTOR, é cada vez mais reconhecido
que este mecanismo € insuficiente na obtencéo de um efeito anticancerigeno extenso e

potente, quando usados sozinhos (Zhou, Yan, & Shile, 2010).

Apesar da constante procura, ainda ndo se conseguiu desenvolver uma molécula
enzimaticamente estavel que consiga a inibi¢cao total da via mTOR nem a co-inibicdo de
outras proteinas presentes nesta via gue possam modular os mecanismos de feedback
(Nassar, Hamieh, Gray, Thoner, & Fray, 2020).

Atualmente estéo a ser desenvolvidos outras classes de inibidores de mTOR como os
inibidores competitivos ATP-cinase que se encontram em fase de ensaios clinicos. O
desenvolvimento de novos farmacos capazes de inibir mTOR por processos diferentes
da rapamicina apresenta uma abordagem mais eficaz e consegue contornar problemas
relacionados com a utilizacdo dos analogos da rapamicina que sé inibem mTORCL.
Estas pequenas moléculas possuem um mecanismo competitivo-ATP capaz de inibir
ambos os complexos de mTOR obtendo um efeito inibitério mais potente. Podemos
incluir aqui algumas moléculas como a PP242 e PP30 que inibem tanto p70S6K1 como
4E-BP1. (Zhang, 2017) (Shenone, Brullo, Musumeci, Radi, & Botta, 2011)

Outras moléculas em fase de estudo sédo os chamados inibidores seletivos que também
elas inibem ambos os complexos de mTOR. Entre estas moléculas encontram-se o
INK128 e 0 AZD8055 que estdo ambos em fase | dos ensaios clinicos e que estdo a
mostrar grandes resultados em leucemias (pela inducdo da apoptose) e carcinomas

hepatocelulares em estado avancado, respetivamente. (Garcia-Echeverria, 2010)
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2.6 Inibicdo génica com Morfolino (MO)

Técnicas de silenciamento de genes sdo comumente usadas na area da biologia
molecular e biologia do desenvolvimento. As abordagens knockdown baseadas em
morfolino permitem identificar e caracterizar genes envolvidos em varios processos
celulares tendo como vantagens a sua alta eficicia, especificidade e baixo custo (Gene
Tools,LLC, 2020).

Geralmente, os morfolino sdo moléculas sintéticas constituidas por 25 oligonucleotidos
conectados por um “backbone” com carga neutra que se ligam por complementariedade

a moléculas de mRNA alvo. (Figura 2.5)

Embora estes sejam muito parecidos com DNA, contém anéis de morfolina no lugar dos
grupos de agucar encontrados no seu esqueleto. Esta simples conversdo aumenta a

estabilidade do morfolino nas células e reduz o custo de producgéo. (Figura 2.5)

As técnicas comuns para a introdug¢do de um morfolino em cultura de células utilizam
um péptido Endo-Porter. Este € um péptido com funcdo de fornecer substancias ao
citosol das células por um processo mediado por endocitose que evita danificar a
membrana plasmética das células. Este também evita a perda do contetdo celular vital
com a toxicidade associada. O Endo-Porter ndo requer interagdo com a carga a ser
entregue 0 que permite que a carga endocitada saia do endossoma e entre no citosol
(Summerton, et al., 2009). (Figura 2.5)

No interior das células, os morfolino sdo direcionados ao RNA de interesse por meio de
emparelhamento de bases complementares. A localizacdo no RNA onde o morfolino
hibrida determina o seu mecanismo de acdo especifico reduzindo a expressao de

proteinas-alvo funcionais. (Reissner, Sartor, & Vazey, 2012)

A acéo do morfolino afeta essencialmente a expressao proteica que , como sabemos,
nos eucariotas, o pré-mRNA é transcrito no nucleo, eliminando-se os intrdes e
posteriormente 0 mMRNA maturo é transportado para o citoplasma associando-se aos
ribossomas. Para a traducdo do mRNA, a subunidade menor do ribossoma liga-se a
extremidade 5°do mRNA a qual se ligam varios fatores de iniciacao, formando o
complexo de iniciacdo. Este complexo ao encontrar o coddo de iniciacdo, permite a
juncao da subunidade maior do ribossoma iniciando a tradu¢cdo do mRNA e a producao

da proteina correspondente. (Milo, 2013) (Reece, et al., 2011)
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Endo-Porter and endosomal escape
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Figura 2.5 Morfolino: (Esq) Estrutura molecular do morfolino- de notar o anel de morfolina; (Cen) Mecanismo de entrada

por Endo-Porter: formagdo de vesicula e entrada na célula por endocitose, acidificagdo da vesicula, permeabilizacdo e

libertagdo do cargo(Dir) Mecanismo de agcdo do morfolino na célula- o morfolino hibrida com o mRNA bloqueando assim

a tradugdo da proteina (fonte:https://www.gene-tools.com/; Acesso em Junho 2020)

O morfolino pode modificar o splicing ou bloquear a tradug¢édo, dependendo da sua
sequéncia de bases. No que respeita ao bloqueio da tradu¢éo, o morfolino ira ligar-se a
regido 5"UTR de um mRNA podendo interferir com o complexo de iniciagéo ribossémica
desde o cap 5'do mRNA até ao codéo de iniciacdo. Isto vai impedir a traducao da regido
codificante do transcrito alvo levando ao knockdown da expressdo genética. Alguns
morfolino bloqueiam a expressdo proteica tdo completamente que chegam a ser

indetetaveis por Western Blot (Stancheva, Collins, & Van den Veyver, 2003).

Por terem esqueletos moleculares completamente artificias, os morfolino ndo sao
reconhecidos pelas proteinas celulares, as nucleases ndo os degradam nem sao
degradados no soro ou células. Como ndo ativam recetores do tipo Toll, ndo ativam
resposta imunitaria como a inducdo de interferdo ou resposta mediada por NF-KB
(Stancheva, Collins, & Van den Veyver, 2003).
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llI- Objetivos

3.1- Objetivo Geral

O objetivo geral deste projeto € a determinacéo da eficacia de um morfolino (MO) contra

MTOR na sobrevivéncia e proliferacao de células de cancro gastrico.

3.2- Objetivos Especificos

1. Desenho de um morfolino especifico para 0o mMRNA do mTOR;

2. Otimizacdo de crescimento de linhas celulares de cancro gastrico para
inoculacéo de morfolino contra mTOR,;

3. Realizacdo de estudo de proliferagéo celular e contagem celular com Azul de
Tripano;

4. Planear e descrever a avaliacao da eficicia da inibicdo de mTOR pelo morfolino
na diminuicdo da via de sinalizagdo mTOR em linhas celulares de cancro
gastrico; *

5. Prever o efeito do morfolino especifico contra mTOR na sobrevivéncia e
proliferacdo em linhas celulares de cancro gastrico. *

*Os objetivos especificos 4 e 5 foram reavaliados no decorrer da realizacdo do
projeto devido a atual crise pela pandemia da Covid-19. Posto isto, estes dois
objetivos ndo serdo experimentais, mas sim uma descricdo e previsdo de

resultados conforme a literatura disponivel.
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V- Metodologias

Este projeto foi desenhado e planeado tendo um fluxo de trabalho fluido com etapas co

dependentes umas das outras como mostra o esquema abaixo. (Figura 4.1)

. Desenho de Inoculagdo de
Cultura de células . .
- morfolino conta morfolino nas
de cancro géstrico .
mTOR células em cultura
~TTTmEEEET N
/ \
Lise das células Estudo de
Western Blot das tratadas com proliferagdo e
células lisadas morfolino contra sobrevivencia por
mTOR Azul de Tripano

Quantificagdo de
RNA

,_______________‘
N o e e e

Figura 4.1 Fluxo de trabalho do projeto. De notar que a tracejado se encontram os passos ndo
experimentais, referindo-se, portanto, a metodologias que irdo ser descritas, mas sem
resultados obtidos

4.1- Cultura Celular

Cultura celular refere-se a remocdo de células de animais ou plantas e o0 seu

subsequente crescimento em condi¢cdes de ambiente artificial favoraveis.

Para este projeto foram utilizadas células GP202 proveniente de carcinoma gastrico
primario difuso de uma mulher caucasiana de 53 anos. As células foram obtidas através
do Ipatimup, garantindo a esterilidade por microrganismos incluindo Mycoplasma.
(Gatner, Machado, & Sobrinho-Simdes, 1996).

Estas sdo células epiteliais aderentes com uma morfologia hexagonal ou em forma de
sinete (figura 4.2), foram cultivadas em meio RPMI-1640 com |-glutamina (aminoéacido
essencial para a proliferacao celular) suplementado com 10% soro fetal bovino (FBS) e
1% de streptomicina e penicilina para inibicAo de agentes microbianos. Todos 0s

reagentes utilizados foram comprados a empresa Sigma Aldrich.

As células foram congeladas antes da sua utilizagdo, sendo que para as cultivar em
frascos T15 (volume de 5 mL) ou T75 (volume 15 mL) a ampola foi colocada a 37°C

para descongelar rapidamente. Apdés este passo, as células foram pipetadas em

23



condicdes de esterilidade, em camara de fluxo laminar, para frascos com meio de

cultura.

As células foram mantidas em condicbes ideais em estufa com 5% de CO2 e
temperatura de 37°C. Em média, a cada 1-2 dias era realizada a troca do meio de cultura
e conforme a confluéncia das células, a posterior passagem das mesmas em dias
intercalados. No decorrer da otimizagdo da cultura das células GP202 verificAmos que
estas apresentam melhores resultados se no dia anterior a passagem para outro frasco,

se realizar a mudanca de meio.

Para a mudanca de meio, conforme o frasco utilizado, retirava-se o meio antigo com
pipeta graduada estéril e adicionava-se a quantidade adequada de meio novo
(previamente aquecido), caso utilizassemos frascos T15, adicionariamos 5 mL de meio

novo, em contraste, nos frascos T75 seria 15 mL de meio (3x superior).

Para a passagem das células para novo frasco, o meio de cultura antigo era descartado
e as células lavadas duas vezes com PBS livre de célcio/magnésio pré-aquecido. No
decorrer da otimizagdo da cultura celular verificamos que este passo é crucial para
obtencao de resultados viaveis comparando com a lavagem com tripsina. O PBS ajuda
a remover catibes divalentes da adeséo de proteinas como as caderinas promovendo

um melhor destaque dos frascos de cultura.

Terminada a lavagem com PBS, as células foram tratadas com 1 mL de tripsina (Sigma)
e incubadas cerca de 5 minutos a 37°C ou até que seja verificada o destaque das
mesmas da parede do frasco de cultura. Apos o desprendimento das células da placa
por digestdo enzimatica, a tripsina era inativada por adi¢cdo de cerca do dobro de meio

de cultura novo.

De notar que todos os procedimentos envolvidos na cultura celular estavam sujeitos a

condi¢cdes de esterilidade adequadas.

Figura 4.2 Células GP202 24h apds descongelamento (10x) — De
notar a morfologia hexagonal das células epiteliais (fonte:
https://www.ipatimup.pt/site/ServiceView.aspx?Title=GP202&S
erviceld=878); Acesso Junho 2020
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Todas as manipulacbes foram realizadas em camara de fluxo laminar previamente
sujeita a radiacdo UV por 30 minutos. Todos 0s objetos necessarios a manipulacédo na
camara de fluxo laminar eram previamente limpos com alcool a 70% para minimizar o
risco de contaminacdo de microrganismos que pudessem inviabilizar os resultados
obtidos.

4.2- Desenho e Inoculacado do Morfolino

Para a obtencdo de um morfolino, este deve ser complementar ao mTOR de Homo
sapiens e de Mus musculus (para futuros estudos de experimentagéo animal). Apés a
comparacdo das sequéncias genéticas de ambas as espécies (GenBank) chegou-se a
conclusdo que a sequéncia CCAAGCATCTTGCCTGAGGTTCGC possuia 100% de
homologia. Contactando a Gene Tools, esta informou que a sequéncia eleita conseguia

inibir a traducéo dependente e independente de cap.

Foram aprovados uma série de critérios indicados pela Gene Tools para a melhor

eficacia do morfolino que séo listados abaixo:

e A sequéncia deve conter 25 pares de base;

e Devera existir um elevado nimero de contetudo de guanina e citosina (entre 40-
60%) — a sequéncia descrita apresenta 15 guaninas e citosinas obtendo 60% de
conteudo GC na sequencia;

e A sequéncia ndo deve conter 4 ou mais guaninas seguidas para que
permanecam sollUveis em agua;

e A sequéncia deve ter baixa auto-complementariedade.

De notar que todos os critérios foram cumpridos na obteng&o da sequéncia eleita para

a elaboracéo do Vivo-morfolino.

O vivo-morfolino contra mTOR(400 nmol) foi comprado a Gene Tool e este chegou sob

a forma liofilizada juntamente com Endo-Porter e Standard Control Oligo (100 nmaol).

Para a inoculagao do morfolino, foram cultivadas 24h antes células em duas placas 6-
well de modo a serem preenchidos 4 pocetos em ambas as placas, assegurando que
cada poceto tivesse 400 000 células GP202 (numero de células demonstrado como
tendo melhores resultados- ver célculos em Apéndice i.i). Cada placa 6-well
correspondeu a um tempo diferente de incubacdo (24 e 48h- para a comparacéo de

tempo de atuacdo de MO-mTOR na sobrevivéncia e proliferacdo celular) e cada poceto
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dos mesmos a uma concentragdo diferente de morfolino (1pM, 5uM e 10 pM-

concentracdes recomendadas pela Gene Tools) como demonstrado na figura 4.3.

[CXOXO.
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Figura 4.3 Identificagdo de
placas para inoculagdo de
morfolino: 1-Controlo 24h
2-1 uM 24h 3-5 uM 24h 4-
10 uM 24h 5-controlo 48h

24h 48h
6-1 uM 48h 7-5 uM 48h 8-
10 uM
- g

4.2.1- Plagueamento em placa 6-well e Contagem Celular

Para o plagueamento das 400 000 células (nimero 6timo aferido) em cada poc¢o da
placa de 6-well foi necessario proceder a contagem prévia das células em
hemocitometro com azul de tripano (Sigma Aldrich) verificando a viabilidade celular.
Para tal, removeu-se o meio dos frascos T75 contendo células GP202 a uma confluéncia
de 80% e procedeu-se ao destacamento das células de acordo com o procedimento de

tripsinizagdo anteriormente descrito.

Apbs o correto destaque das células das paredes do frasco, retirou-se cerca de 100uL

de células para um tubo eppendorf estéril contendo 100uL de azul de tripano.

O método de exclusao do azul de tripano é usado para a determinacédo de células viaveis
presentes numa suspensdo celular e é baseada no principio de que células vivas

possuem membranas celulares intactas e excluem corantes, como o0 azul de tripano.

Passado cerca de 3 minutos de incubagéo das células com o azul de tripano (nunca
exceder os 5 minutos para ndo aumentar a morte celular), proceder a contagem em

hemocitometro previamente preparado e limpo com alcool a 70%.

26



O hemocitometro é levado ao microscépio, permitindo a visualizagdo da malha e dos
gquadrantes. (figura 4.4)
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Figura 4.4 Contagem celular em hemocitémetro (fonte: https://www.sigmaaldrich.com/technical-
documents/protocols/biology/cell-quantification.html); Acesso Junho 2020

Sao entdo contados os 4 quadrantes a periferia como mostra a figura 4.4. Para uma
contagem mais fidedigna impbs-se como regra a contagem das células que caem no

limiar superior e esquerdo, mas nao as que se encontram no limiar direito e inferior.

Terminada a contagem em hemocitometro é calculada a média das células viaveis e

procedeu-se ao calculo de células através da seguinte equagéo:

Contagem celular = média das células viaveis nas 4 grelhas X 10000 X

fator de diluicao em azul de tripano

Sendo o fator de diluicdo 2 (100puL de células + 100uL de azul de tripano)

Apo6s o célculo de células em 1mL é possivel calcular o volume de células a ser pipetado
do frasco T75 para cada pocgo das placas de 6-well para que em cada um deles haja

400 000 células vito que cada um tem um volume de 2mL. Tomemos como exemplo o
seguinte calculo:

Média de células contada no hemocitémetro: 21.75 células
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Aplicando a equagéo acima apresentada verificamos que existe uma quantidade de
435 000 células/mL.

Se em 1mL obtemos 435 000 células, serdo necessarios cerca de 0.92 mL de células

para obter as 4000 000 células necessarias em cada poco.

4.2.2- Inoculacdo do Morfolino

A ressuspensdo do morfolino foi realizada tendo em conta as indicagbes da casa
comercial (Gene Tool). Como dito anteriormente o morfolino encontrava-se em forma
liofilizada pelo que foi necessario a ressuspensdo em 800uL de dgua destilada estéril,
para atingir uma concentracdo de 0.5 mM e agitar bem. Apds a ressuspenséo foram
realizadas 8 aliquotas de 100uL para estudos futuros (guardadas a TA). Também o
Standard Control Oligo se encontrava sob a forma liofilizada pelo que também ele se
ressuspendeu em 200puL de dgua destilada estéril, para atingir a concentracao de 0.5

mM e fizeram-se 4 aliquotas para estudos futuros (guardadas a TA).

Antes da inoculagdo do morfolino nas células GP202, estas foram observadas ao MO
para garantir que se encontravam a uma confluéncia de 80-100%. Foi substituido o meio

antigo por 2mL de meio novo (RPMI) em cada poco das placas 6-well.

Apo0s agitacdo do morfolino e do standard controlo oligo, foram inoculados da seguinte

maneira;

Tabela 4.1 Esquema demonstrando o volume de morfolino adicionado a cada pogo na placa 6-well 1 (24h)

CondicGo 1uM controlo  1uM MO- 5uM MO- 10uM MO-
24h mTOR 24h mTOR 24h mTOR 24h
Volume Vivo- | 4uL de standard  4puL de MO- 20uL de MO- 40uL de MO-
MO | control mTOR mTOR mTOR
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Tabela 4.2 Esquema demonstrando o volume de morfolino adicionado a cada pogo na placa 6-well 1 (48h)

Condi¢Go 1uM controlo  1uM MO- 5uM MO- 10uM MO-
48h mTOR 48h mTOR 48h mTOR 48h
Volume Vivo- | 4uL de standard 4puL de MO- 20uL de MO- 40uL de MO-
MO control mTOR mTOR mTOR

Ap6s agitacdo devida de cada uma das placas, adicionou-se 12uL de Endo-Porter a

cada um dos pocos.

As placas 1 e 2 foram incubadas em estufa com atmosfera de 5% de CO2 durante 24h

e 48h respetivamente.

4.3- Estudo de Proliferacdo e Lise Celular

Ap6s o tempo de incubacao adequado de cada uma das placas (24h e 48h) foi realizado
o0 estudo de proliferacéo para verificar a viabilidade das células inoculas com o morfolino.
Para tal foram observadas as células ao MO e registada a aparéncia microscopica de
cada uma das placas. Foi realizado o ensaio de proliferacdo de cada um dos pocos
através do método de contagem em hemocitometro através da coloracéo de azul de

tripano como descrito anteriormente.

Apobs a contagem celular e posterior registo das células viaveis e mortas, transferiram-
se as células para um tubo falcon de 15 mL devidamente identificado com a

concentracéo de morfolino a trabalhar e centrifugaram-se durante 15 min a 700g.

Apos a centrifugagédo, colocdmos os falcon em gelo (fora da camara de fluxo laminar) e
retirou-se o0 sobrenadante deixando apenas o pellet formado. O pellet foi
cuidadosamente lavado com 2mL de PBS 1x agitando levemente em circulos. O PBS
foi retirado nédo perturbando o pellet e este foi ressuspendido com 100uL de SDS-SB 2x
previamente preparado (Ver Anexo 1) fazendo up and down vigoroso para libertar todo
o pellet e lisar eficazmente as células. Retiramos o SDS-SB 2x e colocAmos no pogo
respetivo da placa de 6-well e respamos o contetdo de forma vigorosa para posterior
recolha para tubo eppendorf estéril devidamente identificado com tempo de

incubacao/concentracao.
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Os tubos foram guardados a -20°C para posterior realizagcdo de Western Blot no Instituto
Nacional de Saude Dr. Ricardo Jorge (INSA).

4.4- Western Blotting

O Western Blotting é uma técnica usada para a visualizagdo de proteinas que foram
separadas por uma eletroforese em gel. O gel esté colocado perto de uma membrana
de nitrocelulose e uma corrente elétrica faz com que as proteinas migrem do gel para a
membrana. Esta membrana pode entdo ser marcada com anticorpos especificos para
os alvos de interesse e visualizados usando anticorpos secundarios e reagentes de

detecao.

Nos passos anteriores descrevemos a utilizacdo de SDS-SB 2x que é um tampéao de
lise que vai ajudar no decorrer da técnica de Western Blotting. Esta solu¢gdo contém
varios elementos que ddo suporte a técnica como 2-mercaptoetanol que reduz as
ligacOes dissulfeto intra e intermoleculares, o detergente SDS que tem como funcgéo a
desnaturacgédo de proteinas e da um impulso da carga negativa generalizada que permite
separar as proteinas. O azul de bromofenol serve como corante que permite a
visualizacdo durante a inoculacdo da amostra. Também esta na constituicdo do SDS-
SB o glicerol que aumenta a densidade da amostra para que seja mais facil o deposito
no gel. Além destes constituintes foi utilizada benzonase (Tebu-bio) como nuclease para
gue nao houvesse qualquer atividade e contaminacdo do extrato proteico com acido

nucleico.

Para verificar as consequéncias da inoculagdo de um morfolino contra mTOR é
necessario verificar a expressédo das proteinas envolvidas nesta via de sinalizacéo,
assim é pertinente estudar a expresséo das proteinas p-4EBP1 (como alvo do complexo
MTORC1) , mTOR e p-AKT (como alvo do complexo mTORC?2).

Importante referir que os procedimentos de Western Blotting descritos neste trabalho
séo o produto de um estudo de otimizacéo de anticorpos prévio através da utilizacdo de
uma amostra normal (sem tratamento), reunindo as condi¢des 6timas para se proceder
a esta metodologia. A otimizacdo das condi¢cdes focou-se na variagcdo do agente de

bloqueio e do tampéo de incubagéo do anticorpo primario.

Para tal foi realizada uma corrida de acordo com as condi¢des descritas anteriormente

no trabalho, incubando os pocos do gel da seguinte maneira:
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Tabela 4.3 Condigcbes para otimizagdo de resultados Western Blot

Poco 1 Poco 2 Poco 3 Poco 4 Poco 5
(cortar a meio)
MTOR 245 kDa mTOR 245 kDa  marcador p-Aktl 60 kDa p-Aktl 60 kDa
TBST milk  TBST milk 1:500 TBST milk 1:200 TBST milk 1:500
1:200
GADPH: 37 kDa GADPH: 37 kDa
Gel 10%

MTOR

Vinculin

P-Aktl

Phospho-4EBP

4EBP

Poco 1 Poco 2 Marcador Pogo4  Poco 5

Figura 4.5 Resultado Western Blot (SDS-PAGE) para otimizagdo das condigcées da experiéncia. (fonte: imagem obtida
pela equipa)

Tabela 4.4 Condigbes de otimizagdo de Western Blot- concentragdo de anticorpo

Poco 1 Poco 2 Poco 3 Poco 4 Poco 5

marcador a tubulina 55kDa

p4EBP 15-20kDa  p4EBP 15-20kDa  p4EBP 15-20kDa  p4EBP 15-20kDa

TBST BSA TBST BSA PBSTween M PBSTween M
0.1 pg/mL 1 pg/mL 0.1 pg/mL 1 pg/mL
(concentragéo (concentragéo (concentragéo (concentragéo
do anticorpo é do anticorpo é do anticorpo é do anticorpo é
0.5 mg/ml) 0.5 mg/ml) 0.5 mg/ml) 0.5 mg/ml)
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Gel 14%

Tubulin

Phospho-4EBP

4EBP

Figura 4.6 Resultados da otimiza¢do de Western Blot (SDS-PAGE) (fonte: imagem obtida pela equipa)

De acordo com os resultados obtidos da otimizag&o de anticorpo primario, optamos pela
diluicdo de anticorpo 1:200 em TBST milk no caso de mTOR e p-AKT pois séo talvez

0s mais favoraveis quando comparados com uma diluicdo 1:500 (figura 4.5).

J& os resultados de p-4EBP mostram-se muito idénticos podendo incubar o anticorpo

com uma concentragdo de 0.1 pg/mL ou 1 pg/mL (figura 4.6).

S6 apos os resultados da otimizacao da técnica de Western Blot estarem concluidos

delineamos o protocolo final para a execugdo das experiencias.



4.4.1- Western Blot para p-4EBP1

Apbs a preparacao do gel de acrilamida (a 15%) e instalacdo apropriada da cassete de

corrida para a eletroforese, preencher com tampao de corrida.

Inocular os pocgos do gel da seguinte forma:
Tabela 4.1 Western Blot para p-4EBP1

Poco 1 Poco 2 Poco 3 Poco 4 Poco 5 Poco 6 Poco 7 Poco 8 Poco 9

7L de [ 15puLde 15puLde 15puLde 15puLde 15uLde 15pLde 15uLde 15pLde
marcador amostra amostra amostra amostra amostra amostra amostra amostra
c24 1M24 5M24 10M24  C48 1M48 5M48 10M48

Correr o gel 1:30h a 20 mA e voltagem constante, em gelo até que o bromofenol atinja

o fim do gel.

Apds a corrida, preparar a montagem da “sandwich” para a transferéncia cortando a
membrana PDVF nas dimensdes do gel e dois papeis Whatmann de 3mm do mesmo
tamanho. Passar a membrana por metanol ou isopropanol cerca de 1-2 mintutos e

depois por agua (10 minutos) antes do uso (diferenca para membrana de nitrocelulose).

Umedecer a superficie da plataforma inferir do aparelho transferidor com tampao de
transferéncia assim como os papeis Whatmann. Montar o aparelho de transferéncia de
forma adequada nao se formando bolhas entre o gel e a membrana sendo fulcral que a
membrana fique do lado do elétrodo positivo e o gel do negativo. Correr 1h a 100 V,
sendo que a intensidade de corrente deve ser entre 200 e 220 mA. ApoOs a corrida,
bloquear a membrana com TBST BSA (40mL TBS-0.05% Triton X-100+ 2.5g BSA) ou
PBSTween M (PBS-0.1% Tween 5% wi/v leite) durante 1 hora a temperatura ambiente
com agitacdo e de seguida lavar com TBST(TBS-0.05% Triton X-100).Proceder a
incubagdo do anticorpo primario monoclonal rabbit anti- p-4EBP1 (Werfen) diluido em
TBST BSA ou PBSTween M durante 1 hora, com as seguintes condi¢cbes de anticorpo:
0.1pg/mL ou 1ug/mL. Incubar com anticorpo secundario goat anti-rabbit IgG (Bio Rad)

conjugado com peroxidase e revelar membrana.
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Realizacédo do stripping da membrana:

Ativar a membrana com metanol ou ou 4gua bidestilada. Colocar 5 minutos em NaOH
0.25M(12mL) e lavar 3x com &gua bidestilada ou TBST. Realizar o blogueio da
membrana com TBST BSA (40mL TBST+2.5g BSA) durante 30 minutos a temperatura
ambiente. Apdés o bloqueio, incubar com anticorpo primério Ac rabbit anti-
4EBP1(Werfen) durante 1 hora a temperatura ambiente. Lavar com TBST 1x durante 10
minutos e incubar o anticorpo secundario Ac goat anti-rabbit IgG (Bio Rad) conjugada

com peroxidase durante 1 hora a temperatura ambiente e revelar.

4.4.2-Western Blot para mTOR e p-AKT

Apos a preparacdo do gel de acrilamida (a 15%) e instalacao apropriada da cassete de
corrida para a eletroforese, preencher com tampéo de corrida.

Inocular os pocos do gel da seguinte forma:
Tabela 4.2 Western Blot para mTOR e p-AKT

Poco 1 Poco 2 Poco 3 Poco 4 Poco 5 Poco 6 Poco 7 Poco 8 Poco 9

7uL de | 15puLde 15pLde 15puLde 15puLde 15puLde 15puLde 15uLde 15pLde
marcador amostra amostra amostra amostra amostra amostra amostra amostra
C24 1M24 5M24 10M24 C48 1M48 5M48 10M48

Como loading control para mTOR (245Kda) e p-AKT (60 Kda) utilizar GADPH (37 Kda).

Correr o gel 1h a 20 mA e voltagem constante, em gelo até que o bromofenol atinja o
fim do gel. ApGs a corrida, preparar a montagem da “sandwich” para a transferéncia
cortando a membrana PDVF nas dimensfes do gel e dois papeis Whatmann de 3mm
do mesmo tamanho. Passar a membrana por metanol ou isopropanol cerca de 1-2
mintutos e depois por agua (10 minutos) antes do uso (diferenca para membrana de

nitrocelulose).

Umedecer a superficie da plataforma inferir do aparelho transferidor com tampéao de

transferéncia assim como os papeis Whatmann.
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Montar o aparelho de transferéncia de forma adequada ndo se formando bolhas entre o
gel e a membrana sendo fulcral que a membrana fique do lado do elétrodo positivo e o
gel do negativo. Correr 1h a 100 V, sendo que a intensidade de corrente deve ser entre
200 e 220 mA. ApGs a corrida, bloquear a membrana com TBST BSA (40mL TBS-0.05%
TritonX-100 + 2.5g BSA) ou PBSTween M (PBS-0.1% Tween 5% wi/v leite) durante 1
hora a temperatura ambiente com agitacéo e de seguida lavar com TBST (TBS-0.05%
Triton X-100). Proceder a incuba¢édo do anticorpo primario monoclonal mouse anti-
MTOR (Werfen) e rabbit anti-p-AKT (Werfen) diluidos em TBST BSA ou PBSTween M
(1:200) durante 1 hora. Incubar com anticorpo secundario goat anti-rabbit IgG (Bio Rad)
para o caso de p-AKT e goat anti-mouse IgG (Bio Rad) para mTOR ambos conjugados

com peroxidase e revelar membrana.

4.5 — Purificacdo e Quantificacdo de mRNA por Real-Time PCR

Para a quantificacdo de mRNA de mTOR presente nas amostras apés inoculacao de
morfolino recorremos a gPCR ou PCR em tempo real. Esta metodologia permite-nos
verificar a quantidade de mRNA existente que posteriormente sera traduzido numa

sequéncia proteica.

A PCR em tempo real € uma variacdo da técnica de PCR, a qual permite que a
amplificacao e dete¢do ocorram em simultdneo. Como resultado € visualizado em tempo
real durante a amplificacdo da sequéncia de interesse, com capacidade de gerar

resultados quantitativos com maior preciséo.

Para a purificagcdo do mRNA usaremos o kit de purificagdo da Nzytech e o protocolo de

purificagdo sera levado a cabo recorrendo as instru¢des do fabricante. (Figura 4.7)

As células em cultura devem ser tripsinizadas e coleadas para um falcon de 15mL que
sera centrifugado a 6000g por 5min a 4°C formando assim um pellet. O sobrenadante é
descartado e adicionado 350uL de tampdo NR e 3.5uL de B-mercaptoetanol para

desnaturar as Rnases presentes.

O lisado sera colocado numa coluna de homogeneizagdo acopolada a um tubo coletor
de 2mL e centrifugado 1 minuto a 11000g. O conteudo é transferido para um novo tubo
de microcentrifuga e é adicionado 350uL de etanol a 70% para a desnaturacdo das
proteinas homogeneizando bem com a pipeta. O lisado ser& pipetado para uma nova

coluna e centrifugada a 11000g durante 30 segundos. Descartar o produto e adicionar
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a coluna a um novo tubo coletor. Adicionar 350uL de tampéao NI e centrifugar a 11000g
por 30 segundos. Descartar o produto e adicionar um novo tubo coletor.

Sera depois adicionado na coluna 95uL de mistura de digestao e incubada a TA por 15
minutos. Apos a incubacéo é adicionado 200pL de tamp&do NWR1 e centrifugar a 110009
por 1 min. O produto € descartado, adicionada novo tubo coletor e 600pL de tampé&o
NWR2 (previamente adicionado &lcool absoluto) e repetir a centrifugacdo. Adicionar
novamente 240U de tampdo NWR2 repetindo a centrifugacdo anterior descartando
depois o produto. Por fim a coluna é colocada num tubo novo e adicionado 40-60uL de

agua livre de Rnases, centrifugar 1 minuto a 11000g e armazenar o eluido a -20°C.

O RNA sera reversamente transcrito através da transcriptase reversa € 0 novo cDNA
sera subsequentemente amplificado por PCR usando a Master mix Brilliant 1l Ultra-Fast
SYBR Green gPCR de acordo com as recomendacdes da casa comercial na plataforma
LightCycler 2.0 (Roche).

1, Pre-treatment

Sample Preparation Sample Homo.genlz'atlon by ls ":?1 ANA purificaion
/ l \ lysis filtration ethanol X
|\

Animaltissues Bacterial cells
Cufturedcells \\ =
| = Add Buffer NR & ? loadthe mistureontoa g Transfertheflow-through Add 70% ethanol 1
[ ( / p-mercaptoethanol and I NZYSpin Homogenization = intoanew microcentifuge ==>  andmixby ‘
| 4 ' ¥ J mix by vortexing column tube pipetting

2. RNA purification

e
v ‘ Bind S Desalt $NY  Digest *Wash s [ " 3"’Wash PN I
| 30sec membrane 30sec DNA as 2 Wa 1min 2x 1 min 1min
W
i 15min
Loadthe mixture H Treat columnwith '!. Add DNase| Enzyme .;!; Washingof contaminants toincreasethe ‘_ Repeat 2" wash, Remove "__ Place the dried spin \u 7 Ultra-pure RNA readyfor
ontoaspin ’ desaltingBufferNl | Mixandincubate at L performance of downstream applications ’ wash bufferand dry the ‘ columnintoa clean 1 downstreamapplicatons
column RT \ silica membrane by \ microcentrifugetube

centrifugation

Figura 4.5 Sequéncia de tratamento para purificagéo de RNA de acordo com o protocolo da NZYTech (fonte:
https://www.nzytech.com/products-services/molecular-biology/real-time-pcr/one-step-rt-qpcr-kits/mb349/) Acesso Junho 2020
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Serdo usados os housekeeping genes GAPDH e ACTB como controlos normalizados.
Os primers para mTOR (STAB Vida) utilizados seréo testados para a determinagéo da
sua concentragdo 6tima para andlise de PCR. Por ultimo a eficacia da reacdo da PCR

em tempo real sera calculada através de curvas standard.
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V- Resultados

5.1- Resultados do Ensaio de Proliferacdao e Sobrevivéncia

A viabilidade celular ap6s o tratamento com um morfolino contra mTOR foi avaliada

através de um estudo proliferativo pelo método de azul de tripano em hemocitémetro.

A inoculagcdo do morfolino foi realizada em véarias concentracbes diferentes
recomendadas pela Gene Tools e tempos de incubacao distintos para verificar os efeitos
do morfolino na célula, uma vez que o tempo de semi-vida da proteina mTOR é de 18h,

estipuldmos as 24h e 48h para verificar os resultados.

Através da obtencdo da quantidade celular (viva e morta) pela equacao de contagem

celular verificamos os seguintes resultados:

Tabela 5.1 Resultados de estudo de proliferagdo- 24h

Standard 1uM/24h 5uM/24h 10uM/24h
Control Morfolino Morfolino Morfolino
Células vivas 665500 200000 305000 295000
cel/mL cel/mL cel/mL cel/mL
Células mortas 130 000 95000 cel/mL 140000 90000
cel/mL cel/mL cel/mL
% células vivas 83.6% 67.80% 68.5% 76.6%
% ceélulas mortas | 16.4% 32.2% 31.5% 23.8%
Tabela 5.2 Resultados de estudo de proliferagio- 48h
Standard 1puM/48h 5uM/48h 10pM/48h
Control Morfolino Morfolino Morfolino
Células vivas 190000 345000 cel/mL 70000 200000
cel/mL cel/mL cel/mL
Células mortas 20000 110000 cel/mL 140000 100000
cel/mL cel/mL cel/mL
% células vivas 90.5% 75.80% 33.3% 66.7%
% células mortas | 9.5% 24.2% 66.7% 33.3%
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Analisando os resultados obtidos nas células incubadas com morfolino durante 24 horas
verificamos que, quando comparadas com o controlo, todas as células com
concentracdes diferentes de morfolino tém um maior nimero de células mortas,
podendo ser um indicador do resultado favoravel da inibicdo da via de sinalizacao
MTOR. No entanto e apesar das diferengas serem muito ligeiras, ao aumentar a
concentracao de morfolino, menor é a quantidade de células mortas observadas. Esta
diferenca podera ser explicada pela ma homogeneizagédo das células ao inocular o

morfolino que pode limitar a agdo do Endo-Porter para a entrada do morfolino na célula.

Outras explicaces para estes resultados podem também prender-se no erro associado
a observacéo das células ao microscépio 6tico pelo operador, contabilizando falsamente
certos tipos de células. Para contornar este erro € necessario uma troca continua das
pessoas a observar as células para que nao haja erros tendenciosos por parte de uma
Unica pessoa. E de salientar que os resultados obtidos s&o preliminares pois sé foram
realizados uma Unica vez, ao invés das trés vezes estipuladas para retirar conclusdes

fidedignas.

Comparacao grafica de resultados-24h
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M células vivas células mortas

Figura 5.1 Representacdo grdfica de resultados-24h (1M24: morfolino 1uM/24h; 5M24: morfolino 5uM/24h; 10M24:
morfolino 10uM/24h)
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Verifica-se assim que em 24 horas de incubacdo com morfolino, as células inoculadas

com 1uM de morfolino apresentam resultados mais satisfatorios.

Analisando em contraste os resultados obtidos pela inoculagdo de morfolino em 48
horas de incubacéo verifica-se mais uma vez que quando comparado com o controlo,
todas as concentragfes obtiveram maiores resultados de células mortas, comprovando

mais uma vez que o morfolino contra mTOR pode ter surtido efeito na célula.

Ao verificar mais atentamente estes resultados deparamo-nos com um aumento
significativo das células mortas quando inoculadas células com 5uM de morfolino por
48h. Cerca de 66.7% do total de células contadas no hemocitémetro encontravam-se
mortas. No entanto a concentragdo seguinte sofreu um inverso, tendo sido verificadas
cerca de 33.3% das células totais mortas. Mais uma vez este fendmeno pode ser
explicado através da pobre homogeneizacdo das células durante a inoculacdo do
morfolino e Endo-Porter, tendo apenas uma parte parcial do morfolino ter entrado na
célula. Outra explicacao prende-se na provavel ma pipetagem dos inibidores nos pogos

da placa 6-well que pode provocar erros aleatérios como se verifica aqui.

Comparacao grafica de resultados-48h
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Figura 5.2 Representacdo grdfica de resultados-48h (1M48: morfolino 1uM/48h; 5M48: morfolino 5uM/48h; 10M48:
morfolino 10uM/48h)
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Quando comparados os resultados maximos de células mortas obtidas de ambos os
tempos de incubacéo verifica-se que a incubacéo de células com morfolino por 48 horas
obtém uma maior percentagem de células mortas (66.7%- 5uM de morfolino) em
comparacdo com as células incubadas 24 horas com morfolino (32.2%- 1uM de

morfolino).

De um modo geral também a proliferacéo celular diminuiu, quando comparada com o
controlo em ambas as concentra¢des incubadas 24 horas, o que € um bom indicador de
que o ciclo celular possa ter sido interrompido. No entanto o controlo de 48 horas possui
pouquissimas células o que ndo pode ser considerado como um indicador da fraca
proliferacdo, mas sim talvez um erro no processo de destaque das células pela tripsina.
Podemos justificar isto pelo facto deste ter uma confluéncia de cerca de 80% antes do
inicio da técnica nesse dia pelo que muito provavelmente estamos perante um erro de
técnica. Outro dado que pode justificar este erro é o facto de ndo haver grandes
diferencas entre a quantidade celular das células inoculadas em ambos os tempos de

incubagéo, pelo que o fendmeno da quantidade de células do controlo 48h é isolado.

No que toca a morfologia das células observada em microscépio 6tico verificou-se uma
diminuicdo geral da célula, que pode ser entendida como mecanismo de agragacao dos

componentes celulares no processo apototico.

5@

Figura 5.3 Imagens de células observadas ao microscopio otico (40x) as 48h de incubagdo com 1uM, 5 uM e 10 uM
respetivamente (fonte: imagens retiradas pela equipa) Recorrendo ao programa Image J verificamos que 1cm na
imagem equivalem a 4.02 nm na realidade

Também os nucleos das células sofreram alteracbes, nomeadamente as 48 horas de
incubacdo com morfolino, obtendo um aspeto fragmentado, podendo estar ligado a

processos de cariorréxis derivado novamente do fenémeno de apoptose.
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5.2- Resultados Esperados da Expressdo do mTOR e Ativacdo de mTORC1 e
mTORC2

Apesar de ndo termos acesso a resultados dos Western Blot devido a sua hdo execucao
podemos expectar que a acdo do Vivo-Morfolino diminua a expressdo de mTOR assim
como a fosforilagdo de AKT (alvo do complexo mTORC1) e a fosforilacdo de 4EBP1

(alvo do complexo mTORC?2).

Os resultados de mTOR deveriam ser avaliados pela comparagéo da intensidade das
bandas de mTOR , normalizadas a GADPH (controlo de loading) com a intensidade das
bandas de Standard Control 24h e 48h. Aqui devemos esperar uma diminuicdo da

intensidade das bandas de mTOR.

Ja os resultados de p-AKT também eles se esperam com bandas de intensidade

diminuida quando comparado com as bandas de Standard Control 24h e 48h.

No que toca a intensidade das bandas de p-4EBP1 (normalizadas a a-tubulina) espera-
se mais uma vez uma intensidade menor, quando comparada com o0s controlos

significando que a fosforilagdo diminuiu na presenca do morfolino.

Por vezes ndo se consegue verificar apenas com o p-4EBP1 se realmente houve uma
diminuicdo, sendo necessario comparar com 4EBP1 total pois o anticorpo p-4EBP1
apenas deteta as isoformas fosforiladas ao invés do 4EBP1 que deteta as isoformas
nao-fosforiladas. Posto isto sera pertinente realizar o stripping da membrana, ou seja,
retirar o anticorpo anti p-4EBPL1 e substitui-lo pelo anticorpo anti-4EBP1 total na mesma

membrana.

Como os resultados dos Western Blots podem ser de dificil interpretacdo visual pois
existem diferencas muito subtis que impedem o olho humano de as reconhecer,
devemos recorrer a programas de processamento de imagem, como o Image J para nos

ajudar na sua quantificagao.
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5.3- Resultados Esperados da Quantificacdo do mRNA de mTOR

Quanto a quantidade de mRNA de mTOR existente, espera-se que como o morfolino se
liga a regido 5’UTR de um mRNA, este vai interferir com o complexo de iniciacdo
ribossémica podendo a quantidade de mRNA permanecer inalterada e apenas haver
um efeito na traducéo desse mRNA. Se isto se verificar quer entdo dizer que o morfolino

conseguiu parar a etapa da expressao génica havendo um knockdown do gene.

A comparacdao de resultados da quantidade de mRNA obtido e expresséo proteica sera
necessaria para a verificacdo dos efeitos do morfolino contra mTOR na quantidade de
MRNA presente, pois 0 objetivo da quantificacdo do mRNA é a confirmagédo de que
apenas a traducao esté a ser alterada. Com esta metodologia é passivel de se verificar
gue ndo héa interferéncia de destabilizacdo do mRNA tanto na sua produgdo como na

sua estabilidade.
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VI- Discussao

O mTOR tem um papel preponderante no desenvolvimento de cancro e doencas

metabdlicas nomeadamente diabetes e obesidade.

A sobrexpressao de proteinas reguladoras da via mTOR é reportada em diversos tipos
de cancro, e esta realidade instiga a pesquisa e o desenvolvimento de terapias
antineoplasicas que tenham por alvo a proteina mTOR. Este trabalho segue essa
tendéncia, ao propor a investigacao dos efeitos bioldgicos de um morfolino contra mTOR

em linhas celulares de cancro gastrico.

Multiplas vias de sinalizacdo foram ligadas ao desenvolvimento de cancro gastrico e
entre elas verificou-se a PIBK/AKT/mTOR que € critica na regulacao de vérias fungoes,
maioritariamente na regulacéo de proteinas que levam a proliferacdo e a diminuicdo de
reguladores negativos de tradugdo da progresséo do ciclo celular. (Hay & Sonenberg,
2004) (Yap, Garrett, Watson, & Raynaud, 2008) (Yang & Guan, 2007)

Em situagdo de formagao tumoral existe um padrdo comum, verificando-se um aumento
na sinalizacdo de PI3K/AKT e por consequente também o aumento da atividade do
complexo mTORCL1. Em contraste verifica-se uma diminui¢cdo na atividade de feedback
entre P70S6K1 e o complexo mTORC2. Todos estes eventos induzem processos
descontrolados de aumento do metabolismo, angiogénese e aumento da biogénese
ribossomal que leva a um crescimento celular, proliferacdo, autofagia entre outros que

ajudam na formacao do cancro. (Matsuoka & Yashiro, 2014) (Greenfield & Jones, 2013)

Estudos anteriores envolvendo o0s principais alvos da via de sinalizacédo
PISK/AKT/mTOR e os niveis de expressao das suas proteinas medidos em técnicas
imunohistoquimica (IHQ) em tecidos de cancro gastrico e tecidos normais, mostraram
gue os niveis de PI3K, AKT, p-AKT, mTOR, p-mTOR, P70S6K1, 4EBP1, p-EBP1, elF4E
e p-elF4e estdo geralmente elevados em amostras tumorais quando comparadas com
amostras normais. (Matsuoka & Yashiro, 2014) Em contraste, niveis proteicos de PTEN

encontram-se diminuidos em tumores gastricos. (Tapia, et al., 2014)

Estes resultados estdo associados com as caracteristicas patolégicas do doente como
metateses (PI13K), baixa sobrevivéncia (p-AKT), patogénese e progressdo (m-TOR e p-
P70S6K1), entre outras.
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Em linhas celulares de cancro géastrico ACG e MKN28, verificaram-se niveis
significativamente mais elevados da expressao genética de AKT, mTOR e elF-4E e

niveis significativamente mais baixos de PTEN. (Tapia, et al., 2014)

Para nosso conhecimento ndo existem estudos acerca do bloqueio da via de sinalizacéo
MTOR através da incubagdo de um morfolino. Apesar de ndo haver resultados de
western blot e quantificagdo de mRNA devido & pandemia por Covid-19, os resultados
dos ensaios de proliferacdo mostram uma tendéncia na diminuicdo da proliferacédo
celular assim como aumento da morte celular ap6s a inoculagdo do morfolino. Nao
conseguindo tecer uma evidencia cientifica que o morfolino contra mTOR funciona como
um bloqueador desta via de sinalizacdo devido a falta de resultados, é notavel uma
alteracdo fenotipica na morfologia da célula cancerigena ao ser inoculada com um
morfolino tendo sido alterada a sua forma, diminuindo de tamanho e apresentando
fragmentag&o celular indicando evidencias visuais de morte celular o que vai de

encontro com os resultados esperado.

E necessério a repeticdo dos ensaios de proliferacdo corrigindo alguns erros de
manipulacdo para uma melhoria dos resultados obtidos diminuindo os fenémenos
aleatérios que podem causar entropia na conclusdo de resultados. Além disso é
imprescindivel a realizacdo dos ensaios de Western Blot e quantificacdo de mRNA
presente para se comprovar que in vitro o morfolino contra mTOR diminui a expressao

de proteinas alvo desta via de sinalizac¢ao.

Caso se verifique, seria interessante a inoculacdo de morfolino contra mTOR em
modelos animais induzidos com cancro gastrico para verificar as alteragdes fenotipicas
nomeadamente da alteragdo do tumor na mucosa gastrica e posteriormente a realizacéo
de estudos de imunohistoquimicos para verificar se os resultados obtidos vdo ao

encontro dos resultados de experiéncias deste tipo.

Os paradigmas de tratamento com inibidores do mTOR para cancro gastrico parecem
bastante promissores como o temsirolimus e o everolimus (ambos aprovados para
tratamento de cancro de células renais), no entanto trabalho adicional deve ser
desenvolvido para a otimizacdo da terapéutica e determinar biomarcadores preditivos

do sucesso da terapia. (Al-Batran, Ducreux, & Ohtsu, 2012)

Uma selecdo de pacientes com base em eventos moleculares devidamente
caracterizados como sendo associados a via mTOR, tal como a sobrexpresséo de
PI3K/AKT, HER2 e IGFR, bem como muta¢6es no PI3K e AKT ou baixa regulacdo de
PTEN pode apresentar uma maneira apropriada de identificar populagées com maior

probabilidade de mostrar beneficios significativos quando tratadas com inibidores de
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MTOR. Outro aspeto importante seria saber qual o componente a jusante de p70S6K
que ativa a traducao do mRNA fundamental na estimulac&o do crescimento celular. (Hay
& Sonenberg, 2004)

Um melhor entendimento desta via de sinalizacdo podera levar ao desenvolvimento de
farmacos para tratar a patologia oncoldgica, quicd baseando-se na acdo do morfolino
contra mTOR. O sucesso da rapamicina e dos seus analogos em ensaios clinicos para
o tratamento de cancro demonstra bem o potencial do tratamento que existe associado

a esta via.

S&o varios os estudos futuros passiveis de se projetar nesta area devido a constante
nova informacdo que vamos recebendo. Sendo este tema tdo amplo podemos albergar
varias areas de interesse, como por exemplo a area da microbiologia médica em que
seria extremamente interessante a associacdo da via mTOR sobrexpressa em doentes
com cancro gastrico com a microbiota humana nomeadamente com a quantidade de
probidticos e pré-bidticos existentes. Estando o Streptomyces hygroscopicos (produtor
natural de rapamicina) presente no microbioma entérico humano, seria possivel uma
correlag@o entre disbiose por falta deste microrganismo e aumento da expresséo de
MTOR? (Bolourian & Mojtahedi, 2018)

O futuro o dir4, no entanto, uma coisa podemos concluir, passos largos estao a ser
dados no caminho para encontrar formas de terapia oncol6gica mais dirigida,

minimizando assim a mortalidade por esta doenca.
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VII- Conclusao

Diante dos objetivos propostos é possivel observar que a via de sinalizagdo mTOR é

essencial no processo neoplasico.

Os resultados preliminares obtidos do tratamento de células de cancro gastrico com um
morfolino contra mTOR sugerem um aumento da morte celular quando comparadas com
uma populacdo controlo. Estas evidéncias vao ao encontro de estudos anteriores que

afirmam que o mTOR tem um papel central na proliferacéo e sobrevivéncia celular.

Também a morfologia celular se apresentou alterada mostrando diminuigcdes no aspeto
ficando mais arredondadas ao invés da sua forma hexagonal. Houve evidencias da
presenca de cariorrexe em células tratadas com morfolino e incubadas durante 48h,
verificando uma fragmentagé&o destrutiva do ndcleo, o que pode ser resultado da picnose
celular pela falta de fatores de crescimento. Mais uma vez estas observagfes sugerem

que a via mTOR foi perturbada.

De forma geral, este trabalho permitiu reunir uma série de conclusdes de estudos
anteriores que demonstraram que a via mMTOR estdo associados ao processo
oncogénico e que niveis aumentados de fosforilagcdo de mTOR, AKT e 4EBP1 podem

estar relacionados com a agressividade e progndstico da doenca.

A continuacéo deste projeto na qual se deverdo realizar as etapas experimentais em
falta, nomeadamente Western Blot das proteinas e quantificacdo de mRNA, deveréo
ajudar melhor a tecer uma conclusdo mais solida da acdo de um morfolino contra mTOR

em linhagem celular de cancro gastrico.
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I- Apéndice

Resultados do Ensaio de Proliferacdo- Otimizacédo de Resultados

Em trés dias seguidos foram realizados ensaios de proliferacdo em células GP202
cultivadas em placas 6-Well para verificar qual a concentracdo ideal de células para o
estudo de proliferacdo apds inoculacdo de morfolino contra mTOR.

Postularam-se 3 quantidades celulares: 300 000 , 350 000 e 400 000.

e Ensaio 1 (18/2/20)

300 000
células

1° quadrante  2° quadrante  3° quadrante  4° quadrante

Células 8 8 7 6
Vivas

Células 1 0 0 0
mortas

Contagem celular= média das células x 10000 x FD (100 Azul Tripano/ 100 células)
Média= 7.25 células

Células vivas= média células vivas x 10000 x 2
Células vivas= 145000 células (1mL) > 290000 células (2mL)

Células mortas= média células mortas x 10000 x 2
Células mortas= 5000 células (1mL)-> 10000 células (2mL)



350 000
células

1° quadrante  2° quadrante  3° quadrante  4° quadrante

Células 6 4 6 7
Vivas

Células 0 0 0 0
mortas

Contagem celular= média das células x 10000 x FD (100 Azul Tripano/ 100 células)
Média= 5.75 células

Células vivas= média células vivas x 10000 x 2
Células vivas= 115000células (1mL)-> 230000 (2mL)

Células mortas= média células mortas x 10000 x 2
Células mortas= 0 células (1ml)-> 0 células (2mL)



400 000
células

1° quadrante  2° quadrante = 3° quadrante  4° quadrante

Células 4 4 6 5
Vivas

Células 0 0 0 0
mortas

Contagem celular= média das células x 10000 x FD (100 Azul Tripano/ 100 células)
Média= 4.75 células

Células vivas= média células vivas x 10000 x 2
Células vivas= 95000 células (1mL)-> 190000 células (2mL)

Células mortas= média células mortas x 10000 x 2
Células mortas= 0 células (1mL)-> 0 células (2mL)

Ensaio 1

160000
140000
120000
100000
80000
60000
40000
20000

0
300000 350000 400000

M vivas mortas



o Ensaio 2 (19/2/20)

300 000
células

Células
Vivas

Células
mortas

1° quadrante  2° quadrante

13 8

3° quadrante

14

4° quadrante

10

Contagem celular= média das células x 10000 x FD (100 Azul Tripano/ 100 células)

Média= 11.25 células

Células vivas= média células vivas x 10000 x 2
Células vivas= 225000 células (1mL) - 450000 células (2mL)

Células mortas= média células mortas x 10000 x 2

Células mortas= 10000 (1mL)-> 20000 células (2mL)



350 000
células

1° quadrante  2° quadrante ~ 3° quadrante  4° quadrante

Células 14 50 36 21
Vivas

Células 0 3 1 0
mortas

Contagem celular= média das células x 10000 x FD (100 Azul Tripano/ 100 células)
Média= 30.25 células

Células vivas= média células vivas x 10000 x 2
Células vivas= 605000 células (1mL)-> 1210000(2mL)

Células mortas= média células mortas x 10000 x 2
Células mortas= 20000 células (1ml)-> 40000células (2mL)

400 000
células

1° quadrante  2° quadrante  3° quadrante  4° quadrante

Células 17 18 9 31
Vivas

Células 0 1 3 2
mortas




Contagem celular= média das células x 10000 x FD (100 Azul Tripano/ 100 células)
Média= 19 células

Células vivas= média células vivas x 10000 x 2
Células vivas= 380000 células (1mL)-> 760000células (2mL)

Células mortas= média células mortas x 10000 x 2
Células mortas= 30000 células (1mL)-> 60000células (2mL)

Ensaio 2

700000
600000
500000
400000
300000
200000
100000

0
300000 350000 400000

M vivas mortas

\



o Ensaio 3 (20/2/20)

300 000
células

1° quadrante  2° quadrante  3° quadrante  4° quadrante

Células 11 9 11 13
Vivas

Células 0 0 2 0
mortas

Contagem celular= média das células x 10000 x FD (100 Azul Tripano/ 100 células)
Média= 11 células

Células vivas= média células vivas x 10000 x 2
Células vivas= 220000células (1mL) > 440000 células (2mL)

Células mortas= média células mortas x 10000 x 2
Células mortas= 10000 células (1mL)-> 20000 células (2mL)

Vil



350 000
células

1° quadrante  2° quadrante  3° quadrante  4° quadrante

Células 13 21 24 23
Vivas

Células 0 0 0 0
mortas

Contagem celular= média das células x 10000 x FD (100 Azul Tripano/ 100 células)
Média= 20.25 células

Células vivas= média células vivas x 10000 x 2
Células vivas= 405000 células (1mL)-> 810000 células (2mL)

Células mortas= média células mortas x 10000 x 2
Células mortas= 0 células (1ml)-> 0 células (2mL)

400 000
células

1° quadrante  2° quadrante  3° quadrante  4° quadrante

Células 23 53 50 71
Vivas

Células 1 1 2 3
mortas

Vil



Contagem celular= média das células x 10000 x FD (100 Azul Tripano/ 100 células)
Média= 49.25 células

Células vivas= média células vivas x 10000 x 2
Células vivas= 985000 células (1mL)-> 1970000 células (2mL)

Células mortas= média células mortas x 10000 x 2
Células mortas= 35000 células (1mL)—> 70000 células (2mL)

Ensaio 3

1200000
1000000
800000
600000

400000

200000 .
0

300000 350000 400000

M vivas mortas



Comparacéo dos 3 ensaios

1200000

N2 células vivas inter-ensaios
1000000
800000

600000

400000

200000
O-. ] .

300000 350000 400000

B Ensaiol MEnsaio?2 Ensaio 3

Ensaio 1 Ensaio 2 Ensaio 3

300000 145000 225000 220000

v U
U

350000 115000 605000 405000
+80% -33%

400000 95000 380000 985000
H15% +61%



Ii. Anexos

Preparacdo de Solucdes para Lise Celular

e 0.5 MTris/HCI pH 6.8

o 30.28g de Tris
200 mL H20
Acertar pH com HCI
Perfazer H20 500 mL
Filtrar e graurdar a TA

O O O O

e SDS-SB 2x (Laemmli buffer)
o 4mL de 0.5MTris/HCI pH 6.8
3.1 mL de glicerol 80% ou 2.5 mL de glicerol 100%
1.125¢g SDS
Juntar e agitar a 37°C
Adicionar 0.5g DDT
3mL de Azul de Bromofenol 0.1%
Aliguotar e guardar a -20°C

O O 0O O O O

e Tampéo de lise SDS-SB 2x

40uL SDS

60 pL H20

1 pL Proteinase inhibition cocktail (1%)
1 pL Benzonase 100x (1%)

1 uL de MgCI2 0.5 (5mM)

O O O O O

e Tampéo Benzonase

500 pL glicerol 80x

20 pL Tris HCL 1M pHS8
4 uL MgCL2 0.5M

476 uL H20

Guardar a -20°C

o O O O O

e Benzonase 100x
o 94 pL tampéo de Benzonase
o 6 pL Benzonase
o Guardar -20°C

Xl



Preparacdo de Solucdes para Western Blot

e BLOT BUFFER 25x (para Western Blot)

e BLOT BUFFER 1x (para Western Blot)

O

O 0O O O O

©)

@)
@)
@)
@)

Volume: 1L
1.25g SDS
1459 Tris
72.5g Glicina

Perfazer H,0 1L

Guardar a TA.

Volume: 1L
40mL BB 25x

200mL Metanol
Perfazer H,0 1L

Guardar a TA.

e BROMETO de ETIDIO 10 mg/ml

TBST (0.05% Triton X-100) (para Western Blot)

O

Usar mascara e luvas.

Volume: 10 ml

Brometo de Etidio: 100 mg

perfazer 10 ml com ddH-O estéril.
Agitar até dissolucao.
Guardar a 4°C, protegido da luz.

1L 500 mL 100 mL
TBS 10x 100 mL 50 mL 10 mL
Triton X-100 | 500 uL 250 uL 50 uL
H.0 Perfazer
*é semelhante a TBS 0.1% Tween
TBS 0.1% TRITON X-100 (para Western Blot)
1L 500 mL 100 mL
TBS 10x 100 mL 50 mL 10 mL
Triton X-100 1mL 500 uL 100 uL
H-0 Perfazer
TBS 0.005% TWEEN 20 (para Western Blot)
1L 500 mL 100 mL
TBS 10x 100 mL 50 mL N&ao
Triton X-100 | 50 uL 25 uL aconselhavel
H-0 Perfazer

Wl




TBST MILK (5% w/v) (para Western Blot)
2.5g Leite p6 Molico Plus (até +/- 5mL em falcon de 50mL)
TBST até 50mL
Colocar primeiro cerca de 25mL de TBST, agitar algum tempo e depois completar.

TBST BSA (6.25% w/v BSA) (para Western Blot)

2.5 g BSA

TBST até 40mL
Colocar primeiro cerca de 20mL de TBST, agitar algum tempo e depois completar.

LOADING CONTROL WESTERN BLOT

Loading Sample type (kDa) Caution
Control
Vinculin Cytoplasmatic/whole cell 116 In muscle tissues, a splice variant with an
extracts extra exon with the molecular weight of
150 KDa is also expressed.
Actin Cytoplasmatic/whole cell 43 Changes in cell-growth conditions and
extracts interactions with extracellular matrix
components have been found to alter
actin protein synthesis (Farmer et al., 1983;
Ben Zeev and Amsterdam,1986).

GAPDH Cytoplasmatic/whole cell 30— Some physiological factors, such as
extracts. It is constitutively 40 hypoxia and diabetes as well as some
expressed in almost all tissues at sort of cancers increase GAPDH
high levels, therefore becoming expression in certain cell types.
the marker of choiceas loading
control in northern/western blots
and protein normalization.

Tubulin Cytoplasmatic/whole cell 55 Tubulin expression is known to vary
extracts. according to resistance to antimicrobial
and antimitotic drugs (Sangrajrang S. et al,

1998, Prasad V et al, 2000).
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Marcas e Consumiveis

CONSUMIVEL MARCA PRECO ESTIMADO
VIVO-MORPHOLINO Gene Tools 15000%
STANDARD CONTROL

OLIGO (100uL)

ENDO-PORTER (PEG- 1ML | Gene Tools 20000%
VIVO.MORPHOLINO Gene Tools 70000%
(400NMOL)

RPMI-1640 MEDIUM, WITH | Sigma-Aldrich 124€
L-GLUTAMINE

TRYPSIN-EDTA SOLUTION | Sigma-Aldrich 40.10€
1X 0.05%

TRIPAN BLUE SOLUTION Sigma-Aldrich 37.10€
FETAL BOVINE SERUM Sigma-Aldrich 148€
PONTAS 10-200uL (1000 Frilabo 5.32€
UND)

FRASCOS DE 25CM2 COM | Frilabo 72.42€
FILTRO

PIPETA SEROLOGICA 5ML | Frilabo 40.09€
PIPETA SEROLOGICA 2ML | Frilabo 46.95€
TISSUE CULTURE 6-WELL | Microgene 49.61€
PIPETA 10ML PVL 28€
AC UTILIZADOS PARA Werfen -
WESTERN BLOT

RNA ISOLATION KIT Nzytech 322€
PRIMERS MTOR STABvida 65.04€

XV



BENZONASE Tebu-bio 260.00€
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