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Perfil de expressao diferencial de moléculas
reguladoras chave apds exposicao a extratos de
Carica papaya

Resumo

Introdugdo: As hemoglobinopatias, como a anemia falciforme, sdo doengas genéticas
hereditarias com elevada prevaléncia mundial. A indugdo da hemoglobina fetal (HbF),
por exemplo através de hidroxiureia (HU) tem sido uma abordagem terapéutica eficaz e
associa-se a formas clinicas menos graves. Compostos naturais, como os presentes
nas folhas de Carica papaya, tém despertado interesse como potenciais indutores de
HbF, por mecanismos epigenéticos e transcricionais.

Objetivo: Avaliar o impacto da exposicdo a extratos aquosos de folhas de Carica
papaya (EAFCP) na viabilidade celular e expressao de genes envolvidos na regulacéo
da sintese de HbF, utilizando como modelo uma linha de células eritréides humanas.
Material e Métodos: Foram utilizadas células de linhagem K562, cultivadas e expostas
a diferentes concentragoes de EAFCP e a HU. Realizaram-se ensaios de viabilidade,
proliferacao e citotoxicidade, com azul de tripano, CellTiter-Blue® e CytoTox 96®. A
expressao génica foi avaliada por RT-gPCR, com foco em genes das globinas (HBA,
HBB, HBG1 e HBG?2), reguladores epigenéticos (HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDACS,
DNMT1, DNMT3a e DNMT3b) e transcricionais (BCL11A e BGLT3).

Resultados: O EAFCP ndo comprometeu a viabilidade celular nas concentracdes
testadas e apresentou baixa citotoxicidade, revelando ter efeitos citoestaticos na
proliferacdo celular. A nivel molecular, observou-se um aumento significativo na
expressao dos genes HBG1 e HBG2, associados a produgédo de HbF. Paralelamente,
houve redugdo da expressao de genes inibidores da HbF, como BCL11A, HDAC1 e
DNMT1. Estes resultados sugerem que o extrato exerce um efeito indutor sobre a
expressao de HbF através da modulagéo de vias epigenéticas e transcricionais.
Conclusao: Os extratos de Carica papaya demonstraram potencial para modular
positivamente a expressao de HbF, sendo promissores como agentes complementares
no tratamento de hemoglobinopatias. Estudos adicionais sdo necessarios para validar

estes efeitos em modelos in vivo e identificar os compostos bioativos responsaveis.

Palavras-chave: Carica papaya, hemoglobina fetal, expressdo génica, epigenética,

hemoglobinopatias.






Differential expression profile of key regulatory
molecules after exposure to Carica papaya extracts

Abstract

Introduction: Hemoglobinopathies, such as sickle cell disease, are inherited genetic
disorders with high global prevalence. The pharmacological induction of fetal hemoglobin
(HbF), through compounds such as hydrxyurea (HU), is an effective therapeutic strategy
and associated with milder clinical outcomes. Natural compounds found in Carica
papaya leaves have shown potential to modulate HbF expression through epigenetic
and transcriptional mechanisms.

Objective: To evaluate the impact of aqueous extracts of Carica papaya leaves
(EAFCP) on cell viability and the expression of genes involved in the regulation of HbF
synthesis using a human erythroid cell model.

Material and Methods: Human K562 erythroleukemic cells were cultured and exposed
to different concentrations of EAFCP and to HU. Cell viability, proliferation, and
cytotoxicity assays were performed with trypan blue, CellTiter-Blue® and CytoTox 96®.
Gene expression was analyzed using RT-gPCR, targeting globin genes (HBA, HBB,
HBG1 and HBG?2), epigenetic regulators (HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDACS8, DNMT1,
DNMT3a and DNMT3B), and transcriptional regulators (BCL11A and BGLT3).

Results: EAFCP did not compromise cell viability at the tested concentrations and
exhibited low cytotoxicity, revealing to have cytostatic effects on cell proliferation. RT-
gPCR analysis revealed a significant increase in the expression of HBG1 and HBG2,
both associated with HbF production. Additionally, there was a downregulation of key
repressors of HbF expression, including BCL11A, HDAC1, and DNMT1. These findings
suggest that EAFCP may induce HbF expression through the modulation of epigenetic
and transcriptional pathways.

Conclusion: Carica papaya leaf extracts demonstrated promising effects on the natural
induction and modulation of fetal hemoglobin and may serve as complementary agents
in the treatment of hemoglobinopathies. Further studies are needed to validate these
results in vivo and to isolate the active bioactive compounds responsible for the observed

gene modulation.

Keywords: Carica papaya, fetal hemoglobin, gene expression, epigenetics,

hemoglobinopathies.
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1. Introducgao

1.1. Hemoglobina

A hemoglobina (Hb) € uma metaloproteina essencial presente nos eritrocitos e é
responsavel pelo transporte de gases respiratorios, como o dioxigénio (O2), mondxido
de carbono (CO) e 6xido nitrico (NO), desde os pulmbes até aos diversos tecidos do
organismo humano [1], [2], [3]. Representa a proteina mais abundante nos glébulos
vermelhos [4] e desempenha um papel fulcral na homeostasia respiratéria.

Esta proteina apresenta uma estrutura quaternaria, composta por quatro subunidades
polipeptidicas — duas do tipo alfa (a) e duas do tipo beta (8) — formando um tetrdmero
simétrico com aproximadamente 64,450 Dalton [1], [5], [6]. Cada subunidade esta ligada
a um grupo prostético heme, contendo no seu centro um atomo de ferro no estado
ferroso (Fe?*), essencial para a ligagéo reversivel ao oxigénio [1], [3], [7]. Este grupo
heme confere a Hb a sua capacidade funcional de transporte de gases, enquanto as
cadeias de globina garantem a solubilidade da molécula, a sua integridade estrutural e
o controlo da afinidade ao oxigénio, nomeadamente através das transigdes
conformacionais entre o0s estados tenso (desoxihemoglobina) e relaxado
(oxihemoglobina) [3], [7].

Durante o desenvolvimento ontogenético humano, a sintese da hemoglobina é
altamente regulada e ocorre em locais especificos, mudando ao longo das fases
embrionaria, fetal e adulta. A produgdo de Hb inicia-se no saco vitelino (na fase
embrionaria), transita para o figado (na fase fetal) e, finalmente, estabelece-se na
medula 6ssea (em fase adulta) [2], [8]. A expressdo das diferentes formas de Hb é
coordenada por dois agrupamentos génicos: o cluster da a-globina, localizado no brago
curto do cromossoma 16 (16p13.3), e o cluster da B-globina, situado no brago curto do
cromossoma 11 (11p15.5) [9], [10].

O agrupamento genético da a-globina (Figura 1.1) inclui os genes embrionario ¢ (HBZ),
os genes a1 (HBA1) e a2 (HBA2), bem como trés pseudogenes (w1, yal e ya2) e um
gene 0. A expressao adequada destes genes é regulada por quatro regides conservadas
nao codificantes, situadas a montante do locus ¢, denominadas HS-10, HS-33, HS-40 e
HS-48 — também referidas como MCS-R1 a -R4 (sequéncias conservadas em multiplas
espécies), sendo que a sequéncia HS-40 se destaca por ser a mais relevante na
ativacgao transcricional dos genes a [11], [12], [13], [14].

Por sua vez, o agrupamento da B-globina (Figura 1.1) compreende cinco genes: o
embrionario € (HBE), os fetais Gy (HBG2) e Ay (HBG1), o gene & (HBD) e o gene

(HBB), além de um pseudogene (wp) [9], [10]. Estes genes s&o ativados e silenciados



sequencialmente ao longo do desenvolvimento, com base numa disposigao linear que
respeita a ordem de expressdo ontogénica (5'-e—Gy-Ay—wp—-0—p-3') [8], [15]. O
controlo transcricional deste locus é exercido pela Regido de Controlo do Locus (LCR),
composta por cinco regides hipersensiveis a DNAse | (HS1-HS5), que mantém a
estrutura da cromatina aberta e acessivel, facilitando a ligacédo de fatores de transcricao
aos promotores dos genes e funcionando por isso como ativador da transcrigao genética
[16], [17].

d,

-

(chr.16) Mcs HBZ HBA2 HBAL

- ¢
Locus da a-globina .
00—

Locus da B-globina
(chr.11)

088 C8-

E HBG2 HBG1 HBD HBB

e Sy %y 5 B
LCR HB

Figura 1.1 — Representacédo esquematica dos agrupamentos genéticos da a-globina e da 3-globina.
Adaptado de [18].

Este processo é dindmico e implica interagdes especificas entre a LCR e os genes da
globina, permitindo a expressao sequencial das isoformas de hemoglobina consoante a
necessidade fisioldgica de oxigenagdo. Por exemplo, durante a fase embrionaria, a
hemoglobina dominante é a Hb embrionaria ((2¢2), formada pelas cadeias C e .
Posteriormente, com a transicao para a hematopoiese hepatica, prevalece a Hb fetal
(a2y2). Finalmente, apds o nascimento, na hematopoiese medular, da-se a ativagao dos
genes HBA e HBB, formando-se a hemoglobina A1 (a232), predominante na vida adulta,
juntamente com a hemoglobina A2 (0262) e vestigios residuais de hemoglobina fetal
HbF (cerca de 1%) [2], [8], [19].

A regulacdo da expressdo dos genes da globina ao longo do desenvolvimento é
mediada por mecanismos epigenéticos, como a metilagdo do DNA (acido
desoxirribonucleico) e modificagdes de histonas, e por complexas redes de regulagao
transcricional que incluem fatores ativadores e repressores, os quais interagem
competitivamente com a LCR [17], [20]. Este sistema coordenado assegura que a
composicao da hemoglobina seja adaptada as diferentes necessidades metabdlicas ao
longo da vida.

As alteracbes genéticas que afetam os genes da globina estdo na origem das
hemoglobinopatias, sendo estas doencas monogénicas hereditarias com elevada
prevaléncia global, sobretudo em regides com maior taxa de consanguinidade ou em
paises com elevada incidéncia de malaria, onde se estima que até 90% dos recém-

nascidos possam ser afetados [21], [22], [23].



1.1.1. Hemoglobina Fetal

A HbF constitui a forma predominante de hemoglobina durante a vida intrauterina, como
referido anteriormente, sendo composta por duas cadeias alfa e duas cadeias gama,
formando o tetrdmero a,y, [24]. Esta configuragdo molecular confere & HbF uma maior
afinidade pelo oxigénio em comparagdo com a hemoglobina adulta (Hb adulta, HbA,
HbA1) o que é essencial para a transferéncia eficiente de oxigénio da circulagao
materna para o feto através da placenta [25].

A sintese da HbF inicia-se por volta da quinta semana de gestacao e atinge o seu pico
durante o segundo e terceiro trimestres. Apds o nascimento, a producdo de HbF
decresce gradualmente, sendo substituida progressivamente pela HbA, de conformacgéo
a,f3,. Este processo de transicdo, conhecido como switch hemoglobinico, encontra-se
normalmente completo nos primeiros seis meses de vida, sendo que em individuos
adultos saudaveis, os niveis de HbF sdo geralmente inferiores a 1% [26]. Destaca-se
que a persisténcia hereditaria de HbF é uma condigdo benigna em que niveis elevados
de HbF se mantém na vida adulta. Esta alteracao resulta de mutagdes nos elementos
reguladores da expressdo dos genes das cadeias gama, ndo estando associada a
sintomas clinicos adversos [27].

A expressdo da HbF apds o nascimento é regulada por diversos fatores genéticos,
sendo a modulacdo dos seus niveis fortemente associada a polimorfismos em loci como
BCL11A, HBS1L-MYB e no promotor do gene HBG2 [28]. Em populagbes europeias,
incluindo a portuguesa, variantes genéticas nestes loci tém sido estudadas no contexto
de hemoglobinopatias, permitindo perspetivar abordagens terapéuticas personalizadas
[29].

1.2. Hemoglobinopatias

As hemoglobinopatias constituem um grupo de doencas genéticas resultantes de
alteragdes na estrutura ou na sintese das cadeias de globina da Hb, classificando-se,
assim, em qualitativas e quantitativas. As primeiras derivam de mutag¢des que originam
variantes estruturais da Hb, modificando-as para hemoglobina S (caso da anemia
falciforme) ou hemoglobina C, por exemplo; enquanto as quantitativas, resultam da
producao insuficiente ou ausente de uma ou mais cadeias de globina, como ocorre na
B-talassémia ou a-talassémia [3], [19], [30].

As manifestagdes clinicas destas patologias variam amplamente, podendo ir desde
formas assintomaticas até quadros severos de anemia crénica. Globalmente, estima-se
que cerca de 7% da populacdo seja portadora de uma hemoglobinopatia em

heterozigotia, sendo mais prevalentes em regides como Africa Subsariana, Sudeste



Asiatico, Médio Oriente e regido Mediterranica, sendo estas regides com maior taxa de
consanguinidade e/ou com elevada incidéncia de malaria [19], [23], [31].

Entre as hemoglobinopatias clinicamente mais relevantes encontram-se a doencga
falciforme, também conhecida como anemia falciforme, e a p-talassémia. Em ambos os
casos, os niveis aumentados de hemoglobina fetal (HbF) associam-se a manifestagdes
menos graves da doenca, uma vez poderem modular positivamente o curso clinico da
mesma [8], [32]. Por exemplo, no caso da anemia falciforme, a presenga de HbF inibe
a polimerizagdo da hemoglobina S (HbS), mecanismo patoldgico subjacente as crises
vaso-oclusivas na anemia falciforme, reduzindo assim a frequéncia e severidade das

complicacdes [31].

1.2.1. Anemia Falciforme

A anemia falciforme, também conhecida como doencga das células falciformes (DCF), é
uma hemoglobinopatia qualitativa provocada por uma muta¢do pontual no gene da B-
globina (HBB), que resulta na substituigdo de um acido glutdmico por uma valina na
sexta posicao da cadeia polipeptidica da HbA1, originando a hemoglobina S (HbS) [16],
[21], [22]. Esta alteracdo promove a polimerizacdo da HbS em estados de
desoxigenacgao, levando a distor¢ao dos eritrocitos, que em vez de terem o formato
arredondado habitual, passam a ter forma de foice. Estas células falciformes sdao mais
rigidas, tém menor deformabilidade e tempo de vida, sdo mais frageis e altamente
aderentes ao endotélio vascular, 0 que aumenta a propensao de ocorrer obstrucio da
microcirculagao, resultando em crises vaso-oclusivas caracterizadas por isquemia, dor
intensa, hemdlise intravascular, inflamagao croénica, lesdo organica e maior stress
oxidativo [2], [33], [34]. Assim, é frequente registarem-se outras complicagdes clinicas
severas, tais como anemia hemolitica crénica, crises dolorosas recorrentes, fadiga,
fraqueza, inchago das extremidades, ictericia e maior suscetibilidade a infe¢cdes devido
a disfungao esplénica [35], [36]. Outros eventos clinicos graves incluem atraso no
crescimento, acidente vascular cerebral (AVC), hipertensao pulmonar, sindrome
toracica aguda e danos multiorganicos [16], [37], [38], [39], [40].

A doenga manifesta-se de forma mais grave em individuos homozigéticos (HbSS),
enquanto os heterozigéticos (HbAS) sdo portadores geralmente assintomaticos, tendo
o chamado de traco falciforme. Embora associada a uma qualidade de vida
comprometida e reducdo da esperanca média de vida, a variabilidade fenotipica é
significativa e nem todos os mecanismos subjacentes estdo completamente
compreendidos [41]. No entanto, sabe-se que niveis mais elevados de HbF estédo
associados a formas menos graves da doenga, uma vez que a HbF reduz a tendéncia

de polimerizagcédo da HbS, e consequentemente os sintomas [20], [32].



1.2.2. Epidemiologia

As hemoglobinopatias representam um importante problema de saude publica em varias
regides do mundo. Estima-se que, anualmente, nascem entre 300.000 a 500.000
criangcas com hemoglobinopatias clinicamente significativas, sendo a maioria (cerca de
70%) com anemia falciforme [19].

A distribuicdo geografica destas patologias esta fortemente correlacionada com a
prevaléncia histérica da malaria, dado que o traco falciforme (HbAS) confere protecéo
parcial contra a infecdo por Plasmodium falciparum, parasita responsavel pela malaria
[20]. Assim, por evolugao populacional, a anemia falciforme € mais comum em regides
onde a maldria é endémica, como Africa Subsariana, Sudeste Asiatico, india, Médio
Oriente, regido Mediterranica e Brasil [23].

Em Portugal, a prevaléncia das hemoglobinopatias € relativamente baixa, sendo mais
frequente nas zonas do Centro e Sul do pais, em parte devido a fendmenos migratorios
e a ancestral ligacdo com paises lusofonos africanos [30], [42].

Tendo em conta o impacto destas doencas, diversos paises com elevada prevaléncia
tém implementado programas de rastreio neonatal, aconselhamento genético e
diagnéstico pré-natal, visando a detegdo precoce e prevencado de formas graves da
doenca [43].

1.3. Diagnéstico

O diagndstico da DCF é fundamental para a implementagao precoce de intervengbes
terapéuticas que contribuam para a reducéo da morbilidade e melhoria da qualidade de
vida dos doentes. Este processo diagnéstico integra a analise do historial clinico e
familiar, a realizacdo de exame fisico e a aplicacdo de técnicas laboratoriais
hematoldgicas e moleculares.

Clinicamente, os profissionais de saude procuram sinais tipicos da patologia, como
ictericia, anemia ou inchago das extremidades, e avaliam a existéncia de antecedentes
familiares de hemoglobinopatias, dada a natureza hereditaria da DCF [36]. A triagem
neonatal, obrigatéria em varios paises, € amplamente recomendada pela sua eficacia
na detegdo precoce da doenca, possibilitando o inicio imediato de cuidados meédicos
adequados [36].

Laboratorialmente, destacam-se métodos tradicionais como o hemograma, utilizado
para avaliar os componentes celulares do sangue, e a eletroforese de hemoglobinas,
que permite identificar variantes andémalas, neste caso da HbS. Outras técnicas
complementares incluem a cromatografia liquida de alta eficiéncia e os testes de
solubilidade da HbS [44], [45].



Com o avango da biotecnologia, métodos moleculares como a reagdo em cadeia da
polimerase (PCR) em tempo real (RT-PCR) e a sequenciagdo de nova geracao (Next
Generation Sequencing — NGS) tém vindo a ser incorporados na pratica clinica,
permitindo estas técnicas a identificacao precisa das mutacdes nos genes da globina,
oferecendo um diagnéstico definitivo da DCF e das suas variantes genéticas [46].

Em casos mais complexos, exames imagioldgicos adicionais, como radiografias ou

ecografias, podem ser utilizados para avaliar o impacto da doenga nos 6rgaos afetados.

1.4. Terapéuticas

O tratamento destas patologias tem evoluido significativamente, recorrendo a
abordagens (ilustradas na Figura 1.2) como transfusdes sanguineas e administracao
de hidroxiureia (HU), sendo esta Uultima considerada a principal terapéutica
farmacoldgica para a indugcado da HbF, uma vez ter demonstrado eficacia no aumento
dos niveis de HbF e na reducao das manifestagdes clinicas da doencga [47].

Em casos mais graves, o transplante de células estaminais hematopoiéticas pode ser
considerado, sendo atualmente a Unica cura definitiva [34]. Paralelamente, tém sido
investigadas novas terapéuticas, nomeadamente a modulagao farmacolégica e genética
da expressdo de HbF. Entre estas, destaca-se a utilizacdo de tecnologias de edi¢ao
genética, como o CRISPR/Cas9, direcionadas a regulagdo de fatores transcricionais
como o BCL11A, um potente repressor da expressdo dos genes da y-globina, cuja
inibicdo promove a reativagdo da producédo de HbF [48], [49], [50]. Estas estratégias
emergentes oferecem novas perspetivas terapéuticas que poderdo, no futuro,

complementar ou substituir os tratamentos atualmente disponiveis.

Terapéuticas para -Hemoglobinopatias

‘o o’

N\
\‘\B’

. TRANSPLANTE DE CELULAS
TRANSFUSAO DE SANGUE ESTAMINAIS HEMATOPOIETICAS
‘&:UJ
"f JUle
& 4
TERAPIA GENICA INDUCAO FARMACOLOGICA UTILIZACAO DE

DA HEMOGLOBINA FETAL COMPOSTOS NATURAIS

Figura 1.2 — Abordagens terapéuticas atuais e futuras para hemoglobinopatias.



1.4.1. Transfusédo de sangue

As transfusdes de concentrado eritrocitario constituem uma das principais abordagens
terapéuticas no tratamento da DCF, sendo particularmente eficazes na gestdo de
complicacbes agudas e cronicas, como sindrome toracica aguda, AVC e episddios de
anemia severa [51], [52]. Este procedimento permite melhorar a oxigenacao tecidular e
a perfusdo na microcirculagao, através da reducao da percentagem de hemoglobina S
(HbS) e do nivel de hematdcrito, contribuindo para a prevengao de eventos vaso-
oclusivos [16], [31], [52].

Apesar da sua eficacia comprovada na atenuacao dos sintomas e complicacdes da
DCF, a terapéutica transfusional apresenta limitagdes significativas quando utilizada de
forma cronica, uma vez que a utilizagao repetitiva desta abordagem terapéutica pode
conduzir a acumulagdo excessiva de ferro no organismo, resultado da degradacao
progressiva das hemacias transfundidas, podendo evoluir para hemocromatose. Nestes
casos, torna-se necessaria a administracdo de agentes quelantes para controlar a
sobrecarga férrica [20], [39], [53]. Para além disso, os doentes estao sujeitos a riscos
adicionais, como infegbes transmitidas por agentes virais ou bacterianos, e
aloimunizacao, isto é, resposta imunitaria contra antigénios eritrocitarios néo proprios
(do dador) [54], [55], [56].

1.4.2. Transplante de células estaminais hematopoiéticas

O transplante de células estaminais hematopoiéticas (TCEH) alogénico (de outro
individuo da mesma espécie) constitui atualmente a Unica opgéo terapéutica com
potencial curativo definitivo para individuos com B-hemoglobinopatias, incluindo a DCF
e a B-talassémia [49], [57], [58]. Esta abordagem baseia-se na substituicao das células
hematopoiéticas do paciente por células saudaveis de um dador compativel, permitindo
a normalizac&o da eritropoiese e a producao de eritrocitos funcionais, sem a mutacao
que origina a hemoglobina anémala [59], [60].

A eficacia do TCEH esta bem estabelecida, sobretudo em doentes pediatricos com
dadores HLA-idénticos, tendo-se observado nestes casos melhorias significativas na
fungéo orgéanica e na redugédo da mortalidade associada a DCF [57], [61].

No entanto, a sua aplicagdo generalizada continua limitada por diversos fatores,
incluindo a escassa disponibilidade de dadores compativeis, os custos elevados, e os
riscos associados, como a rejeicdo do enxerto, doenga do enxerto contra o hospedeiro,
e a toxicidade do regime de condicionamento [62], [63], [64].

Destaca-se a importancia da selegao criteriosa dos candidatos ao transplante, baseada
na gravidade da doencga, idade e comorbilidades, sendo esta essencial para maximizar

os beneficios e minimizar os riscos do procedimento terapéutico [60].



1.4.3. Terapia génica

A terapia génica tem emergido como uma abordagem terapéutica altamente promissora
no tratamento das hemoglobinopatias, incluindo a DCF e a B-talassémia. Ao contrario
do transplante alogénico, esta estratégia utiliza células estaminais hematopoiéticas
autélogas (do proéprio doente) geneticamente modificadas, eliminando a necessidade de
um dador compativel e reduzindo significativamente o risco de rejeicdo imunoldgica [65],
[66], [67].

Atualmente, distinguem-se duas abordagens principais nesta area: a adi¢cao de genes e
a edicdo genomica. A adicdo consiste na insercao de uma copia funcional do gene da
B-globina no genoma do doente, utilizando vetores virais (frequentemente de origenm
lentiviral) e num processo realizado ex vivo, minimizando a genotoxicidade em tecidos
nao-alvo [64], [65], [66]. Ja a edicao gendmica permite a modificagao permanente de
sequéncias especificas de DNA, por exemplo através da inibicdo de reguladores como
0 BCL11A, que reprime a expressao da HbF. Esta técnica tem sido aplicada com recurso
a sistemas como o CRISPR/Cas9 e meganucleases (enzimas de restri¢do),
demonstrando resultados promissores em ensaios clinicos e modelos experimentais,
com aumento dos niveis de HbF e reversao do fenotipo falciforme [20], [49], [59], [66],
[68], [69], [70]. Na sequéncia destes ensaios clinicos, existem terapias génicas ex vivo,
para DCF e B-talassémia, ja aprovadas pela FDA (Food and Drug Administration), sendo
estas: LYFGENIA (lovo-cel), que funciona por adigdo genética e é direcionada para
DCF; ZYNTEGLO, igualmente por adigdo genética, mas direcionada para B-talassémia;
e CASGEVY (exa-cel), que funciona por edigdo gendmica do BCL11A por
CRISPR/Cas9, sendo direcionada tanto para DCF como para B-talassémia [70], [71].

1.4.4. Inducgao farmacolégica de HbF

A inducdo farmacoldgica da hemoglobina fetal constitui uma estratégia terapéutica
central, validada e promissora para o tratamento de hemoglobinopatias, nomeadamente
a DCF e a B-talassémia [60], [61], [72]. A HbF, que predomina no periodo neonatal,
possui elevada afinidade pelo oxigénio e, ao contrario da HbS, nao sofre polimerizagéao
em condi¢gdes de hipoxia, mitigando a deformagéo dos eritrécitos e subsequentes
hemolise e fendmenos vaso-oclusivos [40], [73].

A observagéo clinica de que os recém-nascidos com DCF raramente manifestam
sintomas durante o primeiro ano de vida, feita por Janet Watson em 1948, levou a
hipotese, mais tarde confirmada, de que niveis elevados de HbF conferem protegéo
contra as manifestagdes clinicas da doencga [74], [75]. A presenca de HbF atrasa a

polimerizagdo da HbS, reduz a hemdlise, atenua a inflamagéo cronica e melhora a



biodisponibilidade de 6xido nitrico, contribuindo para menor vasoconstricdo e adesao
celular ao endotélio [73], [74], [76].

A relevancia da HbF também se evidencia em individuos com persisténcia hereditaria
da HbF, uma condigcéo genética rara em que a expressao de HbF se mantém durante a
vida adulta, frequentemente resultando em quadros assintomaticos ou com sintomas
atenuados, mesmo na presenga de mutagcdes associadas a DCF ou a B-talassémia [77],
[78], [79]. Este fendtipo pode resultar de dele¢cdes no cluster do gene da [3-globina,
mutacdes nas regides promotoras dos genes HBG1 e HBG2, ou da heranga de loci de
caracteristicas quantitativas que modulam a expressao de HbF, como o BCL11A (2p16)
[49], [80].

O conhecimento acumulado sobre os mecanismos moleculares que regulam a
expressao da HbF tem sido crucial para o desenvolvimento de agentes terapéuticos
indutores da sua producdo. Entre os compostos mais estudados estdo a HU,
amplamente utilizada e clinicamente validada, os derivados de butirato, a decitabina
(com propriedades hipometilantes), a L-glutamina e inibidores da histona desacetilase,
como o vorinostat [40], [81]. Estas terapias visam reativar a expressao dos genes HBG1
e HBGZ2, inibindo a polimerizagao da HbS e restaurando o equilibrio entre as cadeias de
globina, o que é particularmente relevante tanto na DCF como na B-talassémia [8], [20],
[33], [62], [74], [82].

Por outro lado, baixos niveis de HbF estdo correlacionados com um aumento do risco
de eventos vaso-oclusivos, danos orgénicos e maior mortalidade. Por conseguinte, a
inducao de HbF representa uma intervencgao terapéutica com forte potencial para reduzir
a morbilidade e melhorar o prognéstico dos individuos com B-hemoglobinopatias, pelas

razdes anteriormente enunciadas [78], [82], [83].

1.4.4.1. Hidroxiureia

A hidroxiureia, também conhecida como hidroxicarbamida, é o farmaco mais
amplamente estudado e utilizado na terapéutica da DCF, estando a sua eficacia clinica
bem documentada, e tendo sido aprovada pela FDA para utilizagdo em adultos e em
criangas a partir dos dois anos de idade [84]. A HU tem demonstrado capacidade para
aumentar significativamente os niveis de HbF, reduzir a frequéncia de crises vaso-
oclusivas e a necessidade de transfusdes sanguineas, bem como melhorar a sobrevida
dos doentes [85], [86], [87], [88].

Este composto atua inibindo a enzima ribonucleotideo redutase, levando a deplegao de
desoxirribonucledtidos trifosfato (ANTPs) e a paragem do ciclo celular na fase S, o que
resulta em efeitos mielossupressores transitorios e reversiveis, como neutropenia e, em

casos pediatricos, reticulocitopenia [88], [89]. Embora os mecanismos moleculares



exatos responsaveis pela indu¢cao da HbF permanegam parcialmente desconhecidos, a
acao da HU sobre a expressao da gama-globina tem sido consistentemente observada
[90].

Os efeitos adversos da HU sao geralmente ligeiros e bem tolerados, sobretudo em
contexto pediatrico, incluindo cefaleias e sintomas gastrointestinais como nauseas e
desconforto abdominal [88]. No entanto, a utilizacdo prolongada deste farmaco levanta
preocupacdes quanto a toxicidade reprodutiva, uma vez que em mulheres gravidas, a
HU pode atravessar a placenta e interferir com a sintese de DNA fetal, aumentando o
risco de malformagdes congénitas, alteracbes hematoldgicas fetais e aborto espontaneo
[91], [92], [93]. Da mesma forma, em homens adultos, a HU pode comprometer a
fertilidade, afetando a espermatogénese e levando a uma redugdo da contagem
espermatica, enquanto em mulheres adultas, pode interferir no ciclo ovulatério,
causando irregularidades menstruais ou amenorreia [94].

Apesar da sua eficacia terapéutica, a aplicacdo da HU encontra-se limitada em regides
com escassos recursos, onde a incidéncia da DCF € mais elevada e o acesso a
cuidados médicos especializados € restrito [89]. Além disso, a variabilidade
interindividual na resposta a HU e os seus potenciais efeitos a longo prazo continuam a

ser objeto preocupacéo e investigacao [95].

1.4.5. Compostos naturais indutores de HbF

A utilizacdo de compostos naturais enquanto indutores da HbF tem emergido como uma
abordagem complementar promissora a terapéutica farmacolégica convencional,
especialmente no tratamento de [(-talassémias e DCF, destacando-se pela sua
acessibilidade, menor toxicidade e potencial pleiotrépico [43], [96], [97]. Embora n&o
sejam considerados substitutos das terapias principais, estes agentes naturais podem
atuar como adjuvantes, sobretudo em contextos com recursos limitados, onde a
medicina tradicional continua a ser a principal forma de cuidados de saude para grande
parte da populagdo mundial [43].

Diversos compostos de origem natural tém sido identificados como potenciais indutores
de HbF, nomeadamente Angelicina, Rapamicina, Resveratrol, Quercetina, Bergamota,
Fructus trichosanthis, Romidepsina, Triticum aestivum, Curcuma comosa, Astragalus,
Apicidina, Curcuminoides e Piceatanol [43].

Estes agentes tém demonstrado capacidade de induzir a expressao de HbF em modelos
experimentais, contribuindo para a melhoria do fendtipo clinico em doentes com
hemoglobinopatias. Contudo, apesar do potencial terapéutico evidenciado,

permanecem lacunas significativas relativamente a biodisponibilidade, farmacocinética
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e perfil de seguranca destes compostos em humanos, sendo necessaria investigacao

adicional para a sua validagao clinica [43].

1.4.5.1. Carica papaya

A planta Carica papaya (Cp), pertencente a familia Caricaceae e cultivada em regides
tropicais e subtropicais, tem despertado crescente interesse no contexto das
hemoglobinopatias, em particular na doenga das células falciformes, devido ao seu perfil
fitoquimico e potencial terapéutico [43], [97], [98], [99]. Esta planta é rica em vitaminas
(A, B e C), minerais como ferro e calcio, e compostos bioativos como flavonoides
(incluindo a quercetina) e alcaloides, com reconhecidas propriedades antioxidantes,
anti-inflamatdrias, antibacterianas, antivirais, antifingicas e anti-falciformacgao [43], [98],
[100], [101].

Estudos in vitro e ex vivo demonstraram que os extratos das folhas e frutos da Cp
exercem efeitos anti-falciformacgao, promovem a estabilidade da membrana eritrocitaria
e reduzem a hemolise sob stress osmatico, prevenindo a deformacado dos glébulos
vermelhos [85], [102], [103], [104], [105], [106]. Adicionalmente, estes extratos
mostraram capacidade para induzir a produgdo de hemoglobina fetal em modelos
celulares, o que podera traduzir-se numa atenuacao dos efeitos clinicos da DCF [106].
A sua atividade antioxidante e imunomoduladora contribui ainda para a mitigacéo do
stress oxidativo crénico, frequentemente observado nos doentes com DCF [107], [108].
Ensaios clinicos preliminares apontam para beneficios hematoldogicos e anti-
inflamatérios com a administragao oral de extratos da planta, embora sejam necessarios
mais estudos clinicos controlados para validar a sua eficacia e seguranga em contexto
clinico [109].

A folha da Cp é ainda considerada um suplemento nutricional valioso, contendo hidratos
de carbono, lipidos, proteinas e uma variedade de micronutrientes essenciais a
eritropoiese, como ferro e folato [43], [109], [110]. O consumo do fruto e das folhas, além
de favorecer a absorgao de ferro, estimula a producao de glébulos vermelhos, aliviando
sintomas de anemia e promovendo melhorias no estado energético dos doentes [85],
[111].

Neste contexto, a Carica papaya destaca-se como um potencial agente terapéutico
complementar para a gestdo das hemoglobinopatias, justificando investigagcao adicional
sobre os seus mecanismos moleculares, nhomeadamente no que diz respeito a
regulacédo da expresséo de genes envolvidos na eritropoiese e na sintese de HbF [43],
[106], [109].
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1.5. Regulacao molecular da expressao de hemoglobina

Como visto anteriormente, a expressao dos genes da hemoglobina é altamente regulada
ao longo do desenvolvimento ontogénico humano, acompanhando as transi¢cdes dos
locais de hematopoiese, desde o saco vitelino, ao figado, até a medula éssea [2], [8].
Esta regulacéo envolve a ativacao sequencial de genes especificos dos clusters da a-
globina [9], [10], que inclui os genes HBZ e HBA [11], [12], [13], [14], da B-globina, que
inclui os genes HBG1, HBG2, e HBB [9], [10]. A arquitetura gendémica permite a
expressao dindmica das diferentes isoformas de hemoglobina, conforme a necessidade
fisioldgica e de acordo com as fases de desenvolvimento [2], [8], [19], sendo a troca de
expressao de genes da globina mediada por mecanismos epigenéticos, como metilacdo
do DNA e modificagao de histonas, e por mecanismos transcricionais que envolvem

fatores ativadores e/ou repressores [17], [20].

1.5.1. Regulagao epigenética
A epigenética é o campo da biologia que estuda as alteragdes hereditarias na expressao
geénica e que ocorrem sem modificar a sequéncia do DNA [112], [113], [114]. O conceito
foi introduzido por Conrad Waddington, em 1942, que prop0s a existéncia de um sistema
regulador adicional ao codigo genético, o "codigo epigenético", responsavel pela
diversidade fenotipica observada em organismos com o0 mesmo genoma [112].
Este codigo epigenético € influenciado por diversos fatores ambientais e
comportamentais, como a nutricdo, o exercicio fisico, o stress e a exposi¢cao a drogas
ou agentes téxicos [1], [113], [115], [116]. A sua agdo é particularmente relevante
durante o desenvolvimento embrionario € nos primeiros anos de vida, periodos criticos
para a definicdo de trajetdrias celulares e fendtipos [1], [113], [114].
Entre os principais mecanismos epigenéticos destacam-se (tal como ilustrado na Figura
1.3): a metilagdo do DNA, geralmente associada a repressdo da transcricéo; as
modificacdes pds-traducionais das histonas, como acetilagdo, metilagao e fosforilagcao,
que influenciam a compactagédo da cromatina e a acessibilidade dos genes aos fatores
de transcricdo; e a regulagdo por acidos ribonucleicos (RNAs) ndo codificantes
(ncRNAs), envolvidos no controlo transcricional e pods-transcricional da expresséo
génica [112], [113].
Estes mecanismos tém um papel central na remodelagao da cromatina, permitindo que
células com o0 mesmo genoma apresentem perfis funcionais e morfoldgicos distintos,
essencial para a diferenciagao celular e a homeostase dos tecidos [1], [113]. No contexto
da regulacdo da expressdo dos genes da hemoglobina, a modulagdo epigenética é

particularmente relevante, uma vez que processos como a metilacdo do DNA e a
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modificagdo de histonas contribuem diretamente para o silenciamento ou ativagdo de
loci especificos, permitindo a transicdo precisa entre diferentes isoformas de

hemoglobina ao longo do desenvolvimento ontogénico [113].

METILACAO MODIFICACOES )
DE DNA DE HISTONAS RNAs NAO
CODIFICANTES

Figura 1.3 — Tipos de regulagéo epigenética envolvidos na regulagéo da expresséo génica.

1.5.1.1. Modificacao de histonas

As histonas s&o proteinas nucleares com carga positiva que se associam ao DNA, de
carga negativa, permitindo a compactagdo do material genético sob a forma de
cromatina. A unidade fundamental da cromatina é o nucleossoma, constituido por cerca
de 147 pares de bases de DNA enrolados em torno de um octdmero de histonas,
composto por duas copias de cada uma das histonas H2A, H2B, H3 e H4. Ja a histona
H1, estabiliza a estrutura ao interagir com o DNA de ligacao entre nucleossomas [112],
[117], [118].

As caudas N-terminais das histonas, que se estendem a partir do nucleossoma, séo
alvo de diversas modificagdes pds-traducionais, como a acetilacdo, metilacao,
fosforilacdo, entre outras, que modulam a estrutura da cromatina. Esta é alternada entre
conformagdes mais relaxadas (eucromatina), que favorecem a transcricdo, e
conformagdes mais condensadas (heterocromatina), associadas a silenciamento génico
[117], [118], [119], [120].

A acetilagao de histonas é catalisada por enzimas denominadas acetiltransferases de
histonas (HATS), que transferem grupos acetilo para residuos de lisina nas caudas das
histonas, neutralizando a carga positiva e promovendo a descondensagao da cromatina,
facilitando assim o acesso da maquinaria transcricional [118]. Em contraste, as enzimas
desacetilases de histonas (HDACs) removem esses grupos, promovendo a
compactacédo da cromatina e o consequente silenciamento da expressao génica [118],
[119].

As HDACs estao organizadas em quatro classes: a classe | inclui as HDACs 1, 2, 3 e 8,
localizadas predominantemente no nucleo; a classe Il subdivide-se em lla (HDACs 4, 5,

7e9)ellb (HDACs 6 e 10), com localizag&o tanto nuclear como citoplasmatica; a classe
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[l é constituida pelas sirtuinas; e a classe IV é representada unicamente pela HDAC11
[118], [120], [121], [122], [123].

A atividade das HDACs de classe |, particularmente HDAC1 e HDAC2, tem sido
associada ao silenciamento dos genes da y-globina (HBG1 e HBG2), e a ativacao da [3-
globina, estando integradas em complexos repressores como 0 NuRD (desacetilase e
remodelacao de nucleossomas) [1], [17], [72], [124]. Adicionalmente, HDAC3 e HDACS8
desempenham papéis relevantes no desenvolvimento embrionario e na regulagado do
ciclo celular, nomeadamente na montagem do fuso e alinhamento cromossomico
durante a meiose [124].

Importa destacar que inibidores de HDACs tém demonstrado potencial terapéutico ao
induzirem a expressao de hemoglobina fetal (HbF), representando uma estratégia
promissora no tratamento de hemoglobinopatias. A inibicdo das HDAC1 e HDAC2, em
particular, revelou-se eficaz no aumento dos niveis de HbF em modelos pré-clinicos,
com impacto na reducao da sintomatologia e na melhoria da fungéo eritrocitaria [106],
[125].

Além da acetilacdo, a metilacdo das histonas constitui outro mecanismo epigenético
relevante, mediado por enzimas metiltransferases (HMTs) e desmetilases de histonas
(HDMs). Este processo, que ocorre em residuos de lisina e arginina, pode estar
associado tanto a ativagcdo como a repressao génica, dependendo do contexto e da

localizagao dos residuos modificados [17], [118], [119].

1.5.1.2. Metilagdo do DNA

A metilagido do DNA é um mecanismo epigenético essencial na regulacao da expressao
génica e é catalisada pelas enzimas DNA metiltransferases (DNMTs), nomeadamente
DNMT1, DNMT3a e DNMT3b [113], [117], [119]. Este processo consiste na
transferéncia de um grupo metilo, proveniente da S-adenosilmetionina, para o carbono
5 da citosina, originando 5-metilcitosina (5mC), e esta envolvido em fendmenos como o
imprinting gendmico, a inativacdo do cromossoma X e o silenciamento transcricional
[117], [119].

A DNMT1, frequentemente designada como metiltransferase de manutengao, assegura
a replicagéo fiel dos padrbes de metilagdo durante a divisdo celular ao reconhecer
substratos hemimetilados (metilados s6 numa das cadeias do DNA) [126]. Por outro
lado, as DNMT3A e DNMT3B sao responsaveis pela metilagdo de novo, estabelecendo
novos padrdes epigenéticos durante o desenvolvimento embrionario [113], [126]. Estas
DNMTs participam ativamente no silenciamento dos genes da y-globina (HBG1 e HBG2)

na fase pés-natal, impedindo a expressao de HbF na eritropoiese adulta [17], [68], [113].
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Tendo em conta que o silenciamento epigenético da y-globina envolve a adigdo de
grupos metilo as regides promotoras destes genes, frequentemente mediada pela
DNMT1 em cooperacao com fatores transcricionais inibitérios, como BCL11A [1], [126],
[127], [128], a hipometilacdo destas regides promotoras tem sido associada a reativagéo
da expressao da HbF, o que representa uma abordagem terapéutica eficaz para a DCF
[126].

Neste contexto, tém sido exploradas estratégias farmacoldgicas que visam a inibicao
das DNMTs, destacando-se a decitabina e a 5-azacitidina. Estas drogas atuam
promovendo a degradagdo da DNMT1 e, consequentemente, a reativacéo da expressao
da y-globina em células eritroides adultas, com potencial terapéutico em individuos com
hemoglobinopatias [66], [126], [128]. Ressalva-se que a metilacdo do DNA é um
processo dindmico, sujeito a desmetilagdo ativa ou a perda passiva de metilagdo em
resultado da reducdo da atividade enzimatica ou da taxa de proliferagao celular,

nomeadamente durante o envelhecimento [112], [126], [128], [129].

1.5.2. Regulagéo transcricional / de sinalizagéo

Além dos mecanismos epigenéticos, a expressao dos genes da hemoglobina é também

regulada por fatores de transcri¢ao, tal como ilustrado nas Figuras 1.4 e 1.5.

@ FETAL HEMOGLOBIN REPRESSOR ]

@ FETAL HEMOGLOBIN ACTIVATOR

o > ©Q « (5 @
Figura 1.4 — Repressao de hemoglobina fetal por regulagdo transcricional.
Adaptado de [130].
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@ FETAL HEMOGLOBIN REPRESSOR ]

@ FETAL HEMOGLOBIN ACTIVATOR

MUTATION

Figura 1.5 — Ativagdo de hemoglobina fetal por regulagéo transcricional.
Adaptado de [130].

1.5.2.1. BCL11A
O gene BCL11A (B-cell lymphoma/leukemia 11A), localizado em 2p16.1, codifica uma

proteina que desempenha um papel crucial na regulagéo ontogenética da expressao da
hemoglobina, particularmente na transicdo da HbF para a HbA [131], [132]. Esta
proteina atua como repressor transcricional dos genes HBG1 e HBG2 (Figura 1.4),
responsaveis pela codificacdo das cadeias gama da HbF, estando a sua expressao
aumentada em células eritroides adultas, onde os niveis de HbF sdo baixos, e reduzida
em células fetais, nas quais a HbF é altamente expressa [70], [131], [132].

O mecanismo de repressao de BCL11A envolve a sua ligagéo direta ao locus da f3-
globina, onde forma complexos regulatérios com diversos fatores de transcricéo
hematopoiéticos e com complexos epigenéticos, como o NuRD [131], [133], [134]. O
NuRD, por sua vez, € composto por enzimas como HDAC1 e HDAC2, essenciais para
o silenciamento da y-globina. E sugerido pela evidéncia cientifica que a proteina
BCL11A facilita esse processo, uma vez direcionar o NuRD para a regido promotora dos
genes da y-globina, onde este pode exercer a sua fungéo repressora [70], [131], [133],
[135]. Além disso, BCL11A também interage com outros co-repressores epigenéticos,
embora o seu papel exato neste contexto ainda nao esteja completamente elucidado
[136].

A expressao de BCL11A é finamente regulada ao nivel transcricional, por fatores como
o KLF1, o qual ativa simultaneamente o gene HBB e induz a repressdao da HbF,
promovendo a expressao de BCL11A[137], [138], bem como ao nivel pds-transcricional,
por mecanismos envolvendo microRNAs [138].

Varios estudos funcionais demonstraram que a delegao ou inibicdo de BCL11A leva a
um aumento significativo da expressdo de HbF, tanto em linhagens celulares como

K562, como em eritroblastos humanos primarios, de individuos saudaveis ou com [3-
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talassémia [57], [69], [138]. Estes dados corroboram o papel do BCL11A como regulador
central do silenciamento da y-globina e tornam-no um alvo promissor em terapias
direcionadas a reativacao da HbF, com particular relevancia para doengas como a DFC

e as talassémias [134].

1.5.2.2. KLF1
O gene KLF1 (Kriippel-like factor 1), localizado em 19p13.13, codifica um fator de

transcri¢ao eritroide essencial para a eritropoiese e para a regulacédo da expressio das
globinas [139]. Este fator participa na transicao de HbF para a hemoglobina adulta, pode
ativar diretamente a 3-globina e, indiretamente, reprimir a y-globina através da indugao
de repressores como BCL11A e LRF, como ilustrado pela Figura 1.4 [130], [137], [140],
[141].

A reducdo da expressao de KLF1 em células progenitoras eritroides adultas mostrou
diminuir os niveis de BCL11A, resultando na reativagdo da HbF (Figura 1.5), o que pode
ser benéfico em hemoglobinopatias como a 3-talassemia e a DCF [141]. Além disso, em
populacbes de risco para hemoglobinopatias, tém sido identificadas mutagdes do gene
KLF1, associando-se a niveis persistentemente elevados de HbF e a atenuagao dos
sintomas clinicos [133].

Contudo, a funcdo de KLF1 é complexa e multifacetada, podendo, em determinados
contextos, ser descrita como contraditoria, apesar de promover diretamente a expressao
de HbF. Esta dualidade torna-o um alvo terapéutico promissor, embora desafiante,

devido aos seus multiplos efeitos na regulagao genética eritroide [130].

1.5.2.3. MYB

O gene MYB, localizado no brago longo do cromossoma 6 (6g23), codifica um fator de
transcricdo essencial para a hematopoiese e diferenciagao eritroide [134], [142]. Esta
regido, onde se encontra a zona intergénica HMIP (entre os genes HBS1L e MYB), esta
associada a regulagdo da expressdo da hemoglobina fetal (HbF) [134], [143], [144],
[145].

MYB atua principalmente como um regulador indireto e negativo da HbF, ao promover
a expressao dos repressores BCL11A e LRF, e interagir com ATF4, que juntos silenciam
a y-globina [130]. Em modelos celulares eritroides, observou-se que o aumento da
expressao de MYB promove a ativagao de KLF1, o qual, por sua vez, induz BCL11A,
reforcando o silenciamento da HbF (Figura 1.4) [17], [130], [146]. Por outro lado, a
inibicdo de MYB resulta numa diminuicao da expressdo de BCL11A, favorecendo a
reativacao da HbF (Figura 1.5) [1], [130].
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Apesar do interesse terapéutico, MYB é fundamental para a fungdo hematopoiética
normal, € a sua alteragdo pode causar disfungbes hematoldgicas, limitando o seu

potencial como alvo clinico seguro [130].

1.5.2.4. HIC2

O gene HIC2 (HIC ZBTB transcriptional repressor 2) € um regulador importante na
eritropoiese fetal, atuando como repressor da transcricdo de BCL11A [69], [147]. Ao
suprimir a expressdo de BCL11A, HIC2 promove a ativagao indireta dos genes da
hemoglobina fetal, aumentando os niveis de HbF tanto ao nivel do RNA como da
proteina em células eritroides [69], [148].

O mecanismo de HIC2 passa pela sua ligagao a potenciadores eritroides de BCL11A,
reduzindo a acessibilidade da cromatina e inibindo a ligagcdo do fator de transcricdo
GATA1, mencionado na Figura 1.5, levando a reducao da transcricdo de BCL11A [69].
A auséncia de HIC2 em eritroblastos fetais resulta em maior acessibilidade cromatinica,
aumento da ligacdo de GATA1 e, consequentemente, elevacao da expressao de
BCL11A [69]. Este mecanismo destaca HIC2 como um regulador evolutivamente
conservado da transigdo de hemoglobinas fetal para adulta, mediado pela regulacédo do

desenvolvimento da expressao de BCL11A [69].

1.5.2.5. BGLT3
O BGLTS3 (Beta Globin Locus Transcript 3) € um RNA longo n&o codificante (INcCRNA)

localizado numa regiado intergénica do cromossoma 11, entre os genes HBG1 e HBBP1,
no cluster da B-globina [138], [149]. A expresséao deste INcCRNA ocorre em paralelo com
0s genes da y-globina, tanto in vitro como in vivo, e esta associada a niveis aumentados
de HbF, sugerindo um papel modulador positivo na sua regulacéo [106], [149], [150],
[151].

Embora os mecanismos moleculares exatos de acdo do BGLT3 ainda nao estejam
completamente elucidados, a sua localizagéo, entre HBG1 e o pseudogene HBBP1,
bem como a sua expressdo concomitante com os genes da y-globina, apontam para
uma funcao reguladora relevante [149], [151]. Mutagbes nesta regiao intergénica tém
sido associadas a persisténcia hereditaria da HbF, uma condi¢ao benigna caracterizada
pela expressado sustentada de HbF, reforcando a hipotese de que esta area contém
elementos inibitérios da y-globina [149], [152].

Adicionalmente, estudos demonstraram que a deleg¢do do locus BGLT3, utilizando a
tecnologia CRISPR/Cas9, resulta numa redugéo da expressao da y-globina em células
K562, sugerindo que o BGLT3 desempenha um papel funcional na manutengéo da
expressao de HbF [149].
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Apesar do seu potencial regulador, o BGLT3 continua a ser um elemento pouco
caracterizado, com escassos estudos a aprofundar a sua matriz de interagbes
moleculares ou os possiveis mecanismos epigenéticos pelos quais atua. Dada a sua
natureza como IncRNA, é plausivel que influencie a transcricdo ou a estrutura da
cromatina através de interagcbes com modificadores epigenéticos, como ja descrito para
outros IncRNAs [151], [153].

1.6. Modelos celulares in vitro

A cultura de células constitui uma técnica essencial na investigacdo biomeédica,
permitindo o isolamento, manutencdo e proliferacdo de células, nomeadamente
eucaridticas, em ambiente artificial controlado. Esta abordagem tem sido amplamente
utilizada para o estudo de diversos processos biolégicos, tais como a fisiologia celular,
0s mecanismos de resposta a estimulos externos, o metabolismo, a toxicologia e a
expressao génica sob condi¢cdes experimentais rigorosamente definidas [154], [155],
[156].

As células cultivadas podem ter origem em tecidos primarios, necessitando de ser
isoladas por dissociagao enzimatica (utilizando tripsina, por exemplo) ou mecanica, ou
ser derivadas de linhas celulares estabelecidas e imortalizada, sendo estas amplamente
utilizadas devido a sua estabilidade fenotipica e facilidade de manutencéao [154], [157].
As condi¢cdes de cultura sdo adaptadas consoante o tipo celular, mas geralmente
envolvem o uso de um meio de cultura estéril e enriquecido com nutrientes essenciais,
aminoacidos, vitaminas, sais inorganicos, fatores de crescimento, solugdes tampao e,
frequentemente, soro fetal bovino (FBS). Estes meios, normalmente associados a
incubagao em estufa controlada, ajudam a garantir a manutengao do pH, temperatura
(usualmente 37 °C para células humanas ou de mamiferos), pressdo osmoética e
humidade, criando um microambiente propicio a viabilidade celular [154], [155], [156].
De acordo com as suas caracteristicas morfolégicas e funcionais, as células podem
crescer de forma aderente, requerendo uma superficie sélida ou semissdlida para se
fixarem, como é o caso dos frascos com tratamento para cultura celular, ou em
suspensao, flutuando livremente no meio. De acordo com estas caracteristicas, o
procedimento de manutencao e passagens celulares pode ser modificado [154], [155].
A cultura de células oferece uma plataforma versatil para a realizagdo de investigagao
cientifica in vitro, com vantagens notaveis, como a possibilidade de manipulacao
genética, exposicdo a agentes quimicos ou fisicos, e obtencdo de resultados
reprodutiveis com controlo rigoroso de variaveis [156], [157], [158]. No entanto, esta

técnica requer cuidados especificos para prevenir contaminagdes (como por
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micoplasmas ou fungos) e para manter a integridade celular ao longo do tempo, sendo
recomendadas praticas rigorosas de assepsia € monitorizacdo periédica das culturas
[154], [155], [158], [159].

Mais especificamente, no presente trabalho foi utilizada a linha celular humana K562
como modelo experimental. Esta linhagem foi originalmente estabelecida por Lozzio e
Lozzio em 1975 a partir de células de leucemia obtidas do sangue periférico de uma
doente com leucemia mieloide crénica (LMC) em fase de crise blastica [160], [161],
sendo atualmente uma das linhas celulares mais utilizadas no estudo da hematopoiese,

da leucemia e da regulagao da expressao da hemoglobina.
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2. Objetivos

2.1. Questao de Investigacao

“Podera o extrato aquoso de folhas de Carica papaya atuar como um indutor eficaz da
hemoglobina fetal, com impacto nas principais moléculas reguladoras da sua

expressao?”

2.2. Objetivos gerais

Avaliar os efeitos de extratos aquosos de folhas de Carica papaya na viabilidade celular,
proliferacao e citotoxicidade, bem como a sua influéncia na expressao diferencial de
moléculas reguladoras, e consequente reativacdo de HbF, em células de linhagem
K562, e em comparagao com a hidroxiureia, com o objetivo principal de desenvolver

novas terapias para a anemia falciforme.

2.3. Objetivos especificos

1) Avaliar viabilidade celular, proliferacédo e citotoxicidade da linhagem celular
K562, apds exposicao a diferentes concentracdes dos extratos aquosos de folhas de
Carica papaya e hidroxiureia.

2) Caracterizar os efeitos das diferentes concentragdes dos extratos aquosos de
folhas de Carica papaya, comparativamente com a hidroxiureia, na expressao génica
das globinas (HBA, HBB, HBG1 e HBG2), de genes reguladores de HbF (BCL11A e
BGLT3) e de genes de modulagao epigenética (HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDACS,
DNMT1, DNMT3a e DNMT3b) na linha celular K562, através de reagdo em cadeia

da polimerase (PCR) quantitativo em tempo real.
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3. Material e métodos

3.1. Folhas de Carica papaya

Obtiveram-se folhas de Carica papaya (Cp) num terreno doméstico, localizado em Faro,
Portugal (Figura 3.1). Apds colheita, as folhas foram transportadas para a ESTeSL, onde
foram dispostas num tabuleiro tapado com papel de aluminio e secas a temperatura
ambiente, durante 1 més. Posteriormente, 82g das folhas ja secas e sem vestigios de
humidade, foram trituradas, com auxilio de um robot de cozinha Bimby®, programado a
velocidade 10 e por 30 segundos, e acondicionadas em tubos Falcon® (Figura 3.1).
Todo este processo foi realizado com o cuidado de manter as folhas ao abrigo da luz,

recorrendo a papel de aluminio para as envolver.

Figura 3.1 — Folhas de Carica papaya. (A) Apos colheita; (B) Trituradas na Bimby®; (C) Acondicionadas em

tubos Falcon®.

3.2. Extrato aquoso de folhas de Carica papaya

Num gobelé foram pesados 2,59 de folhas de Cp trituradas, com o auxilio de uma
balanga e uma espatula. Noutro gobelé foram aquecidos mais de 25mL de agua
destilada até atingir o ponto de ebulicdo (100°C), com recurso a uma placa térmica.
Utilizando uma pipeta com pompete, juntou-se 25mL de agua destilada a 100°C ao
gobelé com 2,5¢g de folhas de Cp trituradas. Esta gobelé foi levado a placa de agitagao
magnética, sem aquecimento, de forma a sofrer agitacdo por agitador magnético,
durante 15 minutos. A mistura foi entéo filtrada para dentro de um tubo Falcon®, com o
auxilio de um funil de vidro e papel de filtro dobrado em funil de pregas/plissado (Figura
3.2).
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O filtrado foi armazenado em tubo Falcon®, no frigorifico a 4°C, e envolto em papel de
aluminio, mantendo-se assim ao abrigo da luz. Posteriormente, este foi sujeito a
centrifugacao a 5000 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante resultante foi filtrado,
recorrendo a seringa e filtro millipore, tendo-se obtido o correspondente ao extrato
aquoso de folhas de Cp (EAFCP).

Figura 3.2 — Preparagéo de extratos aquosos de folhas de Cp. (A) Agitagdo magnética; (B) Filtragdo com

papel de filtro.

3.3. Cultura de células

Em primeiro lugar realizou-se a preparagdo de componentes, antecipadamente, para
que depois de todos os reagentes necessarios reunidos, proceder-se a manipulagao
das culturas celulares em meio controlado. A manipulagao das células, bem como a
preparagao de reagentes, foi sempre realizada em camara de fluxo laminar, desinfetada
com lixivia e alcool e previamente tratada com luz ultravioleta (UV), de forma a garantir
condicdes de esterilidade (Figura 3.3), e de acordo com o Protocolo de Cultura Celular

anexado (Anexo I).

Figura 3.3.3 — Camara de fluxo laminar. (A) Durante passagem celular; (B) Irradiada com luz UV.
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3.3.1. Linhagem K562

As células K562 foram adquiridas a European Collection of Cell Cultures e sao células
imortalizadas e nao aderentes, que crescem em suspensdo em meio de cultura
apropriado. Apresentam morfologia semelhante a de linfoblastos e derivam da medula
6ssea. Sao caracterizadas por um nucleo proeminente, volumoso, e citoplasma
basofilico, sem granulos visiveis, sendo estas caracteristicas tipicas de células
indiferenciadas da linhagem mieloide. Como tal, as células K562 proliferam de forma
rapida e homogénea, com tempo de duplicagao estimado entre 18 e 24 horas, o que as
torna particularmente adequadas para estudos funcionais e farmacoldgicos [160].
Segundo o American Type Culture Collection, a manutencao desta linhagem celular
requer a renovacgao do meio de cultura a cada 2 a 3 dias, iniciando-se novas culturas
com uma densidade celular de aproximadamente 1 x 10° células/mL, e realizando
subculturas quando a densidade atinge 1 x 10° células/mL, geralmente em frascos de
75 cm? [162]al como referido também no Anexo |.

A linhagem K562 apresenta plasticidade celular significativa, exibindo a capacidade de
sofrer diferenciagao eritroide em resposta a estimulos quimicos, tais como hemina,
acido butirico ou ara-C. Esta propriedade é particularmente relevante no estudo de
doengas hematolégicas como a anemia falciforme e a talassemia, uma vez que permite
a inducao da expressao de HbF [163], [164].

Por este motivo, as células K562 sao amplamente utilizadas na investigacao de
mecanismos moleculares envolvidos na regulacao da transigédo entre diferentes tipos de
hemoglobina ao longo do desenvolvimento humano. A possibilidade de manipular a
expressao de HbF nestas células tem implicagdes terapéuticas importantes, dado que
0 aumento dos niveis de HbF pode atenuar os sintomas clinicos associados a presenca
de hemoglobina S na anemia falciforme, como ja anteriormente referido [163], [164],
[165].

3.3.2. Reagentes

Para a cultura e manipulacdo de células de linhagem K562, utilizaram-se como
reagentes:
o RPMI 1640 contendo L-Glutamina (Catalog Number: L0500-500, Biowest),
utilizado como meio de cultura;
o Soro fetal bovino (FBS), utilizado enquanto suplemento do meio de cultura, em
propor¢ao 10% (v/v);
o Antibiético, composto por 200mM de L-Glutamina, 10000 U de penicilina e
10mg/mL de streptomicina (Product Number: G6784, Sigma-Aldrich), utilizado

enquanto suplemento ao meio de cultura, em proporgao 1% (v/v);
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o Tampao fosfato salino (PBS) estéril (Catalog Number: E504-500ML, VWR),
utilizado na lavagem de células;

o Solugao de azul de tripano (Catalog Number: T8154-100ML, Sigma), utilizado
para identificar células n&o viaveis em contagem celular;

o Recovery™ — Cell Culture Freezing Medium, contendo DMSO (Catalog Number:

12648-010, Gibco), utilizado enquanto meio criopreservante.

Alguns destes reagentes foram preparados com antecedéncia, de forma a serem
reconstituidos e a obter as concentracbes pretendidas de cada um deles, utilizando
agua destilada esterilizada ou DMSO, de acordo com as indicagdes protocoladas pelo

fabricante e as especificidades de cada cultura e linhagem celular em causa.

3.3.3. Manutenc¢ao e manipulacao

A linhagem de células K562 encontrava-se inicialmente criopreservada, sendo por isso
submetida ao processo de descongelagao, que deve ser rapido. De seguida foi realizada
a passagem de células em suspensdo para um frasco-T, com lavagem das mesmas
com PBS, e ressuspensdo em meio de cultura novo. Para este efeito, foram utilizados
os reagentes anteriormente descritos e a metodologia descrita no protocolo fornecido
em anexo (Anexo I). Entre cada passagem de células, espagadas de 2 a 3 dias entre
si, as subculturas de células foram incubadas em atmosfera humidificada, 37°C e com
5% (v/v) de COy, até a sua densidade estabilizar em 1 x 10° células/mL. Para esse efeito,
antes e apds cada subcultura, foi observada a confluéncia, morfologia, proliferagao e

viabilidade celular, com recurso a microscopio 6tico invertido com contraste.

3.4. Exposigao celular

Utilizando tubos Falcon® de 15mL, foram preparados 4 meios de exposicdo celular:
Controlo (C), HU, 1:10 e 1:50. No Controlo adicionaram-se somente 12 mL de meio de
cultura para as células em estudo. No HU utilizaram-se 10,8 mL de meio de cultura para
as células em estudo e 1,2 mL de solugao de HU de concentracdo 5 mg/mL (resultando
na concentragao final de 0,5mg/mL de HU), obtida pela diluigdo de uma capsula de 500
mg de HU em 100 mL de agua ultrapura, anteriormente aliquotada e armazenada a -20
°C. No 1:10 utilizaram-se 10,8 mL de meio de cultura para as células em estudo e 1,2
mL de EAFCP. No 1:50 utilizaram-se 11,76 mL de meio de cultura para as células em
estudo e 0,24 mL de EAFCP.

De forma a inferir a concentracao de células viaveis presentes em suspensao, realizou-

se a contagem de células com azul de tripano, de acordo com o protocolo em anexo
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(Anexo I), onde foram contabilizadas as células viaveis recorrendo a camara de
Newbauer, também designada por hemacitometro, apds adigdo de solugdo de azul de
tripano a suspensao celular.

A partir desta contagem, foram realizados os calculos de forma a ditar a quantidade de
suspensédo celular a adicionar a cada meio de exposi¢do, tendo em conta que neste
caso era pretendida uma concentragdo de aproximadamente 3,6x10° células para um
total 13 mL de solucido de meio de exposicao celular contendo células. Tendo-se obtido
uma concentracgao de 3,7x108 células por mL, foi adicionado 1 mL de suspenséo celular
a cada tubo Falcon® ja contendo os meios de exposigéao.

De seguida, as solugdes de meios de exposi¢cdo contendo ceélulas foram distribuidas
em: placas de 6 pogos (P6), para analise de viabilidade celular e extracdo de RNA, num
volume de 3 mL por pogo; e em placas de 96 pogos (P96), para analise de proliferacao
celular e citotoxicidade, num volume de 100 pL.

Foram realizados triplicados biolégicos por condigdo, sendo que no caso especifico de
analise da citotoxicidade foi ainda acrescentado um triplicado biolégico contendo
somente meio de cultura celular, sem células, constituindo o Branco (B).

As placas foram organizadas de acordo com o esquema da Figura 3.4, e incubadas
num ambiente humido a 37°C com 5% (v/v) de CO; durante 24h, sendo posteriormente

retiradas para a analise de proliferacao, viabilidade celular e citotoxicidade.

A A B c 2 A B c
C1 C2 C3 1:101 1:10 2 1:10 3
HU 1 HU 2 HU 3 1:50 1 1:50 2 1:50 3
B 1 2 3 4 5 6 7/C 1 2 3 4 5 6 7
A | c1 [Hui 1:110 11150 OOC A | c1 [Hui 1:110 1:150 B1 OC
B (c2 (Huz (190 150 OOC B (c2 (nua (170 (4501 8> OC
C c3 Hus 1‘;0 1=§’° OOC C c3 Hus 1:;0 1=§’° B3 OC
o (OO e OYOYOHOYOHYOHC

Figura 3.4 — Esquema representativo da organizacao das placas. (A) Duas P6 para analise da viabilidade
celular e extragao de RNA; (B) Uma P96 para analise de proliferagao celular (apresentagdo parcial);  (C)

Uma P96 para analise de citotoxicidade (apresentacéo parcial).



3.5. Analise da viabilidade celular, proliferagcao e citotoxicidade

3.5.1. Viabilidade e proliferagao celulares com azul de tripano

De forma a avaliar a viabilidade celular, apés exposicdo de 24 horas aos varios
compostos, foi realizado um ensaio de exclusdo utilizando azul de tripano, que se
assemelha a contagem de células viaveis enunciada anteriormente, e conforme descrito
no Anexo |. Esta técnica permite estimar o niumero de células viaveis, através da
contagem de células em suspensao na camara de Newbauer.

O procedimento consistiu na adi¢ao da solucao de azul de tripano anteriormente referida
a suspensao celular, sendo a mistura posteriormente distribuida na cémara de
Newbauer por capilaridade. As células viaveis, cuja membrana celular se mantenha
integra e impermeavel ao corante, permanecem translicidas e bem definidas, enquanto
que as células inviaveis apresentam citoplasma azul, devido a absor¢ao do corante em
funcdo da perda da integridade da membrana [166], [167]. Essa distingdo visual
possibilitou a diferenciacao das células durante a observagao ao microscopio e respetiva
contagem (Figura 3.5).

A quantificacao celular foi realizada utilizando um microscépio invertido com contraste
de fase e ampliagcédo de 20x, permitindo a contagem das células vivas e mortas. Com
base nesses dados, foram determinadas a taxa de proliferagao celular e a percentagem
de viabilidade celular, seguindo os calculos apresentados no Anexo I. Este método
possibilitou uma avaliacdo e caracterizacdo detalhada dos impactos dos compostos
testados, aos quais as células foram expostas, na manutencdo da viabilidade e

proliferacao celulares.

Figura 3.5 — Visualizagdo de células, viaveis e inviaveis, numa camara de Newbauer, com recurso a

microscopio invertido com contraste de fase e ampliagao de 20x.
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3.5.2. Viabilidade e proliferagao celulares com CellTiter-Blue

O ensaio de viabilidade e proliferagao celulares utilizando CellTiter-Blue, descrito
detalhadamente no Anexo Il, constitui uma metodologia amplamente utilizada em
estudos de biologia celular, bem como no desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos. Trata-se de uma técnica sensivel, simples e pouco invasiva, que permite
avaliar a viabilidade e proliferacdo celulares com base na atividade metabdlica das
células, sendo uma boa opc¢éo na selecao de candidatos terapéuticos.

Este método assenta na reducao da resazurina, um corante azul nao fluorescente,
devido a sua conversao em resorufina, um composto cor-de-rosa fluorescente, processo
que ocorre exclusivamente em células metabolicamente ativas. Assim, a intensidade da
cor ou da fluorescéncia gerada é diretamente proporcional a quantidade de células
viaveis presentes na amostra [168].

Na pratica experimental, as células foram expostas aos compostos de interesse,
anteriormente mencionados, sendo posteriormente incubadas durante 24 horas a 37 °C,
com 5% (v/v) de CO,, em P96, com um volume final de 100 yL por pogo. Apos este
periodo de incubagao, adicionaram-se 20 pyL de reagente CellTiter-Blue, contendo
resazurina, em cada poceto, seguindo-se nova incubacao das células, sob as mesmas
condigoes.

Seguidamente, a fluorescéncia resultante da conversdo metabdlica da resazurina foi
medida a 560/590 nm, utilizando um espetrofotémetro de fluorescéncia. Este ensaio
proporciona resultados em tempo real e adapta-se a diferentes tipos celulares, sendo
particularmente util na monitorizagao de alteragdes na proliferacao e viabilidade celular.
Apesar das suas vantagens, o CellTiter-Blue apresenta limitagdes, nomeadamente por
nao permitir a identificacdo de mecanismos moleculares subjacentes a citotoxicidade
nem fornecer informacao sobre alteragdes morfolégicas ou vias de morte celular. Além
disso, a sua aplicabilidade pode ser limitada em culturas de longa duragéo. Ainda assim,
a informagdo obtida através deste ensaio contribuiu de forma significativa para a
compreensao dos efeitos dos compostos testados, fornecendo dados quantitativos

essenciais para a avaliagdo da sua seguranga e eficacia.

3.5.3. Citotoxidade com CytoTox 96

O ensaio CytoTox 96, descrito detalhadamente no Anexo lll, € uma ferramenta valiosa
na avaliagdo da citotoxicidade celular, sendo amplamente utilizado em estudos de
biologia celular e toxicologia. Trata-se de um método nao-radioativo que permite
quantificar a extensado dos danos celulares através da detegcao da libertacao de lactato

desidrogenase (LDH), uma enzima citoplasmatica ubiqua na maioria dos tipos celulares.
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A presenca de LDH no meio extracelular indica perda de integridade da membrana
citoplasmatica, fenédmeno frequentemente associado a morte celular. Assim, a medicao
da atividade da LDH libertada permite estimar com precisdo o grau de citotoxicidade
induzido por determinados compostos ou condi¢cdes experimentais [169], [170].

Na pratica experimental, as células foram expostas aos compostos de interesse,
anteriormente mencionados, sendo posteriormente incubadas durante 24 horas a 37 °C,
com 5% (v/v) de CO,, em P96, com um volume final de 100 yL por pogo. De seguida,
parte do conteudo de cada poco é transferido para uma nova placa, onde se adiciona o
reagente CytoTox 96. Apds uma incubacao de 30 minutos ao abrigo da luz, é adicionada
uma solugdo de paragem e a leitura da absorvancia é realizada a 490 ou 492 nm,
através de um leitor de fluorescéncia de microplacas.

Este método, ao dispensar o uso de materiais radioativos, representa uma alternativa
segura e ambientalmente responsavel. Apresenta também elevada sensibilidade e
aplicabilidade a diversos tipos e condigcbes celulares, enquanto fornece dados
quantitativos fiaveis. Contudo, as suas limitacbes prendem-se com o facto de fornecer
uma medi¢gao num unico ponto temporal, ndo permitindo o acompanhamento dinadmico
da citotoxicidade, bem como o facto de nao fornecer informagao sobre os mecanismos
moleculares subjacentes aos danos celulares eventualmente identificados.

Apesar destas restricdes, o0 ensaio CytoTox 96 revelou-se uma ferramenta crucial na
avaliacdo do impacto citotéxico dos compostos testados, complementando eficazmente

os dados obtidos por outros métodos de andlise de viabilidade e proliferagcao celular.

3.6. Extracao de RNA e sintese de cDNA (RT)

Apds exposicdo a EAFCP e a execugdo das contagens com azul de tripano, para
avaliacdo da viabilidade e proliferacao celulares, as células K562 sobrantes nas P6,
foram passadas para tubos Falcon® de 15mL, de acordo com o tipo de exposi¢ao a que
foram sujeitas. Cada uma destas amostras foi centrifugada a 1200 rpm durante 5
minutos, seguindo-se o descarte do sobrenadante e a ressuspensao do precipitado em
3 mL de PBS. Apds nova centrifugagao e descarte e aspiragéo de todo o sobrenadante,
obteve-se o pellet de células seco, que foi armazenado a -80°C.

A partir deste pellet de células, procedeu-se a extracdo de RNA total, com recurso ao
kit “miRNeasy Mini Kit’, da casa comercial Quiagen, cujo protocolo de encontra
discriminado no Anexo IV. Este protocolo visa a extragdo de RNA intacto, respeitando
por isso quatro etapas essenciais: lise das células e/ou do tecido; inativagao da atividade
de ribonucleases (RNases) enddgenas; desnaturagdo dos complexos proteicos do

nucleo; e remogao do DNA e de proteinas contaminantes da amostra. Releva-se ainda
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que, apos extracdo de RNA, e sendo este estruturalmente instavel, as amostras
deverao estar sempre envoltas em gelo, mesmo durante a sua manipulacéo.
Adicionalmente, foi criada uma pool de RNA total, obtida pela juncao de partes iguais
de cada uma das amostras individuais, e que visa representar o grupo de amostras de
forma global, refletindo uma concentragdo média e atenuando variagdes individuais. A
sua aplicacdo principal prende-se com o calculo da eficiéncia do qPCR através da
realizagdo de curvas de calibracdo, permitindo desta forma analisar se é possivel
comparar diretamente os padrdes de expressao dos diferentes genes analisados.

Para a quantificacdo do RNA extraido e a avaliacdo da sua pureza, recorreu-se a
medi¢do da absorvancia a 260 nm (A260), utilizando o equipamento NanoDrop™ One,
da casa comercial Thermo Scientific, utilizando um volume de amostra de 1 uL. Esta
metodologia baseia-se na capacidade que os acidos nucleicos tém para absorverem
radiagao ultravioleta a 260 nm, permitindo a estimativa da concentracdo de RNA, de
forma rapida e fiavel [171].

A pureza do RNA foi avaliada através dos racios de absorvancia 260/280 e 260/230,
calculados automaticamente pelo equipamento mencionado, uma vez serem
parametros fundamentais para a verificacdo da qualidade dos acidos nucleicos
extraidos [172], [173]. No Apéndice | encontram-se descritos os resultados da
quantificacdo de RNA, onde constam as concentragdes de RNA de cada amostra, em
ng/uL, e os racios mencionados.

O racio 260/280 resulta da relagao entre as absorvancias a 260 nm e 280 nm, sendo
um indicador da presencga de contaminantes proteicos. Um valor ideal, préximo de 2,0,
€ geralmente interpretado como evidéncia de elevada pureza do RNA, com
contaminacgao proteica minima. Pelo contrario, valores inferiores a 1,8 podem indicar
contaminacgao por proteinas ou compostos fendlicos, podendo comprometer etapas de
aplicagdes subsequentes, como a transcricdo reversa ou a analise da expressao génica
[172], [174].

Por outro lado, o racio 260/230 avalia a presenga de contaminantes que absorvem a
230 nm, como compostos organicos fendlicos, hidratos de carbono ou sais (por exemplo
isotiocianato de guanidina). Um valor ideal deste racio ronda igualmente os 2,0, sendo
que desvios significativos deste valor podem refletir a presenca de impurezas que
afetam negativamente a integridade do RNA e a eficiéncia de aplicagdes moleculares
posteriores [173], [175].

Depois de quantificado o RNA extraido, cada amostra foi diluida em agua sem RNases
(RNase-free water), de forma a obter amostras com 1,5 ug de RNA, num volume final

14 pL (concentracao final de aproximadamente 107 ng/uL). Ja a pool foi diluida,
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igualmente em RNase-free water, de forma a obter uma nova pool contendo 2 ug de
RNA, num volume final de 14 uL (concentragao final de aproximadamente 143 ng/uL).
A partir do RNA total extraido e diluido, realizou-se sintese de DNA complementar
(cDNA) por intermédio da enzima transcriptase reversa (RT), com utilizacdo do kit
“Supreme NZY Reverse Transcriptase 1 kU/uL”, da casa comercial NZYtech, cuja
metodologia aplicada se encontra discriminada no Anexo V. Tendo obtido um volume
final de 20 pL de cDNA, para cada uma das 12 amostras, e sabendo que tinhamos uma
concentragdo alta do mesmo, optou-se por realizar uma diluicdo de proporcéo 1:4. Desta
forma obtiveram-se amostras de cDNA menos concentradas, com volume final de 80
ML, permitindo a sua melhor rentabilizagao.

O cDNA gerado para a pool de amostras, foi também quantificado (Apéndice 1), com
recurso ao equipamento NanoDrop™ One, da casa comercial Thermo Scientific,
utilizando o leitor de DNA de cadeia dupla, que quantifica as moléculas de cDNA ainda

ligadas ao RNA de origem.

3.7. Amplificagao por qPCR

Posteriormente procedeu-se a amplificacdo por PCR quantitativo (QPCR) em tempo
real, realizada com recurso ao equipamento de detecdo de PCR em tempo real CFX
Connect, da casa comercial Bio-Rad, e a mistura de reacao “NZYSupreme qPCR Green
Master Mix (2x)” pronta a usar, da casa comercial NZYtech.

De forma a provar replicabilidade e obter resultados robustos, foram executados ensaios
em ftriplicado para cada réplica biolégica. Os primers relativos a cada gene, que
permitiram o estudo da expressao genética, foram elaborados pela equipa do H&TRC,
estando descritos na Tabela 3.1.

Quanto ao fundamento tedrico e procedimento da técnica RT-gPCR (PCR quantitativo

com transcriptase reversa) aplicada, estdo contemplados no Apéndice Il.

Tabela 3.1 — Sequéncia e temperatura de melting (Tm) de cada primer utilizado na RT-qPCR.

Funcgao Gene Sequéncia do primer (5’ 2> 3’) Tm (°C)
Forward TCTCCTCTGACTTCAACAGCGAC 58,05
Referéncia GAPDH Reverse CCCTGTTGCTGTAGCCAAATT 56,95
. Forward AGGCCAACCGCGAGAAG 56,0
ActinB Reverse ACAGCCTGGATAGCAACGTACA 49,7
Forward TCCCCACCACCAAGACCTAC 60,84
Globinas HBA Reverse CCTTAACCTGGGCAGAGCC 60,08
HBB Forward GCACGTGGATCCTGAGAACT 59,75
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Reverse GCCACCACTTTCTGATAGGC 58,62
Forward TGGATGATCTCAAGGGCAC 58,0
HBG1 Reverse TTGCAGAATAAAGCCTATCCTTGA 47,2
Forward GATGCCATAAAGCACCTGGATG 49,7
HBG2 Reverse TTGCAGAATAAAGCCTATCCTTGA 47,2
Forward ATGCACAAATCGTCCCCCAT 57,30
Sinalizacao BCLTIA Reverse GTCCTCCTCTTCCTCCTCGT 57,84
Forward ACAAACCAGCATCCTGAACC 55,6
BGLT3 Reverse GTCTCATGTGCTGCACGTCT 57,7
Forward GGAAATCTATCGCCCTCACA 54,3
HDACT Reverse AACAGGCCATCGAATACTGG 54,8
Forward CTGTTAATTGGGCTGGAGGA 54,6
HDAC2 Reverse AATTCAAGGATGGCAAGCAC 53,9
Forward GGACCAGATCCTCCAGACAA 56,1
HDAC3 Reverse CAGCCTCATCAGTCCTGTCA 56,5
Moduladores HDACS Forward TTCCAGAGCTGAGGAGTGGT 57,9
epigenéticos Reverse ACTTGATGCCCCTTGGAAAT 54,7
Forward CCTCCAAAAACCCAGCCAAC 56,9
DNMTT Reverse TCCAGGACCCTGGGGATTTC 59,0
DNMT3a Forward CCAACATCGAATCCATGAAA 50,7
Reverse CTTGCGCTTGCTGATGTAGT 55,7
DNMT3b Forward CGAATTTTACCACCTGCTGAATT 53,9
Reverse AGAACGGCCGGTCATCAC 57,8

No que concerne a técnica de RT-gPCR, a eficiéncia de PCR tem grande impacto na
fiabilidade, reprodutibilidade e precisdo dos resultados, medindo a eficacia com que a
amostra é amplificada em cada ciclo de PCR. Idealmente, esta eficiéncia encontra-se
proxima de 100%, sendo aceitaveis valores entre 90 e 110%. Variagbes da eficiéncia
superiores a 10% podem indicar problemas nas condigbes de reagao e/ou nos
reagentes [176], [177], [178].

Assim sendo, numa fase inicial realizaram-se os testes de eficiéncia da técnica,
recorrendo a diluicdes seriadas do cDNA gerado pela pool de amostras, para todos os
genes em estudo, de forma a validar e otimizar o protocolo, assegurando a
especificidade das ligagdes entre o cDNA e os primers utilizados para cada gene [176],
[177], [178].

Para o calculo da eficiéncia de cada ensaio RT-qPCR, ¢é utilizado o declive da curva
padrao, obtida apds definir corretamente a linha de base e o limiar, aplicado na seguinte
equacao [176], [177], [178]:
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-1
Eficiéncia (E) = ((10(declive)> — 1> X 100%

Neste estudo, procedeu-se a comparacdo dos niveis de expressdo geénica entre as
diferentes amostras, recorrendo a técnica de quantificacéo relativa por RT-gPCR. Os
dados experimentais foram obtidos através do software CFX Manager, que forneceu os
valores de quantificagédo (Cq ou Ct) para cada amostra. A analise seguiu o método AACt,
permitindo calcular com precisdo as diferencas relativas entre a expressao do gene de
interesse e a do respetivo controlo interno (genes de referéncia), de forma a normalizar
assim possiveis variacdes entre as reacdes de PCR.

Para a normalizagao dos valores Ct referentes a expressao de cada gene em estudo,
foram selecionados os genes de referéncia GAPDH e ActinB, amplamente reconhecidos
como tal pela sua expressado estavel, garantindo uma padronizagdo robusta dos

resultados. As férmulas abaixo traduzem a implementacao pratica desta normalizacéo:
ACt(amostra) = ACt(gene interesse) — ACt(gene referéncia)

Referéncia = ACt(controto) = ACt(controto gene interesse) — ACt(controto gene referéncia)

AACt = ACt(amastra) - ACt(controla)
Quantificagio relativa = 27AACt

Por fim, os valores de quantificagcao relativa foram ainda transformados em escala
logaritmica de base 2, de forma que os aumentos da expressdo génica fossem
identificados com valores positivos, enquanto as diminuicoes desta fossem identificadas
com valores negativos.

Destaca-se que, no caso particular da comparag¢ao dos grupos de exposicao HU, 1/10
e 1/50 com o Controlo, foram utilizados os valores de ACt (amostra) para calcular a
quantificacao relativa, em vez de AACt.

Como referido anteriormente, e de forma a aumentar a robustez e o poder estatistico
dos dados, cada reagao foi realizada em triplicado, permitindo reduzir o impacto de
eventuais variagbes experimentais. Os valores obtidos para cada réplica biolégica
foram, posteriormente, analisados em termos da média e do desvio padrao dos trés
replicados, garantindo uma representacao estatistica rigorosa e consistente dos niveis

de expressao em todas as condi¢des experimentais avaliadas.
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3.8. Analise estatistica de resultados

A anadlise estatistica dos dados relativos a viabilidade celular, proliferacdo e
citotoxicidade, expressdo génica na linha celular K562, e analise de eficiéncias, foi
conduzida com o apoio dos softwares Microsoft Excel 365 e Jamovi, assegurando um
tratamento rigoroso e cientificamente adequado dos resultados obtidos. Para
caracterizar os dados, foram determinados parametros estatisticos descritivos,
nomeadamente a média, o desvio padrao e o erro padrao da média.

A avaliacdo da significancia estatistica das diferengcas observadas entre os grupos de
exposicao HU, 1/10 e 1/50, foi realizada através de teste paramétrico ANOVA a um fator,
seguido por um teste de compara¢des multiplas de Tukey, com o objetivo de comparar
as médias de grupos independentes (grupo de controlo e cada um dos grupos de
exposicao). Antes da sua aplicagdo, os resultados foram testados quanto a sua
Normalidade, pelo teste de Shapiro-Wilk, e quanto 8 Homogeneidade da Variancia, pelo
teste de Levene. Consideraram-se diferencas estatisticamente significativas para
valores de p inferiores a 0,05.

Por outro lado, a avaliacao da significancia estatistica das diferengas observadas entre
os grupos de exposicao e o Controlo, foi realizada através de testes paramétricos ou
nao paramétricos, de acordo com a normalidade e variancia dos dados. Assim, os
resultados foram primeiramente testados quanto a sua Normalidade, pelo teste de
Shapiro-Wilk, e quanto a Homogeneidade da Variancia, pelo teste de Levene. De acordo
com estes resultados: para dados aproximadamente normais e varidncias idénticas,
utilizou-se o teste t de Student (paramétrico); para dados aproximadamente normais,
mas com variancias diferentes, utilizou-se o teste t de Welch (paramétrico); e para dados
gue nao seguem normalidade, utilizou-se teste U de Mann-Whitney (ndo paramétrico).
Consideraram-se diferengas estatisticamente significativas para valores de p inferiores
a 0,05.
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4. Resultados

Neste projeto foram avaliados os efeitos de EAFCP na viabilidade celular, proliferagao
e citotoxicidade, bem como a sua influéncia na expressao génica diferencial das
globinas (HBA, HBB, HBG1 e HBG?2), de genes reguladores de HbF (BCL11A e BGLT3)
e de genes de modulagcado epigenética (HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC8, DNMT1,
DNMT3a e DNMT3b). Para esse efeito, recorreu-se a cultura celular de linhagem K562
e utilizou-se como comparacéao a hidroxiureia, sendo este um farmaco ja estabelecido

para o tratamento de DCF, promovendo o aumento de HbF.

4.1. Viabilidade celular, proliferagao e citotoxicidade

A viabilidade celular, utilizada para avaliar a influéncia dos compostos em estudo na
viabilidade celular, foi determinada através da divisao do numero de células viaveis pelo
numero de células totais (vidveis e nao viaveis), e multiplicagdo por 100 para obtengao
de percentagem. Assim, estes resultados indicam a percentagem de células que
continuam viaveis depois das 24 horas de exposigao.

Ja ataxa de proliferagao celular, utilizada para quantificar a multiplicagcao/diviséo celular,
foi calculada através da subtracido entre as células viaveis apds exposicdo aos
compostos em estudo e as células viaveis anteriores a exposicdo. Neste caso,
anteriormente a exposigdo, foram contabilizadas aproximadamente 3 x 10° células
viaveis por mL, em cada pogo. Assim, estes resultados indicam a quantidade de novas

células, conseguidas por divisdo celular, apds as 24 horas de exposigao.

A viabilidade celular e a taxa de proliferacao celular foram determinadas ap6s 24 horas
de exposicao das células K562 aos meios de exposicao C, HU, 1/10 e 1/50,
correspondendo estes respetivamente aos meios: controlo, contendo hidroxiureia,
contendo EAFCP com diluicdo 1:10 e contendo EAFCP com diluicdo 1:50. Estes

resultados, para cada exposi¢ao, observam-se graficamente nas Figuras 4.1 € 4.2.
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Figura 4.1 — Avaliagéo do impacto de EAFCP e HU na viabilidade das células K562.

Viabilidade das células K562 apds 24 horas de exposi¢cao ao meio de cultura RPMI (Controlo), aos EAFCP
com diluicdes de 1/10 e 1/50 e a HU com concentragdo 0,5mg/mL. As variagdes estatisticamente
significativas em relagdo ao Controlo foram avaliadas através do teste ANOVA, *p<0,05 e **p<0,01.

Os triplicados HU demonstraram uma viabilidade celular percentual média, com azul de
tripano, de 92,63%, enquanto os triplicados EAFCP com diluicbes 1/10 e 1/50
apresentaram 91,67% e 92,70%, respetivamente. Em comparagao, nos ftriplicados
Controlo observou-se uma média de 92,30% de viabilidade celular.

Assim, podemos afirmar que a viabilidade celular parece ser maxima no grupo de
tratamento 1/50, e minima para 1/10, embora nao tenham sido identificadas diferencas

estatisticamente significativas entre nenhum dos grupos.
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Figura 4.2 — Avaliagéo do impacto de EAFCP e HU na proliferagéo das células K562.

Proliferacéo das células K562 apés 24 horas de exposi¢do ao meio de cultura RPMI (Controlo), aos EAFCP
com diluicdes de 1/10 e 1/50 e a HU com concentragdo 0,5mg/mL. As variacbes estatisticamente
significativas em relagdo ao Controlo foram avaliadas através do teste ANOVA, *p<0,05 e **<0,01.

Relativamente a taxa de proliferagdo com azul de tripano, os ftriplicados HU

demonstraram uma média de 1,43x10° células por mL, enquanto os triplicados EAFCP
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com diluigdes 1/10 e 1/50 apresentaram 1,63x10° e 1,87x10% células por mL,
respetivamente. Em comparacéao, nos triplicados Controlo observou-se uma média de
4,73x10° células por mL.

Assim, podemos afirmar que o grupo Controlo apresenta proliferacdo celular
substancialmente superior aos outros, enquanto que o grupo HU apresenta a menor
taxa de proliferacao identificada. Neste caso, é evidente uma variagao estatisticamente
significativa na redugéo dos grupos HU, 1/10 e 1/50, quando comparados com 0 grupo
Controlo.

Por sua vez, os resultados dos ensaios CellTiter-Blue e CytoTox 96 estao graficamente
representados nas Figuras 4.3 e 4.4. Os resultados dos ensaios com CellTiter-Blue e
com CytoTox 96 indicam viabilidade celular relativa e efeitos citotoxicos relativos,

respetivamente, apds as 24 horas de exposic¢ao.
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Figura 4.3 — Avaliagdo do impacto de EAFCP e HU na viabilidade das células K562, de acordo com o
ensaio CellTiter-Blue.

Viabilidade das células K562 apds 24 horas de exposi¢cdo ao meio de cultura RPMI (Controlo), aos EAFCP
com diluicdes de 1/10 e 1/50 e a HU com concentragdo 0,5mg/mL. As variagbes estatisticamente

significativas em relagdo ao Controlo foram avaliadas através do teste ANOVA, *p<0,05 e **p<0,01.

Através do ensaio CellTiter-Blue, os triplicados HU demonstraram uma viabilidade
celular com absorvancia média de 0,49, enquanto os triplicados EAFCP com diluigcdes
1/10 e 1/50 apresentaram 0,61 e 0,54, respetivamente. Em comparagao, nos triplicados
Controlo observou-se uma média de 0,54 de viabilidade celular.

Assim, podemos afirmar que a viabilidade celular, neste caso, parece ser maxima no

grupo de tratamento 1/10, e minima para HU. No entanto, ndo foram identificadas
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diferencas estatisticamente significativas entre nenhum dos grupos, sendo até evidentes

as semelhancgas entre o grupo Controlo e 1/50.
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Figura 4.4 - Avaliagcdo do impacto de EAFCP e HU na citotoxicidade das células K562, de acordo com o
ensaio CytoTox 96.

Citotoxicidade das células K562 apds 24 horas de exposigdo ao meio de cultura RPMI (Controlo), aos
EAFCP com diluicdes de 1/10 e 1/50 e a HU com concentragdo 0,5mg/mL. As variagdes estatisticamente

significativas em relagdo ao Controlo foram avaliadas através do teste ANOVA, *p<0,05 e **p<0,01.

Através do ensaio CytoTox 96, os triplicados HU demonstraram uma citotoxicidade com
absorvancia média de 0,74, enquanto os triplicados EAFCP com diluicdes 1/10 e 1/50
apresentaram ambos 0,69. Em comparacéao, nos triplicados Controlo observou-se uma
média de 0,63 de toxicidade celular.

Assim, podemos afirmar que a citotoxicidade, neste caso, parece ser maxima no grupo
de tratamento HU, e minima para o grupo Controlo, como esperado. No entanto, ndo
foram identificadas diferengas estatisticamente significativas entre nenhum dos grupos,

tendo até sido evidentes as semelhangas entre os dois grupos EAFCP, 1/10 e 1/50.

4.2. Eficiéncia de amplificagcao por RT-qPCR

Tendo em conta a importancia dos ensaios RT-qPCR, realizados neste projeto para
quantificagao relativa da expresséo genética, foi crucial o calculo e conhecimento das
eficiéncias da técnica de PCR. Desta forma, possibilitou-se a sua otimizagéo, através
da corregdo de variagbes da amplificacdo e um exame exaustivo da metodologia,
diluigdes e técnicas de pipetagem. Foram considerados valores de eficiéncia aceitaveis
quando no intervalo 90% a 110%, com eventuais desvios ligeiros.

Os resultados de eficiéncias de RT-gPCR obtidos para cada gene encontram-se
dispostos na Tabela 4.1, sendo estes cruciais para a quantificagcao exata da expressao

genética, assegurando a minimizacao de erros e a comparabilidade entre amostras.
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Tabela 4.1 — Eficiéncia dos ensaios RT-qPCR para cada gene em estudo.

Funcgao Gene Eficiéncia (%)
GAPDH 96
Referéncia
ActinB 92
HBA 88
HBB 118
Globinas
HBG1 92
HBG2 89
BCL11A | -
Sinalizagao
BGLT3 114
HDAC1 104
HDAC2 97
HDAC3 98
Moduladores
HDACS8 89
epigenéticos
DNMT1 99
DNMT3a 130
DNMT3b 97

Destaca-se aqui que os genes HBB, BGLT3 e DNMT3a demonstraram eficiéncia fora
do intervalo de valores individuais (90 a 110%), tendo sido no entanto aceites para
progressao do estudo e analise sequentes. Ja para o gene BCL11A, nao foi conseguida
validacao da sua eficiéncia, pelo que nao se pode afirmar que os resultados relativos a

esse gene sejam fidedignos e reprodutiveis.

4.3. Expressao génica

Todos os dados que se seguem sao representativos da expressao genética nas células
de linhagem K562, apds 24 horas de exposi¢cao aos meios em estudo, tendo sido obtidas
pela técnica de quantificagdo por RT-gPCR e da metodologia AACt, anteriormente
apresentada, que ja tem em conta o grupo Controlo. Os valores de Ct foram
normalizados de acordo com os genes de referéncia, GAPDH e ActinB, como
anteriormente enunciado.

No entanto, o gene de referéncia ActinB demonstrou grande variabilidade entre
condigcbes e réplicas, chegando a ter uma variagdo de até 5 ciclos RT-qPCR entre
amostras, ao contrario do gene de referéncia GAPDH, que revelou variagbes menos
drasticas e maior estabilidade. Por esse motivo, e de forma que os resultados e
sequente discussdo nao sejam influenciados por esta disparidade entre genes de
referéncia, neste projeto apresentam-se somente os resultados normalizados de acordo

com o gene de referéncia GAPDH.
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4.31. Globinas

Quanto a expressao do gene HBA, cujos resultados se apresentam na Figura 4.5,
quando normalizado com o gene GAPDH denota-se um aumento da expressao apos
exposicao a EAFCP com maior diluicdo (1/50), em oposi¢gdo a um decréscimo apos
exposicdo com EAFCP com menor diluigdo (1/10), enquanto n&o parece haver
alteragbes apos exposicdo com HU. Neste caso demonstrou-se haver diferenca
estatisticamente significativa entre os grupos 1/10 e 1/50, com valor de p de 0,008 no
teste de Comparagbes Multiplas de Tukey, que precedeu a ANOVA. Quando
comparados com HU, nenhum dos grupos EAFCP demonstraram diferengas
estatisticamente significativas. Comparativamente ao Controlo, nenhum dos grupos de

exposicao demonstrou diferencas estatisticamente significativas.
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Figura 4.5 — Avaliagdo do impacto de EAFCP e HU na expressao relativa do gene HBA em células K562,
de acordo com o gene de referéncia GAPDH.

Representacéo grafica da analise por RT-qgPCR do gene HBA apds 24 horas de exposigdo aos EAFCP com
diluigbes de 1/10 e 1/50 e &8 HU com concentragdo 0,5mg/mL. Log2 da quantificagdo relativa (2-24Ct) + desvio
padrao da expressao genética. As diferengas estatisticamente significativas da média de Logz da
quantificagdo relativa, foram avaliadas através do teste ANOVA, *p<0,05 e **p<0,01. As diferencas
estatisticamente significativas da média de 2-2Ct + desvio padrdo da quantificacéo relativa em relagéo ao

Controlo, foram avaliadas através do teste t de Welch, #p<0,05 e ##p<0,01.

Quanto a expressao do gene HBB, cujos resultados se apresentam na Figura 4.6,
quando normalizado com o gene GAPDH denota-se um aumento da expressao apds
exposicao a EAFCP com maior diluigao (1/50) e com HU, em oposigao a um decréscimo
apo6s exposicdo com EAFCP com menor diluicdo (1/10). No entanto, estas variagdes
nao demonstraram ser significativamente diferentes entre si para nenhum dos grupos

de estudo, tendo neste caso valores de p superiores a 0,05. Comparativamente ao
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Controlo, nenhum dos grupos de exposicdao demonstrou diferengas estatisticamente

significativas.
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Figura 4.6 — Avaliagcéo do impacto de EAFCP e HU na expresséao relativa do gene HBB em células K562,
de acordo com o gene de referéncia GAPDH.

Representagao grafica da analise por RT-qPCR do gene HBB apds 24 horas de exposi¢do aos EAFCP com
diluigdes de 1/10 e 1/50 e & HU com concentragéo 0,5mg/mL. Log2 da quantificago relativa (2-22%) + desvio
padrao da expressao genética. As diferengas estatisticamente significativas da média de Logz da
quantificagdo relativa, foram avaliadas através do teste ANOVA, *p<0,05 e **p<0,01. As diferengas
estatisticamente significativas da média de 22¢ + desvio padrdo da quantificacéo relativa em relagéo ao
Controlo, foram avaliadas através do teste U de Mann-Whitney, #p<0,05 e ##p<0,01.

Quanto a expresséo do gene HBG1, cujos resultados se apresentam na Figura 4.7,
qguando normalizado com o gene GAPDH denota-se um aumento da expressao para
todos os grupos de exposi¢do, embora acentuado no caso dos EAFCP. Este aumento
da expressao nos grupos 1/10 e 1/50, demonstra ser estatisticamente diferente quando
comparados com o grupo HU, embora ndo o sejam entre si. Comparativamente ao
Controlo, o grupo de exposigdo EAFCP 1/50 demonstrou diferengas estatisticamente
significativas, com valor de p igual a 0,007, enquanto o grupo de exposi¢ao EAFCP 1/10

revele uma diferenga tendencial, com valor de p igual a 0,063.

44



3,0
*
[ )
2,0
*
‘g)D
2 1,0 I I
@©
=
5 ]
o 0,0 =
L #t
w0 -1,0
o
-
-2,0
-3,0
HU 1/10 1/50
Média 0,325 1,078 1,153

Figura 4.7 — Avaliagcao do impacto de EAFCP e HU na expressao relativa do gene HBG1 em células K562,
de acordo com o gene de referéncia GAPDH.

Representacéo grafica da analise por RT-qPCR do gene HBG1 apds 24 horas de exposi¢cdo aos EAFCP
com diluigdes de 1/10 e 1/50 e & HU com concentragédo 0,5mg/mL. Log2 da quantificag&o relativa (2-24C) +
desvio padrao da expressao genética. As diferencas estatisticamente significativas da média de Log2 da
quantificagdo relativa, foram avaliadas através do teste ANOVA, *p<0,05 e **p<0,01. As diferengas
estatisticamente significativas da média de 2-2¢ + desvio padrdo da quantificagéo relativa em relagéo ao

Controlo, foram avaliadas através do teste t de Student, #p<0,05 e ##p<0,01.

Quanto a expressao do gene HBG2, cujos resultados se apresentam na Figura 4.8,
qguando normalizado com o gene GAPDH denota-se um aumento da expressdo apos
exposi¢cao a todos os grupos, sendo este acentuado para exposi¢cdo a EAFCP de
diluicao 1/50. Estas variagdes ndo demonstraram ser significativamente diferentes entre
si, apesar de se perceber uma tendéncia, tendo o teste ANOVA evidenciado um valor
de p de 0,071 (inferior a 0,1). Comparativamente ao Controlo, 0 grupo de exposi¢cao
EAFCP 1/50 demonstrou diferencas estatisticamente significativas, com valor de p igual
a 0,007.
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Figura 4.8 — Avaliagcao do impacto de EAFCP e HU na expressao relativa do gene HBG2 em células K562,
de acordo com o gene de referéncia GAPDH.

Representacéo grafica da andlise por RT-qPCR do gene HBG2 apds 24 horas de exposi¢cdo aos EAFCP
com diluigdes de 1/10 e 1/50 e & HU com concentragédo 0,5mg/mL. Log2 da quantificag&o relativa (2-24C) +
desvio padrao da expressao genética. As diferencas estatisticamente significativas da média de Log2 da
quantificagdo relativa, foram avaliadas através do teste ANOVA, *p<0,05 e **p<0,01. As diferencgas
estatisticamente significativas da média de 2-2¢ + desvio padrdo da quantificagéo relativa em relagéo ao

Controlo, foram avaliadas através do teste t de Student, #p<0,05 e ##p<0,01.

4.3.2. Sinalizagao

Quanto a expressao do gene BCL11A, cujos resultados se apresentam na Figura 4.9,
guando normalizado com o gene GAPDH denota-se um decréscimo da expressao apos
exposicao a todos os grupos em estudo, sendo esta mais acentuada para EAFCP de
diluicao 1/50. No entanto, estas variagbes nao demonstraram ser significativamente
diferentes entre si, tendo neste caso valores de p superiores a 0,05. Comparativamente
ao Controlo, nenhum dos grupos de exposigado demonstrou diferengas, dispensando

analise estatistica por testes de hipoteses.
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Figura 4.9 — Avaliagéo do impacto de EAFCP e HU na expresséo relativa do gene BCL11A em células
K562, de acordo com o gene de referéncia GAPDH.

Representagao grafica da analise por RT-qgPCR do gene BCL11A ap6s 24 horas de exposi¢do aos EAFCP
com diluigdes de 1/10 e 1/50 e & HU com concentragédo 0,5mg/mL. Log2 da quantificag&o relativa (2-24C) +
desvio padrao da expressao genética. As diferencas estatisticamente significativas da média de Log2 da
quantificagdo relativa, foram avaliadas através do teste ANOVA, *p<0,05 e **p<0,01. As diferengas
estatisticamente significativas da média de 2-2¢ + desvio padrdo da quantificagéo relativa em relagéo ao

Controlo, ndo foram avaliadas por testes de hipoteses.

Quanto a expressao do gene BGLT3, cujos resultados se apresentam na Figura 4.10,
guando normalizado com o gene GAPDH denota-se um decréscimo da expressao apos
exposicao das células K562 a todos os grupos em estudo, especialmente com EAFCP
de diluicao 1/10. No entanto, estas variagbes nao demonstraram ser significativamente
diferentes entre si, tendo neste caso valores de p superiores a 0,05. Comparativamente
ao Controlo, nenhum dos grupos de exposi¢do demonstrou diferencas estatisticamente

significativas.
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Figura 4.10 — Avaliagdo do impacto de EAFCP e HU na expresséo relativa do gene BGLT3 em células
K562, de acordo com o gene de referéncia GAPDH.

Representacéo grafica da analise por RT-gPCR do gene BGLT3 apds 24 horas de exposi¢do aos EAFCP
com diluigdes de 1/10 e 1/50 e & HU com concentragédo 0,5mg/mL. Log2 da quantificag&o relativa (2-24C) +
desvio padrao da expressao genética. As diferencas estatisticamente significativas da média de Log2 da
quantificagdo relativa, foram avaliadas através do teste ANOVA, *p<0,05 e **p<0,01. As diferengas
estatisticamente significativas da média de 2-2¢ + desvio padrdo da quantificagéo relativa em relagéo ao
Controlo, foram avaliadas através do teste U de Mann-Whitney, #p<0,05 e ##p<0,01.

4.3.3. Moduladores epigenéticos

Quanto a expressao do gene HDAC1, cujos resultados se apresentam na Figura 4.11,
qguando normalizado com o gene GAPDH denota-se uma diminuigéo da expressao apos
exposicao a todos os grupos em estudo. No entanto, estas variagbes ndo demonstraram
ser significativamente diferentes entre si, tendo neste caso valores de p superiores a
0,05. Comparativamente ao Controlo, nenhum dos grupos de exposigao demonstrou

diferengas estatisticamente significativas.
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Figura 4.11 — Avaliacdo do impacto de EAFCP e HU na expresséo relativa do gene HDAC1 em células
K562, de acordo com o gene de referéncia GAPDH.

Representagao grafica da analise por RT-qPCR do gene HDAC1 apds 24 horas de exposigdo aos EAFCP
com diluigdes de 1/10 e 1/50 e & HU com concentragédo 0,5mg/mL. Log2 da quantificag&o relativa (2-24C) +
desvio padrao da expressao genética. As diferencas estatisticamente significativas da média de Log2 da
quantificagdo relativa, foram avaliadas através do teste ANOVA, *p<0,05 e **p<0,01. As diferengas
estatisticamente significativas da média de 2-2¢ + desvio padrdo da quantificagéo relativa em relagéo ao

Controlo, foram avaliadas através do teste t de Student, #p<0,05 e ##p<0,01.

Quanto a expressao do gene HDAC?2, cujos resultados se apresentam na Figura 4.12,
quando normalizado com o gene GAPDH denota-se uma diminuigéo da expressdo em
todos os grupos, sendo esta mais acentuada para a exposicdo com HU e menos
acentuada no grupo 1/50. Demonstrou-se, estatisticamente, haver diferenca significativa
entre os grupos HU e 1/50, com valor de p igual a 0,009. Os restantes grupos nao
evidenciam tal diferenca, embora se tenha notado uma tendéncia entre os grupos 1/10
e 1/50, tendo esta comparacéo assumindo valor de p inferior a 0,1. Comparativamente
ao Controlo, nenhum dos grupos de exposi¢do demonstrou diferengas estatisticamente

significativas.
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Figura 4.12 — Avaliacdo do impacto de EAFCP e HU na expresséo relativa do gene HDAC2 em células
K562, de acordo com o gene de referéncia GAPDH.

Representacéo grafica da analise por RT-qPCR do gene HDAC2 apds 24 horas de exposi¢cdo aos EAFCP
com diluigdes de 1/10 e 1/50 e & HU com concentragédo 0,5mg/mL. Log2 da quantificag&o relativa (2-24C) +
desvio padrao da expresséo genética. As diferencas estatisticamente significativas da média de Log> da
quantificagdo relativa, foram avaliadas através do teste ANOVA, *p<0,05 e **p<0,01. As diferencgas
estatisticamente significativas da média de 2-2¢ + desvio padrdo da quantificagéo relativa em relagéo ao
Controlo, foram avaliadas através do teste U de Mann-Whitney, #p<0,05 e ##p<0,01.

Quanto a expressao do gene HDACS, cujos resultados se apresentam na Figura 4.13,
qguando normalizado com o gene GAPDH denota-se um aumento da expressdo apos
exposi¢cao a EAFCP, para ambas as diluigbes em estudo, enquanto se registou uma
diminuigdo desta para o grupo HU. No entanto, estas variagdes ndo demonstraram ser
significativamente diferentes entre si, tendo neste caso valores de p superiores a 0,05.
Comparativamente ao Controlo, nenhum dos grupos de exposicdo demonstrou

diferencgas estatisticamente significativas.
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Figura 4.13 — Avaliacdo do impacto de EAFCP e HU na expresséo relativa do gene HDAC3 em células
K562, de acordo com o gene de referéncia GAPDH.

Representagao grafica da analise por RT-qPCR do gene HDAC3 apods 24 horas de exposigdo aos EAFCP
com diluigdes de 1/10 e 1/50 e & HU com concentragédo 0,5mg/mL. Log2 da quantificag&o relativa (2-24C) +
desvio padrao da expressao genética. As diferencas estatisticamente significativas da média de Log2 da
quantificagdo relativa, foram avaliadas através do teste ANOVA, *p<0,05 e **p<0,01. As diferengas
estatisticamente significativas da média de 2-2¢ + desvio padrdo da quantificagéo relativa em relagéo ao
Controlo, foram avaliadas através do teste U de Mann-Whitney, #p<0,05 e ##p<0,01.

Quanto a expressao do gene HDACS, cujos resultados se apresentam na Figura 4.14,
qguando normalizado com o gene GAPDH denota-se um aumento da expressdo apos
exposi¢cao a EAFCP com menor diluigdo (1/10), em oposigdo a um decréscimo apos
exposicao com EAFCP com menor diluicdo (1/10) e HU. No entanto, estas variagdes
nao demonstraram ser significativamente diferentes entre si, tendo neste caso valores
de p superiores a 0,05. Comparativamente ao Controlo, nenhum dos grupos de

exposicao demonstrou diferengas estatisticamente significativas.
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Figura 4.14 — Avaliacdo do impacto de EAFCP e HU na expresséo relativa do gene HDAC8 em células
K562, de acordo com o gene de referéncia GAPDH.

Representacéo grafica da analise por RT-qPCR do gene HDAC8 apds 24 horas de exposi¢cdo aos EAFCP
com diluigdes de 1/10 e 1/50 e & HU com concentragédo 0,5mg/mL. Log2 da quantificag&o relativa (2-24C) +
desvio padrao da expressao genética. As diferencas estatisticamente significativas da média de Logz da
quantificagdo relativa, foram avaliadas através do teste ANOVA, *p<0,05 e **p<0,01. As diferencgas
estatisticamente significativas da média de 2-2¢ + desvio padrdo da quantificagéo relativa em relagéo ao
Controlo, foram avaliadas através do teste U de Mann-Whitney, #p<0,05 e ##p<0,01.

Quanto a expressao do gene DNMT1, cujos resultados se apresentam na Figura 4.15,
guando normalizado com o gene GAPDH denota-se um decréscimo da expressao para
todos os grupos, mais notério em 1/10. No entanto, estas variagbes ndo demonstraram
ser significativamente diferentes entre si, tendo neste caso valores de p superiores a
0,05. Comparativamente ao Controlo, nenhum dos grupos de exposigao demonstrou
diferencgas estatisticamente significativas, embora se observe uma diferenca tendencial

para os grupos HU e EAFCP de diluicao 1/10, com valores de p iguais a 0,066.
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Figura 4.15 — Avaliacéo do impacto de EAFCP e HU na expresséo relativa do gene DNMT1 em células
K562, de acordo com o gene de referéncia GAPDH.

Representacéo grafica da analise por RT-gPCR do gene DNMT1 apds 24 horas de exposi¢cdo aos EAFCP
com diluigdes de 1/10 e 1/50 e & HU com concentragédo 0,5mg/mL. Log2 da quantificag&o relativa (2-24C) +
desvio padrao da expressao genética. As diferencas estatisticamente significativas da média de Log2 da
quantificagdo relativa, foram avaliadas através do teste ANOVA, *p<0,05 e **p<0,01. As diferencgas
estatisticamente significativas da média de 2-2¢ + desvio padrdo da quantificagéo relativa em relagéo ao
Controlo, foram avaliadas através do teste U de Student, #p<0,05 e ##p<0,01.

Quanto a expressao do gene DNMT3a, cujos resultados se apresentam na Figura 4.16,
guando normalizado com o gene GAPDH denota-se um grande aumento da expressao
apos exposigao a todos os grupos, sendo este acentuado para exposi¢céo a EAFCP de
diluicdo 1/100. No entanto, estas variagbes ndo demonstraram ser significativamente
diferentes entre si, tendo neste caso valores de p superiores a 0,05. Comparativamente
ao Controlo, nenhum dos grupos de exposi¢cao demonstrou diferengas, dispensando

analise estatistica por testes de hipoteses.
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Figura 4.16 — Avaliagdo do impacto de EAFCP e HU na expresséo relativa do gene DNMT3a em células
K562, de acordo com o gene de referéncia GAPDH

Representagao grafica da analise por RT-qPCR do gene DNMT3a apds 24 horas de exposigado aos EAFCP
com diluigdes de 1/10 e 1/50 e & HU com concentragédo 0,5mg/mL. Log2 da quantificag&o relativa (2-24C) +
desvio padrao da expressao genética. As diferencas estatisticamente significativas da média de Log2 da
quantificagdo relativa, foram avaliadas através do teste ANOVA, *p<0,05 e **p<0,01. As diferengas
estatisticamente significativas da média de 2-2¢ + desvio padrdo da quantificagéo relativa em relagéo ao

Controlo, n&o foram avaliadas por testes de hipoteses.

Quanto a expressao do gene DNMT3b, cujos resultados se apresentam na Figura 4.17,
qguando normalizado com o gene GAPDH denota-se uma diminuigéo da expressao apos
exposicao a todos os grupos, sendo este mais evidente para os grupos de exposicao
com EAFCP. No entanto, estas variagdes ndo demonstraram ser significativamente
diferentes entre si, tendo neste caso valores de p superiores a 0,05. Comparativamente
ao Controlo, nenhum dos grupos de exposi¢do demonstrou diferencas estatisticamente

significativas.
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Figura 4.17 — Avaliagdo do impacto de EAFCP e HU na expresséo relativa do gene DNMT3b em células
K562, de acordo com o gene de referéncia GAPDH.

Representagao grafica da analise por RT-qPCR do gene DNMT3b apds 24 horas de exposigao aos EAFCP
com diluigdes de 1/10 e 1/50 e & HU com concentragédo 0,5mg/mL. Log2 da quantificag&o relativa (2-24C) +
desvio padrao da expressao genética. As diferencas estatisticamente significativas da média de Log2 da
quantificagdo relativa, foram avaliadas através do teste ANOVA, *p<0,05 e **p<0,01. As diferengas
estatisticamente significativas da média de 2-2¢ + desvio padrdo da quantificagéo relativa em relagéo ao
Controlo, foram avaliadas através do teste U de Mann-Whitney, #p<0,05 e ##p<0,01.
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5. Discussao

Devido a elevada morbilidade e mortalidade associadas as hemoglobinopatias, como
DCF e B-talassémia, torna-se essencial o desenvolvimento de novas estratégias
terapéuticas que promovam a reativacdo da HbF, com menor toxicidade e maior
acessibilidade, sobretudo em regiées com menos recursos [179]. A HU, apesar de ser
0 Unico farmaco indutor de HbF aprovado pela FDA para o tratamento da DCF,
apresenta limitacdes consideraveis, como a variabilidade na resposta dos doentes,
efeitos secundarios indesejaveis e um mecanismo de agao ainda ndo completamente
elucidado [1], [8]. Este cenario tem impulsionado a investigagdo de novos compostos
com capacidade de indugao de HbF, nomeadamente derivados de fontes naturais [131].
Neste contexto, o presente estudo teve como principal objetivo avaliar o potencial
terapéutico do EAFCP na regulacédo da expressao dos genes das globinas (HBA, HBB,
HBG1 e HBG2), de genes reguladores da HbF (BCL11A e BGLT3), e de genes
associados a modulagao epigenética (HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDACS8, DNMT1,
DNMT3a e DNMT3b), utilizando como modelo células de linhagem celular K662. A HU
foi aqui utilizada como controlo positivo, dada a sua eficacia estabelecida na inducéo de
HbF.

A escolha do EAFCP fundamentou-se no seu uso tradicional em diversas regides do
mundo, como india e Africa, onde as folhas de papaia s&o utilizadas para o tratamento
de doengas como a malaria, dengue e, mais recentemente, a propria DCF [33], [100],
[109], [180], [181]. Para além disso, a agua foi escolhida enquanto solvente, por ser um
reagente seguro, ecologicamente sustentavel, facilmente disponivel e economicamente
viavel, especialmente em paises carenciados. No entanto, os extratos aquosos sao mais
suscetiveis a degradacdo devido ao seu elevado teor em agua, o que os torna
naturalmente menos estaveis e dependentes da aplicacdo de métodos adequados de
conservacao e armazenamento. Estes extratos podem ainda conter maior proporgao de
compostos com elevada biodisponibilidade celular, o que pode originar respostas
biolégicas distintas em comparagao com outros tipos de extratos [182].

Este projeto insere-se numa linha de investigagdo que procura explorar compostos
bioativos de origem natural como potenciais indutores da HbF, com mecanismos de
acao ainda por esclarecer. Acredita-se que estes compostos possam atuar por via de
modificagbes epigenéticas, como a regulagdo da metilacdo do DNA e acetilagdo de
histonas, afetando assim a arquitetura da cromatina e a acessibilidade dos genes da y-
globina a maquinaria transcricional. Foi por esse motivo que se optou por estudar o

EAFCP nao s6 quanto ao seu efeito na expressao direta das globinas, mas também
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quanto a sua influéncia em genes epigenéticos reguladores, como as HDACs e as
DNMTSs.

Por outro lado, as células K562 foram escolhidas como modelo experimental nesta
investigagdo por serem biologicamente relevantes para o estudo da regulagdo da
expressao génica em contexto hematopoiético, tendo ainda rapida proliferacao,
crescimento em suspensao e resposta a estimulos quimicos ou naturais, que facilitam
a analise funcional pretendida. Ndo obstante, e embora logisticamente ndo tenha sido
possivel a sua insercdo neste projeto, teria sido vantajoso utilizar um modelo celular
mais fisiol6gico, nomeadamente recorrendo a linhagem celular humana BEL-A (ou BEL-
A2), a qual representa um modelo avancado para o estudo da eritropoiese e das
hemoglobinopatias. Desenvolvida por Trakarnsanga et al., a linhagem BEL-A consiste
numa linha eritroide adulta imortalizada, obtida a partir de células CD34+ da medula
Ossea através da introducdo de oncogenes HPV16-E6/E7, capazes de proliferar
continuamente mais de 190 dias e de se diferenciar eficientemente em reticuldcitos
maduros e funcionais [183], [184]. Esta linha celular, podendo ser adquirida a NHS Blood
and Transplant, distingue-se pela capacidade de fornecer uma fonte sustentavel e
homogénea de células eritroides, revelando-se particularmente valiosa para a
investigagdo de doencgas dos glébulos vermelhos, como a talassemia e a anemia
falciforme [183], [185]. Assim, ja se tendo demonstrado a sua expressao de marcadores
de superficie semelhantes aos das células eritroides adultas, com sintese de 3-globina
com 99,3% de hemoglobina A, a linhagem celular BEL-A apresentou grande potencial
e viabilidade, lagando bases para futuras investigagdes relacionadas com eritropoiese
[184]. Para além disso, a facilidade com que estas células podem ser geneticamente
manipuladas, nomeadamente através de tecnologias como o CRISPR/Cas9, tem
possibilitado a criacdo de modelos celulares da anemia falciforme, por introducao da

mutacgao responsavel pela hemoglobina S [186], [187].

De forma a validar a seguranca e viabilidade em contexto experimental, numa primeira
fase avaliou-se a viabilidade celular, proliferagdo e citotoxicidade das células K562
quando expostas, durante 24 horas, aos varios meios de exposi¢ao (C, HU, 1/10 e 1/50).
Os resultados demonstraram que a viabilidade celular, tanto pelo ensaio com azul de
tripano (Figura 4.1) como pelo ensaio com CellTiter-Blue (Figura 4.3), se manteve
constante entre grupos de exposi¢cao, sem diferencgas estatisticamente significativas ou
tendéncias identificadas. A mesma uniformidade estatistica entre grupos de estudo foi
identificada na avaliacao da citotoxicidade pelo ensaio CytoTox 96 (Figura 4.4), embora

se note maior toxicidade celular no grupo HU.
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Assim, é possivel afirmar que as concentragées testadas de HU e EAFCP n&o induziram
efeitos téxicos e/ou reducao da viabilidade nas células K562, permitindo a continuagao
dos ensaios de expressao genética. Este perfil de seguranga é corroborado por estudos
prévios que reportam a auséncia de efeitos adversos com a administracdo oral de
extratos de folhas de Cp em modelos animais, mesmo em doses elevadas [188].
Quanto a proliferacédo das células K562, avaliada pelo ensaio com azul de tripano
(Figura 4.2), foi identificada redugcéo acentuada da taxa de proliferagdo nos grupos de
estudo com EAFCP e, especialmente, HU, quando comparados com o grupo Controlo.
Estes resultados indicam que a HU e os EAFCP atuam como agentes citostaticos, onde
a proliferagao celular é inibida sem necessariamente causar morte celular, notando-se
manutencao da viabilidade celular e citotoxicidade reduzida.

Os efeitos citostaticos da HU ja sdo conhecidos e bem documentados, podendo ser
considerados como um mecanismo indireto de indugcdo de HbF [189]. Um efeito
semelhante, embora menos acentuado, com EAFCP sugere potencial antiproliferativo e
anticancerigeno, consistente com estudos que demonstram que compostos bioativos de
origem vegetal podem modular o ciclo celular e vias epigenéticas reguladoras da
expressao génica [99], afetando tanto a proliferacdo como a diferenciagao celular, sem
causar toxicidade significativa nem comprometer a viabilidade celular, como
demonstrado por Singh et al., Nisa et al. e Otsuki et al. [85], [190], [191].

No ambito deste estudo experimental, a técnica de RT-gPCR constituiu uma ferramenta
analitica crucial, cuja execugao rigorosa da sua metodologia requer um entendimento
aprofundado da eficiéncia da reacdo, bem como do seu método de calculo, de forma a
garantir uma quantificagao precisa dos niveis de expressao génica. Por esse motivo,
todos os genes em estudo foram sujeitos a testes de eficiéncia, salientando-se, no
entanto, que os genes HBB, BGLT3 e DNAMT3a demonstraram eficiéncias fora do
intervalo de valores aceitaveis, sendo estas respetivamente 118%, 114% e 130%
(Tabela 4.1). Por outro lado, o gene BCL11A nao conseguiu ser validado por esta
técnica, apresentando valores discrepantes e demasiado variaveis dentro de cada
ensaio para permitir que fosse tracada a sua eficiéncia, ndo conseguindo assim manter

consisténcia nem providenciar resultados fidedignos e reprodutiveis.

Para avaliagdo da expressao génica, utilizou-se o método AACt com normalizagao de
acordo com os genes de referéncia GAPDH e ActinB. No entanto, ao comparar os
resultados obtidos com cada gene de referéncia, percebeu-se haver incongruéncias e
disparidades, por interferéncia destes mesmos genes de referéncia. Tal como descrito

nos resultados, o gene de referéncia ActinB demonstrou maior variabilidade entre
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condicbes e réplicas do que o gene de referéncia GAPDH, pelo que se procedeu a
avaliagao dos resultados baseados no gene de referéncia GAPDH.

Esta decisdo foi também apoiada pela literatura, onde Albershardt et al. refere que o
gene GAPDH é um bom gene de normalizacdo de resultados de gPCR para dados
referentes a linfocitos de ratos (origem hematopoiética), enquanto a ActinB demonstra
ser demasiado variavel, para um gene de referéncia, neste tipo de células [192]. Embora
autores como Ju et al. classifiquem a ActinB como melhor gene de referéncia do que o
GADPH para dados referentes a células endoteliais (origem ndo hematopoiética),
demonstram também que estes genes podem apresentar elevada discrepancia entre si
aquando de lesdo celular, apesar de serem utilizados juntos frequentemente [193].
Perante a contradigdo de opinides, entre qual destes dois genes de referéncia o mais
adequado, o estudo de Li net al. clarificou que estes genes ndo se encontram expressos
de igual forma em todos os tecidos, pelo que o facto de serem adequados enquanto
genes de referéncia se prende essencialmente com o tipo de células/tecido em estudo
[194]. Outros estudos corroboram esta divergéncia de resultados quando comparados
os genes de referéncia, especialmente de acordo com o tipo de célula/tecido [195],
[196], [197]. Assim, valorizou-se a evidéncia descrita por Albershardt et al., referindo-se
esta a células de origem hematopoiética (linfécitos de rato), e por isso com maior
semelhanca as células K562, conduzindo a escolha do GAPDH como gene

normalizador.

A avaliagédo dos resultados referentes a expressao génica comegou pelos genes das
globinas. Quanto ao gene HBA (Figura 4.5), observou-se que a diluicdo mais elevada
de EAFCP (1/50) induz uma expressao significativamente maior, quando comparada
com a diluicao 1/10, sugerindo um efeito dependente da dose e no sentido inverso, onde
concentragdes mais baixas de extrato promovem maior expressao. A auséncia de
alteragao da expressao de HBA com a HU reforga a especificidade do efeito do EAFCP
sobre a globina alfa, dado que a HU é tradicionalmente associada a indugéo da y-
globina, mas nao da a-globina [86]. Esta particularidade do EAFCP demonstra potencial
terapéutico, ndo s6 para DCF, mas também para outros tipos de anemia e medicina
hematopoiética no geral, tal como também sugerido nos estudos de Gheith et al. e
Adewuyi et al. [198], [199].

Relativamente ao gene HBB (Figura 4.6), o aumento observado da expressao deste
gene para os grupos HU e 1/50, embora sem diferenga estatisticamente significativa,
pode indicar um possivel efeito de compensacgao, sugerindo que, a semelhanga da HU,
os EAFCP podem ativar elementos reguladores comuns as globinas 3 e y, como o LCR

[16], [17]. J& o decréscimo da expressdo com EAFCP de menor diluigdo (maior
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concentracao) realca novamente a importancia do efeito de dose, potencialmente
relacionado com a presenca de compostos com efeitos bifasicos e/ou de natureza
citostatica mais, pronunciada em maiores concentragdes [189], [200].

Os resultados obtidos para HBG1 (Figura 4.7) revelaram um aumento significativo da
expressao nos grupos expostos a EAFCP, comparativamente ao grupo exposto com
HU. Por outro lado, comparativamente ao Controlo, o grupo EAFCP 1/50 revelou ser
estatisticamente diferente, enquanto que o grupo EAFCP 1/10 revelou tender para essa
diferenca. Estes dados sdo particularmente relevantes, uma vez que a indugcao da
expressao dos genes y-globina (HBG 1 e HBG2) esta diretamente associada ao aumento
da producgéo de HbF, sendo esta uma estratégia amplamente validada para tratamento
de DFC [16], [72], [131]. A maior inducdo por EAFCP, relativamente a HU, pode refletir
a atuacao sobre vias epigenéticas alternativas ou complementares as ja conhecidas,
nomeadamente inibicdo de HDACs ou DNMTs, como ja demonstrado em estudos
prévios com compostos bioativos de origem vegetal, como o de Iftikhar et al., que utilizou
a planta Adhatoda vasica na integra e Ribeiro et al., que utilizou genisteina (derivada da
soja) e epigalocatequina galato (derivada do cha verde) [50], [179].

Para HBGZ2 (Figura 4.8), a expressao aumentada em todos os grupos, especialmente
no grupo EAFCP com menor concentracao (1/50), sugere uma tendéncia positiva que
podera ter relevancia biolégica, embora que sem alcancar diferenga estatisticamente
significativa comparativamente a HU. O valor de p observado, estando proximo do limiar
de significancia estatistica, podera ser interpretado como indicativo de um efeito real
que requer confirmagdo com amostras maiores e/ou maior sensibilidade analitica. Nao
obstante, comparativamente ao Controlo, comprovou-se diferenca estatisticamente
significativa para o grupo de exposigdo EAFCP 1/50. E importante notar também que
HBG1 e HBG2, embora codifiquem cadeias gama (y) altamente semelhantes, podem
ser diferencialmente regulados, dependendo de estimulos celulares especificos e
competicao pelo LCR, tal como referido por Métais et al. [201].

Estes resultados, no seu conjunto, apoiam a hipétese de que os EAFCP podem atuar
como moduladores da expressao génica das globinas, promovendo particularmente a
expressao de genes associados a HbF e tornando-se promissor como indutor natural
de HbF. A evidéncia de significancia estatistica identificada, especialmente no grupo
EAFCP 1/50, reforca o potencial biolégico deste extrato em concentragdes mais
diluidas. Por outro lado, a sua agao diferencial dependente da concentracao, reforca a
importancia de caracterizar detalhadamente os compostos bioativos presentes nos
EAFCP, uma vez que diferentes metabdlitos secundarios podem interagir de forma

distinta com os mecanismos epigenéticos e transcricionais celulares [98], [100].
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Quanto aos genes de sinalizagdo e regulagéo transcricional, os resultados da expressao
dos genes BCL11A e BGLT3 apontam para uma tendéncia de diminuigcdo da sua
expressao apos a exposicao das células K562 a HU e, sobretudo, a EAFCP, embora
sem que se atinjam diferencas estatisticamente significativas entre os grupos de
exposicao. Nao obstante, as tendéncias observadas sao dispares e tém relevancia
biolégica, particularmente quando se considera o papel central destes genes na
regulacédo de HbF.

Como descrito anteriormente, o gene BCL11A &€ um dos principais repressores
transcricionais da expresséao da y-globina (HBG1 e HBG2) em células eritroides adultas,
atuando ao nivel do LCR do cluster da 3-globina, de forma a bloquear a sua interagao
com os promotores da y-globina e impedir assim a produgéo de HbF. A sua inibi¢do ou
reducdo da expressao tem sido associada a reativacdo da HbF, sendo atualmente
considerado um alvo terapéutico central para doengas como DFC e -talassémia, como
defendido, entre outros autores, por Zakaria et al. e Orkin [70], [134].

No presente estudo, observou-se uma diminuigdo da expressao de BCL11A (Figura
4.9) apos exposicao a todos os grupos, sendo esta mais marcada com EAFCP de
diluicdo 1/50. Este padrao é compativel com um efeito inibitério do extrato sobre esta
via repressora da HbF, especialmente quando comparado com HU, que apresentou
expressao mais elevada. Por outro lado, a exposicdo a EAFCP de diluicdo 1/10 resultou
num ligeiro aumento da expressdo de BCL11A, sugerindo um efeito dependente da
dose, mas em sentido inverso, como anteriormente referido. Estes dados estdo
alinhados com os resultados de expressao de HBG1 e HBG2, que atingiram valores
maximos com EAFCP 1/50, reforcando a hipotese de que a reducdo de BCLT11A
contribui para o aumento da HbF. Este perfil de expressao & explicado pela literatura,
que apoia a possibilidade de que compostos naturais, incluindo flavonoides e polifenois
presentes em extratos vegetais, tenham uma acao multifatorial que possa modular a
expressao de BCL11A através de mecanismos epigenéticos indiretos, como a
modulagdo de microRNAs ou a acetilagédo de histonas [111], [115], [202].

Contudo, volta-se a destacar que, por limitagdo técnica, o gene BCL11A nao cumpriu
os critérios otimos de eficiéncia de RT-gPCR, apresentando inconsisténcia e
variabilidade na amplificacdo. Este fator pode ter afetado a precisdo dos resultados
quantificativos, devendo ser tido em conta na sua interpretagao.

Paralelamente, como anteriormente indicado, o gene BGLT3 & um IncRNA regulador
positivo da y-globina, cuja expressdo tem sido associada a ativagdo transcricional de
HBG1 e HBG2. Este gene atua de forma a facilitar reestruturagdes da cromatina,
favorecendo o acesso dos promotores da y-globina ao LCR, sendo até considerado

indispensavel na indu¢ao desta globina, por Takase et al. [203].
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No presente projeto, verificou-se um aumento da expressao de BGLT3 (Figura 4.10) no
grupo de exposicdo com EAFCP de diluicdo 1/50, contrastando com uma diminuicao
desta expressao no grupo 1/10. Embora sem comprovada significancia estatistica, este
padrao corrobora os niveis de expressao aumentados de HBG1 e HBG2 no grupo 1/50,
sugerindo mais uma vez que EAFCP em menor concentragdo promove de forma mais
eficaz a inducdo de HbF, correspondendo a um efeito dependente de dose no sentido
inverso.

Por outro lado, a observacgao de que EAFCP 1/50 leva simultaneamente ao aumento de
BGLT3 e a reducdo de BCL11A esta em linha com o modelo de relagdo funcional
proposto na literatura, que aponta para que o aumento da expressao de HBG1/2 derive
da diminuicdo da expressdo de BCL711A e/ou do aumento da expressao de BGLTS3,
como reportado por Delgadinho et al. [204].

Assim, podemos afirmar que, apesar de as variagdes de expressao de BCLT11A e
BGLT3 nao serem estatisticamente significativas, quando se comparam os grupos de
exposicao entre si e com o controlo, os resultados observados sugerem que os EAFCP,
particularmente com diluicdo 1/50, pode atuar como modulador epigenético da
expressao de HbF, atuando através da inibicdo de BCL711A e possivel ativacdo de
BGLT3, promovendo um aumento coordenado da expressao de HBG1 e HBG?2. Estes
efeitos sdo consistentes com mecanismos bioldgicos conhecidos e descritos pela
literatura, apontando para um mecanismo regulador multifatorial, com implicagcbes

promissoras no desenvolvimento de terapias baseadas em compostos naturais.

Como anteriormente explanado, as HDACs sao enzimas fundamentais na remodelagao
da cromatina, atuando por remogao de grupos acetil das histonas e resultando na
condensacao da cromatina e repressao transcricional. A inibicdo de HDACs tem sido
amplamente investigada como estratégia terapéutica para reativar a expressdo dos
genes HBG1 e HBG2, principalmente no contexto de DCF e B-talassémia, como descrito
por Mabaera et al. [165].

Os resultados mostram uma diminuicao geral da expressédo de HDACT (Figura 4.11) e
HDAC?2 (Figura 4.12) em todos os grupos de tratamento. Embora as diferencas de
expressao de HDAC1 entre grupos de exposicao nao tenham sido estatisticamente
significativas, a redugcdo da expressdo de HDAC2 no grupo exposto a HU foi
significativamente maior em comparagao com o grupo exposto com EAFCP 1/50. Esta
observacao esta de acordo com os dados preévios, que indicam que a HU pode exercer
parte do seu efeito indutor de HbF através da inibicao da via HDAC, nomeadamente
pela modulagdo de HDAC?2, resultando numa cromatina mais permissiva a transcricao

de y-globina, como indicado por Esrick et al. [205].
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A menor redugcdo de HDAC?2 nos grupos de EAFCP, nomeadamente de diluigdo 1/50,
pode indicar, em parte, a diferenciagdo de mecanismos observados em tratamentos com
HU e com EAFCP. Curiosamente, a tendéncia decrescente de HDAC?2 entre os grupos
1/10 e 1/50 pode sugerir um efeito dependente da dose, de forma diretamente
proporcional a concentracdo do extrato. Ou seja, neste caso, quanto maior a
concentracao de EAFCP, maior é a inibicdo da expressao de HDAC2, o que podera
refletir uma acdo mais eficaz do extrato sobre este regulador epigenético em doses mais
concentradas. Este padrdo contrasta com os efeitos observados nos genes
anteriormente abordados, onde se tinha observado uma relagdo inversa entre dose e
concentracdo, reforcando assim a possibilidade de os EAFCP representarem
mecanismos regulatorios distintos e/ou multifatoriais entre vias epigenéticas e
transcricionais.

Em contraste, os resultados para HDAC3 (Figura 4.13) revelaram um aumento da
expressao nos grupos tratados com EAFCP, enquanto o grupo HU demonstrou uma
reducdo. Embora estas variagdes de expressdo nado tenham atingido significancia
estatistica, o perfil sugere que o EAFCP pode n&o atuar diretamente sobre a via HDACS3,
podendo os EAFCP modular seletivamente diferentes HDACs. Outra hipotese é que a
HDACS3 nao esteja diretamente envolvida na repressao de y-globina em células K562,
tendo em conta que a atividade repressora das HDACs sobre genes eritroides pode ser
dependente do contexto, variando consoante o estado de diferenciacao celular ou os
complexos de correpressao envolvidos, como relatado por Vong et al., Rietveld et al. e
Varricchio et al. [206], [207], [208].

Ja a expressao de HDACS (Figura 4.14) apresentou um aumento no grupo EAFCP 1/10,
em contraste com uma diminuigdo da expressdo nos grupos EAFCP 1/50 e,
especialmente, HU. Este resultado, embora ndo consista numa diferenga
estatisticamente significativa, podera estar relacionado com a atividade especifica desta
HDAC em estagios mais imaturos da eritropoiese, como indicado acerca da expressao
de HDACS3. E possivel que, em concentragdes mais altas, o EAFCP possa influenciar
vias que nao favorecem diretamente a reativagdo da y-globina, sendo este mais um
exemplo de efeito n&o linear do extrato.

Em suma, os resultados sugerem que a EAFCP interfere com a expressao de varios
HDAC, havendo especial destaque para a redugado de HDAC2, significativamente menor
da que ocorre em exposi¢ao com HU, sugerindo que EAFCP podera exercer parte do
seu efeito indutor de HbF, através da modulagao epigenética da cromatina, por um
mecanismo distinto daquele promovido pela HU. Este fendmeno podera estar

relacionado com outros moduladores da expressdo dos genes da globina, como os
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anteriormente abordados KLF1, GATA1 e MYB, também explorados por Santos et al.
[130].

Os resultados obtidos para os moduladores epigenéticos DNMTs sugerem que o
EAFCP exerce efeitos regulatorios divergentes sobre diferentes membros desta familia
enzimatica, tal como observado com a familia das HDACs, o que podera refletir um
efeito multifatorial e seletivo sobre os mecanismos epigenéticos que regulam a
expressao das globinas.

O gene DNMT1 (Figura 4.15), responsavel pela manutencdo da metilagdo do DNA
durante a replicagéo celular, apresentou redugéo da expressdo em todos os grupos de
exposicao, sendo, no entanto, mais acentuada no grupo EAFCP 1/10. Importa referir
que, comparativamente ao Controlo, nenhum dos grupos demonstrou diferengas
estatisticamente significativas, tendo-se, no entanto, observado uma diferenca
tendencial tanto para o grupo HU como para o grupo EAFCP 1/10, que, estando préximo
do limiar de significAncia, podera indicar um possivel efeito biolégico, digno de
investigagdo adicional com amostras maiores. Apesar da auséncia de diferencas
estatisticamente significativas entre grupos de exposicao, esta redugao pode reforgar a
hipétese de um envolvimento dos EAFCP na desmetilagdo progressiva do locus -
globina, diretamente proporcional a dose aplicada, condicdo esta ja associada a
reativacao da y-globina em diversos modelos celulares, nomeadamente por Gong et al.
[128].

Por outro lado, o gene DNMT3a (Figura 4.16), associado a metilagdo de novo,
apresentou um aumento acentuado da expressdo em todos os grupos tratados,
particularmente em EAFCP 1/10. Este achado ¢é curioso e aparentemente
contraintuitivo, ja que se espera uma inibicdo das DNMTs como forma de facilitar a
expressao de HBG1/2. Nao obstante, estudos recentes, como o de Weij et al. e Weinberg
et al., indicam que a atividade de DNMT 3a, pode ser redirecionada para outras regides
gendmicas fora do locus da [-globina, funcionando como parte do rearranjo
compensatorio na arquitetura epigenética celular [209], [210]. Assim, o aumento de
DNMT3a poderd nao ser necessariamente incompativel com a inducdo de HbF,
devendo ser interpretado a luz do contexto gendmico global.

Ja no caso do gene DNMT3b (Figura 4.17), observou-se uma tendéncia clara para a
reducao da expressao em todos os grupos, principalmente apds exposi¢gdo com EAFCP.
Salienta-se que esta DNMT tem sido descrita como relevante para o silenciamento de
promotores de genes de desenvolvimento, e a sua inibicdo tem sido associada a maior
acessibilidade da cromatina nos promotores das globinas fetais, nomeadamente por

Ginder [68]. Assim, a diminuigdo da sua expressao pode ser interpretada como um
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contributo adicional para a expressao de HBG1 e HBG2, em consonancia com os dados
previamente observados na expresséo destes dois genes.

Em conjunto, estes resultados apontam para uma modulagdo seletiva e complexa do
sistema de metilacdo do DNA pelo EAFCP, que podera contribuir para o seu efeito
indutor de HbF através de vias epigenéticas multiplas, nao necessariamente lineares. A
presenca de efeitos tendenciais, como os observados em DNMT1, reforca a
possibilidade de acdo moduladora subtil, mas biologicamente relevante, que pode
escapar a significancia estatistica em amostras limitadas, como é o caso. A literatura
tem vindo a demonstrar que extratos vegetais ricos em compostos fendlicos e
flavonoides podem interferir com DNMTs por via direta, inibindo a sua atividade
catalitica, ou indireta, pela regulacao transcricional por via de microRNAs ou stress
oxidativo controlado [115], [116]. Neste contexto, torna-se também pertinente proceder
a caracterizacdo dos EAFCP quanto ao seu conteudo em compostos soluveis, de forma

a tentar determinar quais destes sao responsaveis pela inducao de HbF identificada.

Na Tabela 5.1, apresenta-se um resumo esquematizado da expressao relativa de cada
gene, em células K562, apds 24 horas de exposi¢ao aos EAFCP com diluicdes 1/10 e
1/50, em relagdo ao Controlo, onde as diferencas estatisticamente significativas

identificadas s&o representam por “##”, para valores de p inferiores a 0,01.

Tabela 5.1 — Variacao da expressao relativa de cada gene, em relacdo ao Controlo (##p<0,01).

EAFCP
Funcao Gene
1/10 1/50
HBA 4 T
HBB = T
Globinas
HBG1 ™~ ™
HBG2 T ™
BCL11A AN il
Sinalizacao
BGLT3 N2 N2
HDAC1 NN N
HDAC2 N2 =
HDAC3 T =
Moduladores
HDACS8 T =
epigenéticos
DNMT1 N2 N
DNMT3a ™ ™~
DNMT3b 4 N
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Assim, fica explicito que o presente estudo demonstrou que o EAFCP possui um
potencial epigenético relevante na reativacao da expressdao de HbF, atuando sobre
multiplas vias moleculares implicadas na regulacao das globinas. Em particular, a
diluicdo 1/50 de EAFCP, revelou efeitos mais expressivos, promovendo um aumento
significativo na expressao dos genes fetais HBG1 e HBG2, bem como uma modulagao
positiva de HBA e HBB, sem comprometer a viabilidade celular. Paralelamente,
observou-se uma reducgdo da expresséo de BCL11A, sugerindo a reativagao de HbF por
mecanismos transcricionais e epigenéticos. Os EAFCP alteraram ainda o perfil de
expressao de genes codificantes de enzimas epigenéticas, nomeadamente através da
diminuicdo de HDAC1, HDAC2, DNMT1 e DNMT3b, e um aumento de HDAC3, HDACS8
e DNMT3A, sugerindo uma atuacao multifatorial sobre a arquitetura epigenética. Estes
resultados revelam que o EAFCP é um candidato promissor para abordagens
terapéuticas inovadoras em hemoglobinopatias, pela sua capacidade de modular de
forma coordenada a expressao de genes das globinas e dos seus principais reguladores

epigenéticos, distinguindo-se de terapias convencionais, como a hidroxiureia.
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6. Consideracgoes finais

6.1. Conclusao

A regulacdo da expressao de hemoglobina ao longo do desenvolvimento humano é um
processo altamente complexo, mediado por uma rede de mecanismos moleculares que
controlam a ativacao ou silenciamento de genes especificos em diferentes fases da vida
[1], [11]. Os fatores de transcricdo desempenham um papel determinante neste
processo, funcionando como interruptores genéticos que modulam a transicao entre os
diferentes tipos de hemoglobina, nomeadamente da hemoglobina fetal, predominante
durante o desenvolvimento intrauterino, para a hemoglobina adulta, que substituiu
progressivamente a HbF apés o nascimento [17]. Contudo, em individuos com
hemoglobinopatias, como a DCF ou a B-talassemia, a reativacdo da expressao de HbF
tem demonstrado efeitos benéficos, uma vez que esta forma de hemoglobina apresenta
maior afinidade para o oxigénio e reduz a polimerizagdo da hemoglobina S [62], [77],
[79], [83].
A repressdo pos-natal da HbF esta associada a alteragdes na expressdo de genes
reguladores, entre os quais se destacam o BCL711A e o BGLT3, que codificam fatores
de transcricdo envolvidos na supresséo da expressao dos genes fetais HBG1 e HBG2.
Paralelamente, atuam mecanismos epigenéticos que contribuem para a modulagéo da
expressao génica, incluindo as DNMTs (DNMT1, DNMT3a, DNMT3b) e as HDAC
(HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDACS), que influenciam diretamente os loci das globinas
ou regulam indiretamente os seus repressores [113].
Assim, no presente estudo foi avaliado o impacto do composto natural EAFCP,
comparativamente com HU e um grupo Controlo, sobre o padrao de expressao génica
das globinas (HBA, HBB, HBG1 e HBG2), bem como dos principais genes reguladores
(BCL11A, BGLT3) e moduladores epigenéticos envolvidos na repressao da HbF
(DNMT1, DNMT3A, DNMT3B, HDAC1, HDAC2, HDAC3 e HDACS8). Esta andlise visa
contribuir para a elucidacdo do potencial mecanismo de agdo deste composto na
inducédo de HbF e, consequentemente, para o desenvolvimento de novas abordagens
terapéuticas dirigidas a reativagdo da expressdao fetal em doentes com
hemoglobinopatias, e em particular DCF.
Resumidamente, obtiveram-se os seguintes resultados:

e O EAFCP nao demonstrou toxicidade significativa, nem comprometeu a

viabilidade celular da linhagem K562, mesmo em diferentes concentragoes;
e Tal como a HU, o EAFCP apresentou efeitos citostaticos, reduzindo a

proliferacdo sem induzir morte celular;
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e O EAFCP, especialmente na diluicdo 1/50, promoveu aumento da expressao de
HBG1 e HBG2, tendo-se observado também aumento da HBA, sugerindo um
efeito mais amplo na regulagao das globinas e distinto de HU;

¢ Houve diminuigdo da expressao de BCL11A (repressor de HbF) e aumento de
BGLT3 (ativador de HbF), em comparagdo com HU, sobretudo em EAFCP 1/50,
sugerindo atuagao coordenada de EAFCP na promogao e reativagdo de HbF por
vias epigenéticas.

e O EFACP demonstrou modular seletivamente as HDACs, com destaque para a
reducao de HDAC2, sugerindo, no entanto, uma agado complexa e multifatorial;

e O EAFCP causou reducao de DNMT1 e DNMT3b, associados a repressao de y-
globina, e aumento de DNMT3a, possivelmente com fungdo compensatoria,
indicando impacto relevante na arquitetura epigenética envolvida na expressao
das globinas;

o Os efeitos biolégicos do EAFCP foram mais evidentes com a diluicao 1/50,
revelando uma relagdo n&o linear entre dose e resposta e apontando para a
presenca de compostos bioativos com acgao bifasica.

Em suma, este estudo oferece uma nova perspetiva sobre o uso de compostos naturais
enquanto potenciais agentes epigenéticos na terapéutica de hemoglobinopatias. O
EAFCP revelou uma atuagao complexa, mas promissora, ao modular simultaneamente
a expressao de genes das globinas e reguladores-chave da HbF. Sem comprometer a
viabilidade celular, demonstrou potencial para reativar a HbF por vias distintas das
terapias convencionais, como a HU, apontando para uma estratégia acessivel e

inovadora com valor terapéutico a explorar.

6.2. Trabalho futuro

A investigacdo futura devera centrar-se no aprofundamento dos mecanismos
moleculares subjacentes a acdo do EAFCP, nomeadamente através de genes
reguladores e ao nivel da expressdo de microRNAs, que tém vindo a ser apontados
como reguladores-chave da HbF, por interferirem com repressores epigenéticos como
0 gene BCL11A [16], [17]. A titulo de exemplo, destacam-se, os genes reguladores
KLF1, MYB e HIC2, referidos anteriormente neste trabalho, bem como os microRNAs
miR-148b-3p, MiR-32-5p, miR-340-5p e miR-29¢c-3p, que regulam o gene BCL11A, e
miR-105-5p, que regula o gene MYB [211]. Sera ainda importante analisar nao apenas
a expressao geénica, mas também a expressao proteica dos genes modulados, para ter

uma visao mais completa e funcional dos seus efeitos.
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Adicionalmente, a caracterizagao quimica detalhada do EAFCP sera essencial para
identificar os compostos bioativos responsaveis pelos efeitos observados. Técnicas
como Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia, Cromatografia Gasosa com
Espectrometria de Massas ou Ressonancia Magnética Nuclear, poderao ser Uteis para
o isolamento e identificacao desses componentes, permitindo testar individualmente o
seu potencial indutor de HbF [212].

No que respeita a continuidade dos ensaios moleculares em células K562, recomenda-
se, para uma maior robustez dos dados de expressao genica, a utilizacdo de genes de
referéncia alternativos mais estaveis, como UBC, TBP, YWHAZ ou HPRT1, ajustados
ao tipo de estimulo e condicdo experimental [192], [193], [194]. Além disso, no caso
especifico do gene BCL711A, cuja detegdo pode apresentar variabilidade, sera
importante otimizar futuros ensaios, quer através da utilizagao de primers alternativos,
quer da aplicacdo de métodos complementares de validagao e detegao proteica, como
Western Blot.

Por fim, a utilizagdo de diferentes concentragdes, tempos de exposi¢ao prolongados e,
idealmente, modelos celulares mais fisiologicamente representativos, como células
progenitoras eritroides humanas ou linhas celulares imortalizadas de eritrocitos normais,
como a linhagem celular BEL-A, podera proporcionar dados mais translacionais e

robustos, com vista a futuros ensaios clinicos e aplicagbes terapéuticas [183].
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8. Anexos

Anexo | — Protocolo de Cultura Celular (H&TRC)

Regras Basicas de Cultura de Células

o Dentro do laboratdrio 2.69 utilizar sempre a bata, luvas de nitrilo, apanhar o cabelo e ndo tocar
em nada sem luvas.

o Reservar antecipadamente a utilizagdo do laboratdrio na folha de marcagdes.

o Esterilizar a cdmara de fluxo com luz UV 20-30 min antes de cada utilizacdo e depois ligar a
ventilagdo, deixando o ar estabilizar durante 5-15 min.

o Limpar a cdmara de fluxo antes e depois de cada utilizagdo com etanol 70%, assim como cada
material que entrar (frascos, pipetas, caixas de pontas,... ).

o N3o obstruir as grelhas de ventilagdo e minimizar disturbios no fluxo, evitando abrir a porta.

o Preparar um gobelé com lixivia para o descarte de meio de cultura e depois esperar pelo menos
1h para que ocorra a inativagdo, descartando o contetdo com bastante dgua.

o De forma a minimizar o risco de contaminagdes cruzadas, ndo manipular células diferentes ao
mesmo tempo na cadmara de fluxo e fazer falcons de meio para cada linha celular.

o Respeitar o layout representado na imagem, mantendo sempre uma zona limpa e suja na cadmara

de fluxo. Para além disso, manter os frascos abertos o minimo de tempo possivel.

(C )

A
o
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Caracteristicas das Células segundo o ATCC:

o K562 - Tipo: células em suspensdo; Morfologia: linfoblastos; Tecido: medula dssea; Doenca:
leucemia mieldgena cronica; Manutengdo: mudar meio a cada 3 dias, comegar nova cultura a
1x10° cells/ml e fazer subcultura quando atingem a densidade de 1x10° cells/ml em frascos de
75 em?.

o Hep-2 - Tipo: células aderentes; Morfologia: epitelial; Tecido: derivadas de células Hela; Doenga:
carcinoma; Manutencdo: mudar meio 2-3x por semana, comegar nova cultura a 1-3x10%cell/ml e

fazer subcultura a 70-80% confluéncia (proporgdo de 1:3 a 1:10) em frascos de 75 cm?.

Preparacdo do Meio de Cultura

1. Identificar os falcons de 50 mL (data e conteldo);

2. Colocar SmL de FBS* previamente inativado (10%);

3. Perfazer até aos 50 mL com meio RPMI 1640; Tipo de meio
cultura + 10% FBS

Nota: Verter no caso de todo o conteudo do frasco for utilizado + Antibidtico

Dia/més/ano

4. Colocar 500 pL de antibiotico;

5. Acondicionar o meio a 42C.

*Se o FBS ainda ndo estiver inativado (frasco novo), proceder ao seguinte protocolo:

Inativacdo do FBS

1. Banho-maria a 562C durante 30 min (frasco protegidoe num saco de plastico para evitar
contaminagdes com a agua).
2. Mexer o frasco a cada 10 min.

3. Fazer aliquotas em falcons de 50 mL e congelar a -202C.

Validade do FBS:

o 2-4 semanas se tiver no frigorifico 2-82C
o 5 anos se for congelado -202C

Validade do meio de cultura:

o Apds a preparagdo no falcon dura até 1 més a 42C
(mas para ensaios usar meios recentemente preparados)
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Contagem de células com azul de tripano

1. Colocar entre 10-200pL da suspensdo celular para um eppendorf;

2. Adicionar igual volume da solugdo de azul tripano a 0,4% (fator de diluicdo = 2) e homogeneizar
através da pipetagem.

3. Pipetar sobre a cdmara de Newbauer na ponta da lamela, e com ligeira pressdo com os dedos, para
que ocorra adesdo;

4. Pipetar a solugdo preparada entre a lamela e a cdmara (cerca de 5 a 10pl), visualizando a cdmara
no microscopio invertido com ampliagdo de 20x;

5. Contar o numero de células viaveis (vistas como células brilhantes, sem tonalidade e com
membrana intacta) e de células ndo vidveis (tom azulado), anotando o nimero do quadrante no

qual se contam as células. Conforme demonstrado na figura 1, a contagem deve ser realizada:

» Nos quadrantes numerados de 1a 4; 1 [T 2
s (Contando as células que se encontrem sob os limites =] st :
0 -
superiores e da extrema esquerda dos quadrados b Y
(linhas verdes), mas ndo nos limites inferiores e da
extrema direita destes (linhas vermelhas). =5 : —
E 3 i 3 :
L=
3 j 45
Figura 1 - Areas numeradas de 1 a 4 para contagem T
de células e regra para a sua contagem. - ) T 4
s - | =)
I ! !

6. Calcular a concentragdo e percentagem de células vidveis através das seguintes equacgdes:
* Contagem de células viaveis (cells/mL) =

Nimero de células vidveis em cada quadrante o 4
= - - - x Fator diluigcdo (2) x 10 *
Nimero de quadrantes onde se contaram as células viaveis

* 5abendo que a cdmara de Newbauer esta dividida em 9 quadrados principais, cada um com 0,1mm? de area e que a
profundidade desta é de 0,1mm, cada um dos guadrados onde se contam as células terd 0,1mm? pelo que o fator de
conversao para mL é de 10000 (ou 10%).

Numero total de células vidveis

* Percentagem de viabilidade (%) = Nimero ot de cAlulne x 100
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Passagem de células aderentes

Observar no microscopio invertido a confluéncia das células;

Descartar o meio de cultura para um gobelé (através da inversdo do frasco);

Pipetar 8mL de PBS com a pipeta de 10mL e lavar 2 vezes as células, agitando o frasco. Na
22lavagem, pipetar o restante com a pipeta automatica para ndo sobrar nada;

Colocar 3-4mL de tripsina, agitar e retirar o excesso de forma a ficar s6 uma camada fina;
Incubar a 372C durante 3-4 minutos;

Enguanto se aguarda, colocar 13mL de meio num novo frasco de 75cm?® devidamente
identificado (linha celular, data, n? de passagem, iniciais do investigador);

Retirar as células da incubadora, batendo no frasco para estas descolarem das paredes;
Colocar 4 a 5 mL de meio no frasco (o FBS presente no meio ird inativar a tripsina). Lavar bem
o frasco, fazendo up and down com a pipeta;

No fim, colocar 1 a 2mL para o novo frasco previamente preparado, visualizar ao microscopio e

depois colocar células na estufa;

10. Com o restante conteldo do frasco inicial, proceder a contagem de células.

e

-

Linha celular, N2

Passagem de células em suspensdo Passagem, Data, Inicials

Noootnoe W N

8.
9.

Observar no microscopio invertido a confluéncia das células;

Resuspender células no meio e transferir para um falcon de 15 mL;

Centrifugar o tubo a 1200 RPM durante 5 min.;

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

Centrifugar o tubo a 1200 RPM durante 5 min.;

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

Retirar do falcon entre 10-200 pl de células resuspendidas para um eppendorf 1.5 ml, para
depois proceder-se a contagem de células (verificar procedimento da pag.3);

Mum frasco de 75 cm? colocar entre 10-15 mL de meio novo;

Colocar as células nesse frasco e agitar ligeiramente em movimentos circulares.

10. Visualizar no microscépio e por fim colocar na estufa a 372C 5%C0;.
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Criopreservacdo Celular

1. Verificar as células no microscopio e lavar 1x com PBS.

2. Fazer a contagem de células vidveis e garantir que a viabilidade é de pelo
menos de 80%.

3. Centrifugar as células (600-800 rpm) e remaver o sobrenadante.

4. Resuspender com o meio criopreservante (CellVation solution 1x) a uma
concentracdo de 1x10°-1x107 cells/ml

5. Distribuir pelos criotubos, devidamente identificados, um volume entre 1 e 2 ml.

6. Manter as células durante 30 minutos no gelo, invertendo o tubo a cada 10min.

7. Passar para o congelador -202C durante 1 hora e depois disso colocar o criotubo na arca a -802C
( mas se possivel, criopreservar as células em azoto liquido).

8. Atualizar a folha excel do Inventario de Cultura de Células com a linha celular criopreservada,

data, n? de passagem e localizag3o na caixa.

Descongelacdo Celular

1. Aquecer o meio de cultura a 372C na estufa, enquanto se ligam os raios UV na cdmara de
biosseguranga (durante 15 a 25 minutos);

Descongelar as células na estufa a 372C (ndo usar banho-maria para se evitar contaminagdes);
Passar as células do criotubo para um falcon de 15mL com uma P1000;

Colocar lentamente (gota a gota) 10mL de meio no falcon;

Centrifugar o falcon durante 5 minutos a 1200 RPM;

=2 T ¥ B < T N ]

Descartar o sobrenadante (manter o pellet celular) e colocar 5mL de meio no falcon de 15mL

(ou 2ml para frascos de 25 cm?), fazendo up and down lentamente;

7. Colocar num frasco de 75cm?, 10mL de meio (25cm®- 3mL) e 5mL (2ml) de células do falcon de
15mL previamente preparado;

8. Apos homogeneizacdo para distribuicdo uniforme das células, colocar o frasco na estufa a 372C

e com 5% de COy;

9. Apds 24 a 48 horas, verificar a confluéncia celular e realizar a mudanca do meio.

Procedimento adaptado de:

H&TRC e ESTeSL, “Standard Operational Procedure N°1: Cell Culture Protocols”, Tech.
Bull, p. 1-5, 2022
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Anexo Il — Ensaio CellTiter-Blue® (Promega Cooperation)

Procedimento

1.
2.

© © N o

Montar e identificar placas de ensaio de 96 pogos (P96);

Adicionar 100 pL dos compostos de ensaio e controlos, contendo células em meio
de cultura, a cada um dos pogos apropriados;

Incubar 24 horas a 37°C com 5% (v/v) de COg;

Descongelar o reagente CellTiter-Blue a temperatura ambiente. Pode ser utilizado
um banho de agua a 37°C para descongelar o reagente, protegendo o mesmo da
luz direta;

Remover placas de ensaio da incubadora e adicionar 20 pL do reagente CellTiter-
Blue em cada um dos pogos em estudo;

Agitar durante 10 segundos;

Incubar durante 4 horas a 37°C com 5% (v/v) de COg;

Agitar a placa durante 10 segundos;

Proceder a leitura da fluorescéncia a 560/590 nm.

Procedimento adaptado de:

Promega Cooperation, “Cell Titer-Blue Assay Protocol, TB317”, Tech. Bull, p. 16, 2016.
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Anexo Il - Ensaio CytoTox 96® (Promega Cooperation)

Procedimento

1.
2.

8.
9.
10.
11.

Montar e identificar placas de ensaio de 96 pocgos (P96);

Adicionar 100 pL dos compostos de ensaio e controlos, contendo células em meio
de cultura, a cada um dos pogos apropriados;

Incubar as células a 37°C durante 24 horas;

(Opcional) Se a Solugéo de Lise for utilizada para gerar um Controlo Positivo de
Libertacdo de LDH maximo (ML), adicionar 10ul de Solugéo de Lise 10X (por 100l
volume original) aos pogos de Controlo Positivo 45 minutos antes de adicionar o
Reagente CytoTox 96;

Transferir 50ul de todos os pocos de teste e de controlo para uma nova placa de
fundo transparente de 96 pocos;

Adicionar 50ul do Reagente CytoTox 96 a cada pog¢o de amostra.

Cobrir a placa com folha ou uma caixa opaca para a proteger da luz e incubar
durante 30 minutos a temperatura ambiente;

Acrescentar 50ul de Solugao Stop a cada pogo em estudo;

Rebentar quaisquer bolhas grandes usando uma agulha de seringa;

Incubar durante 1 hora;

Proceder a leitura e registo da absorvancia a 490 ou 492 nm.

Calculo dos resultados

1.

Percentagem de citotoxicidade (%) = 100 x

Subtrair os valores médios do fundo do meio de cultura (Branco) a todos os valores
dos pogos experimentais;

Utilizar os valores corrigidos na seguinte férmula para calcular a percentagem de
citotoxicidade:

Libertagdo experimental de LDH (OD,q)
Libertacdo maxima de LDH (OD,q)

Procedimento adaptado de:

Promega Cooperation, “CytoTox 96 Non-Radioactive Cytotoxicity Assay Technical
Bulletin, TB163”, Tech. Bull, p. 1-11, 2010.
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Anexo IV — Extracao de RNA (Qiagen)

Procedimento

1.
2.

10.

11.

12.

13.

14.

Obter o pellet seco das amostras celulares.

Adicionar 700 pyL de QIAzol Lysis Reagent e vortexar durante 1 minuto para
homogeneizar.

Incubar o tubo homogeneizado a temperatura ambiente (15°C — 25°C) durante 5
minutos.

Adicionar 140 uL de Cloroférmio no tubo que contém o homogeneizado e fechar
bem a tampa. De seguida, agitar vigorosamente o tubo por 15 segundos.
Repousar o tubo na bancada a temperatura ambiente durante 2 a 3 minutos.
Centrifugar a 12300 rpm a 4°C durante 15 minutos. O volume da fase aquosa sera
aproximadamente 400 pL.

Transferir a fase aquosa superior para um novo tubo coletor, evitando transferir
parte da interfase. Adicionar 600 uL de etanol a 100% e misturar cuidadosamente
com uma pipeta, sem centrifugar.

Pipetar até 700 pL da amostra, incluindo qualquer precipitado que se tenha
formado, para uma coluna RNeasy Mini spin acoplada a um tubo coletor de 2 mL.
Fechar bem a tampa e centrifugar a 210,000 rpm por 1 minuto a temperatura
ambiente e descartar o filtrado. Reutilizar o tubo para o passo 9.

Repetir o passo 8 usando a amostra restante. Voltar a descartar o filirado e
reutilizar o tubo para o passo 10.

Adicionar 700 uL do Buffer RWT na coluna RNeasy Mini spin. Fechar a tampa e
centrifugar a 210,000 rpm durante 1 minuto para lavar a coluna. Descartar o
filtrado e reutilizar o tubo para o passo 11.

Pipetar 500 pL do Buffer RPE a coluna RNeasy Mini spin. Fechar a tampa e
centrifugar a 210,000 rpm durante 1 minuto, descartar o filtrado e reutilizar o tubo
para o passo 12.

Repetir a lavagem com 500 L de Buffer RPE na coluna RNeasy Mini spin. Fechar
a tampa e centrifugar durante 2 minutos a 210,000 rpm, para secar a membrana
da coluna. Descartar o filtrado.

Centrifugar a velocidade maxima durante 1 minuto para remover restos de
tampéo.

Transferir a RNeasy Mini spin column para um novo tubo coletor de 1,5 mL.
Adicionar 40 pL de RNase-free water diretamente na membrana da RNeasy Mini
spin column. Fechar a tampa e centrifugar 1 minuto a 210,000 rpm para eluir o
RNA.
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15. Armazenar o RNA a -80°C, até a sua utilizagao.

Procedimento adaptado de:

Qiagen, “miRNeasy Mini Handbook”, Tech. Bull, p. 23-28, 2020. Retrieved from
https://www.qgiagen.com/us/resources/resourcedetail ?2id=da6c8d17-58c4-411c-a334-
bc1754876db3&lang=en
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Anexo V — Reacgao de sintese de cDNA (NZYtech)

Procedimento
1. Em gelo, preparar a mistura de reagao num tubo de microcentrifuga estéril e livre
de nucleases, combinando os reagentes descritos na Tabela 8.1.
Nota:
e Se for necessario preparar mais do que uma reagao, recomenda-se preparar
um volume adicional de 10% em relagao ao total necessario, para compensar

perdas por pipetagem.

Tabela 8.1 — Quantidade de reagentes a utilizar no passo 1. na reagéo de sintese de cDNA.

Reagente Quantidade
RNA total 1,5-2ug (14 L)
Random Hexamer Mix 1uL
dNTP Mix 1L
Volume Final 16 L

Homogeneizar suavemente a mistura e centrifugar brevemente.
Incubar a 65°C durante 5 minutos. De seguida, arrefecer a mistura em gelo
durante pelo menos 1 minuto. Centrifugar brevemente e manter em gelo.

4. Aindaem gelo, adicionar os reagentes descritos na Tabela 8.2 a mistura de reacéo

anterior.

Tabela 8.2 — Quantidade de reagentes a utilizar no passo 4. na reagdo de sintese de cDNA.

Reagente Quantidade
RxnBuffer 10x for Supreme RTase 2L
NZY Ribonuclease Inhibitor 1uL
Supreme RTase 1 kU/uL 0,2 uL
Volume Final 20 uL

Misturar suavemente e centrifugar brevemente.

Incubar a 60°C durante 1 minuto. (Este passo pode ser ajustado para
temperaturas entre 42°C e 70°C durante 1 a 5 minutos, consoante as
caracteristicas do RNA total. Para fragmentos de maior dimensao (> 0,5 kb),
recomenda-se uma incubacao de 10 a 20 minutos a 50-55 °C.)

Notas:
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e Se forem utilizados primers random-hexamer, deve-se realizar uma
incubacao inicial a 25°C durante 10 minutos, antes de prosseguir com a
incubacgao a 60 °C.

o A enzima Supreme NZY Reverse Transcriptase (1 kU/uL) é suficientemente
rapida para permitir a sintese de cDNA em apenas 1 minuto. No entanto, em
casos especificos (como por exemplo, moldes longos ou com estrutura
secundaria complexa), uma incubagdo prolongada até 10 minutos pode
aumentar o rendimento da reagao.

7. Inativar a reagdo por aquecimento a 85°C durante 5 minutos, seguido de
arrefecimento imediato em gelo.

8. Proceder de imediato a aplicacdes posteriores ou armazenar o cDNA entre -85 °C
e-15°C.
Notas:

¢ O cDNA pode ser armazenado temporariamente entre -30 °C e -15 °C, ou até
uma semana entre 2°C e 8°C. Para armazenamento a longo prazo,
recomenda-se conservar entre -85°C e -65°C. Evitar ciclos repetidos de
congelacao/descongelagao.

¢ O cDNA obtido pode ser utilizado para clonagem ou como molde em reagbes
de PCR ou gPCR. Tipicamente, 10% da reacao de sintese (cerca de 2 L) é
suficiente para a maioria das aplicagdes em PCR. Opcionalmente, o cDNA
pode ser diluido em tampéao TE.

¢ Em reacbes de qPCR, deve assegurar-se que o volume de cDNA utilizado
nao ultrapassa 1/10 do volume total da reac&o. Por exemplo, numa reagao de

50 uL, devem ser usados no maximo 5 yL do produto da sintese de cDNA.

Procedimento adaptado de:

NZYtech, “Supreme NZY Reverse Transcriptase 1 kU/uL”, Tech. Bull, p. 2-3, 2025.
Retrieved from

https://www.nzytech.com/media/dds/brochurescertificates/mb494 ifu en v2402.pdf

105


https://www.nzytech.com/media/dds/brochurescertificates/mb494_ifu_en_v2402.pdf




9. Apéndices

Apéndice | — Quantificagdo de RNA e cDNA

Tabela 9.1 — Resultados da quantificagdo de RNA, extraido de amostrar celulares.

Amostra Concentracio (ng/puL) @ A260/A280 | A260/A230

Cc1 589,883 2,090 2,255

Cc2 529,993 2,072 1,343

Cc3 536,212 2,085 2,285
HU1 289,586 2,060 2,171
HU 2 357,281 2,073 2,161
HU 3 335,674 2,070 2,115
1:101 197,120 2,058 2,022
1:10 2 107,547 2,008 1,521
1:103 129,075 2,009 1,754
1:50 1 132,662 2,027 1,972
1:50 2 187,227 2,065 2,078
1:50 3 163,083 2,065 2,026
Pool 323,4 2,04 1,84

Tabela 9.2 — Resultado da quantificagdo de cDNA em amostra pool, gerado a partir de RNA.

Amostra Concentragdo (ng/puL) @ A260/A280 | A260/A230

Pool 2028,1 * 1,68 2,06

* Os valores apresentados demonstraram contaminagéo proteica, com uma leitura de 2,17 a
absorvancia de 260 nm, tendo sido corrigidos para uma quantificagdo de 1817,3 ng/uL.
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Apéndice Il — Fundamento teérico da técnica de PCR
quantitativo em tempo real e procedimento aplicado

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR), desenvolvida por Kary Mullis em 1983 e
patenteada em 1985, constitui uma técnica fundamental na biologia molecular,
amplamente utilizada para a amplificacao de sequéncias especificas de DNA [213],
[214]. Este método revolucionario baseia-se num processo ciclico de aquecimento e
arrefecimento alternados, que permite sintetizar fragmentos de DNA com recurso a
enzima DNA polimerase, em conjunto com outros componentes essenciais como
desoxirribonucleotideos trifosfatados (ANTPs), primers especificos (forward e reverse)
e os proprios fragmentos de DNA ou cDNA que se pretendem amplificar [213], [214].

O processo de PCR ¢é dividido em trés etapas principais, cada uma ocorrendo a
diferentes temperaturas: a fase de desnaturacéo, onde ocorre a separacao das cadeias
de DNA; a fase de annealing, que permite a ligacao dos primers as sequéncias-alvo; e
a fase de extensdo, durante a qual se da a sintese de novas cadeias de DNA [213]. As
condicdes oOtimas de temperatura e duracdo de cada ciclo variam em fungdo de
parametros como a enzima utilizada, as concentracdes de ides bivalentes e dNTPs e a
temperatura de melting (Tm) dos primers. A Tm, também conhecida por temperatura de
fusao, refere-se a temperatura a qual metade das moléculas de DNA esta desnaturada,
apresentando cadeia simples em vez de dupla [213], [215].

A introdugcdo do PCR quantitativo em tempo real (QPCR) representou um avango
significativo, permitindo ndo s6 a amplificagdo, mas também a monitorizagédo e
quantificacdo do DNA ou RNA alvo em tempo real, com maior precisdo e rapidez
comparativamente ao PCR convencional [216], [217]. Esta técnica baseia-se na detegao
da fluorescéncia emitida durante a reacdo, a qual aumenta proporcionalmente a
quantidade de produto amplificado [216], [217], [218]. Para tal, sdo utilizados
marcadores fluorescentes, como o SYBR Green, ou sondas especificas, como as
TagMan, em conjunto com termocicladores equipados para detetar a emissao de
fluorescéncia [217], [218], [219], [220].

O gPCR distingue-se ainda pela sua elevada sensibilidade e especificidade, sendo
capaz de detetar baixos niveis de acidos nucleicos e de proporcionar quantificagdes
rigorosas, tornando-se assim uma ferramenta indispensavel na analise da expressao
génica, diagndstico molecular e investigagao biomédica [220], [221]. O ponto de detecao
da fluorescéncia, designado por ciclo de limiar (Ct ou Cq), é inversamente proporcional
a quantidade inicial do acido nucleico alvo: valores mais baixos de Ct indicam uma maior

quantidade inicial do alvo [221].
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Para assegurar a fiabilidade dos resultados obtidos por qPCR, & essencial a

normalizagcao dos dados, a qual pode ser realizada através da quantificacdo absoluta

ou relativa. Enquanto a quantificacdo absoluta determina os niveis exatos de expressao

em amostras desconhecidas, a quantificacdo relativa calcula as diferencas na

expressao entre um gene de referéncia e o gene de interesse, utilizando frequentemente

o0 método AACq [131], [188], [219], [222]. Este ultimo método é amplamente empregue,

dada a sua eficacia na avaliacdo das variagcbes relativas de expressao génica sob

diferentes condi¢des experimentais [219], [222].

Procedimento — Preparacéo da mistura de reacao

1.

Primeiramente procede-se a desinfecido e esterilizacdo da camara de fluxo
laminar, com recurso a lixivia e Nucleases & Nucleic Acid Cleaner, da casa
comercial NZYtech.

Preparou-se a mistura de reacdo, na camara de fluxo laminar, respeitando as
proporgdes descritas na Tabela 9.3, para cada conjunto de triplicados técnicos
(3,25 vezes mais do que seria necessario para cada réplica bioldgica).

Nota:

e O reagente NZYSupreme qPCR Green Master Mix (2x) € um reagente
comercial para ensaios de qPCR, contendo uma sondas verdes intercalantes,
dNTPs, enzimas, estabilizadores e intensificadores da reacdo. Desta forma,
este reagente esta pronto a utilizar, sendo necessaria somente a adi¢cao da
cadeia molde de cDNA a amplificar e os primers (forward e reverse)

especificos do gene de interesse.

Tabela 9.3 — Quantidade de reagentes a utilizar na reagdo RT-qPCR, para cada triplicado.

Reagente Quantidade
NZYSupreme qPCR Green Master Mix (2x) 32,5 uL
Primer Forward (300 nM) 1,95 uL
Primer Reverse (300 nM) 1,95 uL
H20 25,35 L
Volume Final 61,75 uL

Posteriormente, foram adicionados 3,25 uL de cDNA a cada tubo contendo 61,75
ML da mistura de reacao, perfazendo assim um volume total de 65 pL.
Como controlo negativo, denominado como NTC (No template control), utilizou-se

agua em substituicdo de cDNA total, de modo a validar os resultados.
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5. Divide-se o volume de cada tubo PCR por 3 pocos (triplicados técnicos) de uma
placa de 96 pocos.

6. Apds o preenchimento da P96 de acordo com o esquema da experiéncia, procede-
se a sua centrifugacao.

7. Coloca-se a placa no equipamento CFX ConnectTM Real-Time PCR Detection
System (da casa comercial Bio-Rad), programado com o esquema de
preenchimento da placa e com as condi¢des apresentadas na Tabela 9.4.

Nota:

o A temperatura da fase de annealing foi alterada de acordo com o gene em
estudo, sendo: 58°C para os genes GAPDH, ActinB, HBA, HBG1, HBG2,
HDAC1, HDAC2, HDAC3, HDAC8, DNMT1, DNMT3a e DNAMT3b; e 57°C
para os genes HBB e BCL11A.

Tabela 9.4 — Condigbes de amplificagdo da reagdo de RT-gPCR.

Ciclos Fase Temperaturas (°C) Tempos
1 Desnaturagao 95 5 minutos
Desnaturagao 94 30 segundos
40 Annealing 57 ou 58 30 segundos
Alongamento 72 30 segundos

Procedimento adaptado de:

NZYtech, “NZYSupreme gqPCR Green Master Mix (2x)”, Tech. Bull, p. 1-2, 2025.
Retrieved from

https://www.nzytech.com/media/dds/brochurescertificates/mb419 ifu en v2401.pdf
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