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RESUMO

Os inibidores de tirosina quinase tém demonstrado excelentes resultados no tratamento
da maioria dos doentes com leucemia mieloide crénica (LMC). Contudo, cerca de 20 a 30%
dos doentes acabam por desenvolver resisténcia ao tratamento ao longo do tempo. A sobre-
expressao da glicoproteina-P (P-gp), um transportador capaz de expulsar uma variedade far-
macos, incluindo o imatinib (IM), através da membrana celular, é considerado um dos meca-
nismos predominantes no fenétipo de quimiorresisténcia em diversas neoplasias como é o
caso da LMC.

Nesse sentido, este projeto teve como principal objetivo aumentar a sensibilidade de
células LMC resistentes através da combinagdo de um inibidor de tirosina quinase tradicional
com a nanovetorizacdo de oligonucleotideos antisense (ASOs, do inglés antisense oligonucleoti-
des) que visam o silenciamento génico de MDRI. Para isso, desenhou-se uma sequéncia de
ssDNA complementar ao mRNA de MDR1 e procedeu-se a funcionalizacdo e caracterizagdo
dos nanoconjugados para silenciamento génico. Posteriormente, avaliou-se a expressdo de
MDR1 e de P-gp em células LMC resistentes a IM (K562-IM) incubadas na presenga dos na-
noconjugados por RT-qPCR e Western Blot respetivamente. Por fim, a viabilidade celular apos
exposigdo aos nanoconjugados em combinacdo com IM foi avaliada através do ensaio padrao
3-(4,5- dimetiltiazol-2-il) -5- (3-carboximetoxifenil) -2- (4-sulfofenil) -2H-tetraz6lio (MTS).

Utilizando nanoparticulas de ouro funcionalizadas com polietilenoglicol como vetores
de entrega de oligonucleotideos complementares ao mRNA de MDR1 foi possivel levar a uma
reducdo em cerca de 45% da expressao de MDRI ap6s 48 horas de incubagdo em células K562-
IM. Adicionalmente, a reducdo do mRNA de MDRI também se repercute ao nivel da dimi-
nuicdo da expressdo de P-gp em cerca de 60%. No entanto, apesar dos efeitos demonstrados,
nao foi possivel observar uma reversao do fenétipo de resisténcia das células K562-IM quando
incubadas na presenca dos nanoconjugados e do IM em simultaneo durante 48 horas ou des-
fasadamente, expondo as células primeiramente aos nanoconjugados durante 24 horas e de
seguida ao IM durante mais 24 horas, perfazendo um periodo total de 48 horas.

Em suma, apesar da nanovetorizagdo de ASOs ter levado ao silenciamento de MDR1
nao se conseguiu aumentar a sensibilidade das células resistentes ao IM, impossibilitando a
reversao do fenétipo resistente.

Palavras-chave: Leucemia Mieloide Croénica; Resisténcia a multiplos farmacos; Glicoproteina-
P; Silenciamento génico; oligonucleotideos ssDNA.
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ABSTRACT

Tyrosine kinase inhibitors have shown excellent results in the treatment of most patients
with chronic myeloid leukemia (CML). However, about 20 to 30% of patients end up devel-
oping resistance over time. Overexpression of P-glycoprotein (P-gp), a transporter capable of
expelling a variety of drugs, including imatinib (IM), across the cell membrane, is considered
one of the main mechanisms in the chemoresistance phenotype in several cancers, such as
CML.

In this sense, this project aimed to increase the sensitivity of CML cells resistant by com-
bining traditional chemotherapy with nanovectorization of antisense oligonucleotides (ASOs)
targeting MDRI silencing. To this end, a complementary ssDNA sequence to MDR1 mRNA
was designed and the nanoconjugates were functionalized and characterized for gene silenc-
ing. Subsequently, it was evaluated the expression of MDR1 and P-gp in CML cells resistant
to IM (K562-IM) incubated in the presence of nanoconjugates by RT-qPCR and Western Blot
respectively. Finally, the cell viability after exposure to the nanoconjugates in combination
with IM was assessed by 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-5-(3-carboxymethoxyphenyl)-2-(4-sul-
fophenyl)-2H-tetrazolium (MTS) assay.

Using gold nanoparticles functionalized with polyethylene glycol as delivery vectors of
oligonucleotides complementary to MDRI mRNA, it was possible to lead to a 45% reduction
of MDR1 mRNA expression after 48 hours of exposure. Additionally, exposure to the nano-
conjugates also seemed to have an effect at the protein level, decreasing its expression (= 60%).
However, it was not possible to observe a reversal of the resistance phenotype of the cells
when incubated in the presence of the nanoconjugates and IM simultaneously for 48 hours or
staggered by exposing the cells first to the nanoconjugates for 24 hours and then to IM for
additional 24 hours.

In conclusion, although the nanovectorization of ASOs led to MDRI silencing, it was
not possible to increase the sensitivity of IM resistant cells

Keywords: Chronic Myeloid Leukemia; Multidrug resistance; P-glycoprotein; Gene silencing;
Antisense oligonucleotides.
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1.
INTRODUCAO

A leucemia é uma neoplasia hematolégica com origem na medula 6ssea e que afeta o
processo de hematopoiese. Durante a diferenciagdo hematopoiética, ha possibilidade de ocor-
réncia de mutacdes e outros eventos disruptivos que podem resultar na proliferacdo descon-
trolada dos globulos brancos anormais ou imaturos (blastos) 12. Consoante a linhagem celular
afetada (mieloide ou linfoide) e o grau de proliferagao celular (aguda ou crénica), a leucemia
pode ser classificada em quatro categorias: leucemia mieloide aguda (LMA); leucemia mie-
loide crénica (LMC); leucemia linfoblastica aguda; e leucemia linfoblastica crénica 2.

Este projeto tera como foco principal a LMC.

1.1. Leucemia Mieloide Cronica

A LMC é uma neoplasia mieloproliferativa maligna com uma incidéncia anual de 1-2
novos casos por 100 000 adultos, sendo responsével por 15 % dos casos recém-diagnosticados
de leucemia em adultos 3.

Os primeiros casos documentados de LMC remontam a década de 1840, tendo sido a
primeira categoria de leucemia a ser reportada ¢. Desde entdo, com a evolugao das metodolo-
gias citogenéticas e moleculares houve um grande avanco na compreensao da biologia mole-
cular da doencga.

1.1.1. Biologia molecular e progressao da doenca

Em 1960, Nowell e Hungerford observaram uma versao encurtada do cromossoma 22
na maioria das células de LMC, tendo sido a primeira anomalia cromossémica associada a
uma neoplasia humana especifica a ser identificada >. Desde entdo, tem sido apelidado de
cromossoma Filadélfia e estd presente em pelo menos 90% dos doentes com LMC, represen-
tando o principal marcador da doenca 5¢. O cromossoma Filadélfia resulta da translocacao
reciproca entre os bragos longos dos cromossomas 9 e 22 - t(9; 22) (q34.1; q11.2) - ¢ e sua a
consequéncia molecular é a fusdo do gene abelson murine leukemia (ABL1), presente no cromos-
soma 9, com o gene breakpoint cluster region (BCR), presente no cromossoma 22, originando o
oncogene de fusdo BCR-ABL1 27. Devido a variabilidade de pontos de interrupcdo presentes



em BCR e ABL1 e a fenémenos de splicing alternativo, uma diversidade de transcritos de fusao
podem ser formados originando variantes de proteinas BCR-ABL1 com diferentes pesos mo-
leculares 8°. A maioria dos doentes positivos para o cromossoma Filadélfia (= 95%) apresenta
os transcritos el4a2 (b3a2) ou el3a2 (b2a2), resultando na produgao de uma proteina BCR-
ABL1 com 210 kDa 1011, Contudo, ainda que menos frequente (< 5%), outros doentes apresen-
tam o transcrito ela2, que resulta numa proteina de fusdo BCR-ABL1 com 190 kDa 1011, Adi-
cionalmente, outras variantes BCR-ABL1 mais raras (< 1%) podem ser encontradas, como por
exemplo ela3 (190 kDa), e6a2 (195 kDa), e8a2 (200 kDa), el3a3 (210 kDa), e14a3 (210 kDa),
el8a2 (225 kDa) e e19a3 (230 kDa) 1011,

Independentemente dos transcritos de fusdo resultantes, a oncoproteina BCR-ABL1
exibe uma atividade tirosina quinase constitutiva, sendo capaz de recrutar e fosforilar uma
série de substratos intracelulares e perturbar maltiplas vias de sinalizagdo a jusante incluindo
RAS/MAPK, PI3K/AKT e JAK2/STAT5 (Figura 1.1) 2712, Consequentemente, sdo despoleta-
das diversas transformagdes celulares que suportam a progressdo tumoral como alteracdes na
adesdo celular, um aumento da atividade proliferativa, resisténcia a apoptose e um aumento
da instabilidade gendémica 7. Estas caracteristicas adquiridas pelas células mieloides malignas
permitem-lhes resistir aos mecanismos de controlo celular, conferindo-lhes vantagem prolife-
rativa em detrimento das células saudéveis.

Clinicamente, a progressao da LMC segue um percurso trifdsico, encontrando-se a mai-
oria dos doentes (= 85%) diagnosticados numa fase crénica que é relativamente longa (3 a 5
anos) e caracterizada pela acumulagdo de células blasticas mieloides no sangue, medula dssea
e baco 13-16. Os primeiros sinais e sintomas da doenca sdo a fadiga, esplenomegalia, anemia,
episodios de infe¢oes e desconforto abdominal. Contudo, uma porcao significativa dos doen-
tes é assintomatica 6. Durante a progressao da LMC, esta pode evoluir para uma fase acele-
rada caracterizada por uma rapida expansdao dos elementos mieloides circundantes, resul-
tando num aumento dos niveis de mRNA de BCR-ABL1 e da oncoproteina BCR-ABL1. Adi-
cionalmente, podem surgir outras aberragdes cromossémicas, um fendmeno conhecido como
evolucdo clonal 151718, As anomalias citogenéticas mais frequentes em casos de evolucao clonal
sao a duplicacdo do cromossoma Filadélfia (38%), trissomia 8 (34%) e o isocromossoma 17
(20%). Com menor frequéncia (< 10%), alteragdes como trissomia 17, trissomia 19, trissomia
21 e a delecao 7 também podem ocorrer 7. Em casos mais severos, a doenga pode culminar
numa crise bléstica caracterizada pela presenca de mais de 30% das células blasticas imaturas
no sangue periférico ou na medula 6ssea 1519, A crise blastica assemelha-se a uma LMA e pode
levar a formacdo de metdstases, faléncia de 6rgaos e em tltima instancia, a morte 2. A crise
blastica tem sido o principal desafio no tratamento da LMC. Normalmente, quando um do-

ente atinge esta fase terminal o seu tempo de vida sem tratamento é em média de 3 a 4 meses
21
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Figura 1.1 - Vias de sinalizagao ativadas pela oncoproteina BCR-ABL1. Diagrama simplificado das vias de sina-
lizacao ativadas por BCR-ABL1, na qual se representam os: fatores de transcricao (azul), a serina/treonina quinases
(verde), e as proteinas envolvidas na apoptose (rosa). A dimerizacdo de BCR-ABL1 permite a ativacdo da quinase
por autofosforilacao nos residuos de tirosina possibilitando a exposigdo de sitios de ligagdo a proteinas adaptado-
ras (roxo). A sinalizacdo dependente de BCR-ABL1 permite a ativagcdo de multiplas vias de sinalizacao intracelu-
lares a jusante da proteina que conduzem a um aumento da proliferacao celular e sobrevivéncia, inibicdo da apop-
tose e perturbacao da adesdo e migracao celular 22. A glicoproteina-P (P-gp) e o transportador de catides inorgéani-
cos 1 (OCT-1) sao bombas de efluxo e influxo respetivamente, e a alteragdo das suas expressdes tem sido implicada

na resisténcia a maltiplos farmacos em diversas neoplasias, incluindo na LMC. Figura adaptada de 22 e criada com
BioRender.com.



1.1.2. Tratamento

O tratamento da LMC depende do estadio da doenga, do historial do tratamento, da
idade e do estado de satide do doente, bem como do seu perfil genético. Atualmente, a opgao
terapéutica para a maioria dos doentes é a terapia direcionada com inibidores de tirosina qui-
nase (TKIs, do inglés tyrosine kinase inhibitors), no entanto, em alguns casos, podem ser sub-
metidos a radioterapia, transplante de células estaminais ou a quimioterapia 2!

Antes da aprovacao clinica dos TKIs, as principais opc¢des terapéuticas para doentes com
LMC em fase crénica e que ndo podiam realizar transplante alogénico de células estaminais
hematopoiéticas incluiam farmacos citotéxicos, como o busulfan e a hidroxiureia 2>24. Embora
estes farmacos levassem a uma remissao hematolégica completa (contagem normal das célu-
las sanguineas, baco ndo palpéavel e desaparecimento de todos os sinais e sintomas da doenca),
nao eram capazes de impedir a progressao da LMC em cerca de 50-80 % dos doentes 2526, Mais
tarde, a introdugdo na pratica clinica do interferdo-a (INF-a) permitiu que a maioria dos do-
entes pudesse atingir a remissao hematol6gica completa e cerca de 13-27 % dos doentes a
remissao citogenética completa (auséncia de qualquer metéfase positiva para o cromossoma
Filadélfia) 1320, Contudo, a terapia com INF-a ndo foi bem tolerada devido aos seus efeitos
adversos 2. O transplante alogénico de células estaminais hematopoiéticas é também uma
abordagem terapéutica para doentes com LMC e apresenta potencial curativo, ao contrario
das terapias anteriores que apenas impedem a progressdo da doenca >2°. No entanto, nao sé
apresenta uma taxa significativa de morbidade e mortalidade, como requer a presenca de um
dador compativel, pelo que é a escolha terapéutica apenas para uma pequena percentagem
dos doentes (= 25 %) 132027,

Com a descoberta do papel da tirosina quinase BCR-ABL1 e a compreensao dos meca-
nismos moleculares associados a LMC, esta proteina constituiu um alvo especifico para o tra-
tamento da doenca. O tratamento de doentes com LMC foi revolucionado com o desenvolvi-
mento de pequenas moléculas capazes de interferir e inibir a atividade quinase da oncoprote-
ina BCR-ABL1 %3 - os TKIs - possibilitando taxas de sobrevivéncia globais superiores a 80 %
apos 8 anos 2. Atualmente, os TKIs sdo considerados a terapia de primeira linha para a mai-
oria dos doentes diagnosticados com LMC em fase crénica e positivos para o cromossoma
Filadélfia 29, demostrando a importancia da sinalizagdo ativada pela oncoproteina BCR-ABLI.

O imatinib (IM) (Glivec®, Novartis) foi o primeiro TKI aprovado pela Food and Drug
Administration (FDA) para o tratamento da LMC . Este farmaco liga-se a proteina ABL
quando esta estd na sua conformacao inativa e bloqueia competitivamente o local de ligagao
da molécula de ATP, impedindo que ocorra a mudanga conformacional responsével pela ati-
vagdo da oncoproteina 30-32. Consequentemente, os substratos da tirosina quinase BCR-ABL1
nado podem ser fosforilados e as vias de sinalizagdo intracelulares a jusante da oncoproteina
deixam de ser ativadas, levando a apoptose das células tumorais 13. O IM é geralmente bem
tolerado e considerado como a opgao terapéutica de primeira linha para a maioria dos doentes
devido a sua elevada eficacia e respostas hematoldgicas e citogenéticas duradoras 3334 No

entanto, apesar desta notavel conquista, a persisténcia de doenca residual minima (perma-



néncia de células tumorais residuais apds o tratamento) atenuou o entusiasmo inicial %. Es-
tima-se que mais de 25% dos doentes terdo de trocar de TKI pelo menos uma vez durante a
sua vida devido a intolerdncia ou resisténcia ao tratamento 3637. Nesse sentido, o desenvolvi-
mento de novos TKIs mais potentes e que suprimam algumas das resisténcias ao IM tornou-
se uma necessidade. Até ao momento, quatro TKIs além do IM ja foram aprovados pela FDA
e European Medicines Agency (EMA) incluindo, o dasatinib (Sprycel®, Bristol-Myers Squibb) 3,
nilotinib (Tasigna® Novartis) 3%, bosutinib (Bosulif®, Pfizer) 4 e ponatinib (Iclusig® Ta-
keda/Incyte) 4. Um quinto TKI, o radotinib (Supect®, Dae Wong Pharmaceuticals), apenas foi
aprovado na Coreia do Sul e por isso ndo serd considerado daqui em diante 2933. A escolha do
TKI é baseada em diversos fatores como as comorbidades do doente de modo a evitar efeitos
colaterais adversos, eficdcia, tolerabilidade, toxicidade precoce e tardia e o custo do medica-
mento 2. Na tabela 1.1. encontram-se as indicacdes para a selecdo do TKI mais apropriado em
doentes diagnosticados com LMC positivos para o cromossoma Filadélfia.

1.1.3. Resisténcia ao tratamento

Apesar dos progressos significativos no tratamento da LMC, um conjunto de doentes
nao respondem desde o inicio a terapia (resisténcia inata) e cerca de 20-30% dos doentes aca-
bam por desenvolver resisténcia ao longo do tempo (resisténcia adquirida) 33424,

Os mecanismos moleculares que permitem que as células leucémicas escapem a inibigao
com TKIs tém sido classificados em dependentes ou independentes de BCR-ABLI. Alguns
foram descritos detalhadamente por Moraes, G. N. et al em 44.

Os mecanismos de resisténcia dependentes de BCR-ABLI resultam de eventos mutaci-
onais no domino quinase da proteina ABL1 ou da sobreexpressao da oncoproteina BCR-ABL1,
como resultado da amplificacdo génica de BCR-ABL1 ou de uma duplicagdo do cromossoma
Filadélfia 364546, A aquisicdo de mutagdes pontuais é o mecanismo de resisténcia adquirida aos
TKIs mais comum e é responsavel por prejudicar a ligacao do IM a proteina alvo, diminuindo
assim a sua eficdcia terapéutica #745. Desde a identificacdo da primeira mutagdo em 2001 #, ja
foram identificadas mais de 100 mutagdes diferentes de resisténcia ao IM 0. No entanto, 85%
da resisténcia associada a mutagdes ocorre por substituicdo de aminodcidos em apenas sete
residuos especificos: M244V, G250E, Y253F /H, E255K/V, T3151, M351T e F359V 51. As estra-
tégias terapéuticas atuais para superar a resisténcia associada a mutagdes incluem o uso de
TKIs de segunda (dasatinib, nilotinib e bosutinib) e terceira (ponatinib) geracdao 452, A muta-
¢do T3151 é insensivel a todos os TKIs de segunda geragdo, sendo o ponatinib o tinico TKI
aprovado, até ao momento, para uso clinico 3. O rastreio de mutacdes em BCR-ABL pode
auxiliar clinicamente a selecao do TKI mais adequado contudo, ndo é garantido que a existén-
cia de uma mutacao “sensivel”, implique a resposta favoravel a determinado TKI 36. Embora
os TKIs de segunda e terceira geracdo tenham tido um impacto extraordinario na inibicao de
muitas proteinas BCR-ABL1 com mutagdes de resisténcia, uma pequena parte dos doentes
com LMC em fase crénica e uma proporgao considerdvel de doentes em fase avancada sao
resistentes a estes ou acabam por desenvolver resisténcia impossibilitando a erradicagdo com-
pleta de BCR-ABL1 415254, Nestes casos, a falha de resposta a terapia podera dever-se a meca-

nismos de resisténcia independentes de BCR-ABL1 3¢.



Tabela 1.1 - Inibidores de tirosina quinase aprovados para o tratamento de doentes com LMC. Adaptado de %.

Fase Cronica Fase Crise Mutacoes .
TKIs - - - o o Referéncias
17 linha* 27 linha de tratamento ou posterior Acelerada Blastica sensiveis
Imatinib Aprovado Ap6s falha com o INF-a. Aprovado Aprovado - 55,56
(1% geracao)
Dasatinib Aprovado Resisténcia a TKIs anteriores, incluindo IM, ex- Aprovado Aprovado Y253H, E255V /K, 29,38,55,57
(2% geragdo) ceto para casos com mutagdes T3151/A. F359V/1/C
Nilotinib Aprovado Resisténcia ou intolerancia a terapia anterior, in-  Aprovado Nao apro- V299L, T315A, 29,39,55,58
(2% geragdo) cluindo IM, exceto para casos com mutagdes vado F317L/V/1/C
T315I, V3791
Bosutinib Aprovado Doentes tratados anteriormente com um ou mais ~ Aprovado Aprovado Y253H, E255V /Ka, 29,40,55,59
(2% geragdo) TKIs e para os quais IM, nilotinib e dasatinib nao F359V/1/C, T315A,
sao considerados opgdes terapéuticas adequadas, F317L/V/1/C
exceto para casos com mutagdes V299L e T3151
detetaveis.
Ponatinib Nao aprovado  Resisténcia ou intolerdncia ao dasatinib ou niloti- ~ Aprovado Aprovado  T315I, V299L, Y253H, 29,55,60
(3% geragdo) nib e para quem o tratamento subsequente com E255V /K,
IM néo é clinicamente apropriado; ou com a mu- F359V/1/C, T315A,
tacdo T3151. F317L/V/1/C

NOTA: Radotinib apenas foi aprovado na Coreia do Sul, pelo que ndo foi considerado.

aExistem dados limitados disponiveis em relacdo as mutagdes associadas a resisténcia clinica do bosutinib in vivo. Alguns dados in vitro sugerem que a mutagdo E255K e, em
menor extensdo a mutacao E255V podem ser pouco sensiveis ao bosutinib 2.

IM - Imtinib; TKIs - do inglés, tyrosine kinase inhibitors; INF-a - interferdo alfa.



Um dos mecanismos de resisténcia independentes de BCR-ABL1 inclui a ativagdo de
vias de sinalizacado intracelulares alternativas 3¢. Como mencionado na subsecgao 1.1.1. (Biolo-
gia molecular e progressio da doenga), as células leucémicas orquestram uma rede de vias de
sinalizacdo que sustentam a sua sobrevivéncia. Quando uma via dominante é inibida, por
exemplo pela agdo de um TKI, a ativacdo de vias de sinalizagdo intracelulares alternativas
possibilita a reativagdo de efetores criticos a jusante permitindo que as células cancerigenas
consigam resistir e manter o crescimento continuo do tumor. Vias de sinalizagao intracelulares
como SRC 6162, PI3K 63, KRAS ¢4 e JAK2 ¢ sao capazes de compensar a inibicao de BCR-ABL
pelos TKIs. Particularmente, a inativacdo de genes supressores de tumores (e.g. p53) ou a
regulacdo positiva de proto-oncogenes (e.g. c-myc), tendem a promover eventos neoplasicos
podendo estar envolvidos no desenvolvimento da LMC ¢. Além disso, os transportadores de
efluxo, que sdo mecanismos envolvidos no fenétipo de multirresisténcia, foram extensiva-
mente estudados em diversas neoplasias e também tém sido associados a falha no tratamento
da LMC 7.

Resisténcia a miiltiplos farmacos

O fenémeno de multirresisténcia consiste na resisténcia a uma ampla gama de farmacos
anticancerigenos que podem ter diferentes estruturas e mecanismos de acdo e tem sido um
dos principais desafios no tratamento do cancro %-70. Os mecanismos responsaveis pela resis-
téncia a multiplos farmacos (MDR, do inglés multidrug resistance) podem incluir a reducao da
absorcao de farmacos; regulacdo positiva ou negativa de transportadores de efluxo ou influxo
respetivamente; modificagdes nas vias celulares por alteragdo dos check-points do ciclo celular;
aumento da biotransformacdo de farmacos; inibicdo da apoptose; alteragdo dos mecanismos
de reparacao de DNA; entre outros 71-73, Entre os mecanismos referidos, o aumento do efluxo
de farmacos pelos transportadores presentes na membrana celular é considerado o meca-
nismo predominante no fenétipo de quimiorresisténcia 74.

Os transportadores de efluxo mais estudados pertencem a superfamilia ATP-binding cas-
sette (ABC), dos quais 49 membros sao conhecidos em humanos 7>. Embora a estrutura varie
entre os diferentes membros, todos eles sdo caracterizados por dois dominios distintos: um
dominio de ligagdo de nucleétido altamente conservado (NBDs, do inglés nucleotide-binding
domain) e um dominio transmembranar variavel (TMDs, do inglés transmembrane domain) 7.
Quando um substrato se liga as regides transmembranares, a hidrélise de ATP no local de
ligacdo do nucleétido leva a uma mudanga conformacional capaz de libertar o substrato para
fora da célula 75. Este mecanismo desempenha um papel importante na prevengdo da acumu-
lagdo excessiva de toxinas no interior da célula. No entanto, embora o efluxo por meio de
transportadores ABC seja um processo fisioldégico normal, também constitui um mecanismo
utilizado pelas células cancerigenas para se tornarem tolerantes aos farmacos 75. A sobreex-
pressdo da glicoproteina-P (P-gp); proteina 1 associada a resisténcia a multiplos fadrmacos
(MRP1, do inglés multidrug resistance-associated protein 1); e proteina de resisténcia ao cancro
da mama (BCRP, do inglés breast cancer resistance protein) tém sido associadas ao fenétipo
MDR em diversas neoplasias 7>. Entre os trés transportadores efluxo mencionados, a sobreex-



pressao da P-gp continua a ser o mecanismo mais estudado e mais potente para induzir qui-
miorresisténcia 76. Particularmente na LMC, a P-gp tem sido identificada como estando envol-
vida na libertagdo de TKIs para fora das células leucémicas 44687778, e sera discutida com maior
detalhe na subsecgao seguinte (1.1.3.1 - Resisténcia a miiltiplos farmacos mediada pela Glicoprote-
ina-P).

Embora menos estudado, a regulagdo negativa de transportadores de influxo de drogas,
como é o caso do transportador de catides organicos 1 (OCT1, do inglés organic cation trans-
porter 1), também tem sido associada a resisténcia ao IM, conduzindo também a uma diminu-
icdo da concentracao intracelular do agente quimioterapéutico 7.

1.1.3.1. Resisténcia a maltiplos farmacos mediada pela glicoproteina-P

Em 1976, Juliano e Ling descreveram pela primeira vez a P-gp como uma glicoproteina
de 170 kDa capaz de alterar a permeabilidade membranar de células resistentes a farmacos .
Desde entdo, iniimeros estudos tém sido realizados de modo a compreender melhor a estru-
tura e funcao da P-gp.

Em humanos, a P-gp é codificada pelo gene multidrug resistance 1 (MDR1) também co-
nhecido por ATP-binding cassette, subfamily B, member 1 (ABCB1), localizado no cromossoma
7q21. MDR1 codifica uma cadeia polipeptidica que é dobrada para formar duas partes homo-
logas, cada uma composta por um TMD, constituido por seis hélices-a transmembranares, e
um NBD unidos por uma regido de ligacdo citoplasmatica. (Figura 1.2) 8. Os doze segmentos
transmembranares nos TMDs formam um poro ativo, com ambos os NBDs orientados para o

citoplasma, sendo os substratos exportados através desse poro 52.

TMD1 TMD2

Espago extracelular

Espago intracelular

NH;

Figura 1.2 - Estrutura simplificada da glicoproteina-P. A glicoproteina-P é constituida por duas metades homo-
logas, cada uma com um dominio transmembranar (TMD), contendo seis hélices-a transmembranares altamente
hidrofébicas e um dominio de ligagdo de nucleotideo (NBD) localizado no lado citoplasméatico da membrana. Fi-
gura adaptada de 83 e criada com BioRender.com.

Quanto a sua localizacado celular, a P-gp encontra-se principalmente presente na mem-
brana plasmaética de células saudéveis incluindo células percursoras hematopoiéticas, células
epiteliais do intestino, hepatocitos, tibulos proximais do rim, entre outros 8485. Contudo, a

expressao de P-gp é significativamente aumentada em células tumorais resistentes a farmacos,



permitindo que estas sejam capazes de expulsar com eficiéncia uma variedade de farmacos
quimicamente nado relacionados incluindo imatinib, taxanos, antraciclinas, epipodofilotoxi-
nas, alcal6ides da vinca, actinomicina D e antifolatos lipofilicos, 7482. A translocagdo de farma-
cos anticancerigenos contra o gradiente de concentracdo usando a energia gerada a partir da
hidrélise de ATP é capaz de reduzir a concentracao intracelular dos farmacos para niveis sub-
toxicos estando relacionada com a falha terapéutica num niimero consideravel de neoplasias,
incluindo as leucemias 4474788687,

Particularmente, no que diz respeito a MDR na LMC, alguns estudos tém demonstrado
a contribuicdo da P-gp na resisténcia ao IM. Recentemente, Ammar et al analisaram a expres-
sdo da P-gp em linfécitos de sangue periférico de 59 doentes com LMC (27 doentes que res-
pondem ao IM vs. 32 doentes que ndo respondem ao IM). Os resultados mostraram uma so-
breexpressdo significativa da P-gp no grupo de doentes que ndo respondem a terapia, suge-
rindo que a monitorizagdo dos niveis de expressao de P-gp pode identificar doentes com pro-
babilidade de desenvolver insensibilidade ao IM 8. Adicionalmente, Eaddie et al., analisaram
amostras de 155 doentes com LMC 22 dias apds o inicio da terapia com IM e verificaram que
as amostras que apresentavam niveis elevados de mRNA de MDR1 mostraram respostas in-
desejaveis em comparagdo com as que apresentaram baixos niveis de mRNA de MDRI 4.
Outro estudo desenvolvido por Vasconcelos et al. revelou um aumento dos niveis de expres-
sdo de P-gp com a progressdao da doenca . Além disso, dados in vitro evidenciaram que o IM
induziu um aumento dos niveis de mRNA de MDR1 e da P-gp na linha celular resistente, pelo
que os resultados obtidos apoiam que o IM poderéa contribuir para o fenétipo de resisténcia
na LMC 88, Deste modo, a diminuigdo da expressdo ou a inibi¢do da atividade da P-gp é uma
estratégia terapéutica atraente para superar a MDR.

Diversos inibidores da P-gp de primeira (e.g. quinidina, cicloposorina-A, amiodarona e
verapamil), segunda (e.g. valspodar e doxverapamil) e terceira (e.g. tariquidar, biriccodar, zo-
suquidar, laniquidar e ONT-093) geracao tém sido investigados com o objetivo de aumentar
a sensibilidade das células malignas a quimioterapia ¢789. Contudo, infelizmente, estas molé-
culas inibidoras ndo passaram os ensaios clinicos devido a sua falta de especificidade, que
implica a administracao de doses demasiado elevadas para obter uma inibi¢do clinica (pri-
meira geragdo); interagdes farmacocinéticas imprevisiveis (segunda geracdo); seguranca a

longo prazo ndo estabelecida (terceira geragao) ¢7:89-92,

A terapia de DNA antisense tem surgido como uma grande promessa no silenciamento
génico de alvos bioldgicos criticos associados a doengas, com potencial para ser usada como
adjuvante da quimioterapia convencional %. Contudo, apesar dos dcidos nucleicos fornecerem
ferramentas terapéuticas promissoras sao naturalmente suscetiveis a degradacao enzimatica,
além de apresentarem baixa penetracdo intracelular %4%. Sistemas a nanoescala tém demons-
trado elevado potencial na vectorizagdo de modalidades de terapia génica distintas tanto de-
vido as suas propriedades intrinsecas como pela possibilidade de transporte e direcionamento
de carga %%7. Deste modo, o silenciamento de MDR1 e o seu impacto na viabilidade de células

LMC resistentes, em combinagdo com as terapias tradicionais de inibigdo da tirosina quinase,



sdo passos importantes para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para com-
bater a multirresisténcia na LMC. Esta tendéncia serd discutida na seccao 1.2. (Nanomedina no

cancro).

1.2. Nanomedicina no cancro

Nos tltimos anos, progressos significativos tém sido realizados no ambito da nanotec-
nologia, tendo-se tornado uma ferramenta poderosa para aplicacdes médicas. Consequente-
mente, surgiu uma nova area conhecida como nanomedicina na qual novos dispositivos e
tecnologias sdo desenvolvidos a nanoescala para melhorar as abordagens terapéuticas e de
diagndstico tradicionais 9%,

Em particular, novos (nano)medicamentos baseados em nanoparticulas (NPs) tém rece-
bido especial aten¢do para aplicagdes oncolégicas 80. Devido ao seu pequeno tamanho, ideal
para a absorcdo intracelular, e a sua grande relacao area superficial-volume, que permite a
funcionalizacdo com diferentes biomoléculas para fins terapéuticos e de diagnoéstico, as NPs
oferecem a possibilidade de vectorizacao e entrega melhorada dos agentes anticancerigenos
quando comparados com a quimioterapia convencional e a monitorizagdo em tempo real das
respostas terapéuticas %-101. Esta flexibilidade é uma das grandes vantagens da nanomedicina
possibilitando o teranéstico de doencas, ou seja, o seu diagndstico e tratamento em simultaneo
9.

Contudo, para que as NPs consigam direcionar eficazmente a carga a transportar neces-
sitam de superar diversas barreiras biologicas. Nas terapias anticancerigenas atuais baseadas
em NDPs, estas sdo geralmente administradas por via intravenosa 192. Uma vez na corrente san-
guinea, as NPs estdo suscetiveis a opsionizagdo pelas proteinas presentes no plasma circulante
(opsoninas), podendo ser reconhecidas pelo sistema reticuloendotelial e serem eliminadas da
circulagado 192. Na maioria dos casos, as NPs que conseguem evitar a eliminagao pelo sistema
reticuloendotelial necessitam posteriormente de extravasar com sucesso os vasos sanguineos
em direcdo ao microambiente tumoral 102, De seguida, como a maioria dos farmacos exercem
os seus efeitos intracelularmente, a membrana extracelular da célula tumoral e a maquinaria
intracelular representam as barreiras finais que as NPs tém que ultrapassar para direcionarem
eficazmente a carga a transportar 102. Os tumores s6lidos tém sido o principal foco da nano-
medicina devido ao aproveitamento do efeito de permeabilidade e retengdo aumentada (EPR,
do inglés enhanced permeability and retention) para acumular passivamente os farmacos no te-
cido alvo, melhorando assim a sua eficacia terapéutica 103104, Contudo, nos tumores liquidos,
como é o caso da leucemia e outras malignidades hematoldgicas, as células tumorais estao
livres em circulagdo pelo que o efeito EPR nao pode ser considerado 1. Na verdade, a maioria
das barreiras que as NPs enfrentam para alcancar os tumores s6lidos ndo sao criticas nos tu-
mores liquidos. No entanto, as NPs fornecem estratégias inovadoras simples e ndo invasivas
tanto para o diagnostico como para o tratamento de neoplasias hematolégicas 1%°. A possibili-
dade de incorporagao de biomoléculas especificas (e.g. anticorpos, pequenas moléculas, pép-
tidos, entre outros) na superficie das NPs, que sdo reconhecidas pela célula alvo, possibilita o
direcionamento ativo melhorando a sua absorcao e seletividade 7.
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As NPs podem ser sintetizadas a partir de diversos materiais e apresentam um tamanho
que varia entre 1-100 nm. Atualmente, existe uma grande variedade de NPs organicas (e.g.
lipossomas; dendimeros; polimeros) e inorganicas (e.g. carbono; metalicas (e.g. ouro, prata,
6xido de ferro); quantum dots) suscetiveis de serem usadas para aplicacdes oncoldgicas 105.

Entre a diversidade de NPs existentes, esta sec¢do ird focar-se nas vantagens das nano-
particulas de ouro (AuNPs) como abordagem terapéutica para o silenciamento génico de al-
vos biolégicos criticos envolvidos na LMC.

1.2.1. Nanoparticulas de ouro

As NPs de metais nobres, em particular as AuNPs, estdo entre 0os nanomateriais mais
estudados e levaram ao desenvolvimento de diversas metodologias para diagnéstico molecu-
lar, administracdo de farmacos, imagem e terapéutica 1.

AuNPs podem ser facilmente sintetizadas pela reducdo dos sais de ouro, geralmente de
Au 3* a Au 0. O método de reducdo com citrato desenvolvido por Turkevich et al 107 e mais
tarde otimizado por Frens 18 e Lee Meisel 1%, é uma das metodologias mais comuns para
sintetizar AuNPs esféricas hidrofilicas (10-30 nm) estaveis.

O grande interesse pelas AuNPs nao se deve apenas ao seu pequeno tamanho, mas tam-
bém as suas propriedades fisicas (elétricas, magnéticas, 6ticas) e quimicas tnicas, que nao se
observam em particulas com a mesma composicdo quimica a escala macroscépica %110, Uma
das suas propriedades intrinsecas mais exploradas, principalmente para ensaios moleculares
que envolvem resultados colorimétricos 111112, é a modulagdo da ressondncia plasmoénica de
superficie localizada (LSPR, do inglés localized surface plasmon ressonance), que se refere a osci-
lagdo coletiva dos eletrdes a superficie das NPs metalicas que sao excitados pelos fotdes inci-
dentes na frequéncia ressonante 113114, A localizacao da banda LSPR é influenciada pela com-
posicdao da NP ¢ e por alteragdes na forma 115, distdncia inter-particulas 16, tamanho 115 e cons-
tante dielétrica do meio circundante 7. Normalmente, uma solucdo coloidal de AuNPs esfé-
ricas e de tamanho inferior a 40 nm apresenta uma cor vermelha intensa e uma banda LSPR
com um maximo de absorc¢do a 520 nm 106,

Adicionalmente, o ouro é um material inerte, pelo que as AuNPs oferecem diversas ou-
tras vantagens como uma baixa toxicidade e maior biocompatibilidade 8. No entanto, caso
as AuNPs ndo sejam funcionalizadas, isto é sejam administradas “nuas”, ficam suscetiveis a
agregacao e adsorgao por opsoninas . Na verdade, embora a maioria das barreiras biol6gi-
cas que as NPs enfrentam para alcangar os tumores s6lidos ndo sejam criticas nos tumores
liquidos, as NPs continuam a estar suscetiveis a opsionizagdo e de serem reconhecidas pelo
sistema reticuloendotelial e possivel posterior eliminacdo destas da corrente sanguinea 100,102,
A modificacao da superficie das NPs com polimeros tem sido uma estratégia usada para au-
mentar efetivamente o tempo de meia-vida em circulagdo. O polietilenoglicol (PEG) é uma
das moléculas estabilizadoras mais utilizadas, capaz de se ligar a superficie das AuNPs e au-
mentar o seu tempo de meia-vida em circulacdo e a sua captagdo celular, com reducdo da
imunogenicidade 120121,

Como mencionado anteriormente, as NPs podem ainda ser funcionalizadas com diver-

sos agentes terapéuticos (e.g. acidos nucleicos, farmacos) possibilitando o alcance simultaneo
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de vérios biomarcadores tumorais. Esta abordagem pode fornecer uma estratégia terapéutica
sinérgica para abordar a heterogeneidade tumoral e a multirresisténcia %%7. A modificacdo
quimica de oligonucleotideos com um grupo tiol constitui um método eficaz para ancorar
acidos nucleicos a superficie da AuNP sem inibir a sua atividade biol6gica 122123, uma vez que
a forte interagdo entre o ouro e o enxofre forma uma ligacdo Au-S de carécter quase covalente
9, Deste modo, as AuNPs tém demostrado elevado potencial na vectorizacao de modalidades
de terapia génica distintas (e.g. ASOs, do inglés antisense oligonucleotides 9124125, siRNAs, do
inglés small interfering RNA 126-129) Esta particularidade das AuNPs poderem atuar como vei-
culos de entrega de acidos nucleicos serd explorada neste trabalho e serd discutida com maior
detalhe na subseccdo seguinte (1.2.1.1. - Silenciamento génico com ASOs mediado por nanoparti-

culas de ouro).
1.2.1.1. Silenciamento génico com ASOs mediado por nanoparticulas de ouro

A terapia antisense de DNA fornece uma estratégia poderosa para modular a expressao
de genes associados a tumores, com potencial para ser usada como adjuvante da quimiotera-
pia convencional %. Oligonucleotideos de DNA de cadeia simples (ssDNA, do inglés single
strand DNA) complementares ao mRNA do gene de interesse podem ser entregues nas células
e promover posteriormente a diminui¢do da expressao de uma proteina de interesse por blo-
queio da traducao ou degradacao dos hibridos de DNA-RNA 127, Contudo, apesar dos &cidos
nucleicos fornecerem ferramentas terapéuticas promissoras sao naturalmente suscetiveis a de-
gradacdo enzimaética, além de apresentarem baixa penetracgdo celular %%.

As AuNPs protegem os oligonucleotideos da degradacao por RNases, aumentando as-
sim o seu tempo de meia-vida em circulagdo, e portanto a carga ttil de agente terapéutico que
é entregue as células %. Diversos estudos in vitro e in vivo tém demonstrado como a nanove-
torizagdo mediada por AulNPs, tem beneficiado o silenciamento génico mediado por ASOs
93,124130-132. Em particular, alguns estudos tém recorrido a esta abordagem terapéutica para si-
lenciar alvos bioldgicos criticos na LMC %. Além disso, o silenciamento génico combinado
com as terapias convencionais de inibicdo da tirosina quinase tém demonstrado grande po-
tencial para melhorar o tratamento da LMC. Por exemplo, Gossai et al. usou AuNPs funcio-
nalizadas com oligonucleotideos complementares a uma sequéncia do gene BIRC), que é so-
breexpresso em linhas celulares de LMC (K562), e posteriormente incorporou dasatinib. Os
resultados demonstraram grande eficicia de tratamento tanto in vitro como in vivo 133. Vinhas
et. al. combinou o silenciamento génico através de AuNPs funcionalizadas com um ASO sele-
tivo para BCR-ABLI com o IM, aumentando a apoptose em células de LMC (K562) %.

1.2.2. Desafios na translacao da nanomedicina dos laboratérios de in-
vestigacao para a clinica

As NPs tém feito contribuigdes importantes para a medicina clinica nas 4reas da tera-
péutica e do diagnoéstico. Particularmente, a investigagdo na area da oncologia tem recebido
especial atencdo pelo que, o desenvolvimento de nanomedicamentos para aplicagdes oncolé-
gicas tem sido a principal aposta das industrias farmacéuticas 134 Estes nanomedicamentos
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visam melhorar o indice terapéutico dos farmacos anticancerigenos através da modificacdo
da sua farmacocinética e distribuigdo nos tecidos 34. Um exemplo do sucesso da nanomedi-
cina para a terapia do cancro foi demonstrada clinicamente com a aprovagao da doxorrubicina
lipossomal peguilada (Doxil ™ / Caelyx ™) pela FDA em 1995. Doxil ™ / Caelyx ™ foi a
primeira formulacado anticancerigena baseada em nanomedicina, tendo apresentado uma efi-
cacia terapéutica superior a doxorrubicina livre 135136, Desde entdo, outros nanomedicamentos
ja foram aprovados para uso clinico no tratamento do cancro 3.

Apesar dos avangos consideraveis, a translagdo da nanomedicina dos laboratérios de
investigagdo para a clinica ainda estd numa fase inicial e enfrenta alguns desafios.

Uns dos principais obstadculos derivam da complexidade da biologia tumoral e de uma
compreensdo incompleta das intera¢des nano-bio ¥. Numa primeira instancia, estudos em
modelos in vitro sdo importantes para identificar candidatos biocompativeis e podem melho-
rar a compreensdo sobre as interacdes NP-célula 7. Contudo, os modelos convencionais in
vitro carecem da complexidade dos tecidos biolégicos ndo enfrentando as barreiras fisiologi-
cas 137, Assim, antes de se iniciar um ensaio clinico, é necessaria uma avaliagdo rigorosa em
modelos in vivo 134, Estudos pré-clinicos em animais fornecem frequentemente informacoes
tteis para a adequagdo da nanomedicina no tratamento de doentes 134. Adicionalmente, para
avaliar o potencial risco toxicolégico para os doentes, protocolos padronizados para avaliagao
da citotoxicicidade, imunotoxicidade e genotoxicidade necessitam de ser implementados 134,

Outro desafio consiste na dificuldade de criar um processo de sintese controlavel e re-
produtivel. A sintese em larga escala de NPs sofre de reprodutibilidade lote a lote insuficiente,
caracteristicas fisicas e quimicas varidveis e baixo rendimento 134137, E nesse sentido, processos
de fabricacdo complexos raramente chegam a clinica devido aos inconvenientes causados as
indastrias farmacéuticas 134.

Em suma, as nanoformulacdes devem ter um perfil farmacolégico e de toxicidade favo-
ravel e demonstrar seguranga e eficiéncia nos ensaios clinicos para que sejam atrativos para a
indastria farmacéutica 138. Além disso, é necessario projetar NPs com propriedades fisico-qui-
micas e comportamentos biol6gicos adequados, otimizar processos de fabricagdo reproduti-
veis e selecionar métodos de andlise confidveis para uma caracterizagdo adequada 38. Para
isso, a colaboracdo é um fator chave para o sucesso dos nanomedicamentos, uma vez que o
desenvolvimento da nanomedicina é uma ciéncia multidisciplinar e requer conhecimentos em
diversas areas para desenvolver terapéuticas traduziveis devido a sua diversidade e comple-
xidade 13. Enfrentando estes desafios e resolvendo os seus problemas, a nanomedicina ira
crescer e fornecer um valor realista e significativo para a medicina e para os cuidados de satide
humanos 13,
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1.3. Ambito da tese

Os TKIs tém demonstrado excelentes resultados no tratamento da maioria dos doentes
com LMC. Contudo, cerca de 20-30% dos doentes desenvolve resisténcia a este tratamento 43.
A sobreexpressdo da P-gp, uma proteina de efluxo capaz de expulsar uma variedade de far-
macos anticancerigenos, incluindo o IM, através da membrana celular, tem sido identificada
como um dos mecanismos de resisténcia associados ao tratamento com este farmaco 438,
Nesse sentido, a procura por estratégias que superem as limitagdes das terapias anticanceri-
genas, como a resisténcia a maltiplos farmacos, é de grande importancia e tem sido um desa-
fio.

A combinagdo da quimioterapia tradicional com abordagens que visam o silenciamento
génico pode auxiliar a morte das células cancerigenas. A utilizagdo de ASOs é uma das estra-
tégias usadas para promover a diminuigdo da expressdo de um gene de interesse. Contudo,
apesar dos acidos nucleicos fornecerem ferramentas terapéuticas promissoras sao natural-
mente suscetiveis a degradacdo enzimatica, além de apresentarem baixa penetracdo intrace-
lular 949. Nesse sentido, o surgimento da nanovetorizagao tem beneficiado o silenciamento
génico mediado por ASOs 949%. Deste modo, o silenciamento de MDRI e o seu impacto na
viabilidade de células LMC resistentes em combinacao com a terapia tradicional de inibicao
da tirosina quinase podem consistir em passos importantes para o desenvolvimento de novas
estratégias terapéuticas.

Assim, este projeto teve como principal objetivo aumentar a sensibilidade das células
LMC resistentes (K562-IM) a terapéutica convencional com TKIs nomeadamente através do
silenciamento de MDR1, usando AuNPs com um ssDNA complementar a sequéncia de inte-
resse (Figura 1.3).

Para isso, este trabalho foi dividido nas seguintes tarefas:

1. Confirmacdo da sobreexpressdao de P-gp em células LMC resistentes a IM por Wes-
tern Blot.

2. Desenho de uma sequéncia de ssDNA complementar ao mRNA do gene MDRI1 para
posterior funcionalizacdo e caracterizagdo dos nanoconjugados para silenciamento
de MDR1.

3. Avaliacdo da expressdo de MDR1 e da P-gp em células LMC resistentes a IM incu-
badas na presenga dos nanoconjugados por RT-qPCR e Western Blot respetivamente.

4. Avaliacao da viabilidade celular ap6s exposigao aos nanoconjugados em combina-
cao com IM.

14



PN i NP S
FS L, S
L N R
£ PP
@ mRNA de MDRT
©)
® ®
. H

~ey

Glicoproteina-P

AuNP@PEG@MDR1

1) Degradagao/Bloqueio da
tradugao do mRNA de MDR7

® © ® @ D

Figura 1.3 - Esquematizacao da hipétese do silenciamento de MDR1 in vitro com nanoconjugados de ouro. (A)
Células K562 resistentes a imatinib (K562-IM) sobreexpressam glicoproteina-P (P-gp), uma bomba de efluxo capaz
de expulsar o imatinib (IM) para fora da célula, diminuindo a concentracao intracelular do farmaco para niveis
subtoxicos. (B) Células K562-IM expostas a nanoparticulas de ouro funcionalizadas com polietilenoglicol (PEG) e
um oligonucleotideo complementar ao mRNA de MDR1 (AuNPs@PEG@MDR1), podem levar a uma diminuicdo
da expressdo do mRNA de MDRI e consequentemente de P-gp. Assim, uma menor quantidade de proteina é
translocada para a membrana plasmaética, sendo espectavel que a concentracdo de IM intracelular aumente e seja
capaz de reverter o fenétipo de resisténcia. Figura criada com BioRender.com.
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2.

MATERIAIS E METODOS

2.1. Materiais

Todos os materiais, reagentes e equipamentos usados nesta tese estdo apresentados nas

tabelas 2.1 e 2.2. respetivamente. Todas as solugdes foram preparadas em dgua Milli-Q 18.2

M Q cm a 25 °C exceto quando mencionado o contrario.

Tabela 2.1- Lista de materiais e reagentes

Nome Empresa Pais
Acetato de etilo (CAS: 141-78-6) Merck Alemanha
Acetato de magnésio Sigma-Aldrich EUA
Acido acético glacial (CAS 64-19-7 | 100063) Merck Alemanha
Acido amino-hexanoico (CAS: 60-32-2) Sigma-Aldrich EUA
Acido etilenodiaminotetracético, EDTA diNa Chem-Lab Bitlzies
salt.2aq (CAS: 6381-92-6)
Acrilamida-bisacrilamida 40% (37.5:1)
Merck Alemanha
(N® Cat: 100638)
Agarose (CAS: 9012-36-6) (N*° Cat: MB02703) NZYtech Portugal
Anticorpo anti-mouse IgG HRP-linked Cell Signaling
Holanda
(N¢ Cat: 7076) Technology
Anticorpo monoclonal anti-MDR1 (D-11) Santa Cruz
EUA
(N® Cat: sc-55510) Biotechnology
Anticorpo monoclonal anti-B-Actina (N° Cat:
Sigma-Aldrich EUA
A5441)
Azul de bromofenol (CAS: 115-39-9) Merck Alemanha
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CellTiter 96® AQueous One Solution Cell Prolifera-
tion Assay (N° Cat: G3581)

Citrato de sodio tribasico dihidratado
Cloreto de ouro (III) trihidratado

(CAS: 16961-25-4)

Cloreto de potassio

Cloreto de Sédio (CAS 7647-14-5)
Cloroférmio (CAS: 67-66-3)

Coluna Illustra™ NAP™-5 Sephadex™ G-25
DNA Grade (N° Cat: 17-0853-02)

Cuvettes de plastico, 67.742
Dietilpirocarbonato, DEPC (CAS: 1609-47-8)
Dimetilsulfoxido, DMSO (N® Cat: D2650)
Ditiotreitol, DTT (CAS: 3483-12-3)

Dodecil sulfato de sédio, SDS (CAS: 151-21-3)
Dulbecco’s Modified Eagle Medium, DMEM

(N° Cat: 41965-039)

Etanol

Fluoreto de fenilmetilsulfonil, PMSF

Fosfato de sddio dibasico (CAS: 7558-79-4)
Fosfato de s6dio monobasico mono-hidratado

(CAS: 10049-21-5)
Frascos de cultura T25 c¢m?

GelRed® Nucleic Acid Gel Stain (N® Cat: 41003)
Glicerol (CAS 56-81-5)

Glicina (CAS 56-40-6)

Hidréxido de Sédio (CAS: 1310-73-2)
Inibidor de fosfatase, PhosStop

(N¢ Cat: 04 906 845 001)

Promega
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Merck
Sigma-Aldrich
Carlo Erba
GE Healthcare
Life Sciences
Sarstedt
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Merck

TermoFisher Scientific

Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Merck

SPL Life Sciences

Biotium
Amresco
Sigma-Aldrich
Sigma-Aldrich

Roche

EUA

EUA

EUA

Alemanha
EUA

Franca

EUA

Alemanha
EUA
EUA
EUA

Alemanha

Reino Unido

EUA
EUA
EUA

Alemanha

Coreia do
Sul
EUA
EUA
EUA
EUA

Suica



Inibidor de protease, cOmplete™ ULTRA Tablets,
Mini, EASYpack (N° Cat: 05 892 791 001)
Isopropanol (CAS: 67-63-0)

Leite magro em p6 com 0% de matéria gorda
Marcador de pesos moleculares, GeneRuler™ 100
bp DNA Ladder Mix (N® Cat: SM0331)

Marcador de pesos moleculares, NZYColour Pro-
tein Marker IT (N° Cat: MB090)

Membrana 0.45 uM PVDF Amersham™ Hy-
bond™ (N° Cat: 10600023)

Mesilato Imatinib (STI571) (N° Cat: S1026)
Metanol (CAS: 67-56-1)

NP-40 (CAS: 9016-45-9)

NZYol (N° Cat: MB18501)
O-(2-Mercaptoetil)-O’-metil-hexa(etilenoglicol),
mPEG tiol (CAS: 651042-82-9)

Oligonucleotideo tiolado anti-MDR1

One-step NZY RT-gPCR Green kit (N® Cat: MB343)
Persulfato de amonia, APS (CAS: 7727-54-0)
Pierce 660nm Protein Assay Reagent

(N® Cat: 1861426)

Placa de cultura celular de 24 pogos e 96 pogos

Ponceau S (N® Cat: 22001)

Pré-Diluted Potein Assays Standarts: BSA
(N¢ Cat: 23208)

Primers 18S

Primers MDR1

Soro Fetal Bovino, FBS

Tariquidar (XR9576) (N° Cat: S8028)
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Roche

Chem-Lab

Régilait

TermoFisher Scientific

NZYtech

GE Healthcare

Selleckchem
Honeywell
Sigma-Aldrich
NZYtech

Sigma-Aldrich

STABVIDA
NZYtech
Sigma-Aldrich

ThermoFisher Scientific

SPL Life Sciences
Biotium
ThermoFisher Scientific

STABVIDA
STABVIDA
Invitrogen

Selleckchem

Suica

Bélgica

Franca

EUA

Portugal

EUA

Reino Unido
Alemanha
EUA

Portugal

EUA

Portugal
Portugal
EUA

EUA

Coreia do
Sul
EUA

EUA

Portugal
Portugal
EUA

Reino Unido



Tetrametiletilenodiamina, TEMED (CAS: 110-18-

Amresco EUA

9)
Tris base (CAS: 77-86-1) Fisher Bioreagents EUA
Trypan Blue Solution, 0.4% (N° Cat: 15250061) ThermoFisher Scientific EUA
Tween® 20 (CAS: 9005-64-5) Sigma-Aldrich EUA
WesternBright ECL Kit (N° Cat: K-12045-D50) Advansta EUA
Tabela 2.2 - Lista de equipamentos
Nome Empresa Pais
Centrifuga 5424 R Eppendorf Alemanha
Centrifuga Sigma 1-14K Sigma-Aldrich Alemanha
Centrifuga Sigma 3-16K Sigma-Aldrich Alemanha
Espectrofotémetro Nanodrop ND-1000 Termo Fisher Scientific EUA
Espectrofotometro UVmini-1240 Shimadzu Alemanha
Estufa de CO» Electric Biomedical Co Japao
Gel Doc™ EZ Imager Bio-Rad EUA
Hemocitémetro Hirschmann Alemanha
Leitor de Microplacas Tecan Infinite F200 Tecan Suica
Medidor de pH PH700 Benchtop pH Meter Apera Instruments Alemanha
Microscopio 6tico invertido Eclipse Ti-U Nikon TMS Japao
PowerPac™ Basic Power Supply Bio-Rad EUA
Rotor-Gene Q® Qiagen Alemanha
Sistema Eletroforese E Mini-PROTEAN® Bio-Rad EUA
Tina de eletroforese para DNA Mini-Sub®, Sub-

Bio-Rad EUA
Cell, ReadyAgarose™
Ultrassons, Elmasonic S10 H Elma Alemanha
Zetasizer NanoZS ZEN 3500 Malvern Reino Unido
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2.2, Métodos

2.2.1. Nanoparticulas de ouro

2.2.1.1. Sintese

A sintese das AulNPs foi realizada pelo Lorenzo Rivas-Garcia de acordo com o método
de reducao do citrato descrito por Lee e Meisel 1. Resumidamente, a 225 mL de uma solugao
de 1 mM cloreto de ouro (III) trihidratado em ebuli¢ao foram adicionados 25 mL de 38,8 M de
citrato de sédio sob agitacao. Quando uma cor vermelha intensa foi observada, indicando a
formacao de AuNPs, a solucao foi deixada em agitacdo continua e protegida da luz durante
20 minutos e posteriormente deixou-se arrefecer até atingir a temperatura ambiente. As
AuNPs foram filtradas e armazenadas a temperatura ambiente.

As AuNPs foram posteriormente caracterizadas por espectroscopia ultravioleta-visivel
(UV-Vis) e Dynamic Light Scattering (DLS) conforme descrito na subseccao 2.2.1.4. (Caracteri-

Zagao).
2.2.1.2. Funcionalizacao com polietilenoglicol

As AuNPs foram funcionalizadas com O-(2-Mercaptoetil)-O'-metil-hexa(etilenoglicol)
(mPEG tiol, Ci15H320;5: 356,48 g/mol) (AuNPs@PEG) de modo a atingir uma cobertura de
cerca de 30% PEG a superficie das AuNPs. Para isso, 10 nM de AuNPs foram incubadas com
0,003 mg/mL de mPEG tiol e 0,028% (p/v) de dodecil sulfato de s6dio (SDS, do inglés Sodium
Dodecyl Sulfate) durante 10 minutos a temperatura ambiente. A mistura foi incubada durante
a noite a temperatura ambiente e em agitacdo. Posteriormente, de modo a remover todas as
cadeias de PEG que néao ficaram ligadas, as AuNPs@PEG foram centrifugadas a 14 000 x g
durante 30 minutos a 4 °C (Sigma 3-16K rotor 12154) e o sedimento foi ressuspendido em dgua
tratada com 0.1% (p/v) dietilpirocarbonato (DEPC). Este processo foi realizado trés vezes.

As AuNPs@PEG foram caracterizadas por espectroscopia de UV-Vis e DLS conforme

descrito na subseccdo 2.2.1.4. (Caracterizacio).
2.2.1.3. Funcionalizacao das AuNPs@PEG com o oligonucleotideo ssDNA tiolado

As AuNPs@PEG foram funcionalizadas com um oligonucleotideo ssDNA complemen-
tar ao mRNA do gene MDR1 (AuNPs@PEG@MDR1). Este oligonucleotideo foi desenhado
para adotar uma conformacdo em hairpin e foi modificado com um grupo tiol-C6 na extremi-
dade 5. Sequéncia anti-MDRI: 5'- Tiol-
TTTCGGTTCAAGATCCATCCCGACCTCGCGCCGAAA -3'.

O oligonucleotideo tiolado foi ressuspendido em 1 mL de 0,1 M de ditiotreitol (DTT) e
incubado durante 3 horas a temperatura ambiente. Posteriormente, o DTT foi removido por
adicao de uma solucdo de acetato de etilo seguido de centrifugacdo a 21 130 x g durante 5
minutos a temperatura ambiente (5424 R, Eppendorf). Este passo foi realizado 5 vezes. Segui-
damente, a fase aquosa foi purificada na coluna Illustra™ NAP™-5 Sephadex™ G-25 DNA
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Grade usando 10 mM de tampdo fosfato pH 8 como eluente. De seguida, a quantidade de
oligonucleotideo foi quantificada por recurso ao espectrofotémetro UV-Vis Nanodrop ND-
1000.

Posteriormente, as AuNPs@PEG foram misturadas com o oligonucleotideo numa pro-
porcao 1:200 (AuNP:oligonucleotideo). De seguida, adicionou-se um volume especifico da so-
lugdo AGEI[2% (p/v) SDS, 10 mM tampao fosfato pH 8] de modo a atingir uma concentragao
tinal de 0,01 % (p/v) SDS, 10 mM de tampao fosfato pH 8. A mistura foi sonicada durante 1
minuto num banho de ultrassons e incubada durante 20 minutos a temperatura ambiente e
na auséncia de luz. Seguidamente, adicionou-se sequencialmente volumes especificos da so-
lugdo AGEII [1,5M NaCl, 0,01% (p/v) SDS, 10 mM tampao fosfato pH 8] de modo a aumentar
a forca i6nica da solugdo (incrementos de NaCl foram adicionados de modo atingir sequenci-
almente uma concentracao final de 0,05 M, 0,1 M, 0,2 M e 0,3 M de NaCl, 0,01% (p/v) SDS, 10
mM tampao fosfato pH 8). Apos cada incremento, a mistura de AuNPs foi sonicada durante
1 minuto num banho de ultrassons e incubada durante 20 minutos a temperatura ambiente e
na auséncia de luz. No dltimo incremento, a mistura foi incubada durante a noite a tempera-
tura ambiente e na auséncia de luz.

No dia seguinte, a solugdo foi lavada trés vezes com dgua tratada com 0,1% (p/v) DEPC
por centrifugacao a 14 000 x g durante 45 minutos a 4 °C (Sigma 3-16K rotor 12154) de modo
a remover o excesso de oligonucleotideo que nao ficou ligado as AuNPs. A quantidade de
oligonucleotideo presente nos sobrenadantes foi quantificada por recurso ao espectrofotéme-
tro UV-Vis Nanodrop ND-1000. Subtraindo a quantidade de oligonucleotideo presente nos
sobrenadantes a quantidade de oligonucleotideo adicionado, estimou-se o ntimero de oligo-
nucleotideos que ficaram ligados a AuNP.

As AuNPs@PEG@MDR1 foram posteriormente caracterizadas por espectroscopia de
UV-Vis e DLS conforme descrito na subseccao 2.2.1.4. (Caracterizacio).

2.2.1.4. Caracterizacao

Todas as tipologias de AuNPs foram caracterizadas por UV-Vis e DLS.

Os espectros de absorcao UV-Vis foram adquiridos a temperatura ambiente no espec-
trofotometro UVmini-1240 num intervalo 400-800 nm com cuvettes de plastico de 1 cm de
percurso 6tico. A concentracdo das AuNPs foi determinada usando a lei de Lambert-Beer as-
sumindo um coeficiente de extin¢gdo molar para o maximo da banda de ressonancia plasmo-
nica de superficie (520 nm) de 2,33 x 108 M~1cm-1139,

O diametro hidrodindmico das AuNPs foi determinado por DLS usando o Zetasizer
NanoZS ZEN 3500 a 25 °C (procedimento realizado pela Nano4Global). As formulac¢des de
AuNPs foram diluidas para uma concentracao final de 1 nM antes da andlise. Foram realiza-
das trés medigdes para cada amostra.

2.2.2. Cultura Celular

Neste trabalho foram usadas linhas celulares humanas de leucemia mieloide crénica
obtidas a partir da American Type Culture Collection (ATCC®, Manassas, VA, USA).
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A linha celular imortalizada K562 (ATCC® CCL-243™) é derivada de uma doente do
sexo feminino com 53 anos e com LMC em crise blastica (linha celular positiva para o trans-
crito de fusdo BCR-ABL1 e14a2) 40,

Células K562 resistentes a IM (K562-IM) foram derivadas de células K562 sensiveis por
adicao de concentragdes crescentes de IM ao longo de cada passagem, até uma concentragdo
final de 1 pM (este procedimento foi realizado pela Dra. Catarina Roma-Rodrigues).

As células K562 e K562-IM foram cultivadas em Dulbecco’s Modified Eagle Medium
(DMEM) suplementado com 10% (v/v) soro fetal bovino (FBS, e uma mistura de 100 U/mL
de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina (Pen-Strep) e mantidas num frasco de cultura de
25cm2a37°Ccomb5% (v/v) CO2e99% (v/v) de humidade relativa até atingirem a confluéncia
pretendida. A confluéncia das células foi avaliada periodicamente por recurso ao microscépio
6tico invertido (Nikon TMS, Nikon Instruments).

Semanalmente, as culturas celulares foram analisadas por possivel contaminagdo com
micoplasma. Este controlo de qualidade foi realizado por PCR e/ou marcagdo com Hoescht

pela Dra. Catarina Roma-Rodrigues ou Daniela Ferreira.
2.2.2.1. Ensaios de viabilidade celular

Para avaliacdo da viabilidade celular foi realizado o ensaio padrao 3-(4,5- dimetiltiazol-
2-il) -5- (3-carboximetoxifenil) -2- (4-sulfofenil) -2H-tetrazé6lio (MTS).

Para a realizacado deste ensaio foi utilizado o kit CellTiter 96® AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay que é composto por dois reagentes: o MTS e o etossulfato de fenazina (PES)
141, Em células vidveis, o reagente de MTS, de coloragdo amarela, é reduzido pelo PES, levando
a formacao de formazano na mitocdndria, um produto colorido que absorve a 490 nm. Deste
modo, a quantidade de formazano produzida pode ser quantificada pela medigao da absor-
vancia a 490 nm que é diretamente proporcional ao ntimero de células viaveis na cultura (mé-
todo indireto) 141,

Para estes ensaios, células K562-IM foram cultivadas em placas de 96 pogos com uma
densidade celular de 2 x 104 células por pogo (volume final = 100 pL) e incubadas com 0,52
nM de AuNPs@PEG@MDRI, correspondendo a 30 nM de oligonucleotideo (racio Au:oligo-
nucleotideo =1:58); ou com 1-24 pM de IM sozinho ou em conjunto com 0,52 nM
AuNPs@PEG@MDR1. Como controlo, foram cultivadas células K562-IM expostas aos solven-
tes usados nas condigdes de tratamento na mesma propor¢ao [agua tratada com 0,1% (p/v)
DEPC (controlo para as AuNPs) e/ou DMSO (controlo para o IM)]; e células expostas a 0,52
nM AuNP@PEG (veiculo controlo). As células foram incubadas a 37 °C com 5% (v/v) COz e
99% (v/v) de humidade relativa durante 24 ou 48 horas

Ap6s o periodo de incubacédo desejado, 20 pL da solugdo de MTS foi adicionado a cada
poco. Posteriormente, a placa foi incubada a 37 °C com 5% (v/v) CO2 e 99% (v/v) de humi-
dade relativa durante 1 hora e 30 minutos. De seguida, a absorvancia a 490 nm foi medida no
leitor de microplacas Tecan Infinite M200, e os valores foram corrigidos para o branco (sem

células). A viabilidade celular foi calculada de acordo com a equacao 2.1.
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média da AbS490nm corrigida AMOStra

Viabilidade Celular (%) =

x 100 (Equagao 2.1)

média da AbS,490 nm corrigida 40 controlo

O valor de ICsp do IM também determinado por recurso ao ensaio de MTS apés exposi-
cao de células K562-IM a concentragdes crescentes de IM (1-100 pM) durante 24 ou 48 horas.

2.2.2.2. Ensaios de silenciamento in vitro

Para os ensaios de silenciamento in vitro, células K562-IM foram cultivadas em placas
de 24 pocos com uma densidade celular de 1 x 105 células por pogo (volume final = 500 pL) e
incubadas com 0,52 nM de AuNPs@PEG@MDR]1, correspondendo a 30 nM de oligonucleoti-
deo (racio AuNP:oligonucleotideos =1:58). Como controlo, foram cultivadas células expostas
a dgua tratada com 0,1% (p/v) DEPC na proporcao usada na condigao tratada com AuNPs; e
células expostas a 0,52 nM AuNP@PEG (veiculo controlo). Diferentes tempos de incubagao
foram testados (14, 24, 48 ou 72 horas).

Para anélise da expressao génica de MDR1, ap6s o periodo de incubacdo pretendido, o
RNA total foi isolado como descrito na subsecgdo 2.2.3.1. (Isolamento do RNA total) e subse-
quentemente a expressao relativa do mRNA de MDRI foi avaliada por RT-qPCR como des-
crito na subsecgao 2.2.3.2. (Anidlise da expressio génica por RT-qPCR).

Para analise da expressao de glicoproteina-P, apds 48 horas de incubagdo, procedeu-se
a extracdo de proteina como descrito na subsecgao 2.2.3.3 (Isolamento da proteina) e subsequen-

temente realizou-se a técnica de Western Blot como descrito na subsecgado 2.2.3.4 (Western Blot).
2.2.3. Biologia Molecular

2.2.3.1. Isolamento do RNA total

Primeiramente, cada amostra foi centrifugada a 500 x g durante 5 minutos a temperatura
ambiente (Sigma 1-14K) e o sobrenadante foi removido. De seguida, as células foram lisadas
com NZYol e incubadas durante 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, adicio-
nou-se cloroférmio, agitou-se vigorosamente as amostras durante 15 segundos e incubou-se
as mesmas durante 3 minutos a temperatura ambiente. Para promover uma separacao em trés
fases (fase organica, interfase e fase aquosa), as amostras foram centrifugadas a 12 000 x g
durante 15 minutos a temperatura ambiente (Sigma 1-14K) e de seguida, a fase aquosa foi
transferida com muito cuidado para um novo tubo de microcentrifuga de 1,5 mL. Posterior-
mente, precipitou-se 0 RNA com éalcool isopropilico frio e incubou-se durante a noite a - 20
°C. No dia seguinte, as amostras foram centrifugadas a 12 000 x g durante 10 minutos a 4 °C
(Sigma 3-16K rotor 12154) e o sobrenadante foi removido. De seguida, o sedimento foi lavado
com 75 % (v/v) etanol frio e centrifugado a 12 000 x g durante 5 minutos a 4 °C (Sigma 3-16K
rotor 12154). O sobrenadante foi removido e o sedimento foi deixado a secar ao ar durante 10
minutos. Seguidamente, ressuspendeu-se o sedimento em 4gua tratada com 0,1 % (p/v)
DEPC e incubou-se durante 10 minutos a 60 °C. O RNA foi armazenado a - 80 °C até ser usado.

A concentracdo e a pureza (Abszsonm/ Abssonm € Abs 260nm/ Abs2zonm) do RNA total ex-
traido foram determinadas usando o espectrofotémetro UV-Vis Nanodrop ND-1000.
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2.2.3.2. Anilise da expressao génica por RT-qPCR

Células expostas a diferentes condicdes (sem tratamento, AuNPs@PEG ou
AuNPs@PEG@MDR1) numa placa de 24 pogos foram recolhidas ap6s diferentes tempos de
incubacdo (12, 24, 48 ou 72 horas). O RNA total foi isolado conforme descrito na subsecgao
2.2.3.1. (Isolamento do RNA total).

Posteriormente, a expressao génica foi avaliada por RT-qPCR usando o kit One-step NZY
RT-qPCR Green kit. Os oligonucleotideos iniciadores (designados de primers) usados encon-
tram-se descritos na tabela 2.3. A mistura de PCR da reacao de amplificacdo dos genes 18S e
MDRI1 otimizada incluiu: one-step NZY qPCR Probe master mix 1x, 0,4 uL/ amostra de NZYRT
mix, 0,15 pM primers e RNA num volume de reacdo de 10 pL sob as seguintes condicoes: trans-
cricao reversa a 50 °C durante 20 minutos; ativacao da polimerase a 95 °C durante 10 minutos;
40 ciclos de 95 °C durante 30 segundos (desnaturacdo), 55 °C durante 15 segundos (annea-
ling/ extensao).

Os produtos da amplificacao foram analisados através de uma eletroforese em gel com
2 % (p/v) de agarose em tampao Tris-Acetato-EDTA (TAE) 1x [40 mM Tris base, 20 mM &cido
acético e 1 mM etilenodiamino tetra-acético (EDTA)] e GelRed® Nucleic Acid Gel Stain com uma
tensdo elétrica constante de 80 V aplicada durante 1 hora.

Os dados obtidos por RT-qPCR foram analisados pelo método 2-4ACt 142, onde a expres-
sdo relativa do gene é dada pela quantificacdo do gene de interesse (MDR1) em relagdo ao
gene de controlo interno (18S), normalizando para a condicdo controlo (células expostas a
AuNPs@PEG):

ACt = Ctypry — Ctigs (Equagao 2.3)

AACt = Ctpynpsepecempr1 — Ctaunpse@PEc (Equagdo 2.4)

Tabela 2.3 - Lista de primers usados nas reacdoes de RT-qPCR. Fw - Forward. Rv - Reverse.

Tamanho do

Gene Sequéncia (5'-3")
produto de PCR

Fw 5 TTGAAATGAAAATGTTGTCTGG
MDR1 110 bp
Rv 5' CAAAGAAACAACGGTTCGG

Fw 5' GTAACCCGTTGAACCCCATT
185 151 bp
Rv 5' CCATCCAATCGGTAGTAGCG

2.2.3.3. Isolamento da proteina

Cada amostra foi centrifugada a 500 x g durante 5 minutos a temperatura ambiente (Si-
gma 1-14K) e o sobrenadante foi removido. De seguida, as amostras foram lavadas com tam-
pao de fosfato salino (PBS) 1x (do inglés, Phosphate Buffered Saline) e centrifugadas a 750 x g
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durante 5 minutos a 4 °C (Sigma 3-16K rotor 12154). O sobrenadante foi removido e as células
foram ressuspendidas em tampao de lise NaCl-Tris-EDTA 4x [150 mM NaCl, 50 mM Tris pH
8, 5 mM EDTA, 2% (p/v) NP-40, inibidores de protéases 1x (cOmplete™ ULTRA Tablets,
Mini, EASYpack), inibidores de fosfatases 1x (PhosSTOP ™), 1 mM fluoreto de fenilmetilsul-
fonil (PMSF), 0,1 % (p/v) DTT] e armazenadas durante a noite a - 80 °C. Posteriormente, as
amostras foram submetidas a 6 pulsos continuos num banho de ultrassons em gelo durante 2
minutos e 30 segundos, com pausas de 30 segundos em gelo. De seguida, os lisados celulares
foram centrifugados a 8 000 x g durante 10 minutos a 4 °C (Sigma 3-16K rotor 12154) e o so-
brenadante foi recuperado.

A quantificagdo da proteina foi determinada usando o Pierce 660nm Protein Assay Rea-
gent kit de acordo com as instrucdes descritas pelo fornecedor 43.

2.2.3.4. Western Blot

Ap06s quantificagdo da proteina como descrito na subseccdo 2.2.3.3 (Isolamento da prote-
ina), 30 pg de proteina foram transferidos para um novo tubo de microcentrifuga, juntamente
com uma solugdo de Loading Buffer [SDS 4x; 3% (p/v) DTT] e incubou-se as amostras durante
2 horas a temperatura ambiente.

Posteriormente, os extratos proteicos foram fervidos a 95 °C durante 5 minutos e de
seguida adicionou-se 3 % (p/v) DTT a todas as amostras. De seguida, 30 ug de proteina total
por poco foram separadas por SDS-PAGE num gel de 8% (p/v) acrilamida-bisacrilamida
(37.5:1). Foi também aplicado no gel um marcador de pesos moleculares (NZYColour Protein
Marker II). As proteinas foram separadas durante 1 hora e 30 minutos a 100 V num tampao
Tris-Glicina no sistema de eletroforese E Mini-PROTEANE®.

De seguida, as proteinas foram transferidas para uma membrana 0,45 pm PVDF
Amersham™ Hybond™ durante 1 hora e 15 minutos e uma corrente constante de 130 mA
usando um sistema de transferéncia semi-seco.

Ap6s a transferéncia, a membrana foi bloqueada com uma solucdo de leite 5% (p/v) em
tampao Tris salino-Tween-20 (TBS-T) 1x [100 mM Tris, 0.9 % (p/v) NaCl e 0,1% (v/v) de
Tween-20, pH = 7,5] durante 2 horas a temperatura ambiente sob agitacdo. De seguida, a
membrana foi incubada com o anticorpo primario anti-MDR1 (1:500) (sc-55510) durante a
noite a 4 °C. No dia seguinte, as membranas foram lavadas trés vezes com TBS-T 1x e incuba-
das com o anticorpo secundario anti-mouse IgG HRP-linked (1:3000) (7076) durante 1 hora a
temperatura ambiente sob agitacdo. De seguida, a membrana foi novamente trés vezes com
TBS-T 1x.

A membrana foi revelada utilizando o WesternBright ECL. Preparou-se uma solugao de
1,5 mL com peréxido de rabano e reagente de ECL (1:1), e de seguida, cobriu-se a membrana
com a solugdo preparada durante 5 minutos a temperatura ambiente e na auséncia de luz.
Posteriormente, um filme foi exposto a membrana numa cadmara escura.

Posteriormente, para normalizar os resultados procedeu-se a realizagdo do controlo con-
tra a proteina B-actina. De modo a remover as ligacdes especificas dos anticorpos, a membrana
foi incubada trés vezes com tampao de stripping (0,1 M glicina, 20 mM acetato de magnésio,
50 mM cloreto de potassio) durante 10 minutos sob agitacdo. De seguida, a membrana foi
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novamente bloqueada com a solucgdo de leite 5% (p/v) em TBS-T 1x durante a noite a 4 °C. No
dia seguinte, incubou-se a membrana com o anticorpo primario anti-p actina (1:5000) (Sigma-
Aldrich) durante 1 hora a temperatura ambiente sob agitacdo e de seguida com o anticorpo
secundario anti-mouse IgG HRP-linked (1:3000) (7076) nas mesmas condigdes. Posteriormente,
a membrana foi revelada usando o WesternBright ECL nas mesmas condicdes descritas acima.

A quantificacdo das bandas de proteina foi realizada por recurso ao programa Image].
2.24. Analise Estatistica

Todos os dados apresentados foram expressos como média (quando apenas uma expe-
riéncia foi realizada) ou média + desvio padrao (quando mais do que uma experiéncia inde-
pendente foi realizada).

A anélise estatistica foi realizada por recurso ao programa Graph Pad Prism 8.0.2. A
significancia estatistica dos dados das figuras 3.3, 3.7 e 3.8 foi analisada através do teste t de
Student (Student's t-test). As diferencas entre as médias dos grupos analisados foram determi-
nadas com um intervalo de confianca de 95%. Resultados com um p-value < 0,05 foram consi-

derados estatisticamente significativos.
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3.
RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1. Sobreexpressao de glicoproteina-P em células K562 resis-

tentes a imatinib

A sobreexpressao da P-gp em tecidos tumorais constitui um dos mecanismos de mul-
tirresisténcia mais comuns desenvolvidos pelas células cancerigenas para escapar a morte in-
duzida pela quimioterapia, estando relacionada com a falha terapéutica num nimero consi-
deravel de neoplasias, incluindo leucemias 44788687, Particularmente, no que diz respeito a
LMC, diversos estudos tém relacionado a sobreexpressao da P-gp como um dos mecanismos
de resisténcia ao IM 8588,

Para estudar in vitro novas estratégias terapéuticas para combater a MDR na LMC, cé-
lulas K562 resistentes a imatinib (K562-IM) foram derivadas de células K562 sensiveis por
adigao de concentracdes crescentes de IM ao longo de cada passagem, até uma concentragao
final de 1 pM (este procedimento realizado pela Dra. Catarina Roma-Rodrigues).

A aquisicao de resisténcia ao IM foi averiguada pela comparacao do valor de ICso do IM
em células K562-IM e células K562 sensiveis através do ensaio de MTS. Os resultados obtidos
revelam que, enquanto as células K562-IM necessitam de uma concentracao do farmaco de
11,27 pM para levar a uma redugao na viabilidade celular de 50% apés 48 horas de exposicao,
as células K562 sensiveis necessitam de uma concentracdo muito inferior, de 0,22 uM %, para
levar a mesma resposta celular (Tabela 3.1). Assim, o valor de ICso do IM parece ser cerca de
50x superior em células K562-IM em relacdo a células K562 sensiveis, demonstrando a tole-

rancia ao IM adquirida pelas células K562-IM.
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Tabela 3.1 - ICsp do imatinib (IM) em células K562 sensiveis e células K562 resistentes (K562-IM). O ICso do IM
ap6s 48 horas de exposigdo foi determinado a partir do grafico dose-resposta obtido com recurso ao programa
Graph Pad Prism 8.0.2 (figura 1.1 - apéndice). *resultados obtidos anteriormente no laboratério pela Dra. Raquel
Vinhas 9. ICsp: concentra¢do de farmaco necesséria para uma inibicao de 50%.

Tempo de exposicao K562 sensiveis K562 resistentes
(horas) (K562)* (K562-IM)
ICso Imatinib (uM) 48 0,22% 11,27 £2,31

De seguida, a expressao de P-gp em células K562-IM e células K562 sensiveis foi avali-
ada por Western Blot. Tal como esperado, os resultados obtidos parecem indicar que a P-gp se
encontra sobreexpressa nas células K562-IM em relacdo as células K562 sensiveis ao IM (Fi-
gura 3.1), demonstrando que a tolerdncia das células K562-IM ao IM pode estar associada ao

aumento da expressdo de P-gp.
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Figura 3.1 - Sobreexpressio de glicoproteina-P em células de leucemia mieloide crénica resistentes a imatinib.
(A) Expressao de glicoproteina-P (170 kDa) e B-actina (42 kDa) em células K562 sensiveis e K562 resistentes a IM
(K562-IM). (B) Expressao relativa da glicoproteina-P. A quantificagdo das bandas foi primeiro normalizada contra
a PB-actina e, posteriormente, contra as células K562 (=1). Os dados correspondem a média de uma experiéncia
independente.

Assim, a linha celular K562-IM foi utilizada ao longo do presente projeto para estudar
daqui em diante in vitro uma estratégia terapéutica para combater a resisténcia a multiplos

farmacos na LMC, tendo como alvo a P-gp.
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3.2. Caracterizacao dos nanoconjugados de ouro para silenci-
amento génico

A combinagdo da quimioterapia tradicional com abordagens que visam o silenciamento
génico pode auxiliar a morte celular das células cancerigenas. A terapia génica com ASOs é
uma das estratégias usadas para promover a diminui¢do da expressdo de uma proteina de
interesse por bloqueio da tradugao e/ou degradacdo dos hibridos de DNA-RNA 127. No en-
tanto, apesar dos acidos nucleicos fornecerem ferramentas terapéuticas promissoras sdo na-
turalmente suscetiveis a degradacao enzimatica, além de apresentarem baixa penetracdo in-
tracelular 94%. O surgimento da nanovetorizacdo (e.g. AuNPs) tem beneficiado o silencia-
mento génico mediado por ASOs 94%,

Assim, tendo em vista a funcionalizacdo de AuNPs que visam o silenciamento de
MDR1, o primeiro passo consistiu em desenhar uma sequéncia de ssDNA complementar ao
mRNA de MDRI. Para silenciamento génico, as AuNPs devem ser estdveis em condicdes bi-
ologicas e, para atender esse requisito, AuNPs previamente sintetizadas foram posterior-
mente funcionalizadas com PEG (AuNPs@PEG). Trabalhos anteriores mostraram que uma
cobertura de 30% de PEG a superficie das AuNPs é suficiente para manter a estabilidade e
impedir a sua agregacao, possibilitando ainda a conjugagdo posterior com outras biomolécu-
las 144, Seguidamente, as AuNPs@PEG foram funcionalizadas com o ASO
(AuNPs@PEG@MDR1). Todas as tipologias de AuNPs foram caracterizadas por espectrosco-
pia UV-Vis e DLS de modo a averiguar se as etapas de funcionalizacdo foram bem-sucedidas.

3.21. Projecdo e analise da sequéncia ssDNA

O desenho da sequéncia de ssDNA complementar a sequéncia de mRNA do gene MDR1
teve em considerac¢ao diversos fatores.

Primeiramente, selecionou-se uma sequéncia de ssDNA complementar e especifica para
o gene de interesse. Com base na literatura, a sequéncia de ssDNA 5'-
TTCAAGATCCATCCCGACCTCGCG-3' é descrita por vérios autores como ser capaz de pro-
mover silenciamento do gene MDRI 145149, Adicionalmente, a analise no programa BLAST
(GenBank: AF016535.1) permitiu confirmar que a sequéncia tem 100% homologia apenas com
o gene de interesse, tendo por isso sido a sequéncia eleita.

Posteriormente, uma regido palindrémica foi adicionada a ambas as extremidades do
oligonucleotideo ssDNA selecionado anteriormente de modo a promover uma conformacao
em hairpin. A formagdo desta estrutura permite que o hairpin s6 tenha tendéncia a abrir caso
encontre o seu alvo complementar, aumentando assim a especificidade da sonda para o alvo.
Experiéncias in silico foram realizadas no programa NUPACK e a sequéncia final projetada
foi 5'- TTTCGGTTCAAGATCCATCCCGACCTCGCGCCGAAA -3' (a sequéncia palindré-
mica encontra-se sublinhada). Os resultados revelam que a sequéncia palindrémica adicio-
nada promove a formacdo de uma estrutura em hairpin perfeita evitando uma hibridacao in-
terna (complementaridade entre a regido palindrémica e a sequéncia complementar ao alvo)
(Figura IL.1. - apéndice). Adicionalmente, a variacdo da energia livre de Gibbs (AG) também
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fornece informagdes que o hairpin projetado ira provavelmente abrir na presenga do alvo com-
plementar, uma vez que a AG hairpin averto/avo = - 34,78 kcal/ mol enquanto que a AG hairpin
fechado/sem alvo = - 2,75 kcal/mol (Figura II.1. - apéndice). A sequéncia final foi ainda analisada
no programa BLAST (GenBank: AF(016535.1) e ndo mostrou homologia com nenhum gene,
além do MDRI.

Adicionalmente, o oligonucleotideo ssDNA foi ainda modificado quimicamente por
adigao de um grupo tiol a sua extremidade 5', uma vez que o ouro tem elevada afinidade para
os atomos de enxofre, formando uma ligacdo quase covalente %. Assim, a ligacdo Au-S con-
siste num método forte e eficaz para ancorar os oligonucleotideos a superficie da AuNP %.

3.2.2. Caracterizacao dos nanoconjugados de ouro

Devido a banda de ressonancia plasmonica de superficie localizada (LSPR, do inglés
localized surface plasmon ressonance) caracteristica das AuNDPs, a espectroscopia UV-Vis consiste
numa técnica muito util que permite avaliar o sucesso das etapas de funcionalizacdo das
AuNPs. O espectro LSPR é influenciado por mudangas na forma ou tamanho das NPs 115,
distancia interparticulas 11¢ ou constante dielétrica do meio circundante 117. Os valores do ma-
ximo de absorcdo sdo uma caracteristica da absorvancia da SPR das AuNPs esféricas induzi-
das pela interagdo entre a luz incidente e os eletrdes de conducao da NP metalica esférica 150.
Por outro lado, a técnica de DLS permite determinar o tamanho médio geral da particula,
tendo em consideragdo o ndcleo inorganico das AuNPs e a camada de revestimento organica,
possibilitando avaliar modificagdes a superficie das AuNPs e apoiar os resultados obtidos

pela espectroscopia UV-Vis 151,

A solugdo de AuNPs utilizada apresentou uma coloragao vermelha intensa e uma banda
LSPR estreita e bem definida com um maximo de absorcdo centrado a 519 nm (Figura 3.2 - A
e B). O perfil da banda LSPR e o seu méximo de absorcao nao alteraram desde a altura da sua
sintese sugerindo a manutencdo da estabilidade da solucdo. Adicionalmente, os dados obtidos
por DLS mostram que o didmetro hidrodinamico das AuNPs é de 12 + 3,7 nm. Os resultados
obtidos vao de encontro ao que seria espectavel, uma vez que o didmetro esperado ap6s a
sintese de AuNPs com o método utilizado é de 14 nm e uma solugio coloidal de AuNPs esfé-
ricas de tamanho inferior a 40 nm deve apresentar um pico SPR em torno dos 520 nm 106152,

Ap6s a funcionalizacao das AuNPs com PEG, observa-se um desvio do pico SPR para
520 nm (Figura 3.2 - A e Tabela 3.2 - A), o que esta de acordo com estudos anteriores %. O
deslocamento do pico SPR para a regido azul/vermelha do espectro pode ser consequéncia
de uma diminui¢do/ aumento do indice de refragdo em torno das AuNPs 150. Assim, a conju-
gacdo do PEG a superficie da AuNPs pode alterar o ambiente dielétrico do meio circundante
(aumento do indice de refracdo local na superficie da AuNP), podendo justificar o desvio ob-
servado e ser uma indicacdo do sucesso da peguilagdo das AuNPs. Nao obstante, como refe-
rido anteriormente, o espectro LSPR também é dependente do tamanho das AuNPs pelo que
o desvio observado podera resultar de uma selecdo das AuNPs de maiores dimensdes/ mais
pesadas aquando das etapas de centrifugagdo que foram realizadas para remover o PEG que
nao ficou ligado as AuNPs. Os resultados obtidos pela técnica de DLS (Figura 3.2 - B e Tabela
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3.2 - B) revelam um aumento do didmetro hidrodindmico das AuNPs@PEG em relacdo as
AuNPs, o que também vai de encontro a estudos anteriormente publicados %. Deste modo, os
resultados obtidos por espectroscopia de UV-Vis e DLS estdo em concordancia levando a crer
que a etapa de peguilacao foi bem-sucedida.
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Figura 3.2 - Caracterizacao das AuNPs, AuNPs@PEG e AuNPs@PEG@MDRI1 por espectroscopia UV-Vis e DLS.
(A) Espectros de absor¢ao UV-Vis das AuNPs (vermelho), AuNPs@PEG (azul) e AuNPs@PEG@MDR1 (verde)
adquiridos a temperatura ambiente num intervalo 400-800 nm em cuvettes de plastico com 1 cm de percurso 6tico.
(B) Curva de distribuigdo representativa do didmetro hidrodindmico (nm) das AuNPs (vermelho), AuNPs@PEG
(azul) e AuNPs@PEG@MDR1 (verde) obtidas por DLS.

Tabela 3.2 - Caracterizacao das AuNPs, AuNPs@PEG e AuNPs@PEG@MDR1 por espectroscopia UV-Vis e DLS.
(A) Comprimento de onda correspondente ao maximo da banda de ressonancia plasménica de superficie (SPR, do
inglés surface plasmon resonance), determinado calculando a primeira derivada do espectro no programa LabPlot
(Figura III.1 - em apéndice). (B) Didmetro hidrodindmico (nm) das diferentes tipologias de AuNPs. Os valores
apresentados correspondem ao didmetro hidrodindmico + desvio padrao, calculado através da largura do pico.

A B
Pico SPR (nm) Diametro hidrodinamico (nm)
AuNPs 519 AuNPs 12+3,7
AuNPs@PEG 520 AuNPs@PEG 43+6,3
AuNPs@PEG@MDR1 522 AuNPs@PEG@MDR1 63+11,6

Ap6s a funcionalizacdo das AuNPs@PEG com os oligonucleotideos ssDNA tiolados, ob-
serva-se um desvio do pico SPR para 522 nm (Figura 3.2 - A e Tabela 3.2 - A). Trés passos de
centrifugagdo foram realizados para remover os oligonucleotideos que nao ficaram ligados as
AuNPs@PEG. A quantidade de oligonucleotideos presentes no sobrenadante foi estimada
medindo a absorg¢do 6tica do sobrenadante de DNA a 260 nm. Subtraindo a quantidade de
oligonucleotideos presentes no sobrenadante a quantidade de oligonucleotideos adicionados,
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estabeleceu-se o nimero de oligonucleotideos que ficaram ligados a AuNP, resultando numa
proporcao de 1:58 (AuNP: oligonucleotideos). Assim, é espectavel que o desvio do pico SPR
se deva a alteracdo do ambiente dielétrico do meio como resultado da conjugagdo dos oligo-
nucleotideos ssDNA as AulNPs. Resultados semelhantes ja foram reportados na literatura
93124 Os resultados obtidos pela técnica de DLS vao de encontro aos resultados anteriores e a
trabalhos anteriormente publicados %124, mostrando uma aumento do didmetro hidrodina-
mico das AuNPs@PEG@MDR1 em relacao as AuNPs@PEG (Figura 3.2 - B e Tabela 3.2 - B).

Deste modo, uma vez que os resultados obtidos mostram evidéncias de que as etapas
de funcionalizacdo foram bem-sucedidas, antes de se prosseguir para os ensaios de silencia-
mento, avaliou-se se o veiculo usado para direcionar os oligonucleotideos de ssDNA poderia
apresentar citotoxicidade. Para isso, a viabilidade de células K562-IM apds exposicdo a
AuNPs@PEG (veiculo controlo) ao longo do tempo foi avaliada por recurso ao ensaio de MTS.
Os resultados obtidos revelam que células K562-IM sem tratamento e expostas a AuNPs@PEG
ndo parecem apresentar diferencas significativas na percentagem de células viaveis, suge-
rindo que ndo apresentam toxicidade significativa para as células nos periodos de tempo tes-
tados (Figura 3.3). Estes resultados fornecem assim uma boa indicagao para seu o uso in vitro.
Adicionalmente, trabalhos anteriores no laboratério desenvolvidos por Conde et al. permiti-
ram uma avaliacdo toxicolégica integrada de nanobeacons de ouro sintetizados de acordo com
os mesmos procedimentos das AuNPs desenvolvidas neste projeto e concluiram que estes nao
exibem toxicidade significativa, o que é extremamente relevante quando traduzido num mo-
delo in vivo 132,
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Figura 3.3 - Exposi¢ao de células K562-IM a AuNPs@PEG ndo parece induzir citotoxicidade ao longo do tempo.
Viabilidade de células K562-IM ap6s exposi¢do a 0,52 nM de AuNPs@PEG durante 24 ou 48 horas. A viabilidade
celular foi medida através do ensaio MTS. Os dados correspondem & media + desvio padrdo de duas experiéncias
independentes. Nao foram observadas diferencas significativas entre a condicdo AuNPs@PEG e a condigdo con-
trolo sem tratamento (ns: p-value > 0,05, Student's t-test)
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3.3. Silenciamento de MDRI1 in vitro em células de leucemia
mieloide cronica resistentes a imatinib

De modo a avaliar se os nanoconjugados de ouro sdo capazes de provocar o silencia-
mento in vitro do gene MDRI em células K562-IM, a expressao relativa de MDR1 foi avaliada
por RT-qPCR. Para isso, foi necessario primeiramente otimizar a reagdo de amplificacdo dos
genes MDRI (gene alvo) e 18S (controlo endégeno utilizado para a quantificacdo relativa) por
RT-qPCR e avaliar a eficiéncia das respetivas reacdes.

3.3.1. Otimizacao da reacao de amplificacao dos genes 18S e MDR1
por RT-qPCR

O sucesso de um PCR ¢ altamente dependente da especificidade dos oligonucleotideos
iniciadores (designados de primers) reconhecerem apenas a sua sequéncia alvo. Deste modo,
é essencial otimizar esta interagdo molecular para garantir posteriormente uma anélise correta
por RT-qPCR. Nesse sentido, procedeu-se a otimizagao da reacdo de amplificacao dos genes
185 e MDR1 por RT-qPCR alterando algumas condigdes da reacdo nomeadamente a tempera-
tura de annealing (T,), o tempo de annealing e o tempo de extensdo. 18S consiste num gene
housekeeping cujo seu nivel de expressao ndo difere entre as condicdes experimentais, tendo
sido por isso utilizado como controlo endégeno para permitir a normalizacdo da expressao
do gene alvo.

A capacidade dos primers hibridarem apenas com a sua sequéncia complementar per-
feita ou de hibridarem também com outras sequéncias que ndo apresentam 100% de comple-
mentaridade é criticamente dependente da T,!%. Teoricamente, quanto mais elevada for a T,
maior a especificidade dos primers ou seja, maior a probabilidade de ocorrer apenas amplifi-
cacdo da sequéncia alvo 5. Por outro lado, quanto mais baixa for a T,, maior a probabilidade
de ocorrerem hibrida¢des incompativeis entre os primers e o template e consequentemente am-
plificagdo de produtos inespecificos 15. Foram testadas T, entre os 53-57 °C. Os resultados
obtidos mostram que a partir de uma T, de 57 °C e 55 °C deixam de se observar produtos
inespecificos para os genes 185 e MDRI respetivamente (Figura IIL.1 - apéndice). Contudo,
para facilitar o procedimento é preferivel que o controlo endégeno e o gene alvo possam ser
analisados nas mesmas condicdes de reacdo. Deste modo, procurou-se otimizar a reagdo nesse
sentido.

A T, selecionada foi de 55 °C uma vez que, acima desta temperatura a reagdo de ampli-
ficagdo do gene MDRI revela-se bastante desfavorecida. Posteriormente, avaliou-se se o
tempo de annealing poderia aumentar a especificidade da reagao, testando por um periodo de
30 ou 15 segundos. Uma diminuicdo do tempo de annealing pode favorecer a especificidade
da reacdo uma vez que a polimerase tem atividade a T, selecionada pelo que, quanto maior o
tempo da reagdo maior a probabilidade de amplificagdo de produtos inespecificos 1%. Os re-
sultados obtidos revelam que a especificidade da reacao melhorou com a redugdo do tempo
de annealing para 15 segundos (Figura II1.2 - apéndice). No entanto, para o gene 18S ainda se
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verifica a presenca de produtos inespecificos ndo estando por isso a reacdo de amplificagao
otimizada.

Por fim, uma vez que os produtos inespecificos observados anteriormente apresentam
peso molecular superior aos genes de interesse testou-se diferentes periodos de tempo de ex-
tensdo a 72 °C nomeadamente 30, 15 ou 0 segundos (remogao da etapa de extensdo). Os resul-
tados obtidos mostram que a melhor condicdo e a que permitiu a otimizagdo da reacdo de
amplificagdo para ambos os genes foi quando se removeu a etapa de extensao (Figura IIL3 -
apéndice). A condi¢do de RT-qPCR otimizada encontra-se apresentada na Figura 3.4.
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Figura 3.4 - Amplificacao por RT-qPCR dos genes 185 (controlo endégeno) e MDR1 (gene alvo) nas linhagens
celulares K562 e K562-IM. Curvas de amplificagdo (A) e curvas de melting (B) dos genes 18S e MDR1 obtidas por
RT-qPCR. (C) Anélise por eletroforese em gel de agarose 2% (p/v) dos produtos de amplificagdo dos genes 18S e
MDR1 por RT-qPCR. O tamanho do produto esperado para o gene 18S e MDRI1 é de 151 bp e 110 bp respetiva-
mente. NTC (do inglés, no template control) - controlo negativo (sem RNA). Marcador - GeneRuler DNA Ladder
Mix SM0331 (Thermo Scientific).

As eficiéncias de amplificacdo de ambos os genes foram determinadas e revelaram ser
bastante semelhantes pelo que daqui em diante a expressao de mRNA de MDRI foi calculada

através de uma quantificagao relativa com base no método 2-4Ct 154,
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3.3.2. Os nanoconjugados de ouro sao capazes de silenciar MDR1

A andlise por RT-qPCR revela que ap6s 24 horas de exposicao de células K562-IM a 0,52
nM de AuNPs@PEG@MDR1 (correspondendo a 30 nM de oligonucleotideo) a expressdo re-
lativa do mRNA de MDRI1 diminuiu até atingir um minimo as 48 horas, que corresponde a
cerca de 45% de silenciamento (Figura 3.5). A diminui¢do da expressao de MDRI ao longo do
tempo pode ser explicada pela internalizagdo de um maior ndmero de nanoconjugados com
o tempo e pelo tempo necessario a acio do agente silenciador. As 72 horas, a expressao de
MDR1 comega a ser restaurada, possivelmente devido a degradacao de oligonucleotideos ou
expansao celular ao longo do tempo, o que diminui o racio AuNP: célula no meio celular. Este
efeito de silenciamento transitério ja havia sido observado anteriormente com outros alvos
biol6gicos %.

Em resumo, os nanoconjugados de ouro em estudo parecem ser capazes de provocar
um silenciamento do gene MDR1 in vitro, sugerindo ser maximo apds 48 horas de incubagéo.
Estes resultados permitem ainda corroborar o sucesso das etapas de funcionalizagdo das
AuNPs.
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Figura 3.5 - Silenciamento in vitro do gene MDR1 em células K562-IM usando AuNPs@PEG@MDRI1. O grafico
representa a expressdao relativa do mRNA de MDRI1 apés exposicdo de células K562-IM a 0,52 nM de
AuNPs@PEG@MDR1 (correspondendo a 30 nM de oligonucleotideo) durante 14, 24, 48 ou 72 horas. Os dados
foram normalizados para o gene 18S (controlo endégeno) e posteriormente para células expostas a 0,52 nM de
AuNPs@PEG (condic¢do controlo). Os dados correspondem a média + desvio padrao de duas experiéncias inde-
pendentes. Ct - threshold cycle.

De forma a confirmar os resultados obtidos por RT-qPCR e averiguar o impacto do si-
lenciamento de MDRI na expressao de P-gp apos 48 horas de exposicao aos nanoconjugados,
foi realizada a técnica de Western Blot. Os resultados obtidos mostram que apds exposicdo a
AuNPs@PEG durante 48 horas a expressao da P-gp parece aumentar cerca de 30% (Figura
3.6). E descrito na literatura que a regiao promotora de MDRI contém varios locais para a
ativacao de fatores de transcricao, incluindo myc, Sp1, AP-1, NF- « B, TCF (revisto em %), Sp3
1%, OCT-4 / POUSF1 157 e PITX2 18159, e que muitos dos fatores de transcricdo mencionados

sdo alterados em resposta ao stress, sendo MDRI altamente suscetivel a regulagdo positiva
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durante uma resposta ao stress 8. Assim, ainda que sejam necessérias mais experiéncias para
verificar se o aumento de expressdo observado apés a incubagdo com AuNPs@PEG ¢é estatis-
ticamente significativo, uma possivel justificacdo podera dever-se ao facto das AuNPs, sendo
um material estranho para as células, poderem induzir stress e consequentemente levarem a
regulagdo positiva de P-gp como resposta celular. Por outro lado, apds exposicdo a
AuNPs@PEG@MDR1 durante 48 horas a expressdo de P-gp parece diminuir cerca de 60%
quando comparado com células incubadas com AuNPs@PEG (Figura 3.6). Estes resultados
apoiam os resultados obtidos anteriormente por RT-qPCR evidenciando que além dos nano-
conjugados exibirem efeito in vitro ao nivel do mRNA também parecem apresentar efeito ao
nivel da proteina, diminuindo a sua expressao. No entanto, mais experiéncias independentes
devem ser realizadas para obter resultados estatisticamente significativos que permitam cor-
roborar esta afirmagdo e determinar com maior robustez a percentagem de reducdo da ex-
pressao de P-gp que se observa apés 48 horas de exposi¢do aos nanoconjugados de ouro. Adi-
cionalmente, a expressdo de P-gp apds 72 e 96 horas de exposicao aos nanoconjugados tam-
bém poderia ser avaliada, uma vez que apesar do silenciamento maximo de MDR1 ter-se ob-
servado apods 48 horas de exposicdo, ndo é possivel extrapolar que a expressao minima de P-
gp por agdo dos nanoconjugados se observe nesse mesmo periodo de tempo. Por exemplo,
Nieth et al, utilizando siRNAs, uma outra abordagem para silenciamento génico, observaram
também o silenciamento méximo de MDRI apds 48 horas de exposigdo contudo, o pico de
reducdo da expressao da P-gp so6 foi observado mais tarde 160.
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Figura 3.6 - Expressdo de glicoproteina-P em células K562-IM apds exposi¢do aos nanoconjugados durante 48
horas. (A) Expressao de glicoproteina-P (170 kDa) e p-actina (42 kDa) em células K562-IM sem tratamento (1) e
apos exposicdo a 0,52 nM de AuNPs@PEG (2) ou 0,52 nM de AuNPs@PEG@MDR1 (correspondendo a 30 nM de
oligonucleotideo) (3) durante 48 horas. (B) Expressao relativa de glicoproteina-P. A quantificacdo das bandas foi
primeiro normalizada contra a p-actina e, posteriormente, contra a células sem tratamento (valor representado
pelo limiar). Os dados correspondem a média de uma experiéncia independente.
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3.4. Viabilidade celular apds exposicao aos nanoconjugados
de ouro em combinacdao com o imatinib

De modo a verificar se o silenciamento de MDR1/diminuigdo da expressdo de P-gp in
vitro por agdo dos nanoconjugados em combinacdo com as estratégias terapéuticas tradicio-
nais de inibi¢do da tirosina quinase poderiam aumentar a sensibilidade das células LMC re-
sistentes, avaliou-se a viabilidade de células K562-IM apés exposicao aos nanoconjugados em
combinacdo com o IM.

Uma vez que o silenciamento maximo de MDRI se observou ap6s 48 horas de exposigao
(Figura 3.5), células K562-IM foram expostas simultaneamente aos nanoconjugados e ao IM
durante esse periodo de tempo. Os resultados obtidos indicam que a combinagdo simultanea
de AuNPs@PEG@MDRI1 com o IM durante 48 horas ndo parece aumentar a sensibilidade de
células K562-IM ao IM por comparacdo com a sua condi¢do controlo (células K562-IM expos-
tas a AuNPs@PEG + IM) (Figura 3.7). Perante estes resultados colocou-se a possibilidade de
a combinagdo simultanea dos nanoconjugados com o IM ndo ser a estratégia mais eficaz para
levar ao aumento da morte celular das células LMC resistentes, uma vez que estas nao irdo
apresentar uma diminuicdo da expressao da P-gp aquando da administracao do IM. Assim,
colocou-se a hipdtese de que uma primeira exposicdo aos nanoconjugados, de modo a permi-
tir que as células ao fim desse periodo de tempo ja apresentem uma expressao diminuida de
mRNA de MDR1/ P-gp, seguida da exposicao ao IM poderia resultar numa abordagem mais
adequada.
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Figura 3.7 - Exposic¢ao de células K562-IM aos nanoconjugados em combinacdo simultinea com o imatinib (IM)
durante 48 horas nao parece aumentar a sensibilidade das células LMC resistentes ao IM. Viabilidade celular
ap6s exposicao de células K562-IM a 0,52 nM de AuNPs@PEG e 0,52 nM de AuNPs@PEG@MDR1 (correspondendo
a 30 nM de oligonucleotideo) s6 ou em combinacao simultdnea com o IM, numa concentracdo correspondente ao
valor de ICso. A viabilidade celular foi medida através do ensaio MTS. Os dados apresentados correspondem a
média + desvio padrao de duas experiéncias independentes. Nao foram observadas diferengas significativas entre
a condicdo AuNPs@PEG@MDR1 + IM e a sua condicao controlo AuNPs@PEG + IM (ns: p-value > 0,05, Student's t-
test).
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De acordo com os resultados obtidos anteriormente por RT-qPCR, que indicam existir
um silenciamento in vitro de cerca de 22% e 45% ap6s 24 ou 48 horas de exposicao aos nano-
conjugados (figura 3.5), testou-se primeiramente incubar as células K562-IM apenas com os
nanoconjugados durante 24 horas e de seguida, administrar o IM durante mais 24 horas, per-
fazendo um periodo de incubacao total com os nanoconjugados de 48 horas, que corresponde
ao tempo de silenciamento maximo de MDRI. A viabilidade celular foi avaliada por recurso
ao ensaio de MTS. A semelhanca do que se tinha verificado anteriormente, a combinacao des-
fasada dos nanoconjugados com o IM também nao parece aumentar a sensibilidade de células
K562-IM ao TKI (Figura 3.8). Estes resultados sugerem que, nas condicdes testadas, os efeitos
observados dos nanoconjugados ao nivel da expressdo do mRNA de MDRI e da P-gp pare-
cem nao ser suficientes para reverter a resisténcia das células. Contudo, mais experiéncias

independentes devem ser realizadas para corroborar a afirmacdo anterior.
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Figura 3.8 - Exposi¢do de células K562-IM aos nanoconjugados durante 24 horas seguida da exposi¢do ao imati-
nib (IM) durante mais 24 horas ndo parece aumentar a sensibilidade das células LMC resistentes ao IM. Viabi-
lidade celular ap6s exposicdo de células K562-IM a 0,52 nM de AuNPs@PEG e 0,52 nM de AuNPs@PEG@MDR1
(correspondendo a 30 nM de oligonucleotideo) durante 24 horas e posteriormente ao IM (1-24 uM) durante mais
24 horas, perfazendo um periodo total de incubagdo com os nanoconjugados de 48 horas. A viabilidade celular foi
medida através do ensaio MTS. Para os ensaios com 1 e 5 uM, os dados apresentados correspondem a média +
desvio padrao de duas experiéncias independentes. Nao foram observadas diferencgas significativas entre a condi-
¢do AuNPs@PEG@MDRI + IM e a sua condigado controlo AuNPs@PEG + IM IM (ns: p-value > 0,05, Student's t-test).
Para os ensaios com 10 e 24 pM, os dados apresentados correspondem a média de uma experiéncia independente.

Diversas hipéteses poderdo justificar os resultados obtidos.

Tendo-se observado uma redugédo parcial (= 60%) da expressao de P-gp (Figura 3.6), a
quantidade de P-gp remanescente a superficie da célula pode estar ativa e ser suficiente para
bombar o IM para fora da célula, impossibilitando a reversao do fenétipo resistente. Na seccao
seguinte 4. (Conclusdo e Perspetivas futuras) serd proposto um ensaio para testar esta hipétese.

Contudo, e apesar de nenhum dos estudos ter utilizado células K562 resistentes ao IM,
ja foi descrito na literatura que ASOs direcionados a MDR1 161, em particular 8 mesma sequén-
cia alvo que a utilizada neste trabalho 145148, foram capazes de aumentar a sensibilidade de
células tumorais resistentes a quimioterapia in vitro. Outros estudos descritos na literatura,
foram capazes reverter a MDR com ASOs direcionados a MDR1 e/ ou outros alvos biolégicos
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criticos no desenvolvimento de multirresisténcia 146162, Por exemplo, Pakunlu et al utilizaram
lipossomas encapsulados com doxorrubicina e ASOs direcionados a MDR1 e/ou BCL-2 (ele-
mento chave na defesa antiapoptética da maioria das células tumorais) e demonstraram que
a modulagao simultanea da resisténcia celular com bomba e sem bomba aumenta a capaci-
dade da doxorrubicina induzir a apoptose em células cancerigenas de ovario humano
(A2780/AD) e de mama (MCEF-7/AD) multirresistentes a farmacos 4. Yu-Li Lo et al foram
pioneiros na inibicdo de varios genes envolvidos no desenvolvimento de multirresisténcia in
vivo ao utilizar uma variedade de ASOs distintos, sendo estes direcionados a MDR1, MRP1,
MRP2 e BCL-2/BCL-xL'62. Usando esta "terapia combinada" e com recurso a um transportador
lipossomal peguilado para melhorar o direcionamento desses ASOs, conseguiram aumentar
notavelmente a citotoxicidade do farmaco anticancerigeno epirrubicina em células CT26 (ade-
nocarcinoma do célon) 2. Na verdade, ndo se pode excluir a hip6tese de que outros meca-
nismos alternativos a sobreexpressao da P-gp possam estar a ser utilizados pelas células K562-
IM impossibilitando a reversao do fenétipo resistente. De forma semelhante ao que é obser-
vado durante o tratamento dos doentes 8163, as células resistentes que sdo selecionadas in vitro
podem exibir multiplos fenétipos de resisténcia que variam durante os diferentes estadios do
processo de selecao 164, Neste sentido, e como a linha celular utilizada neste trabalho resultou
da selecdo de células resistentes a doses progressivamente mais elevadas de IM, a resisténcia
adquirida pelas células K562-IM pode ndo se dever exclusivamente a sobreexpressao da P-gp.
Gromicho et al demonstraram que durante o desenvolvimento de resisténcia através da ad-
ministracdo de doses crescentes de IM, células K562 sobreexpressaram varios transportadores
como ABCB1 (MDR1), ABCC1 (MRP1), ABCG2 (BCRP), SLC22A1 e MVP) e que o padrao de
expressao destes era dindmico, variando com a exposigdo crénica ao medicamento 165. Coe-
rentemente, Berger et al mostraram que a exposigdo crénica ao IM leva a uma reducao da
concentracgdo intracelular do farmaco pela inducao das bombas de efluxo ABCG2 (BCRP) e
ABCB1 (MDR1) 1¢6. Nesse sentido, a sobreexpressao de outros transportadores de efluxo, além
da P-gp, pode estar a auxiliar a expulsdo do IM impossibilitando a reversao da resisténcia.
Adicionalmente, tem sido descrito na literatura que outros mecanismos alternativos envolvi-
dos na multirresisténcia como a inibicao da apoptose ¢7 e a regulacao negativa de transporta-
dores de influxo (e.g. OCT1) 7 também estdo associados a resisténcia ao IM na LMC. Por outro
lado, sendo a neoplasia em estudo a LMC, o desenvolvimento de mecanismos de resisténcia
dependentes de BCR-ABL1 como a sobreexpressdao de BCR-ABLI e a aquisi¢do de mutagdes
pontuais em BCR-ABLI também podem auxiliar a manutengdo da resisténcia das células
K562-IM. Inclusivamente, estudos anteriormente desenvolvidos no laboratério por Vinhas et
al mostraram que a tolerancia das células K562-IM ao IM foi associada a um aumento da ex-
pressdo de BCR-ABL1 %. Assim, sendo a resisténcia resultado de uma rede complexa envol-
vendo multiplos mecanismos celulares e moleculares que podem operar isoladamente ou em
conjunto, em alguns casos, a sua resolucdao pode ndo ser conseguida contornando apenas uma
proteina individual.

Para além da tecnologia com ASOs, o silenciamento de MDRI com siRNAs também ja
foi descrito na literatura como sendo capaz de reverter a resisténcia de células tumorais resis-
tentes a quimioterapia 160168, Contudo, a semelhanca do que foi observado nos estudos que
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utilizaram ASOs 145148161 g silenciamento com siRNAs apenas foi capaz reverter parcialmente
a multirresisténcia in vitro 100168, provavelmente devido aos efeitos combinados de curta du-
racdo de ambas as moléculas terapéuticas e um tempo de semi-vida longo da P-gp (14-17 ho-
ras) 1. Diferentes tecnologias de terapia genética tém diferentes pontos fortes e fracos, no
entanto, o principal problema é que a maioria dos estudos ainda ndo passou as fases pré-
clinicas.
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4.
CONCLUSAO E PERSPETIVAS FUTURAS

Neste estudo, procurou-se aumentar a sensibilidade de células LMC resistentes ao IM
(K562-IM) através da combinagao das estratégias tradicionais de inibigdo da tirosina quinase
com a nanovetorizacdo de oligonucleotideos ssDNA complementares ao mRNA de MDRI.
MDR1 codifica a P-gp, uma proteina envolvida no efluxo de uma variedade de farmacos in-
cluindo o IM, e desempenha um papel predominante na aquisicdo de multirresisténcia cons-
tituindo um bom alvo terapéutico. A terapia génica com ASOs podera levar ao silenciamento
de MDRI1 e/ou diminui¢do da expressao da P-gp e resultar possivelmente num aumento da
concentragdo intracelular de IM suficiente para reverter o fenétipo resistente.

AuNPs funcionalizadas com PEG e oligonucleotideos ssDNA complementares ao
mRNA de MDRI (rdcio AuNP: oligonucelotideos 1:58) mostraram silenciar MDR1 in vitro,
uma vez que uma reducdo dos niveis de mRNA de MDRI1 foi observada. O silenciamento
maximo de MDR1 (cerca de 45%) foi observado apds exposi¢do aos nanoconjugados durante
48 horas. Adicionalmente, o efeito dos nanoconjugados pareceu também apresentar efeito ao
nivel da proteina, tendo-se verificado uma diminuicao da expressao da P-gp (cerca de 60%).
Contudo, mais experiéncias devem ser realizadas para obter resultados estatisticamente signi-
ficativos que permitam determinar com maior robustez a percentagem de redugdo da expres-
sdo de P-gp observada. No entanto, apesar dos efeitos demonstrados ao nivel do mRNA e da
proteina, nao foi possivel observar uma reversao do fenétipo de resisténcia das células K562-
IM aquando da sua exposi¢do aos nanoconjugados e ao IM em simultaneo durante 48 horas
ou desfasadamente, expondo as células primeiramente aos nanoconjugados durante 24 horas
e de seguida ao IM durante mais 24 horas, perfazendo um periodo total de 48 horas.

Numa perspetiva futura, de modo a testar a possibilidade de a quantidade de P-gp re-
manescente a superficie da célula estar ativa e ser suficiente para bombar o IM para fora da
célula impossibilitando a reversao do fenétipo resistente, poder-se-ia além de expor as células
aos nanoconjugados e ao IM também expo-las a um inibidor potente e seletivo da P-gp (e.g.
tariquidar). Ou seja, se bloqueando parte da P-gp remanescente com o seu inibidor seletivo se
observasse um aumento da morte celular nas células K562-IM expostas a
AuNPs@PEG@MDRI1 + Inibidor P-gp + IM em comparagdo com a sua condicdo controlo (cé-
lulas K562-IM expostas a AuNPs@PEG + Inibidor P-gp + IM) haveria indicacdo que a ndo
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observagao da reversao do fenétipo anteriormente poderia dever-se de facto a P-gp remanes-
cente ser capaz de expulsar uma quantidade de farmaco suficiente que impossibilite a rever-
sao da resisténcia.

Por outro lado, de modo a testar a possibilidade de a resisténcia adquirida pelas células
K562-IM nao se dever exclusivamente a sobreexpressao da P-gp, poder-se-ia, no futuro, ava-
liar, por Western Blot, a expressdo de alvos biolégicos descritos como estando envolvidos em
mecanismos alternativos de multirresisténcia. Por exemplo, avaliar a expressao de transpor-
tadores efluxo como MRP1 e BCRP, de transportadores de influxo como OCT1 e de proteinas
envolvidas na inibicdo da apoptose como BCL-2/BCL-XL em células K562 sensiveis e em cé-
lulas K562-IM sem tratamento e apds exposicdo aos nanoconjugados. De notar que, apesar da
estratégia abordada ao longo deste trabalho ter tido como alvo MDR1, as AuNPs podem ser
funcionalizadas com oligonucleotideos ssDNA distintos visando diferentes marcadores mo-
leculares chave na aquisigdo de multirresisténcia/ patogénese da LMC (e.g. BCR-ABLI, genes
que codificam para proteinas envolvidas no efluxo de farmacos, genes que codificam para
proteinas anti-apoptéticas). Uma "terapia combinada" com oligonucleotideos ssDNA distin-
tos poderia representar uma nova abordagem abordar a resisténcia na LMC.

De modo a otimizar o trabalho desenvolvido, dever-se-ia aumentar o ntimero de expe-
riéncias independentes para obter resultados mais robustos e com significado estatistico. Adi-
cionalmente, embora se tenha mostrado o silenciamento de MDR1 in vitro, outros parametros
ainda podem ser testados afim de otimizar as condicdes de silenciamento. Nomeadamente,
averiguar se existe uma condicdo em que se observe uma menor expressdo de MDR1/P-gp
através da exposicao de células K562-IM a diferentes concentragdes de oligonucleotideos e
diferentes periodos de incubagdo e posterior analise por RT-qPCR/Western Blot.

Adicionalmente, também se poderia comparar o efeito da nanoformulagdo
AuNPs@PEG@MDR1 em relac¢do ao efeito dos ASOs sozinhos ou em combinag¢do com outros
veiculos a nanoescala que também tém sido usados para alcancar uma terapia génica eficaz

(e.g. lipossomas).
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A.
APENDICE

Apéndice I - Graficos dose resposta apds exposicao de células K562-IM ao imatinib
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Figura 1.1: Graficos dose-resposta apds exposicao de células K562-IM ao imatinib (1-100 uM) durante um peri-
odo de 24 h (A), 48 h (B). A viabilidade celular foi avaliada através do ensaio MTS. Os dados foram normalizados
para as células K562-IM incubadas com DMSO e correspondem a media * desvio padrdo pelo menos duas experi-

éncias independentes (A) ou uma experiéncia (B).
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Apéndice II - Analise in silico da sequéncia ssDNA anti-MDR1
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Figura IL1: Analise in silico da sonda anti-MDR1 no programa NUPACK. (A) Sonda anti-MDR1 (5°-
TTTCGGTTCAAGATCCATCCCGACCTCGCGCCGAAA -37) (B) Sonda anti-MDRI e sequéncia alvo (3'-
AAGUUCUAGGUAGGGCUGGAGCGC- 5%). As analises foram realizadas usando as condi¢des padrdo do pro-

grama NUPACK.

Apéndice III - Caracterizacao dos nanoconjugados por espectroscopia de UV-Vis
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Figura III.1: Primeira derivada do espectro de absor¢ao UV-Vis das AuNPs. A primeira derivada do espectro foi
calculada no programa LabPlot. AuNPs (vermelho), AuNPS@PEG (azul) e AuNPs@PEG@MDRI (verde).
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Apéndice IV - Otimizacao da reacdo de amplificacao dos genes 18S e MDR1 por RT-qPCR
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Figura IV.1: Efeito da temperatura de annealing na amplificacdo por RT-qPCR dos genes 18S (controlo interno)
e MDRI1 nas linhagens celulares K562 e K562-IM. (A) Andlise da amplificagdo por RT-qPCR do gene 18S (tamanho
do produto: 151 bp). (B) Analise da amplificacdo por RT-qPCR do gene MDRI1 (tamanho do produto: 110 bp).
Condigoes: transcri¢do reversa a 50 °C durante 20 minutos; ativagdo da polimerase a 95 °C durante 10 minutos; 40
ciclos de 95 °C durante 30 segundos (desnaturacdo), 53-57 °C (annealing), 72 °C durante 30 segundos (extensao). Os
produtos de RT-qPCR foram analisados através de uma eletroforese em gel de agarose. Marcador - GeneRuler
DNA Ladder Mix SM0331 (Thermo Scientific).
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Figura IV.2: Efeito do tempo de annealing na amplificacao por RT-qPCR dos genes 18S (controlo interno) e
MDR1 nas linhagens celulares K562 e K562-IM. (A) Analise da amplificacdo por RT-qPCR do gene 18S (tamanho
do produto: 151 bp). (B) Analise da amplificagdo por RT-qPCR do gene MDRI (tamanho do produto: 110 bp).
Condigdes: transcri¢do reversa a 50 °C durante 20 minutos; ativacdo da polimerase a 95 °C durante 10 minutos; 40
ciclos de 95 °C durante 30 segundos (desnaturagao), 55 °C durante 30 ou 15 segundos (annealing), 72 °C durante 30
segundos (extensao). Os produtos de RT-qPCR foram analisados através de uma eletroforese em gel de agarose.
Marcador - GeneRuler DNA Ladder Mix SM0331 (Thermo Scientific).

60



>
w
o
0
[EnY
&
n
o
0

2] n 9]
st S o o
= wn = (%)) =
g 3 = g 3 = g 3 =
S o & S o & S o
= © © = © © = Qo ©
S 0 W S 1 1 S 1 W
bp = X X bp = ¥ ¥ bp S ¥ ¥
1000 1000
1000
500 Kt 500
500
200 200
200 100
100 100
B 30s 15s O0s
x x T
— [a) — [a) - [a)
. E S A . & 3
g 5 = g s 2 8 = =
S oA O o N 8 o &
88 8 3 5 8 8
bp = ¥ ¥ bp S ¥ ¥ bp S ¥ ¥

1000

500

200
100

1000 1000
500 fare 500
200 200

100
100

Figura IV.3: Efeito do tempo de extensio na amplificacdo por RT-qPCR dos genes 18S (controlo interno) e MDR1
nas linhagens celulares K562 e K562-IM. (A) Analise da amplificacdo por RT-qPCR do gene 18S (tamanho do
produto: 151 bp). (B) Analise da amplificagdo por RT-qPCR do gene MDR1 (tamanho do produto: 110 bp). Condi-
¢Oes: transcri¢do reversa a 50 °C durante 20 minutos; ativacao da polimerase a 95 °C durante 10 minutos; 40 ciclos
de 95 °C durante 30 segundos (desnaturacdo), 55 °C durante 15 segundos (annealing), 72 °C durante 30, 15 ou 0
segundos (extensao). Os produtos de RT-qPCR foram analisados através de uma eletroforese em gel de agarose.
Marcador - GeneRuler DNA Ladder Mix SM0331 (Thermo Scientific).
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