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Sumario

A iniciacdo da traducdo é o passo limitante da sintese proteica. Em condi¢des de stresse, a traducao
candnica é inibida e a traducéo de transcritos especificos é mantida por mecanismos alternativos, como
os que envolvem IRES (internal ribosome entry site). A UPF1 (up-frameshift 1) contribui para a
tumorigénese no cancro colorretal (CRC, colorectal cancer). Anteriormente neste laboratério verificou-
se que a regido 5'UTR (5 ‘untranslated region) do transcrito de UPF1 apresenta atividade IRES e que
esta é mantida em condicgdes de stresse. Assim, esta tese teve como objetivo aferir como a traducéo da
UPF1 mediada por IRES pode contribuir para a progressdo do CRC. As analises in silico realizadas
através da plataforma Xena, para medir a variacdo dos niveis de expressdo do transcrito e da proteina
entre diferentes tipos de cancro e entre tecidos normais e cancerigenos do célon, mostraram que a
expressdao de mMRNA e proteina é superior nos tecidos de CRC do que noutros tipos de cancro e também
em comparagdo com os tecidos normais do célon, sugerindo que a expresséo da UPF1 é superior quando
esta contribui para a tumorigénese. Adicionalmente, a analise da expressao endégena da UPF1 em
celulas epiteliais cultivadas da mucosa normal do célon humano (NCM460) e em linhas celulares
correspondentes a diferentes estadios de desenvolvimento de CRC (HT29, HCT116 e SW480), expostas
a 1 uM de tapsigargina (que induz o stresse do reticulo endoplasmatico e, portanto, inibe a tradugédo
canonica), revelou que a expressao da UPF1 é mantida em condic¢fes nas quais a traducéo candnica é
inibida, sugerindo que ocorre tradugdo mediada por IRES e que esta permite a manutencdo dos niveis
de UPF1 nessas condic¢des. Concluindo, a traducdo mediada por IRES contribui para a sintese da UPF1
em tecidos de CRC, o que, por sua vez, contribui para a progressao deste tipo de cancro.

Palavras-chave: Internal ribosome entry site, expressao génica eucariotica, up-frameshift 1, tumorigénese,
cancro colorretal

Abstract

Translation initiation is the rate-limiting step of protein synthesis. In stress conditions, canonical
translation is inhibited, and the translation of specific transcripts is maintained by alternative
mechanisms, such as those involving IRES (internal ribosome entry sites). UPF1 (up-frameshift 1)
contributes to tumorigenesis in colorectal cancer (CRC), and it was previously shown in our lab that its
5' untranslated region (5’UTR) has IRES activity which is maintained in stress conditions. Thus, the
general aim of this thesis was to understand whether and how UPF1 IRES-mediated translation
contributes to the progression of CRC. In silico analyses through the Xena platform to measure
variations in mMRNA and protein expression among different types of cancer, and between normal and
carcinogenic colon tissues, has shown that mMRNA and protein expression is higher in CRC tissues than
in other cancers and also higher than in normal colon tissues, suggesting that UPF1 expression is higher
when UPF1 contributes to tumorigenesis. Accordingly, the analysis of UPF1 endogenous expression in
cultivated epithelial cells of the normal human colon mucosa (NCM460), and in cell lines corresponding
to different CRC developmental stages (HT29, HCT116 and SW480), exposed to 1 uM of thapsigargin,
which induces endoplasmic reticulum stress and hence inhibits canonical translation, revealed that UPF1
expression is maintained in conditions in which canonical translation is inhibited. These results suggest
that the IRES-mediated translation allows the maintenance of endogenous UPFL1 levels in these
conditions. In conclusion, IRES-mediated translation contributes to the synthesis of UPF1 in CRC
tissues, which in turn contributes to the progression of this type of cancer.

Keywords: Internal ribosome entry site, eukaryotic gene expression, up-frameshift 1, tumorigenesis, colorectal
cancer
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1. Introducao

A vida depende da capacidade que cada célula tem de armazenar, reparar e traduzir a informacao genética
que é necessaria para a origem e manutencéo de um ser vivo [1].

No Dogma Central da Biologia Molecular foi definido o modo como esta informacéo é descodificada,
através da expressao génica que consiste na transcricdo do DNA em RNA mensageiro (MRNA, do inglés,
messenger RNA) e, por vezes, a tradugdo deste em proteinas que, depois de adquirirem a sua conformacéo
tridimensional, sdo conduzidas ao respetivo local de atuacgéo [2].

Apenas cerca de 1% do DNA humano codifica proteinas, no entanto, aproximadamente 75% do genoma
humano total é transcrito em RNA [3]. Estes RNA nédo-codificantes desempenham papéis com diversas
funcBes, nomeadamente em diversos mecanismos de regulacdo génica, tais como a regulacéo de genes-
alvo especificos, o imprinting e o silenciamento génico [4]. Apesar do crescente conhecimento relativo
aos intervenientes da regulacdo da expressdo génica em células eucaridticas e aos papéis que nela
desempenham, este ainda ndo é suficiente para compreender e descrever o seu funcionamento na plenitude.

1.1. Traducao eucariotica

A traducdo do mRNA é um desafio complexo na transferéncia de informacéo [5]. Na tradugdo canodnica,
a sintese de uma Unica proteina requer a acdo coordenada de numerosos RNA ndo-codificantes e
proteinas [5]. Este processo é normalmente constituido por quatro fases interligadas entre si: 1)
iniciacdo, 2) alongamento, 3) terminacao e 4) reciclagem [5-7].

1) Na iniciacdo (fase que sera abordada em pormenor na secc¢do 1.1.1), ocorre a localizagdo do
coddo de iniciacdo pelas subunidades ribossémicas e fatores de iniciacdo eucariéticos (elFs, do
inglés eukaryotic initiation factors) [5-7];

2) No alongamento, os aminoécidos acoplados aos RNA de transferéncia (tRNA, do inglés transfer
RNA) sdo sucessivamente adicionados ao péptido que esta a ser sintetizado, de acordo com a
sequéncia codificada na molécula de mMRNA, sendo necessarios trés passos para adicionar cada
aminoacido: i) a insercdo de um tRNA acoplado a um aminoacido (aminoacil-tRNA) no local
do ribossoma que aceita estes aminoacil-tRNA (local A, do inglés aminoacyl-tRNA site); ii) a
formacéo da ligacdo peptidica entre o aminoacido acoplado no tRNA e o Gltimo aminoécido da
cadeia peptidica em formacdo, que se encontrava associado a um tRNA (peptidil-tRNA),
transferindo assim a cadeia peptidica do peptidil-tRNA para o aminoacil-tRNA; e, por fim, ap6s
esta transferéncia, é necessario iii) o tRNA ser movido do local A para o local do ribossoma
ocupado pelo peptidil-tRNA (local P, do inglés peptidyl-tRNA site) e, em simultaneo, o tRNA
que anteriormente ocupava o local P é movido para o local que permite a dissociacdo do tRNA
ao ribossoma (local E, do inglés exit site). E de notar que, quando um tRNA é movido do local
A para o local P, um novo aminoacil-tRNA é inserido no local A [5-7];

3) A terminagdo ocorre guando o ribossoma encontra um coddo de terminacéo, reconhecido pelo
fator de terminagdo 1 (eRF1, do inglés eukaryotic release factor 1) e, depois de este se ligar ao
fator de terminacéo 3 (eRF3, do inglés eukaryotic release factor 3), os eRF inibem a ligagdo de
novos aminoacil-tRNA e desencadeiam a libertacdo do péptido, visto que o eRF1 contém uma
regido na sua sequéncia (GGQ, do inglés glycine-glycine-glutamine) que induz a hidrdlise do péptido
do tRNA, catalizada pelo fator ATP-binding cassette sub-family E member 1 (ABCEL) [5-7];



4) Durante areciclagem em eucariotas, 0o ABCE1 induz alteraces na conformacdo do eRF1, o que
permite a dissociacdo das duas subunidades ribossémicas e, consequentemente, a libertacéo dos
tRNA e do mRNA que se encontravam associados ao ribossoma. Deste modo, i) os tRNA ligam-
se a novos aminoacidos, ii) a pequena e a grande subunidade do ribossoma encontram-se
novamente disponiveis para realizar a iniciacdo da traducdo e iii) os fatores eucariéticos com
ADP/GDP acoplados que tenham participado em processos de desfosforilacdo sdo
refosforilados de modo a poderem exercer novamente as suas fungdes [7, 8].

1.1.1. Iniciacdo da traducéo

A iniciacdo da traducdo é o passo limitante do progresso da sintese proteica devido a quantidade de
etapas e fatores envolvidos, pois é principalmente neste que ocorrem o0s mecanismos de regulagdo que
definem a quantidade de proteina sintetizada num dado momento e sob determinadas condi¢6es [1, 9].

1.1.1.1. Iniciacdo da tradugdo canodnica

A eficiéncia da traducéo candnica depende da presenca de i) uma modificacdo quimica especifica (m’G,
nucleotido de guanina metilado) na sua extremidade 5°, conhecida como 5 cap ou estrutura cap, que
permite o recrutamento da subunidade 40S do ribossoma, e ii) uma cauda poli-A na extremidade 3’ do
mRNA, que favorece o recrutamento dos fatores de iniciacdo da traducdo [4, 5]. Estas modificacdes
protegem 0 mRNA da degradacéo e servem de sinalizagcdo molecular de modo a permitir que a célula
identifique 0 mMRNA para ser traduzido [4, 5].

Para que a traducdo canonica seja iniciada com sucesso, a iniciacdo pode ser descrita por sete aconteci-
mentos interligados entre si e representados na Figura 1.1: 1) formag&o do complexo ternério; 2) forma-
cao do complexo de pré-iniciacdo 43S; 3) ligacdo do complexo 43S a0 mMRNA,; 4) scanning da regido
5’ transcrita mas nédo traduzida (UTR, do inglés untranslated region); 5) reconhecimento do primeiro
cod&o de iniciacdo em contexto favoravel; 6) formag&o do ribossoma 80S; e 7) reciclagem de elF2-GTP
[5, 10].

O complexo ternario é constituido pelo fator de iniciagdo elF2 (composto pelas subunidades a, € y),
por um tRNA iniciador acoplado a uma metionina e por GTP ligados a subunidade y do eIF2 [9]. Apos
a constituicdo e ativacdo do complexo ternario [11, 12], este é recrutado pelo elF5B para se ligar a
subunidade ribossomica 40S com o auxilio de quatro fatores eucariéticos de iniciacdo (elF1, elF1A,
elF3 e elF5), formando o complexo de pré-iniciacdo 43S [5, 13-17].

Paralelamente a formacdo do complexo ternario, ocorre a ativacdo do mRNA através do complexo
elF4F, que é composto por: a) elF4E, que se liga diretamente a 5° cap; b) elF4A, que tem atividade
helicase que ¢ ativada pelo elF4B ligado a 5° cap da molécula de mRNA,; e c) elF4G, que mantém a
integridade do elF4F, por manter os seus componentes unidos, e por se ligar também ao elF3, permitindo
a ligacéo entre o complexo elF4F e o complexo de pré-iniciacdo [5, 13-17].

Apos a formacao do complexo 43S e da ativacdo do mRNA, ocorre a ligacdo entre os complexos de pré-
iniciacdo 43S e elF4F, formando o complexo 48S que, por sua vez, permite 0 scanning do mMRNA até
encontrar um coddo de iniciacdo que seja reconhecido pelo anticoddo do tRNA iniciador [6, 12, 18-20].
De seguida, o elF5B hidrolisa o elF2-GTP, libertando assim o elF2-GDP e o elF3 da subunidade ribos-
somica pequena, deixando o tRNAI ligado ao cod&o de inicia¢do e a subunidade grande do ribossoma
liga-se, formando o ribossoma funcional 80S [6, 12, 18-20].

Por fim, os restantes fatores de iniciagdo também se libertam e ocorre a reciclagem de elF2-GDP cata-
lisada pelo elF2B, dando por concluida a fase de inicia¢do da traducdo [21].
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Figura 1.1. Etapas da inicia¢do da tradugdo canonica.

A iniciacdo da tradugdo candnica envolve as seguintes etapas: (1) formagdo do complexo ternério; (2) formagéo do complexo
de pré-iniciagdo 43S; (3) ligacdo do complexo 43S ao mRNA, o que inclui (3a) a ligagdo do complexo elF4F ao mRNA e (3b)
o recrutamento do mRNA,; (4) scanning da regido 5° UTR; (5) reconhecimento do primeiro coddo de iniciacdo em contexto
favoravel; (6) formacao do ribossoma 80S, que implica (6a) a ligacdo da subunidade 60S e (6b) a formagdo do complexo de
iniciacdo 80S; e (7) reciclagem de elF2-GTP. Adaptado de Aitken & Lorsh (2012) [10]

1.1.1.2. Iniciacdo da traducdo ndo-candnica e traducdo mediada por internal
ribosome entry site (IRES)

A maioria dos mMRNA eucaridticos € traduzida pelo mecanismo de tradugdo candnica [22]. No entanto,
nomeadamente em condicdes de stresse, como o stresse do reticulo endoplasmatico (RE), choque térmico,
hipoxia ou privacdo de nutrientes, ou em condi¢Bes patoldgicas, como no cancro, este mecanismo é
inviabilizado [22—24]. Isto pode ocorrer devido, por exemplo, a fosforilagdo da subunidade a do eIF2, que
impede a formacdo do complexo ternario, o que inibe a formagdo do complexo de pré-iniciacdo [22-24].
Outra possivel causa relaciona-se com a auséncia da ligacdo do complexo elF4F a estrutura cap devido,
por exemplo, ao ndo funcionamento da cinase mTOR, uma vez que esta enzima fosforila proteinas de
ligacdo (do inglés, binding-proteins) com o proposito de as dissociar do elF4E, o que permite que este
fator se ligue ao elF4AG, proporcionando a ligacdo do elF4F a estrutura cap [22-24].



O mecanismo de tradugdo ndo-candnica mais conhecido e investigado permite a iniciagdo da traducéo
mediada por estruturas secundarias de mRNA existentes na 5°UTR, conhecidas como IRES (do inglés
internal ribosome entry site) (Figura 1.2) [25]. Estas estruturas recrutam a subunidade 40S do ribossoma
diretamente para a proximidade do coddo de iniciagdo sem necessidade de percorrer o transcrito desde
a extremidade 5°, mesmo em condi¢Oes que inibem a tradugdo candnica [25]. Os IRES podem necessitar
de proteinas que regulem a iniciacdo, como as ITAFs (do inglés IRES trans-acting factors) (Figura 1.2i,
ii e iii) e os fatores de inicia¢do da traducéo canonica (Figura 1.2 i e ii), ou podem funcionar de forma
independente (Figura 1.2. iii) [26, 27].

Estima-se que 10 a 15 % dos mRNA celulares possam ser traduzidos por IRES [28]. Nas células
eucaridticas, este mecanismo ocorre ndao s6 em diversos processos fisiologicos, tais como a mitose [30]
e a apoptose [24], mas também em situagdes patoldgicas, como o cancro [23, 31, 32].
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Figura 1.2. Inicia¢do da traducdo mediada por internal ribosome entry sites (IRES).

Os IRES sdo estruturas secundarias de RNA que permitem o recrutamento direto da subunidade 40S do ribossoma para a
proximidade do coddo de inicia¢do. O recrutamento pode envolver (i) varias ITAFs (do inglés, IRES trans-acting factors) e a
maioria ou todos os fatores de iniciagdo da tradugdo candnica; (ii) apenas alguns fatores de iniciagdo da traducéo canonica e
ITAFs; ou (iii) pode ndo recorrer a fatores de iniciacdo da tradugdo canénica, mas apenas a algumas ITAFs, se necessario.
Adaptado de Komar & Hatzoglou (2011) [27]

1.2. Proteina up-frameshift 1 (UPF1)

A UPF1 humana é uma fosfoproteina que apresenta atividade de RNA helicase e também funciona como
uma ATPase dependente de DNA/RNA [33]. Esta proteina é codificada pelo gene UPF1
(OMIM#601430) localizado no cromossoma 19 (p13.2-p13.11) [34]. A UPF1 desempenha diversas
funcBes em varios mecanismos celulares, nomeadamente sendo um fator essencial no mecanismo de
degradacdo rapida de transcritos aberrantes mediado por muta¢des nonsense (NMD, do inglés nonsense-
mediated mRNA decay), necessario para a regulagao da expressao génica e para a rapida degradacdo de
MRNAs aberrantes [particularmente os que contém codfes de terminacdo prematura (PTC, do inglés
premature termination codons)] [35-37]. E também uma proteina crucial para a progressao da fase S do
ciclo celular [38] e a manutengdo do tamanho e homeostasia dos telomeros, de um modo totalmente
independente das suas funcBes no NMD [39]. Adicionalmente, contribui para o desenvolvimento
embrionario e sobrevivéncia [40, 41] e, atualmente, é conhecida por desempenhar um papel critico na
proliferacdo e diferenciacdo celulares, promovendo um estado proliferativo e indiferenciado a célula [42].

Além disso, como se especificara na sec¢do 1.3, diversos estudos relatam que a UPF1 desempenha um
papel importante em varios tipos de cancro, incluindo cancro colorretal [43-45], cancro hepatocelular
[46-50], cancro gastrico [51], adenocarcinoma do pulmao [52, 53], cancro pancreatico [54], tumor
miofibrobléstico inflamatdrio [55], cancro do ovério [56], glioma [57] e cancro da prostata [58].

Os resultados anteriormente produzidos no laboratorio em que este projeto de dissertacdo foi realizado
demonstraram que a 5’UTR da UPF1 tem atividade de IRES, que se mantém em condicdes de stresse
(como hipoxia, stresse do RE e bloqueio da via mTOR), o que indica que a traducdo da UPF1 pode ser
mediada por IRES [59]. Recorrendo a uma analise delecional e mutacional da 5°UTR, identificaram os
nucledtidos 1-100 e 151-275 (de um total de 275) como fundamentais para a atividade do IRES [59].



A comparagdo destas sequéncias com a estrutura secundaria prevista in silico permitiu verificar que estes
nucleotidos correspondem, respetivamente, a dois stem loops (SL) da estrutura secundaria do IRES [59].

1.3. Do cancro a UPF1

O cancro pode ser definido como um vasto conjunto de doencas caracterizadas por um crescimento
anormal e descontrolado de células que tém a capacidade de se infiltrar e destruir tecidos [60]. Isto
acontece devido a acumulacdo de mutagdes originadas por varios fatores, tais como a idade, a dieta,
disturbios inflamatorios, fatores genéticos (mutagfes na linha germinal) e exposicdo a agentes
infeciosos, fisicos ou quimicos [60].

Das diversas classes de genes que, quando mutados desencadeiam a tumorigénese, ou seja, 0 processo
gue permite a formagdo de um tumor num organismo, existem duas classes principais a destacar: 1)
oncogenes; e 2) genes supressores de tumores [60, 61].

1) Oncogenes sdo verses mutadas de genes — 0s proto-oncogenes —, que geralmente codificam
proteinas que aumentam a vantagem seletiva da célula, contribuindo para o desenvolvimento do
cancro, nomeadamente devido a estas estimularem a divisdo celular, a diminuicdo da
diferenciacgdo celular e a inibi¢do da morte celular, pelo que a proteina resultante apresenta um
ganho de fungdo. Normalmente, estes genes atuam de forma dominante, sendo assim necessario
sofrerem uma mutacdo apenas num anico alelo para se tornarem oncogenes, sobrepondo-se a
regulacdo do alelo normal [60].

2) Genes supressores de tumores sdo genes que codificam proteinas cuja fungdo principal é
bloquear/diminuir o desenvolvimento do cancro ao induzir a morte celular programada em
celulas com mutagOes em genes essenciais ao correto funcionamento da célula, conferindo-lhes
uma maior capacidade de proliferacdo e menor capacidade de diferenciacéo e de sofrer apoptose
[60]. Para que a funcdo destes genes seja comprometida, como acontece em tecidos
cancerigenos, normalmente, é necessario que ocorram mutacdes nos dois alelos que codificam
0 gene, induzindo a perda de funcdo na proteina resultante; no entanto existem mutacdes
nomeadas de dominante-negativas que ddo origem a uma proteina que tem a capacidade de
bloquear a funcéo da proteina normal [60, 62—64].

Na maioria dos casos, a UPF1 atua como um supressor de tumor cuja expressao é diminuida, por
exemplo no cancro hepatocelular [47-50], em tumores miofibroblasticos inflamatérios [55], em gliomas
[57], entre outros [51-54, 56, 58]. O knockdown do gene da UPF1 nestes tipos de cancro conduz ao
aumento da proliferacdo celular, invasdo e migracdo das células cancerigenas enquanto a sua
sobrexpressdo diminui estes acontecimentos; no cancro hepatocelular, adicionalmente, induz a apoptose
destas células [48, 51, 52, 56]. Na literatura, a fun¢do da UPF1 como supressor de tumor vem varias
vezes associada a esta ser um fator essencial no mecanismo de NMD, visto que, como mencionado na
seccdo 1.2, este permite a degradacg&o de transcritos aberrantes e atua também na regulagdo da expresséo
génica [65, 66]. Adicionalmente, o papel da UPF1 na supressdo da transicdo epitélio-mesenquimal
(EMT, do inglés epithelial-mesenchymal transition), através da via de sinalizagdo do fator de
transformacdo do crescimento beta (TGF-p, do inglés transforming growth factor beta), constitui um
dos fatores de regulacdo na progressao da tumorigénese visto que a EMT contribui para a metastizagdo
do tumor [49, 51, 52, 67, 68].

No entanto, no cancro colorretal (CRC, do inglés colorectal cancer), a UPF1 desempenha funcdes
oncogénicas, incluindo na regulacdo da EMT [43-45, 69]. Em 2021, Chen et al. descobriram que a
UPF1 poderia ativar o processo de EMT no CRC, levando ao aumento de metastases [69]. Os resultados
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deste estudo permitiram também averiguar que o knockdown do gene da UPF1 suprime o0s
comportamentos biolégicos malignos das células de CRC através do desencadeamento de danos no
DNA e que a elevada expressao de UPF1 promove o crescimento celular e metéstase de células malignas
do CRC [69]. Anteriormente a este estudo, em 2018, Bokhari et al. descobriram que o nivel de expresséo
de UPF1 é superior em células do CRC primério com instabilidade de microssatélites (MSI, do inglés
microsatellite instability) em comparacdo com células de CRC com estabilidade de microssatélites
(MSS, do inglés microsatellite stability) [45]. Além disso, a inibi¢cdo da UPF1 causou diminui¢do da
proliferacdo celular nas linhas celulares com MSI de CRC, enquanto nenhum efeito foi observado nas
linhas celulares MSS de CRC [45]. No ano seguinte, Bordonaro et al. revelaram gue a sobrexpressao de
UPF1 aumenta a atividade de Wingless-related integration site (Wnt) mediada por butirato, um produto
derivado da fermentacéo da fibra dietética no Ilimen do célon, o que se correlaciona com a inibi¢do da
inducéo da apoptose no CRC na medida em que a hiperativacéo da sinalizacdo Wnt induz o butirato a
inibir a histona desacetilase (HDACI), que induz a apoptose das células de CRC [44].

1.4. Potencial terapéutico: terapéuticas baseadas em RNA

Atualmente, o tratamento aplicado em pacientes com CRC é definido consoante o estadio em que este
se encontra, sendo que nos estadios | e 11 0 mais usualmente aplicado € a ressec¢do cirdrgica; no estadio
I1l, os pacientes podem ser sujeitos a cirurgia e quimioterapia adjuvante para diminuir o risco de
recorréncia; e no estadio IV, o principal tratamento para o cancro colorretal metastatico (mCRC, do
inglés, metastatic colorectal cancer) é a quimioterapia, embora possam ser aplicadas terapias
direcionadas [70]. No entanto, esta estratégia terapéutica acarreta complicacdes, como a resisténcia a
multiplos medicamentos (MDR, do inglés multidrug resistance) e efeitos secundarios severos, que
comprometem a sua eficacia [71, 72].

Uma das vertentes terapéuticas com elevado potencial para superar as desvantagens dos tratamentos
atualmente administrados tem por base 0 RNA [70]. As terapéuticas com base no RNA apresentam
elevada especificidade, elevada poténcia, baixa toxicidade e uma flexibilidade consideravel na
modulagdo de uma ampla gama de alvos terapéuticos [70, 73].

RNA de interferéncia (RNAI, do inglés RNA interference), microRNA, oligonucleétidos antissense
(ASO, do inglés antisense oligonucleotides), aptameros, ribozimas e RNA ndo codificantes de cadeia
longa (IncRNA, do inglés long non-coding RNA) sdo alguns dos varios exemplos de terapéuticas com
base no RNA atualmente existentes [70].

1.4.1. Oligonucle6tidos antissense

Os ASO sdo polimeros de nucle6tidos sintéticos curtos, de cadeia simples, que sdo desenhados para
hibridar com o seu alvo no nicleo (onde entram por difusdo) ou no citoplasma (onde entram por
endocitose), através do emparelhamento de bases de Watson-Crick, de modo a evitar a sintese da
proteina codificada pelo RNA-alvo [74, 75]. Estes podem atuar em diversos mecanismos, como a
traducdo e o splicing, ou até mesmo induzir a degradacdo do mRNA [76]. Paterson et al. foram os
primeiros a descobrir a potencialidade dos ASO na inibicdo da traducdo ao descobrirem que podiam
hibridar o MRNA com seu DNA complementar (cDNA), visto que desta forma ndo ocorria a sintese de
um polipéptido completo [77].

Nos primeiros estudos realizados com ASO que utilizavam desoxirribonucleétidos, verificou-se que
estes ndo tém capacidade de penetrar a membrana plasmatica e sdo bastante sensiveis a degradagao por
endonucleases e exonucleases, pelo que tém sido quimicamente modificados de modo a superar esses
problemas, nomeadamente a substitui¢cdo de um dos &tomos de oxigénio no grupo fosfato por um grupo



enxofre, grupo metil ou aminas, conferindo aos ASO uma maior resisténcia a nucleases, modificaces
de alquil na posicéo 2' da ribose, para criar maior afinidade ao mMRNA, maior resisténcia as nucleases e
menor toxicidade e modificagdes no anel de furanose, em ligagc6es fosfato ou de riboses, bem como de
nucleotidos para melhorar a sensibilidade a nucleases, afinidade com o alvo e perfis farmacocinéticos
[78, 79].

Vaérios estudos tém vindo a contribuir para o desenvolvimento de novos tratamentos do cancro colorretal
com base em ASO, sendo que alguns estdo atualmente aprovados pela Food and Drug Administration
(FDA) [70, 80]. No entanto, este ramo da terapéutica ainda esta no inicio do seu desenvolvimento [70,
80]. Um dos focos das terapias com base em ASO no CRC ¢ a via de sinalizacdo de Whnt, tendo
atualmente como alvo os IncRNA [81, 82].

Para a realizacdo destes estudos, muitas vezes recorre-se ao uso de substancias que induzem stresse nas
células. A tapsigargina (TG) é uma substancia utilizada como um indutor de stresse do reticulo
endoplasmatico (RE), que inibe irreversivelmente as ATPases intracelulares envolvidas no transporte
do ido célcio (Ca®*) e promove a rapida diminuicéo deste ido no RE [83]. Em células que apresentam
stresse do RE, a traducdo canonica ¢ comprometida devido a fosforilagdo do elF2a e ao ndo
funcionamento da cinase mTOR, o que conduz a um aumento da atividade de IRES [84, 85].

O estudo da tradugéo ndo-candnica da UPF1 e da sua relevancia na tumorigénese do CRC contribui para
o conhecimento do funcionamento e expressdo de uma proteina que apresenta um papel oncogénico
neste cancro e, consequentemente, permite abrir caminho para novas abordagens terapéuticas com a
finalidade de aumentar a taxa de sucesso de tratamento do cancro colorretal sem acarretar as
desvantagens das terapias atualmente aplicadas.

1.5. Objetivos

Uma vez que a UPF1 contribui para o desenvolvimento do cancro colorretal e que a traducdo desta
proteina pode ser mediada por IRES (conforme referido nas seccbes 1.1.1.2, 1.2 e 1.3), o objetivo
principal deste projeto € aferir se ocorre tradu¢do mediada por IRES da proteina UPF1 nas células de
CRC e compreender em que medida é que este mecanismo associado a proteina em estudo contribui
para o aparecimento e progressdo do cancro colorretal. Para alcangar este objetivo, foram definidas
varias tarefas:

1) Anadlises in silico da expressdo da UPF1 ao nivel do RNA e da proteina, de modo a analisar
como variam os seus niveis em tecidos de diferentes tipos de cancro e entre tecidos de CRC
e tecidos normais do célon;

2) Anélise da expressdo da UPF1 enddgena, com o objetivo de avaliar a variagdo dos niveis
de mRNA e proteina em diferentes linhas celulares de CRC e em comparacgao com células
normais do colon em condigdes em que a tradugdo candnica é inibida por inducéo de stresse
do reticulo endoplasmatico;

3) Utilizacdo de ASO para bloguear a traducéo dependente de IRES e avaliagdo da proliferacao
celular e a apoptose em diferentes linhas celulares;

4) Avaliacdo da importancia da tradugdo dependente de IRES no NMD e no ciclo celular.



2. Métodos

2.1. Analises in silico

A fim de se proceder a uma analise da expressao da proteina UPF1 em varios tipos de cancro e entre
tecidos cancerigenos e ndao cancerigenos do colon, recorreu-se a plataforma Xena [86], onde foram feitos
testes ndo paramétricos, e aos dados provenientes do estudo de Zhou et al. (2020), que realizou anélises
protedmicas de diversas proteinas em 16 tipos de cancro [87]. Tendo em consideragdo que estes dados
ndo estdo associados a plataforma Xena, foi necessario importa-los utilizando a opgéao “View my data”.
Nesta opcdo os dados contidos neste ficheiro sdo categorizados como dados fenotipicos. Apés a
importacéo do ficheiro, os dados séo filtrados consoante as anélises, tendo sido inicialmente excluidas
as amostras correspondentes aos tecidos que nao sdo de rim, figado, estdmago, Utero, célon, pulmao e
todas as amostras correspondentes a tecidos ndo cancerigenos, de modo a proceder a analise dos padrdes
de expressdo da UPF1 em diferentes tipos de cancro. De seguida, recorreu-se a funcdo “Chart &
Statistics™ para realizar a analise estatistica dos dados da expressdo da UPF1 consoante o sitio primario
dos cancros em estudo. As analises realizadas para os padrdes de expressao da UPF1 em tecidos normais
e cancerigenos do co6lon foram procedidas da mesma forma, exceto na filtragem, onde foram excluidos
todos os dados referentes aos tecidos ndo correspondentes ao célon, mantendo apenas os dados relativos
a tecidos normais e cancerigenos do célon.

Através da plataforma Xena [86], foi também realizada uma anélise da expressdo de mRNA de UPF1
(a) em varios tipos de cancro, (b) entre linhas celulares cancerigenas e ndo cancerigenas do colon e (c)
em tecidos do célon com instabilidade de microssatélites (MSI) e com estabilidade de microssatélites
(MSS), com recorréncia a dados provenientes de The Cancer Genome Atlas (TCGA) [88] e do
Genotype-Tissue Expression (GTEX) [89], disponibilizados pela plataforma Xena [86]. Visto que 0s
dados estavam disponiveis na plataforma, para proceder as andalises foi apenas necessario escolher a
coorte (TCGA TARGET GTEX para as analises da expressdo em diferentes tipos de cancro e em tecidos
cancerigenos e normais do cdlon; TCGA Colon and Rectal Cancer para a analises dos padrdes de
expressao entre MSI e MSS) e o0 gene UPF1. Os procedimentos seguintes sdo 0S mesmos que 0S
referidos no paragrafo anterior, apds a importacao do ficheiro.

2.2. Cultura de células

As linhas celulares NCM460 (células epiteliais da mucosa do c6lon humano normal) e HT29 (células
do adenocarcinoma primario do célon humano) foram cultivadas com o meio Roswell Park Memorial
Institute—1640 (RPMI; Gibco, Thermo Fisher), as HCT116 (linha celular de adenocarcinoma colorretal
em fase pré-metastatica) foram cultivadas com o meio McCoy’s 5A (Gibco, Thermo Fisher) e as SW480
(células do adenocarcinoma primario isoladas do intestino grosso humano) foram cultivadas com o meio
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM; Gibco, Thermo Fisher), em incubadores de células a
37 °C com uma atmosfera himida com 5 % de di6xido de carbono (CO.). Os meios foram suplementados
com 10 % de soro fetal bovino (Gibco, Thermo Fisher). As células foram plaqueadas em placas de 6
pogos, de modo que a confluéncia celular seja cerca de 100 % quando o tratamento com TG for realizado
(Sigma-Aldrich), o que corresponde a 20x10° células na linha celular NCM460, 45x10° células nas
HT29 e 30x10° células nas HCT116 e nas SW480.



2.3. Tratamento com tapsigargina

As células foram tratadas com 1 pM de tapsigargina (Sigma-Aldrich) e recolhidas 16 h, 20 h, 22 h e/ou 24
h apds o tratamento, consoante a experiéncia. Em paralelo, as células foram tratadas com o respetivo
veiculo, dimetilsulfoxido (DMSO, Sigma-Aldrich), e recolhidas em simultdneo com as células expostas a
TG.

2.4. Quantificacdo de proteina total

Das amostras obtidas nos ensaios de 20 h, 22 h e 24 h de exposic¢do a TG (Sigma-Aldrich), foi retirado
1 pl e diluido 1:10 em agua bidestilada para ser submetido a ensaios de quantificacdo de proteina pelo
método de Pierce™ 660nm Protein Assay (Thermo Fisher) [90]. Adicionalmente, para obter a reta de
calibracdo, foram preparadas solu¢des standard com albumina de soro bovino (BSA, do inglés Bovine
Serum Albumin, Biolabs) a 10 pg/ul, diluida 1:10 em agua bidestilada. A preparacdo das solu¢des
standard passa pela diluigdo em &gua bidestilada da solugdo de BSA previamente diluida, de modo que
as solugdes apresentem as seguintes concentragoes de BSA: 0,01 pg/ul, 0,02 pg/ul, 0,04 pg/ul, 0,06
pg/ul, 0,08 pg/pl e 0,1 pg/ul. Os restantes procedimentos foram realizados de acordo com as instrugdes
do fabricante. Apos os resultados da quantificacdo, as amostras das quais se retirou inicialmente 1 pl
foram diluidas de modo que a quantidade de proteina total de cada amostra submetida a eletroforese em
gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE, do inglés, Sodium dodecyl-sulfate
polyacrylamide gel electrophoresis) seja aproximadamente a mesma.

2.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sddio e
Western blot

Os lisados celulares, previamente suspendidos em tampéo fosfato-salino (PBS, do inglés phosphate
buffered saline) e aos quais foi adicionado SDS-PAGE Sample Loading Buffer (NZYTech), foram
desnaturados a 95 °C por 10-15 min. As proteinas desnaturadas foram separadas de acordo com o peso
molecular, por SDS-PAGE, num gel com 10 % de poliacrilamida (Bio-Rad) durante ~ 2 h. Depois, as
proteinas foram transferidas, durante ~ 90 min, para membranas de fluoreto de polivinilideno (PVDF,
do inglés polyvinylidene fluoride; Bio-Rad) previamente ativadas com metanol (Honeywell) e hidratadas
com agua bidestilada. Apds a transferéncia, as membranas foram coradas com corante azul de
Coomassie (Tabela S1), posteriormente removido com uma solucdo de destaining (Tabela S1). Em
paralelo, foi preparada uma solucéo de Tris-buffered saline with Tween 20 (TBS-T) composta por 1x
(v/v) Tris-buffered saline (TBS, Tabela S1) e 0,05 % (v/v) Tween 20 (Sigma-Aldrich). Apds a remoc¢éo
do Coomassie (Tabela S1), as membranas foram blogueadas durante 1 h com 5 % (m/v) de BSA
(NZYTech) diluido na solucdo de TBS-T e, de seguida, foram incubadas durante a noite, a 4 °C, com 0s
anticorpos primarios especificos para detetar a UPF1 enddgena, a quantidade de elF2a-fosforilado e a
a-tubulina para o controlo da quantidade total de proteina carregada no gel (Tabela 2.1). Apos a
incubacéo com os anticorpos primarios, as membranas foram sujeitas a trés lavagens de 5-10 min com
a solucdo de TBS-T. De seguida, foram incubadas com os anticorpos secundarios, consoante a espécie
em que o anticorpo primario utilizado foi produzido (Tabela 2.1), & temperatura ambiente, por 1 h em
agitacdo suave, e, posteriormente, foram realizadas trés lavagens de 5-10 min com a solugdo de TBS-
T. Por fim, para se proceder a detecdo das proteinas, foram realizados ensaios de quimioluminescéncia
(ECL, do inglés Enhanced Chemiluminescence; Tabela S1).



Tabela 2.1 Lista de anticorpos utilizados no Western blot.
Anticorpos primarios e secundarios utilizados no Western blot para detetar a UPF1, o elF2q, 0 elF2a-fosforilado e a o-tubulina,
respetivas diluicGes e composicdo das solucdes nas quais os anticorpos foram diluidos.

Anticorpo Espécie Diluicéo Marca Solucéo de diluigéo
Anti-UPF1 coelho 1:500 o
~Cell 5 % (m/v) de BSA (NZYTech) diluido em
£ Anti-eIF20 coelho 1:500 | signaling  1x (v/v) TBS e 0,05 % (v/v) Tween 20
£ (Sigma-Aldrich)
= Anti-elF2a-fosforilado coelho 1:250 Invitrogen
. . . Sigma-
Anti-a-tubulina rato 1:50000 Aldrich
; . 5 % (m/v) de leite em p6 magro diluido
o -
5 Anti-coelho 19G cabra 1:3000 ) em 1x (v/v) TBS e 0,05 % (v/v) Tween 20
E Bio-Rad (Sigma-Aldrich)
% Anti-rato 1gG cabra 1:4000

2.5.1. Remogao dos anticorpos das membranas e deteciao do elF2a total

As membranas secas foram reativadas com metanol (Honeywell) e foram removidos os anticorpos
utilizados para detetar o elF2a-fosforilado. De seguida, estas foram bloqueadas com a solugdo de BSA
(cuja constituicdo esta descrita na sec¢do 2.5), a temperatura ambiente, durante 30 min. Em seguida, estas
foram incubadas durante a noite com anticorpos primarios especificos para detetar a quantidade de elF2a
total (Tabela 2.1). Apoés a incubag&o, os procedimentos s&0 0s mesmos que 0s descritos na secgao 2.5.

2.6. Quantificacio da intensidade das bandas do elF2a e do eIF2a fosforilado

Através do programa ImageJ [91], foi realizada a quantificacdo da intensidade das bandas do elF2a e
do elF2a fosforilado. De seguida, foi calculada a razdo entre o elF2a e o elF2a fosforilado de cada
amostra e os valores da condicdo de stresse foram normalizados aos valores da condigéo de controlo.

2.7. Extracdo de RNA

Os lisados celulares foram incubados em 1 ml de Trizol (Thermo Fisher) e, posteriormente, foram
sujeitos a separagdo de fases, por incubagdo com 200 ul de cloroférmio, da qual se extraiu a fase aquosa,
que contém o RNA total. De seguida, o RNA foi isolado por precipitagdo com 500 ul de isopropanol
(Honeywell), tendo sido descartada a fase aquosa. Apds este processo, foram feitas duas lavagens nas
quais 0 RNA foi ressuspendido em 1 ml de etanol a 75% (Tabela S1), novamente precipitado e sujeito
a secagem. Apds a secagem, este foi ressuspendido em agua sem RNAses e quantificado por
espectrofotometria (NanoDrop One da Thermo Fisher), de acordo com os protocolos do instrumento.

2.8. Sintese de cDNA e transcricdo reversa seguida de reacdo em cadeia da
polimerase

O cDNA foi sintetizado com uma transcritase reversa (NZY Tech), usando 1 pg de RNA total e random
hexamers (NZYTech), de acordo com as instrugdes do fabricante. Paralelamente, e como controlo
negativo, as amostras foram sujeitas a mesma reacdo, mas sem transcritase reversa. A transcricao reversa
seguida de reacdo em cadeia da polimerase em tempo real (RT-qPCR, do inglés, Reverse Transcription
coupled to Real-Time Polymerase Chain Reaction) foi feita em placas de 96 pogos, com NZY Supreme
gPCR Green Master Mix (NZYTech), de acordo com as instrucGes do fabricante, utilizando primers
para detetar os niveis de expressdo de UPF1 e de GAPDH (glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase),
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o controlo enddgeno. Como controlo negativo do RT-gPCR, foram preparadas reacGes em dois pogos
(um com os primers de UPF1 e outro com os primers de GAPDH) aos quais se adicionaram todos 0s
componentes utilizados, exceto cDNA. Adicionalmente, para cada amostra, foram feitos trés replicados
técnicos. Os primers utlizados para detetar os transcritos encontram-se na Tabela 2.2.

Tabela 2.2 Lista de primers utilizados no RT-qPCR.
Sequéncias dos primers utilizados no RT-qPCR para detetar os niveis de expressdo do UPF1 e do controlo endégeno GAPDH.

Transcrito Sequéncia
Forward 5’ -~ CCTCGGTGTCTGGCTACATC -3’
UPF1
Reverse 5’ —GCACAGTCTTCACGGCATAA -3’
Forward 5’ — CCATGAGAAGTATGACAACAGCC -3
GAPDH
Reverse 5’ - GGGTGCTAAGCAGTTGGTG -3’

3. Resultados

3.1. Analises in silico

Visto que a UPF1 apresenta fungdes oncogénicas no CRC e fungdes supressoras de tumor na maioria dos
cancros (secgdo 1.3), pde-se em questdo se existe correlacdo entre a sua expressdo e o tipo de funcdo que
esta proteina desempenha. Assim, de modo a estudar a expressao da UPF1, foram realizadas anélises in
silico para comparar os niveis de expressdo da proteina e do transcrito em diferentes tipos de cancro e, no
caso de tecidos colorretais, comparar também tecidos de CRC relativamente ao respetivo tecido normal.
Adicionalmente, foi analisada a expressdo de mMRNA consoante a presenga de MSI ou MSS no CRC, no
entanto, devido a indisponibilidade de dados, ndo foi possivel realizar a mesma analise para a expressao
da proteina.

3.1.1. Expressado da proteina UPF1

3.1.1.1. Os padrdes de expressdo da UPF1 em CRC apresentam valores geralmente
superiores e menor diversidade em relacdo a outros cancros

As andlises dos resultados obtidos através da plataforma Xena [86] que constam na Figura 3.1 foram
realizadas com o intuito de analisar como varia a expressdao da UPF1 em diferentes tipos de cancro.
Estes resultados encontram-se agrupados consoante o sitio primario, e os valores de expressdo da
proteina sdo apresentados em unidades arbitrarias da variacdo de expressao no log2.
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One-way Anova
coorte: UPF1 - Protein Expression (n=63 p = 0.02501 (f = 2.798)
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Figura 3.1. O cancro colorretal apresenta niveis de expressdo da proteina UPF1 geralmente superiores e de menor
variabilidade em comparacdo com outros tipos de cancro.

Boxplot comparativo dos niveis de expressdo da UPF1 em cancros no rim, figado, estdmago, utero, célon e pulméo,
apresentados por esta ordem. Os niveis de proteina de 63 amostras, provenientes do estudo de Zhou et al. (2020), que realizou
analises protedmicas de diversas proteinas em 16 tipos de cancro [87], foram obtidos de analises de cromatografia liquida
acoplada a espectrometria de massa e sdo apresentados em unidades arbitrérias da variacdo de expressdo no log2. p < 0,05.

Nos resultados apresentados na Figura 3.1, é possivel concluir que, de um modo geral, 0 CRC apresenta
niveis de expressao de UPF1 superiores aos valores apresentados pela maioria dos cancros em estudo.
Esta conclusdo é sustentada ndo s6 pelo valor minimo dos niveis de proteina neste cancro (16,7) ser
superior aos valores minimos apresentados pelos restantes cancros em analise (16,6 para o Utero, 16,3
para o figado, 15,9 para o pulméo e estbmago e 15,6 para o rim), mas também por este apresentar o
valor mais elevado do primeiro quartil (16,8), seguido do Gtero (16,6), pulméo (16,5), figado e estdmago,
que apresentam ambos 16,4, e, por fim, o rim, que apresenta o nivel de expressao do primeiro quartil
mais baixo (16,1). Adicionalmente, o valor da mediana dos niveis de proteina no c6lon é o segundo mais
elevado (17) nos cancros em estudo, sendo esta apenas inferior a mediana do cancro do pulméo (17,1).
O rim apresenta novamente o menor valor (16,4), pelo que o estdbmago e o figado apresentam ambos o
valor de mediana correspondente a 16,6 e, no (tero, a mediana corresponde a 16,9. Porém, o valor do
terceiro quartil apresentado no cdlon (17,1) é inferior aos niveis de proteina do terceiro quartil no Utero
(17,2), no figado e no pulméo (17,6 para ambos os cancros, correspondente ao valor mais elevado), mas
superior ao do estdmago (16,9) e do rim (16,4). O valor maximo da expressao no célon (17,3) esta entre
0s mais elevados, visto que € superior ao do Utero (17,2), ao do estdbmago (16,9) e do rim (16,6), mas €
inferior ao valor maximo do figado (17,8) e do pulméo (18).

A amplitude dos niveis de expressao da proteina no CRC, dada pela diferenca entre o valor maximo e o
valor minimo de expressdo da UPF1 e cujo valor corresponde a 0,6, é inferior & amplitude de todos os
restantes cancros em estudo (1 para o rim e estbmago, 1,5 para o figado e 2,1 para o pulméao) exceto o
Gtero, que apresenta o0 mesmo valor (0,6). Adicionalmente, o valor da amplitude interquartil, resultante
da subtracdo entre os valores do primeiro e do terceiro quartis, € também inferior no CRC (0,3) em
comparagdo com os restantes cancros em estudo (0,5 para o estbmago, 0,6 para o Gtero, 1 para 0 pulméo
e 1,2 para o figado), exceto o rim, que apresenta 0 mesmo valor (0,3). Assim, é possivel concluir que o
CRC apresenta menor variabilidade nos niveis de expressao da proteina, notando que esta variabilidade
ndo é influenciada pelo nimero de amostras em estudo.
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3.1.1.2. Os niveis de expressdao da UPF1 sdo superiores em tecidos de CRC do que
em tecidos normais do c6lon

Recorrendo aos mesmos dados [87] e a mesma plataforma [86], foi feita uma comparacdo dos niveis de
expressao da proteina UPF1 entre tecidos cancerigenos e tecidos normais do célon. Os resultados
obtidos na plataforma Xena [86] estéo representados na Figura 3.2, sendo que os valores apresentados
se encontram em unidades arbitrarias da variacdo de expressao no log2.

Welch's t-test
p = 0.02565 (t = -2.443)

coorte: UPF1 - Protein Expression (n=22)

17.4 *

|
Tipo de tecido

17.2
@ Tecido Normal

16.8 ® Tumor

16.2

Tipo de tecido

Figura 3.2. Os padrdes de expressao da proteina UPF1 no colon sdo inferiores em tecidos normais do que em tecidos cancerigenos.
Boxplot comparativo da expressdo da proteina UPF1 em tecidos normais e cancerigenos do célon. Os dados da expressdo da
proteina, provenientes do estudo de Zhou et al. (2020), que realizou analises protedmicas de diversas proteinas em 16 tipos de
cancro [87], correspondem a 22 amostras submetidas a analises de cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massa
e sdo apresentados em unidades arbitrarias da variagdo de expressdo no log2. p < 0,05.

Através dos resultados apresentados na Figura 3.2, é possivel concluir que os niveis de expressao da
UPF1 sédo significativamente superiores em tecidos cancerigenos do c6lon, em comparacdo com 0s
niveis dos respetivos tecidos normais, visto que 75% dos valores de expressao de proteina em tecidos
de CRC sdo superiores aos valores obtidos nos tecidos normais. Adicionalmente, o valor minimo, em
tecidos cancerigenos, é também superior (16,7) ao valor apresentado em tecidos normais do c6lon (16,4),
tal como o valor do primeiro quartil (16,8 para tecidos CRC e 16,5 para tecidos normais), da mediana
(17 para tecidos CRC e 16,6 para tecidos normais), do terceiro quartil (17,1 para tecidos CRC e 16,8
para tecidos normais) e do valor maximo (17,3 para tecidos CRC e 17,1 para tecidos normais).

A variabilidade dos valores é bastante semelhante, sendo que a amplitude interquartil é igual para ambos
os tipos de tecido (0,3) e a amplitude dada pela diferenca entre os valores méximo e minimo do tecido
normal é de 0,7 sendo superior a amplitude dos tecidos de CRC (0,6).

Dada a indisponibilidade de dados relativos aos padrfes de expressdo da UPF1 entre MSI e MSS, néo
foi possivel realizar a analise dos mesmos.

3.1.2. Expressao do transcrito UPF1

Apbs a identificacdo dos elevados niveis de expressdo da UPF1 no CRC, foram feitas analises dos
padrdes de expressdo do transcrito de modo a verificar se estes acompanham os padrdes de expressao
da proteina.
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3.1.2.1. Os padrbes de expressdao do transcrito UPF1 apresentam valores
geralmente superiores e menor variabilidade no CRC em relagéo a outros cancros

Com o intuito de analisar como varia a expressao de mRNA de UPF1 em diferentes tipos de cancro,
foram feitos testes ndo paramétricos com os dados da coorte TCGA TARGET GTEx [92]
disponibilizados pela plataforma Xena [86]. Os resultados da analise da expressdo do UPF1 em
diferentes tipos de cancro, agrupados consoante o sitio primario, estdo representados na Figura 3.3,
sendo que os valores analisados se encontram nas unidades log2(norm_count+1).

One-way Anova

coorte: TCGA TARGET GTEx (n=3373 p = 0.000 (f = 97.24)
— * ok %
4 e ***p < 0,001
[
14 *%
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- &l Sitio primario
5 L T ® Rim
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5 42!5 \_ Colo do utero
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B ==

Figura 3.3. Os niveis de expressdo do mRNA de UPF1 séo geralmente superiores e de menor variabilidade no cancro
colorretal, em comparacdo com outros tipos de cancro.

Boxplot comparativo dos niveis de mRNA de UPF1 em tecidos cancerigenos do rim, figado, colo do Gtero, pulméo, reto, cdlon
e estdmago, apresentados por esta ordem. Os niveis de mMRNA, provenientes do estudo TCGA TARGET GTEx num total de
3373 amostras, foram obtidos de analises de RNA deep sequencing (RNA-seq) [92] e sdo apresentados em
log2(norm_count+1). p < 0,001.

De um modo geral, no CRC (correspondendo aos boxplots do célon e do reto da Figura 3.3), 0s niveis
de mRNA de UPF1 sdo superiores, na medida em que os valores minimos do c6lon (11,6) e do reto
(11,8) sdo superiores aos valores minimos do colo do utero (11,4), estbmago (11,1), rim (11), figado
(11) e pulmdo (11). Adicionalmente, as medianas dos niveis de mRNA de UPF1 em tecidos
cancerigenos do célon (12,5) e do reto (12,4) sdo superiores aos dos restantes tecidos cancerigenos em
estudo (11,9 para o rim, 12,1 para o figado, 12,3 para o colo do Gtero e para o pulmao), excetuando 0s
tecidos do estdmago, que apresentam a mediana mais elevada (12,6). No entanto, é possivel observar
gue os valores maximos do pulmao (13,6) e do estbmago (13,9) sdo superiores ao valor maximo da
expressao do UPF1 nos tecidos cancerigenos do reto (13,3) e do célon (13,1) e os valores maximos dos
restantes cancros em estudo, exceto o rim (12,8), sdo superiores ou iguais ao valor apresentado para o
cblon (13,2 para o figado e 13,1 para o colo do Gtero). Porém, os valores do terceiro quartil acompanham
a mesma tendéncia crescente apresentada na mediana, sendo que o estdmago apresenta o valor mais
elevado (12,9) seguido do célon, reto e pulm&o, que apresentam o mesmo valor (12,6), colo do Utero
(12,5), figado (12,4) e, por fim, o rim apresenta o valor mais baixo (12,1).

O CRC apresenta uma menor amplitude de niveis de mMRNA de UPF1 em comparagdo com o0s restantes
cancros analisados, visto que a subtragdo entre o valor maximo e o valor minimo dos valores de
expressdo dos tecidos do célon e do reto é inferior (1,5 tanto para o c6lon como para o reto), enquanto
o0 cancro do estbmago apresenta a maior amplitude de niveis de mRNA de UPF1 (2,8). A amplitude
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interquartil de cada boxplot esta de acordo com os resultados obtidos na amplitude entre 0 maximo e o
minimo, exceto o figado, que apresenta 0 mesmo valor que o célon e o reto e, portanto, 0 menor valor
(0,4), e 0 pulméo, que apresenta 0 mesmo valor do estdmago e, portanto, o maior valor (0,7). Assim, é
possivel observar que, em geral, 0 CRC apresenta menor diversidade de niveis de mRNA de UPF1 e 0
cancro do estbmago apresenta maior diversidade, sendo que esta variabilidade ndo é influenciada pelo
numero de amostras em estudo.

Com base nesta analise, € possivel concluir que os valores de expressdo do mRNA de UPF1 no CRC
sd0, na sua maioria, superiores aos valores dos cancros que nao apresentam elevada diversidade de niveis
de MRNA de UPF1 (todos exceto o estbmago e pulmao), considerando que, apesar do valor maximo no
célon (13,1) ser inferior ao do figado (13,2) e igual ao do colo do Gtero (13,1), o valor madximo do reto
é superior a estes trés (13,3).

Comparando os resultados da Figura 3.3 com os resultados da Figura 3.1, é possivel verificar que o0s
niveis de expressdao de mRNA estdo de acordo com o0s niveis de expressdo da proteina para a maioria
dos cancros em estudo. No entanto, excecionalmente ao referido, o estbmago apresenta valores de
variabilidade e de expressdo de mMRNA mais elevados que a maioria dos cancros, mas os valores de
expressao de proteina e de variabilidade deste cancro sdo inferiores a metade dos cancros em estudo. Os
niveis de expressdo do pulmao correspondem a uma outra exce¢do, mas de forma inversa ao que se
verificou nos valores apresentados pelo estbmago, visto que, apesar de os valores do cancro do pulmao
apresentarem uma elevada variabilidade, tanto nos niveis de expressdo de mRNA como de proteina, a
expressao do MRNA neste cancro é inferior a verificada no CRC e no estbmago, enquanto a expressao
da proteina é a mais elevada em rela¢&o aos cancros em estudo.

Da comparagdo entre os resultados dos niveis de expressdo apresentados na Figura 3.1 e na Figura 3.3
é possivel concluir que o CRC apresenta elevados niveis de expressdo tanto de mRNA como de proteina.

3.1.2.2. Os padrdes de expressdao de mMRNA de UPF1 séo superiores em tecidos CRC
do que em tecidos normais do célon

Com recorréncia aos mesmos dados [92] e & mesma plataforma [86], foi feita uma comparagédo entre
tecidos cancerigenos e tecidos normais do c6lon de modo a compreender como varia a expressao de
UPF1 nestes dois tipos de tecido. Os resultados estdo apresentados na Figura 3.4, sendo que 0s niveis
de mRNA de UPF1 se encontram nas unidades log2(norm_count+1).

Das 598 amostras analisadas na Figura 3.4, 308 correspondem a tecido normal, 288 sdo provenientes de
tumores primarios, 1 tem origem em tumor recorrente e 1 é originario de tecido metastatico.
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Figura 3.4. Os niveis de expressdo do mRNA de UPF1 em tecidos normais do colon sdo inferiores aos dos tecidos
cancerigenos.

Boxplot comparativo da expressdo de RNA do UPF1 em tecidos normais e cancerigenos do colon. Os dados da expresséo
génica, provenientes do estudo TCGA TARGET GTEx e com um total de 598 amostras, foram obtidos de analises de RNA
deep sequencing (RNA-seq) e sdo apresentados em log2(norm_count+1). p < 0,001.

Os resultados demonstram que os niveis de mMRNA do UPF1 sdo significativamente superiores em
tecidos de cancro do colon do que em tecidos normais do mesmo, visto que 75 % dos dados de expressao
em tecido cancerigeno possui valores superiores aos valores da mediana dos tecidos normais (12,2, o
mesmo valor do primeiro quartil dos tecidos cancerigenos). Adicionalmente, é possivel verificar que a
mediana ¢ significativamente superior em tecidos cancerigenos (12,5, em comparacdo com 12,2 dos
tecidos normais), tal como o valor maximo, que corresponde a 13,1 nos tecidos cancerigenos e 12,7 nos
tecidos normais.

E ainda de notar que existe maior diversidade no nivel de mRNA de UPF1 no CRC, por apresentar tanto
uma maior amplitude, visto que a diferenca entre 0 maximo e 0 minimo é de 1,5 comparativamente a
0,9 dos tecidos normais, como também uma maior amplitude interquartil, dada pela diferenca entre o
primeiro e o terceiro quartis (0,4 em comparagdo com 0,2 dos tecidos normais). Os valores
correspondentes as amostras com origem de tumor recorrente e tecido metastatico correspondem,
respetivamente, a 12,5 e 12,7, pelo que ndo acrescentam variabilidade aos valores obtidos nas amostras
de tumores primarios.

Assim, comparando a andlise dos resultados apresentados na Figura 3.2 e na Figura 3.4, é possivel
concluir que os niveis de expressdo de mMRNA e de proteina sdo superiores em tecidos cancerigenos do
c6lon em comparagdo com os respetivos tecidos normais.
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3.1.2.3. A diferenca entre os padrdes de expressdo de UPF1 em MSI e MSS néo é
significativa

Recorrendo a coorte TCGA Colon and Rectal Cancer (COADREAD) [93] através da plataforma Xena

[86], foi feita uma andlise dos niveis de mRNA de UPF1 em MSI comparativamente com MSS. Os

resultados encontram-se representados na Figura 3.5, onde os niveis de mMRNA sdo apresentados nas
unidades log2(norm_count+1).

coorte: TCGA Colon and Rectal Cancer (COADREAD) (n=118) Welch's t-test
p =0.1767 (t = -1.427)

@ Mmsi
‘ @ Mss
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Figura 3.5. A diferenga entre os padrdes de expressdo do transcrito de UPF1 em tecidos cancerigenos do célon com
instabilidade de microssatélites (MSI) e com estabilidade de microssatélites (MSS) néo é significativa.

Boxplot comparativo do nivel de mMRNA de UPF1 em tecidos cancerigenos do c6lon com instabilidade de microssatélites (MSI,
do inglés microsatellite instability) e tecidos cancerigenos do célon com estabilidade de microssatélites (MSS, do inglés
microsatellite stability). Os dados da expresséao, provenientes do estudo TCGA Colon and Rectal Cancer (COADREAD) e com
um total de 118 amostras, foram obtidos de analises de RNA deep sequencing (RNA-seq) [92] e sdo apresentados em
log2(norm_count+1).

Os resultados presentes na Figura 3.5 ndo sdo estatisticamente significativos (p = 0,1767, nusi=11 e
nmss=107). Em conformidade com a discrepancia entre a quantidade de amostras analisadas de MSI e
MSS, € possivel observar na Figura 3.5 que os tecidos com MSS apresentam uma diversidade nos niveis
de mRNA de UPF1 superior a dos tecidos com MSI (1,2 de amplitude, em comparacgdo com 0,6, e 0,4
de amplitude interquartil, em comparagdo com 0,2). A mediana dos tecidos com MSS (11,8) é superior
a mediana dos tecidos com MSI (11,7), tal como o terceiro quartil (12,0 em comparacdo com 11,8) e 0
valor méaximo (12,4 em comparagdo com 11,9). O valor minimo é inferior em MSS (11,2) do que em
MSI (11,3) mas o valor do primeiro quartil é igual para ambos (11,6).

Dada a disparidade no nimero de amostras entre MSI e MSS, ndo é possivel tirar conclusdes dos
resultados obtidos.

3.2. Validagado experimental da expressdo da UPF1 em linhas celulares de CRC

Com o objetivo de analisar a expressao endogena da UPF1 em condi¢des de stresse do RE em células
de vérios estadios do CRC e em células normais do célon humano, foram feitos ensaios com TG durante
diversos tempos de exposicdo, de modo a identificar o tempo de exposi¢do que proporciona uma maior
eficacia da inducdo do stresse. As amostras provenientes destes ensaios foram submetidas a SDS-PAGE
e Western blot, cujos resultados permitem néo so6 analisar a eficacia da inducdo do stresse como também
0s niveis de expressdo da UPF1 nestas condi¢Ges. Adicionalmente, algumas amostras foram também
submetidas a RT-gPCR para analisar a expressdo do mRNA de UPFL1.
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3.2.1. Apos 16 h, 20 h e 24 h de exposicdo a TG, a expressdo da UPF1 mantém-se em
condiges de stresse do RE e a inducéo deste é mais eficaz as 20 h e 24 h de tratamento

Para identificar o tempo de exposi¢do que proporciona uma maior eficcia da inducdo do stresse do RE,
foram feitos ensaios com 16 h, 20 h e 24 h de exposi¢do a TG em células NCM460, HT29, SW480 e HCT116,
visto que, em resultados previamente obtidos no laboratdrio, foram realizados ensaios de 16 h e 24 h para
induzir este stresse. Os lisados das correspondentes células foram sujeitos a analise por Western blot. Na
Figura 3.6 estdo representados os resultados obtidos para todas as linhas celulares em estudo. De modo a
permitir uma analise mais detalhada da eficiéncia da inducéo do stresse, procedeu-se a quantificacdo das
bandas do elF2a fosforilado e do elF2a por recorréncia ao programa ImageJ [91]. Dos valores obtidos, foi
calculada a razao entre o elF2a fosforilado, como marcador de stresse do RE, e o elF2a. total (Figura 3.6) e,
de seguida, os valores da condicéo de stresse foram normalizados aos valores da condicéo de controlo (Figura
3.6). Todos os valores apresentados na Figura 3.6 encontram-se em unidades arbitrarias.
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Figura 3.6. A expressdo da proteina UPF1 mantém-se em condig¢Ges de stresse do reticulo endoplasmatico (RE) e a
inducdo deste stresse é mais eficaz ap6s 20 h e 24 h de exposicao a tapsigargina (TG).

As células NCM460 (A), HT29 (B), SW480 (C) e HCT116 (D) foram sujeitas a tratamentos com 1 uM de tapsigargina (TG)
ou com o respetivo veiculo — dimetilsulféxido (DMSO) — como condigdo de controlo, sendo recolhidas 16 h, 20 h e 24 h ap6s
a exposicédo e submetidas a SDS-PAGE e Western blot. Os valores numéricos apresentados, que correspondem a razdo entre o
elF2a fosforilado e o elF2a e a normalizag@o dos valores da condigao de stresse em relag@o aos valores da condigdo de controlo,
encontram-se em unidades arbitrarias e foram calculados com os resultados obtidos na quantificagdo das respetivas proteinas
realizada através do programa ImageJ [91].
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Os resultados mostram que existe um aumento de elF2a fosforilado relativamente ao elF2a total, em
células sujeitas a tratamento com TG por oposicao as células tratadas com DMSO, em todas as linhas
celulares testadas, nos tempos de exposi¢do em que a razéo é superior a 1 (Figura 3.6), 0 que indica que
a inducdo de stresse do RE foi efetuada com sucesso. Adicionalmente, a normalizagdo permite verificar
em que tempos de exposicao a inducdo do stresse é mais eficaz, na medida em que quanto maior o valor
obtido, maior a eficacia.

Assim sendo, a indugdo do stresse nas células NCM460 (Figura 3.6A) é mais eficaz nas 20 h (6,17) e
nas 24 h (5,00) do que nas 16 h (1,33).

Nas células HT29 (Figura 3.6B), a indu¢do do stresse s6 foi bem-sucedida as 24 h (1,66).

Nas células SW480 (Figura 3.6C) ndo foi possivel obter resultados para as 24 h devido a auséncia de
resultados relativos ao elF2a em células tratadas com TG; no entanto € possivel observar um aumento
acentuado do elF2a fosforilado em células tratadas com TG em comparagdo com as células tratadas
com DMSO neste tempo de exposicao, o que sugere que houve inducdo do stresse do RE. Nos restantes
dois tempos de exposi¢do, s6 ocorreu inducdo do stresse nas 20 h (16,00, sendo que o valor da
normalizacdo das 16 h corresponde a 1,00); contudo, € de notar que esta indugdo foi bastante eficaz visto
que o valor da normalizagdo é o mais elevado em comparagao com os restantes.

Por fim, nas céluas HCT116 (Figura 3.6D), devido ao elF2a. fosforilado ¢ elF2a no tratamento de 20 h
com TG e no tratamento de 24 h com DMSO néo terem sido detetados, provenientes de problemas
técnicos na transferéncia das proteinas do gel para a membrana, sé foi possivel obter resultados para o
tempo de exposicdo de 16 h, em que é possivel observar que a inducdo do stresse foi bem sucedida
(1,67).

Para analisar a variagcdo da quantidade de UPF1 em diferentes tempos de exposi¢do ao stresse do RE,
foi utilizada a a-tubulina como controlo da quantidade total de proteina carregada no gel nas linhas
celulares em estudo (Figura 3.6).

Nas células normais do c6lon (Figura 3.6A), é possivel verificar que a expressao da UPF1 se mantém
em condigdes de stresse do RE nas 16 h e nas 24 h por comparagdo com as condi¢Oes de controlo. N&o
é possivel tirar conclusdes sobre a diferenca verificada nos resultados da UPF1 relativos as 20 h, nestas
células, devido a auséncia de resultados para a a-tubulina provenientes de problemas técnicos na
transferéncia das proteinas do gel para a membrana.

Ja nas células HT29 (Figura 3.6B), é possivel verificar que a quantidade relativa de UPF1 expressa se
mantém em condicGes de stresse as 16 h e 20 h de exposicéo a TG e, apesar da auséncia parcial de dados
para a o-tubulina em condicGes de exposi¢do a 24 h de TG, a presenca da ténue banda de a-tubulina
admite sugerir que a quantidade relativa de UPF1 expressa ndo diminui em condicfes de stresse nas 24 h.

Nas células SW480 (Figura 3.6C), é também possivel verificar que a quantidade relativa de UPF1 se
mantém em condi¢es de stresse as 16 h e 20 h de exposicdo a TG e sugere que esta também se mantenha
as 24 h de exposicéo.

Por outro lado, nas células HCT116 (Figura 3.6D), é possivel verificar que a expressdo da UPF1 se
mantém em condi¢des de stresse do RE apenas nas 24 h por comparagdo com as condi¢des de controlo,
ndo sendo possivel tirar conclusdes sobre a diferenca verificada nos resultados da UPF1 relativos as 16 h
e as 20 h devido a auséncia parcial de resultados provenientes de problemas técnicos na transferéncia
das proteinas do gel para a membrana.

Concluindo, em geral, a inducéo do stresse é mais eficaz ap6s 20 h e 24 h de tratamento com TG e a
expressdo da UPF1 mantém-se em condigdes de stresse do RE nas linhas celulares de CRC em estudo e
nas células ndo tumorigénicas do colon.
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3.2.1.1. A expressdo do transcrito UPF1 é superior nos tecidos de CRC em que o
stresse do RE foi induzido com sucesso

Apds a analise dos resultados obtidos sobre os niveis de expressdo da UPF1 em condigdes de stresse do
RE, considerou-se pertinente analisar 0s niveis de expressdo dos transcritos de UPF1 sintetizados nas
mesmas condi¢Oes de stresse. Para tal, as amostras de mMRNA analisadas por ensaios de RT-gPCR foram
obtidas dos mesmos ensaios realizados para a aquisicdo das amostras de proteina. Contudo, foram
apenas obtidos resultados para as células NCM460 (Figura 3.7A), HT29 (Figura 3.7B) e HCT116
(Figura 3.7C).
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Figura 3.7. Os niveis de expressao do transcrito de UPF1 sdo superiores ap6s 24 h de exposicdo a tapsigargina (TG).

As células HCT116 (A), HT29 (B) e NCM460 (C) foram sujeitas a tratamentos com 1 uM de TG ou com o respetivo veiculo —
dimetilsulféxido (DMSO) — como condigdo de controlo, sendo recolhidas 16 h, 20 h e 24 h apds o tratamento. O RNA presente
nas amostras obtidas foi extraido e, a partir deste, procedeu-se a sintese de cDNA e gPCR. Da analise dos resultados, recorrendo
a0 método comparativo do AACt, foram obtidos os valores de 224, apresentados nos graficos em unidades arbitrarias. A reta
horizontal marca o valor de referéncia para a expressao génica (correspondente a 1), sendo que as barras que ultrapassam a reta
indicam a ocorréncia de sobrexpressdo e as barras que nao atingem a reta correspondem a existéncia de subexpresséo. Os graficos
A e B ndo apresentam resultados para as 16 h devido a nao ter sido possivel obter dados experimentais.

Os resultados obtidos foram analisados de acordo com o método comparativo do AACt e sdo
apresentados em unidades arbitrarias. E de salientar que. nas amostras das células HT29 expostas a TG
durante 20 h, o stresse do RE ndo foi induzido com sucesso e, nas amostras de HCT116 expostas a TG
durante 20 h e 24 h, o sucesso da inducao do stresse nao foi verificado (sec¢do 3.2.1). A analise efetuada
demonstra a existéncia de subexpressdo em todos os tempos de exposi¢cdo apresentados nas trés linhas
celulares exceto as 24 h de exposicdo com TG nas células HT29 e as 16 h nas células HCT116 (que
correspondem aos tempos de exposi¢do em que o stresse do RE foi induzido com sucesso nestas células).
E ainda de notar que o valor de 2 das células NCM460 as 20 h (Figura 3.7A) é inferior ao valor
obtido nas HT29 (Figura 3.7B) e superior ao valor apresentado nas HCT116 (Figura 3.7C). Ja nas 24 h,
o valor de expressdo do UPF1 nas células NCM460 (Figura 3.7A) é inferior aos valores obtidos para as
HT29 (Figura 3.7B) e HCT116 (Figura 3.7C). N&o sdo apresentados valores de expresséo em SW480
nem as 16 h de exposicdo a TG nas NCM460 e nas HT29 devido a ocorréncia de problemas técnicos.

Dado que se realizou apenas uma experiéncia para obter os resultados apresentados na Figura 3.7, ndo
é possivel tirar conclusdes estatisticamente significativas relativamente aos niveis de expressdo do
mRNA nas diferentes linhas celulares.
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3.2.2. Apods 20 h, 22 h e 24 h de exposicao a TG, verificou-se que o tempo de exposi¢ao
mais eficaz para induzir o stresse do RE varia consoante a linha celular e que os niveis
de expressdo da UPF1 se mantém nestas condicoes

Apos os resultados apresentados na Figura 3.6 sugerirem que existe maior eficacia de inducdo do stresse
do RE nas 20 h e nas 24 h, foram feitos ensaios de exposi¢do a TG durante 20 h, 22 h e 24 h com o objetivo
de melhor definir o ponto temporal ao qual o stresse do RE é mais eficaz. Os resultados sdo apresentados
na Figura 3.8. Nesta experiéncia, analisou-se, através de SDS-PAGE e Western blot, a mesma gquantidade
de proteina total de cada amostra. Para tal, a proteina foi quantificada pelo método de quantificacdo de
Pierce 660 nm Protein Assay [90]. A semelhanca dos resultados apresentados na Figura 3.6, a quantidade
de elF2a fosforilado e de elF2a foi quantificada por recorréncia ao programa ImageJ [91] e, desses
valores, foi calculada a razdo entre o eIF2a fosforilado e o eIF2a e essa razdo normalizada entre os valores
da condicao de stresse e 0s valores da condicdo de controlo, de modo a permitir uma analise mais detalhada
da eficiéncia da indugdo do stresse. Os valores presentes na Figura 3.8 sdo apresentados em unidades

arbitrarias.
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Figura 3.8. O tempo de exposicao a tapsigargina (TG) mais eficaz para a indugdo do stresse do RE difere consoante a
linha celular, mas os niveis de expressdo da UPF1 mantém-se nestas condicdes.

As células NCM460 (A), HT29 (B), SW480 (C) e HCT116 (D) foram sujeitas a tratamentos com 1 pM de TG ou com o
respetivo veiculo — dimetilsulféxido (DMSO) — como condicéo de controlo, sendo recolhidas 20 h, 22 h e 24 h ap6s o tratamento
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com TG. De seguida foi feita a quantificacdo da proteina total pelo método de Pierce (Pierce 660 nm Protein Assay) [90] e 0s
lisados das diferentes amostras foram submetidos a SDS-PAGE e Western blot. Os valores numéricos apresentados, que
correspondem a razdo entre o elF2a fosforilado e o eIF2a e a normalizagdo dos valores da condic@o de stresse em relagdo aos
valores da condicdo de controlo, encontram-se em unidades arbitrarias e foram calculados com os resultados obtidos na
quantificacdo das respetivas proteinas realizada através do programa ImageJ [91].

Do mesmo modo que se procedeu nos ensaios da seccdo 3.2.1.1, foi feita a analise dos niveis de elF2a
fosforilado, utilizando o elF2a como controlo de quantidade, ¢ dos niveis de UPF1, utilizando como
controlo de quantidade a o-tubulina. Adicionalmente foi analisada também a eficacia da indugdo do
stresse do RE, sendo que esta é tanto mais eficaz quanto maior for o valor da normalizacéo.

A Figura 3.8A apresenta os resultados obtidos para as células normais do c6lon, onde é possivel observar
gue sé ocorreu inducdo do stresse do RE as 22 h (1,58). Por outro lado, as 20 h, a razdo é proxima de 0
devido a grande diferenca de intensidade das bandas de elF2a fosforilado nas células expostas a TG e
nas células expostas a DMSO, possivelmente por ocorréncia de problemas técnicos. Adicionalmente, é
ainda possivel observar que, nas NCM460, ocorre uma diminuicao nos niveis de expressao da UPF1 as
22 h de exposicdo a TG, ao contrario do que se verificou em condi¢Oes de stresse nos ensaios de 16 h,
20he24h.

Nas células HT29 (Figura 3.8B), apesar de ndo terem sido obtidos resultados do eIF2a fosforilado para as
20 h devido a problemas na transferéncia, os resultados obtidos ap6s 22 h e 24 h de exposicdo a TG
demonstram que a indugdo do stresse foi realizada com éxito, sendo mais eficaz nas 22 h (3,75) do que
as 24 h (1,97). Por outro lado, os niveis de expressao da UPF1 mantém-se as 20 h e as 24 h de exposicdo
ao stresse e possivelmente aumentam as 22 h; no entanto seria necessario repetir a experiéncia para
confirmar este aumento.

As células SW480 (Figura 3.8C) apresentam inducdo do stresse do RE nos trés tempos de exposi¢do em
estudo, sendo mais eficaz as 22 h (3,01), do que as 20 h (2,06) e as 24 h (2,02). A ocorréncia de
problemas técnicos durante o Western blot ndo permite tirar conclusdes sobre os padrbes de expressdo
da UPF1 as 20 h, mas é possivel verificar que a sua expressdo se manteve em condi¢des de stresse do
RE quer as 22 h quer as 24 h.

Nas células HCT116 (Figura 3.8D) também ocorreu indugdo do stresse do RE nos trés tempos de
exposicdo a TG, no entanto esta foi mais eficaz nas 24 h (2,65), seguida das 20 h (1,88) e foi menos
eficaz nas 22 h (1,26). Por sua vez, os niveis de expressdo da UPF1 mantém-se nas 20 h e parecem
também manter-se nas 22 h e nas 24 h.

Em suma, os resultados indicam que o tempo de exposi¢do mais eficaz para a inducdo do stresse do RE
varia consoante a linha celular, sendo que nas células SW480 corresponde a 22 h, tal como nas células
NCM460 e nas células HT29. No entanto, nas células HCT116 corresponde a 24 h. Adicionalmente, e
a semelhanca do que se observou no ensaio das 16 h, 20 h e 24 h (Figura 3.6), 0s niveis de expressao da
UPF1 mantém-se em condicGes de stresse do RE nas células cancerigenas mas, ao contrario do que se
verificou nos resultados da Figura 3.6A, nas 22 h de exposicdo & TG nas células NCM460 (Figura 3.8A)
ocorreu uma diminuicdo da expressdo da proteina. No entanto, é de salientar que ndo ocorreu indugdo
do stresse do RE em todos os tempos de exposicdo, pelo que seria necessario repetir as experiéncias
para verificar a veracidade destes resultados.
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4. Discussao

Segundo os dados disponibilizados pelo Global Cancer Observatory, em 2020, o cancro colorretal foi o
cancro mais diagnosticado em Portugal e o terceiro cancro com maior incidéncia no mundo, sendo a
segunda causa de morte por cancro, ndo sé em Portugal, mas também a nivel mundial [94]. Para diminuir
a incidéncia e a mortalidade deste cancro, é fundamental aumentar os conhecimentos sobre os iniimeros
mecanismos que ocorrem nas células cancerigenas, os seus intervenientes e a sua contribui¢do para o
desenvolvimento do CRC. Os mecanismos de iniciacdo da tradugdo ndo-candnica de proteinas
potencialmente relevantes no CRC tém vindo a ser estudados no laboratério em que este projeto de
dissertacdo foi realizado. Nestes estudos, e conforme referido na seccdo 1.2, verificou-se que a 5°UTR
da UPF1 tem atividade de IRES que se mantém em condicdes de stresse, 0 que indicou que a traducao
da proteina em estudo pode ser mediada por esta estrutura secundaria de mMRNA em condi¢fes em que
a traducdo canonica é comprometida. No entanto, era ainda necessario verificar o seu significado
biolégico nas células de CRC e compreender a sua relevancia na tumorigénese deste cancro. Neste
projeto, de um modo geral, os resultados obtidos demonstram que os niveis de expressao da UPF1 sdo
superiores em tecidos de CRC (em comparagdo com tecidos normais do colon e com tecidos de
diferentes tipos de cancro) e que estes se mantém em condi¢des em que a tradugao candnica esta inibida.

As analises in silico mostraram que existe uma correlagdo entre a expressdo de mMRNA e de proteinae o
tipo de funcdo que a UPF1 desempenha num determinado tecido, sendo que os padrfes de expressdo
sdo superiores quando esta exerce fungdes oncogénicas. Em células cancerigenas, 0os oncogenes
aumentam a vantagem seletiva das mesmas e 0s genes supressores de tumor sofrem mutacdes que
comprometem a funcdo das proteinas resultantes, o que induz um aumento dos niveis de expressdo de
oncogenes e uma diminuic¢do dos niveis de expressao de genes supressores de tumor [60, 61]. Assim, de
um modo geral, estes resultados corroboram os estudos que definem que a UPF1 desempenha funcées
oncogeénicas no cancro colorretal [43-45, 69], sobretudo em comparagdo com a maioria dos cancros em
estudo, nos quais a literatura descreve que a UPF1 desempenha fungfes supressoras de tumor [47-52,
54-58].

A reforgar a concordancia entre os resultados das analises in silico e a literatura, nos estudos em que
expressdo da UPF1 foi modelada por sobrexpressdo [44], subexpressdo ou knockdown [45, 69], em
tecidos de CRC, verificou-se que 0 aumento dos niveis de expressdo de mRNA e proteina de UPF1
contribui para um aumento da progressdo deste cancro, enquanto a sua diminuicdo ou supressao
contribui para uma diminui¢do ou supressdo dos comportamentos bioldgicos malignos das células de
CRC, o que se encontra em conformidade com os resultados que comparam 0s niveis de expressao em
tecidos normais e cancerigenos do célon, visto que os valores dos padrdes de expressao de mRNA e
proteina foram superiores nos tecidos cancerigenos. Contudo, a semelhanca entre a variacéo dos niveis
de expressdo do mMRNA e dos niveis de expressdo da proteina ndo nos permite sugerir que a traducdo
mediada por IRES desempenhe um papel fulcral na sintese da UPF1 em células de CRC.

Apesar de, na maioria dos casos, 0s niveis de expressao proteica ser superior nos tecidos de cancro
colorretal, quando comparado com outros cancros em estudo, € de notar que no Utero, figado e pulmao,
mais de 25% dos valores de expressdo proteica sdo superiores aos apresentados pelo CRC. Dado o atraso
no desenvolvimento da protedmica quantitativa, nos casos mencionados, a disparidade do nimero de
amostras analisadas (no caso do Utero e do pulm&o em comparagdo com os restantes cancros em estudo)
e 0 nimero total de amostras da coorte ser bastante inferior ao apresentado para os niveis de expressao
de mRNA podem contribuir para as discrepancias mencionadas.
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Nos resultados relativos ao Utero, embora estes sejam semelhantes aos apresentados pelo CRC, o nimero
de amostras de tecidos do Utero analisadas corresponde a cerca de metade do nimero de amostras de
tecidos de CRC. Adicionalmente existem estudos que defendem que a UPF1 contribui para a
carcinogénese no cancro do endomeétrio [95, 96]. Visto que, no caso da coorte utilizada para a anélise
dos niveis da expressdo proteica, ndo existe informacao sobre a regido do Utero de que foram recolhidas
as amostras, pde-se a hipotese de que, nos dados apresentados neste boxplot, uma parte destes pode
referir-se a tecidos onde a UPF1 desempenhe fungdes oncogénicas. No entanto, seria necessario analisar
uma coorte com um namero de amostras menos dispar de tecidos cancerigenos do Utero e de CRC para
verificar a semelhanca de resultados entre estes e, crucialmente, poder identificar qual a regido do Utero
da qual as amostras foram retiradas.

Diversos estudos relatam que a UPF1 desempenha fungdes supressoras de tumor, que contribuem para
a diminuic&o da progressédo do cancro do figado, e que o knockdown da UPF1 em tecidos cancerigenos
contribui para um aumento dessa progressao [47-50, 97]. Adicionalmente, Zhou et al. (2019) refere que
0s niveis de expressao da UPF1 sdo inferiores em tecidos cancerigenos em comparacdo com os tecidos
normais do figado [50]. Assim sendo, seria de esperar que o0s niveis de expressdo da UPF1 no cancro do
figado sejam inferiores aos observados no CRC. No entanto, nas anélises in silico mais de 25% dos
resultados é superior ao valor maximo dos resultados referentes ao CRC, sendo possivel visualizar uma
diferenca entre o terceiro quartil e a mediana significativamente superior a verificada entre o primeiro
quartil e a mediana. Esta diferenca indica que 25% das amostras que apresentam valores superiores a
mediana possuem variabilidade significativamente superior as restantes, 0 que, por sua vez, € uma vez
gue foi analisada apenas uma dezena de amostras, pode p6r em causa a exatidao dos resultados. Deste
modo, para avaliar a significancia dos niveis de expressdo desta porcdo de amostras na expressao
proteica de tecidos deste cancro e averiguar a possivel existéncia de outliers, seria necessario realizar
um estudo com novas amostras e, preferencialmente, aumentar a quantidade de amostras analisadas.

No que diz respeito aos resultados obtidos nos tecidos de cancro do pulmdo, estes conferem uma
excec¢do, ndo sé devido aos padrdes de expressdo proteica serem mais elevados do que os apresentados
pelo CRC e, consequentemente, os mais elevados de todos os cancros em estudo, mas também porque
0s seus niveis de expressao de mMRNA sdo superiores a maioria dos cancros em estudo exceto os tecidos
de CRC e do estdmago. Relativamente a expressado proteica, 0 nimero de amostras de tecidos de cancro
do pulmao analisadas corresponde ao dobro do nimero de amostras do cancro colorretal, o que pode
justificar a elevada variabilidade dos resultados neste cancro e indica que, para confirmar se os padrdes
de expressdo proteica da UPF1 sdo superiores no cancro do pulmdo em comparagdo com 0s restantes
cancros em estudo, seria necessario realizar uma analise com um ndmero de amostras semelhante. No
entanto, mesmo realizando uma nova analise, é de esperar que 0s niveis de expressdo proteica da UPF1
se mantenham elevados em tecidos de cancro do pulmdo, visto que foram publicados estudos que
indicam que a UPF1 apresenta fungdes oncogénicas neste cancro [53, 98]. Assim sendo, os elevados
niveis de expressdo, do transcrito e da proteina, verificados em tecidos pulmonares podem estar
associados & UPF1 desempenhar fungdes oncogénicas neste cancro, & semelhanca do que ocorre no
CRC, o0 que, por sua vez, revigora a correlacdo entre a expressao da UPF1, quer ao nivel do mRNA quer
da proteina, e o tipo de funcdo que esta desempenha.

Os resultados dos niveis de expressdo de mMRNA dos tecidos cancerigenos do estbmago séo superiores
aos apresentados pelos tecidos de CRC (ao contrério do que se verifica na expressdo proteica) sendo que
0 nimero de amostras analisadas nao influencia estes resultados, visto que, nesta coorte, a quantidade
de amostras analisadas em cada tipo de cancro é semelhante. Assim sendo, seria de esperar que 0s niveis
de expressdo do mMRNA de UPF1 de tecidos do estdmago fossem inferiores aos obtidos nos tecidos dos
cancros em que esta proteina desempenha funcBes oncogénicas. Diversos estudos relatam que a UPF1
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desempenha funcgdes supressoras de tumor neste cancro e que a sua expressao € suprimida pelo MALAT1
(Metastasis Associated Lung Adenocarcinoma Transcript 1) — um RNA n&o codificante que contribui
para a progressdo do cancro gastrico —, apresentando resultados de niveis de expressdo de mRNA
inferiores aos resultados apresentados na Figura 3.3, pelo que os resultados obtidos ndo estdo de acordo
com a literatura [51, 99-101]. Assim sendo, e visto que, da coorte utilizada para o estudo dos niveis de
expressao de mRNA, foram analisadas 3 373 amostras, uma possivel explicacdo seria que a amostragem
pode incluir pacientes com outras comorbilidades que influenciem os niveis de expressao do transcrito.

Os resultados dos padrdes de expressao de UPF1 em MSI comparativamente com MSS néo
apresentaram significancia estatistica devido ao nimero de amostras de MSS ser cem vezes superior ao
numero de amostras de MSI e, no que diz respeito aos padrfes de expressao da proteina, ndo foi possivel
obter resultados dada a indisponibilidade de dados. Deste modo, ndo foi possivel obter conclusdes
quanto a estes parametros. Seria de esperar que os niveis de expressdo de MRNA e de proteina fossem
superiores nos tecidos de CRC com MSI em comparacdo aos tecidos de CRC com MSS visto que
estudos relatam que, em tecidos de CRC com MSI, ocorre um aumento de expressdo da UPF1, quer ao
nivel do mRNA quer da proteina [45, 102]. Este aumento conduz, segundo a literatura, a um aumento
da atividade de NMD verificada nestes tecidos, 0 que contribui para a tumorigénese, neste cancro, na
medida em que afeta a imunidade do individuo por degradar, por exemplo, transcritos mutados que
codificam péptidos imunogénicos funcionais [45, 102].

A correlagéo entre os niveis de expressdo da UPF1 e o tipo de fungdo que esta proteina desempenha,
nomeadamente a relagdo entre o aumento dos niveis de expresséo e as fungdes oncogénicas que a UPF1
desempenha no cancro colorretal, sugerem que a manipulacdo da sua expressdo podera conferir um alvo
terapéutico neste cancro, sendo, por isso, essencial conhecer 0s mecanismos envolvidos na sintese desta
proteina. Tendo em consideracdo que a traducdo mediada por IRES permite que ocorra sintese proteica
em situacdes patogénicas, como no cancro [103], e que a 5’UTR da UPF1 tem atividade de IRES que
se mantém em condicOes de stresse (como referido nas secgdes 1.1.1.2 e 1.2), foram realizadas, em
laboratério, analises dos niveis de expressdao enddgena da UPF1 em condi¢cGes em que a traducdo
canodnica esta inibida, que permitem averiguar se a traducdo mediada por IRES permite a manutencéo
dos niveis de expressdo da proteina em estudo nestas condic¢Ges, 0 que sugere que este mecanismo pode
contribuir para o0 aumento dos niveis de expressdo da UPF1 em tecidos de CRC verificado nas anélises
in silico. Para isso, sujeitdmos as células a condicfes de stresse do RE (seccdo 2.3). Nos ensaios desta
avaliacdo, foram feitas analises da eficacia da inducdo do stresse do RE com o objetivo de
subsequentemente aplicar o tempo de exposi¢do & TG mais eficaz para induzir este stresse nas varias
linhas celulares em estudo. No entanto, 0 atraso na obtencdo dos resultados resultante de problemas
técnicos diversos ndo permitiu alcancar essa fase do projeto. Ainda assim, é possivel tirar conclusdes
através da anélise dos resultados obtidos nos ensaios realizados.

Relativamente a eficacia da inducéao do stresse do RE por tratamento das células com TG, € inicialmente
de notar que esta néo foi realizada com sucesso em todos 0s tempos de exposi¢do de cada uma das linhas
celulares estudadas, mais precisamente nas SW480 expostas a TG durante 16 h, nas HT29 expostas a
TG durante 16 h e 20 h nos ensaios da secc¢do 3.2.1 e nas NCM460 expostas a 20 h e 24 h de TG nos
ensaios da sec¢do 3.2.2. Visto que, tanto nas HT29 como nas NCM460, existem tempos de exposicado
em que o stresse foi induzido num dos ensaios, e que varios estudos que utilizaram tratamentos com TG
em células colorretais induzem o stresse do RE com concentragdes de TG iguais e até mesmo inferiores
as utilizadas [104-106], a justificacdo mais plausivel para ndo ter ocorrido indugdo do stresse do RE nos
casos acima referidos é a ocorréncia de problemas técnicos.
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Nos resultados em que o stresse do RE foi induzido com sucesso, verificou-se que o tempo de exposi¢cdo
mais eficaz varia consoante a linha celular. Este acontecimento pode dever-se ao modo como ocorre a
inducdo do mesmo, visto que a tapsigargina inibe o transporte de Ca?* e a atividade de ATPases
intracelulares no RE, o que diminui a velocidade do folding das proteinas (que é uma caracteristica que
define o stresse do RE), sendo plausivel que a velocidade destes processos possa variar consoante a
linha celular [83, 107]. O tempo de exposicdo mais eficaz nas SW480 corresponde a 22 h, tal como
sugere corresponder nas HT29, mas nas HCT116 corresponde a 24 h. Relativamente as NCM460,
sugere-se que o tempo de exposicao mais eficaz corresponda a 22 h ndo s6 por ndo ter ocorrido inducéo
do stresse nas 20 h e nas 24 h dos ensaios da seccdo 3.2.2 mas também porque se verificou uma
diminuicdo dos niveis de expressdo da UPF1, o que seria de esperar em células ndo tumorais devido a
proteina em estudo apresentar fungbes oncogeénicas [43-45, 69]. O facto de a eficacia da indugdo do
stresse do RE ser superior nas 22 h ou nas 24 h de exposi¢do a 1 UM de TG pode estar associado a
atividade da protein kinase R-like endoplasmic reticulum kinase (PERK), uma proteina do reticulo
endoplasmatico que regula o folding das proteinas e, em condicGes de stresse do RE, atua como cinase,
fosforilando o elF2a (fator utilizado para avaliar a eficécia da indugdo do stresse) [108, 109]. Assim
sendo, é possivel sugerir que a atividade da PERK varie consoante o tempo de exposi¢do a TG, embora
ainda ndo seja conhecida a correlagédo entre a eficacia da atividade desta proteina e o tempo de exposicao
aTG.

A avaliacdo da expressdo endogena do mRNA de UPF1 ndo foi concluida, tendo sido realizada com
sucesso apenas uma experiéncia (seccao 3.2.1.1), nos primeiros ensaios (seccdo 3.2.1). Os resultados
obtidos (Figura 3.7) ndo sdo estatisticamente significativos visto que, para tal, seria necessario realizar
pelo menos trés experiéncias independentes e ndo foi possivel obter resultados nas células SW480 nem
as 16 h de exposicdo & TG das células NCM460 e HT29 devido a ocorréncia de problemas técnicos na
realizagio do RT-gPCR. E ainda de salientar que os resultados relativos as HT29 expostas a TG durante
20 h sdo provenientes de células nas quais o stresse do RE néo foi induzido com sucesso e gque, nos
resultados relativos as HCT116 expostas a TG durante 20 h e 24 h, ndo foi possivel averiguar o sucesso
da indug&o do stresse.

A inibigdo da tradugdo candnica por si s6 ndo afeta a expressdo do mRNA, no entanto, o stresse do RE
desencadeia um mecanismo de resposta ao stresse, denominado resposta a acumulagao de proteinas com
conformacéo tridimensional deficiente ou por formar (UPR, do inglés, Unfolded Protein Response), que
estimula a sobrexpressao de genes e proteinas que contribuem para a regulacdo da quantidade de
proteinas que apresentam conformac@es incorretas, de modo a recuperar a homeostasia [110]. A
ocorréncia deste mecanismo é inversamente proporcional a do mecanismo de NMD (no qual a UPF1
desempenha um papel fulcral) na medida em que, quando o stresse do RE é inécuo, 0 NMD degrada
mRNA de componentes da UPR, inibindo-a, mas, quando o stresse atinge maiores proporgdes, este
proporciona uma repressao do NMD através, por exemplo, da subexpressao de genes que contribuem
para o correto funcionamento deste mecanismo, como o UPF1 e o SMG6 [110, 111]. A repressdo do
NMD é proporcional a intensidade e & duragdo do stresse, sendo suprimida em situaces de stresse
crénico, o que conduz a apoptose das células [110].

Os resultados apresentados na Figura 3.7 mostram que ocorre subexpressdo do UPF1 nas células
normais do célon, o que seria de esperar ndo s6 porque, em células colorretais, a proteina resultante
contribui para o desenvolvimento e progressdo do cancro, pelo que a sua expressao é diminuida em
células ndo tumorais [43-45, 69], mas também porque a inducgdo do stresse do RE foi realizada com
sucesso, 0 que sugere que ocorre repressdo do NMD em consequéncia da subexpressdo do UPF1, como
referido anteriormente [110, 111]. Estes resultados apoiam 0s resultados obtidos nas analises in silico
(Figura 3.4) uma vez que, nestas, se observa que 0s niveis de expressdo do UPF1 sdo inferiores nos
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tecidos normais do c6lon em comparacao com os tecidos de CRC e os padrdes de expressdo apresentados
na Figura 3.7 sdo maioritariamente inferiores nas células normais do c6lon em comparagdo com as
células de CRC com o mesmo tempo de exposicdo a TG.

Jé& nas duas linhas de CRC, nos tempos de exposi¢do em que foi possivel comprovar que ocorre inducao
do stresse do RE, os resultados mostram que ocorreu sobrexpressdo do mRNA de UPF1, quer as 16 h
de exposicao das HCT116 ao stresse, quer as 24 h de exposicao das HT29 ao stresse, 0 que era de esperar
dado o papel que a UPF1 desempenha no CRC. Bokhari et al. (2018) observaram que ocorria
sobrexpressdo do UPF1 em HCT116 e SW480, 0 que sugere que ocorre sobrexpressdo do UPF1 em
celulas de CRC e, por sua vez, que os resultados mencionados estdo de acordo com a literatura [45].

Contudo, tendo em consideracao que estes resultados ndo tém significancia estatistica e sdo provenientes
de um ensaio no qual ocorreram problemas técnicos, a veracidade dos mesmos deve ser comprovada
com novos ensaios experimentais para aumentar a precisdo e exatiddo dos valores obtidos e,
consequentemente, permitir uma analise mais aperfeicoada e correta da expressdo enddgena do UPF1
em células colorretais normais e cancerigenas.

A avaliacdo dos padrdes de expressdo enddgena da proteina UPF1, cujos resultados foram apresentados
em conjunto com os resultados da eficicia da inducdo do stresse (Figura 3.6 e Figura 3.8), mostrou que
0s niveis de expressdo se mantém em condi¢Ges em que a tradugdo canonica € inibida em todas as linhas
celulares estudadas, exceto nas NCM460 expostas a TG durante 22 h. Visto que a 5’UTR do transcrito
da UPF1 apresenta atividade de IRES que se mantém em condi¢des de stresse (como referido na seccéo
1.2), os resultados laboratoriais obtidos neste projeto sugerem que este mecanismo de traducao permite
a manutencdo dos niveis de expressdo endogena da UPF1 em células de CRC nestas condi¢des. De facto,
a relacdo entre a traducdo mediada por IRES e o cancro ndo é uma novidade, pois a literatura demonstra
que diversas proteinas com fungdes oncogénicas, supressoras de tumor ou que estejam envolvidas na
morte celular programada apresentam traducéo mediada por IRES [112]. Este mecanismo alternativo da
traducdo € bastante oportuno para a sintese proteica em células cancerigenas na medida em que resiste
a maioria das condigoes fisioldgicas que condicionam a traducao candnica, pelo que a tradugdo mediada
por IRES de proteinas com fun¢des oncogénicas, como € o caso da UPF1 no CRC, permite a expressao,
em condigdes adversas, de proteinas que contribuem para a progressao do cancro [112]. Deste modo, e
com base nos resultados das analises in silico que mostraram gque ocorre um aumento da expressao da
UPF1 em tecidos de CRC em comparagdo com os tecidos normais do colon, é ainda possivel sugerir
que a traducdo mediada por IRES da UPF1 contribui para o aumento dos niveis de expressdo proteica
em tecidos de CRC. Na verdade, ndo é a primeira vez que se verifica que a traducdo mediada por IRES
contribui para a progressdo do cancro dado que estudos relatam a existéncia de diversas proteinas com
fungdes oncogénicas, como por exemplo a VEGF e o ¢c- Myc, cuja tradu¢do mediada por IRES contribui
para 0 aumento dos niveis de expressdo das mesmas em tecidos cancerigenos [27, 113].

Apesar da andlise dos resultados da expressdo enddgena da UPF1 demonstrar a manutencdo unanime
dos seus niveis em condicdes de stresse nas células de CRC, é aconselhavel realizar uma repeticdo das
experiéncias para a validar, uma vez que ocorreram problemas técnicos ao longo dos ensaios, ja
mencionados.
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5. Conclusao e perspetivas futuras

O objetivo principal deste projeto era aferir se ocorre traducdo mediada por IRES da proteina UPF1 em
células de cancro colorretal e compreender em que medida é que este mecanismo associado a proteina
em estudo contribui para o aparecimento e progressdo deste cancro. Os resultados obtidos sugerem que
a traducdo mediada por IRES da UPF1 em células de CRC contribui para 0 aumento dos niveis de
expressdo da proteina em estudo nestas células, o que, por sua vez, contribui para a progressdo deste
cancro.

Com base nesta conclusédo, conjetura-se que a inibicdo da traducdo mediada por IRES da UPF1 pode
contribuir para a diminuicao da progressdo do CRC. As duas ultimas tarefas definidas para este projeto
permitiriam ndo sé confirmar esta hipdtese, como também avaliar o impacto desta inibicéo nas células
de CRC, contribuindo assim para aprofundar os conhecimentos relativos ao contributo da traducéo da
UPF1 mediada por IRES no aparecimento e progressao deste cancro. No entanto, ndo foi possivel
alcancar esta fase do projeto em tempo til. Assim, o potencial terapéutico da traducdo mediada por
IRES da UPF1 no CRC continua por avaliar, sendo essencial conhecer o impacto da inibicdo deste
mecanismo no CRC, e mais precisamente na proliferacéo celular, na apoptose de células cancerigenas,
no NMD e no ciclo celular para, no futuro, se ponderar o desenvolvimento de novas terapéuticas para o
CRC com base nos conhecimentos adquiridos.

Além da importancia da avaliacdo da contribuicdo da inibi¢do da traducdo mediada por IRES da UPF1
para a progressdo do CRC, sera também relevante investigar o impacto desta inibicdo nas células
colorretais ndo cancerigenas, de modo a obter uma perspetiva geral do potencial terapéutico da inibicéo
deste mecanismo numa proteina que apresenta fungdes tdo divergentes.

Do mesmo modo, sera importante estudar a fun¢do bioldgica deste mecanismo alternativo da sintese
proteica, nomeadamente no cancro do pulmao, dada a discrepancia observada nas analises in silico entre
o0s niveis de mRNA e de proteina, 0 que sugere que 0 aumento da expressdo proteica poderd ocorrer
mediante a tradugdo de UPF1 mediada por IRES.
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7. Informacéo suplementar

A maioria deste projeto foi apresentada em forma de comunicacéo oral no &mbito da “32 edi¢&o do Dia
do Jovem Investigador do Instituto Nacional de Saude Doutor Ricardo Jorge ”, no dia 8 de novembro

de 2023, em Lisboa.

Adicionalmente, grande parte deste projeto foi apresentada em forma de poster no congresso da “262
Reunido Anual da Sociedade Portuguesa de Genética Humana ”, que se realizou nos dias 17, 18 e 19 de

novembro de 2022, em Coimbra.

Do mesmo modo, uma parte significativa deste projeto foi também apresentada em forma de poster no
congresso “IX ptRNA Meeting do Instituto de Medicina Molecular”, que decorreu nos dias 26 e 27 de

janeiro de 2023, em Lisboa.

Tabela S1. Composicao dos reagentes produzidos em laboratério.

Reagente Composigédo
1,25 g de Brilliant Blue G (Sigma-Aldrish)
c . 225 ml de metanol (Honeywell)
omassie 50 ml de 4cido acético (EMSURE)
225 ml de 4gua bidestilada
450 ml de metanol (Honeywell)
Destaining 100 ml de &cido acético (EMSURE)
450 ml de 4gua bidestilada
151,25 g de Tris(hydroxymethyl)aminomethane (Tris, VWR Chemicals)
TBS 10X 219 g de NaCl (NZYTech)
pH=7,6 Acertar o pH com HCI 37% (Merck KGaA)

Etanol a 75 %

Prefazer o volume com &gua bidestilada até obter um total de 2,5 L

75 ml de etanol absoluto (Honeywell)
25 mL de 4gua bidestilada

Reagente de Quimioluminescéncia

1980 pl de ECL buffer (100 mM Tris, pH=8,8)
5 pl de &cido cumarico (90 mM em DMSO)
15 pl de luminol (250 mM em DMSO)

3 ul de H202

ECL buffer
(100 mM Tris, pH=8,8)

Lower buffer
(1,5 M Tris/HCI, pH=8,8)

Acido cumérico
(90 mM em DMSO)

Luminol
(250 mM em DMSO)

3,35 ml de lower buffer
46,65 ml de 4gua bidestilada

72,7 g de Tris (VWR Chemicals)
Acertar o pH com HCI 37% (Merck KGaA)
Perfazer o volume com agua bidestilada até obter um total de 400 ml

0,148 g de acido cumarico (Sigma-Aldrich)
10 ml de DMSO (Sigma-Aldrich)

0,0443 g de luminol (Honeywell)
10 ml de DMSO (Sigma-Aldrish)
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