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RESUMO

Mundialmente, no homem o cancer de préstata (CaP) € o mais incidente depois do
cancer de pulmao e a quarta causa de morte por neoplasias no Brasil. Dessa forma,
ha uma crescente busca por tratamentos mais efetivos, biépsias menos invasivas e
a descoberta de biomarcadores especificos para a detecgdo precoce do CaP.
Trabalhos atuais com bidpsia liquida, mostram que células malignas e ndo malignas
secretam DNA, no entanto, pacientes que apresentam alguma patologia como o
cancer, possuem niveis mais elevados de DNA circulante nos fluidos biolégicos
comparado a individuos saudaveis. Assim, o DNA circulante oriundo de células
tumorais mostra-se uma promissora molécula para o monitoramento oncolégico.
Neste contexto, o presente trabalho teve como propdsito quantificar o cell-free DNA
circulante (cfDNA) das linhagens celulares da prostata (PC-3 e RWPE-1), bem como
avaliar a proliferagao celular durante a liberacdo do mesmo e, analisar a linhagem
normal da préstata (RWPE-1) apds ser tratada com cfDNA isolado da linhagem
celular tumoral (PC-3) cultivada em sistema tridimensional (3D), a fim de investigar
o papel do cfDNA tumoral na transformagdo maligna de células normais. Apos o
tratamento, foi avaliada a expressao dos genes AR, CD133, CD44, ABCG2, PSMA,
Ecad, CK5, CK8, CK14 e CK18 por qPCR e a migracao celular por ensaio de
scratch. Os dados mostraram que o cfDNA liberado pela linhagem PC-3 aumentou
a expressao dos genes CD44, ABCG2, PSMA, CK5, CK14 e CK18 na RWPE-1,
aléem de promover um aumento na capacidade migratéria das células normais
recipientes. Com isso, este estudo in vitro permitiu verificar que o cfDNA é capaz de
promover alteragdes em células normais recipientes o que sugere um importante

papel desta molécula nos processos de progressao e metastase no cancer.

Palavras-chave: Cancer de prostata; Bidpsia Liquida; Sistema tridimensional.
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1. INTRODUGAO

1.1 A glandula prostatica

A prostata € uma glandula exdcrina integrante do sistema reprodutor
masculino, localizada abaixo da bexiga e a frente do reto. Este érgdo compreende o
segmento proximal da uretra e sua fungédo é produzir e armazenar parte do sémen
(TABOGA et al., 2009). O crescimento normal da glandula prostatica é controlado por
interacdes entre o epitélio e o estroma prostatico (LEE et al., 2001). O epitélio da
prostata humana consiste em trés niveis de organizagcdo celular: células basais,
luminais e neuroendécrinas (LEE et al., 2004). O estroma prostatico envolve a parede
anterior da prostata e apresenta fibroblastos e células musculares que auxiliam na

eliminacao de secregdes para a uretra (BUSHMAN, 2009).

As células basais sao precursoras do epitélio da préstata e independentes de
androgeno para a sua sobrevivéncia, expressando baixos niveis de Receptor de
Androgeno (AR, inglés Androgen Receptor). As células luminais possuem funcéo de
secretar parte do plasma seminal, como é o caso do antigeno prostatico especifico
(PSA, do inglés Prostate Specific Antigen) e dependem do AR para a sua
sobrevivéncia (WANG et al., 2001). As células neuroenddcrinas estéao dispersas entre
as células epiteliais e sao responsaveis por regular diversos peptideos (e.g.,
somatostatina, calcitonina) importantes na proliferacao das células prostaticas, como
também, s&o insensiveis ao andrégeno (AMORINO; PARSONS, 2004).

Estudos anteriores sugerem que a resposta do epitélio ao andréogeno é
regulada por elementos estromais (HEINLEIN; CHANG, 2004). Essa interacao
epitélio-estroma apresenta sinalizagdes intracelulares importantes na manutencao e
funcionamento das células da glandula prostatica (EKMAN, 2000). Porém, quando
essa comunicacao € alterada, favorece o crescimento desordenado de células do
epitélio, propiciando transformag¢des malignas (OLUMI et al., 1999).

O amadurecimento fisioldgico da préstata depende de andrégenos, que atuam
como sistemas regulatorios no processo de citodiferenciacao, producao de secregdes,
morfogénese e proliferacdo. Contudo, além de desempenharem um papel importante

no desenvolvimento da préstata normal, estes também atuam na iniciacdo e
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manutengao da hiperplasia prostatica benigna (HPB) e adenocarcinoma de prostata
(CaP) (MEIKLE, 1985; GRIFFITHS; MORTON, 1997).

Essas alteragbes fazem com que o estroma fornega um microambiente
adequado para as células tumorais diferenciarem e proliferarem. Assim, é
imprescindivel estudos para a compreensdo do papel das interacbes entre o
microambiente e as células tumorais prostaticas durante a iniciagdo e a progressao
do CaP (TAYLOR; RISBRIDGER, 2008).

1.2 Cancer de proéstata

O cancer de prostata, assim como outros, € caracterizado por ter uma
alteracao no balancgo entre a proliferagdo e a morte celular, acarretando na invasao
de tecidos e 6rgaos. Lee e colaboradores (1999) sugerem que a manutengao da
atividade e diferenciacao prostatica dependem de varios fatores, sendo eles
extrinsecos (e.g., imunoldgicos, genéticos, ambientais e hormonais) mediada por
fatores intrinsecos (e.g., interacdo epitélio-estroma). Assim, fica claro que o
desequilibrio nessas interagdes € substancial para a instalagao e progressao de
doencgas (TUXHORN et al., 2002; MARKER et al., 2003).

Nas fases iniciais do crescimento da massa tumoral prostatica, as células
respondem ao fator regulatério androgénico (horménio-dependente). Todavia, o
disturbio no sistema regulatério ligado a mutagdes genéticas, provocam respostas
anormais de fatores de crescimento, passando a nao responder ao controle
androgénico (horménio-independente) (NEVES, 2007; TONON; SCHOFFEN, 2009).

Variadas aberragbes genéticas e cromossdmicas possuem o potencial de
aumentar, diminuir ou inibir a expressao génica em células do CaP. Os genes
prostaticos relacionados a iniciagao da carcinogénese sao: ativadores transcricionais,
reguladores, sinalizadores, receptores, supressores, especificos e oncogenes, estes
atuam modificando os fenétipos e as respostas individuais da neoplasia (SINGH et al.,
2002; SHAND; GELMANN, 2006).

Em uma perspectiva histolégica, a neoplasia prostatica é formada por células
cancerigenas, as quais foram originadas dos alvéolos e ductos prostaticos, exibindo
graus de comportamento biolégico variavel (BILLIS, 1997). Essa diversificagdo
encontrada nas lesdes prostaticas € definida por locais pré-neoplasicos e neoplasicos.
Até o momento, o cenario heterogéneo de células do CaP nao foi identificado devido
a um evento genético especifico. Ha premissas que explicam pelo modelo de evolugéo
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clonal e células-tronco do cancer (CSC) (RIBEIRO et al., 2006; SAMPIERI; FODDE,
2012; BARBIERI; TOMLINS, 2014).

O paradigma da evolugao clonal do tumor é inadequado, onde cada célula
tumoral possui a mesma capacidade de progressao e alteragdes génicas, contudo, o
segundo modelo das CSCs é o mais aceito (IBRAHIM et al., 2010). Estudos cientificos
mostraram que as CSCs conferem propriedades analogas as ceélulas-tronco normais
do organismo (CHEN et al., 2013), demonstrando que essas massas S&o
responsaveis pela iniciagao, progressao, reincidéncia e disseminagao tumoral. Dessa
forma, tornam-se um dos grandes desafios em trabalhos com cancer (CACKOWSKI;
RUSSELL, 2018).

1.3 Incidéncia e Epidemiologia

O CaP é uma doenca altamente prevalente, sendo responsavel por 14.484
mortes de homens no Brasil no ano de 2015, apontado como o mais incidente
depois do cancer de pele ndo melanoma (STEWART; WILD, 2014; BRASIL, 2017).
No Brasil, estimam-se 68.220 novos casos de cancer de prostata para o ano de
2018, correspondendo a um risco estimado de 66,12 novos casos para cada 100
mil homens (INCA, Estimativa 2017). Dessa maneira, devido a alta mortalidade e
incidéncia, esta doenca é considerada um problema de saude publica, ocorrendo
principalmente em regides brasileiras de maior indice de Desenvolvimento Humano
(IDH) (BRAY et al., 2012).

A incidéncia aumentada do CaP ao longo dos anos se deve a melhoria na
qualidade dos sistemas de informacgao, disponibilidade de métodos de rastreamento
e pelo aumento na expectativa de vida. Entretanto, este cenario possibilitou
estratégias prognosticas que aumentou a sobrevida em cinco anos em média, de
individuos acometidos por esta neoplasia (HOWLADER et al., 2017).

O fator responsavel pelo desenvolvimento da doenga mais bem estabelecido
atualmente € a idade, visto que cerca de trés quartos dos casos ocorrem a partir
dos 65 anos (DAMIAO et al., 2015). Estudos mostram que a ocorréncia deste cancer
em homens com menos de 29 anos é cerca de 1 a cada 10.000 homens, porém
entre as idades de 60 e 79 é de 1 em 8 homens (ROCHA, 2016).

Outra condigao € o risco genético. Homens que tenham histérico familiar em

primeiro grau de cancer de prostata ha maior predisposigdo de desenvolvimento do
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tumor (CHAN et al., 1998; STEWART et al.,, 2014), do mesmo modo a etnia &
significativa na etiologia desse cancer (NAKANDI et al., 2013). Ha diferentes
premissas controversas descritas na literatura, como alimentagdo, obesidade
(PEREZ-CORNAGO et al., 2017), etilismo e hormdnios sexuais, que também
podem influenciar no desenvolvimento e estabelecimento do tumor (STEWART,;
WILD, 2014).

E preconizado pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) os instrumentos
de rastreio utilizados para diagnosticar o CaP: exame digital transretal da prostata
(DRE), dosagem dos niveis séricos de PSA no soro e a bidpsia por ultrassonografia
transretal (USTR) (GERBER; CHODAK, 1991; RHODEN; AVERBECK, 2010).
Apesar disso, evidéncias cientificas revelam sobre os maleficios da detecgdo com
PSA, associado ou ndo ao toque retal, visto que ambos os rastreios demonstram
mais desvantagens do que vantagens (GUIMARAES; FONSECA, 2016).

Isto se deve ao fato de que a glicoproteina PSA liberada no soro ndo é
especifica apenas do sistema genital masculino, sendo produzida por outros fluidos
corporais e outros tipos de neoplasias (MONNE, 1994; YU; DIAMANDIS, 1995;
MELEGOS, 1997). Outra questao limitante é a crescente incidéncia de pacientes
acometidos por CaP com niveis de PSA < 4ng/mL. Pesquisadores demonstram que
para este tradicional valor de corte a sensibilidade varia de 35% a 71% e a
especificidade de 63% a 91%, o que significa que os resultados falsos-positivos séo
cerca de 28%, verificando-se em torno de 72% de bidpsias desnecessarias
(CARTOLA et al., 1994; REIS et.al, 2006; RODRIGUES; SALES, 2013). Devido a
estas limitacées do PSA, novas estratégias para o rastreio precoce e estadiamento

do CaP devem ser desenvolvidas.

1.4 Biopsia Liquida

Devido a natureza invasiva da bidpsia cirurgica, incluindo o desconforto sofrido
pelos pacientes, pesquisadores na area de oncologia molecular trabalham em busca
de marcadores moleculares exclusivos do tumor em diversos fluidos corporais (e.qg.,
urina, sémen e saliva) (GALVANO et al., 2017). Estudos demonstram que a biopsia
liquida é eficiente na detec¢cdo de produtos circulantes do céancer, fornecendo o
monitoramento do tratamento oncologico (SESTINI et al., 2015; ZHANG et al., 2017).

A bidpsia liquida detecta células tumorais circulantes (CTCs), cell-free acido
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nucleico (cfDNA, miRNA, cfRNA, ctDNA) e vesiculas extracelulares (VEs). Esta nova
ferramenta recebeu uma grande atencéo clinica, pois células tumorais liberam
quantidade significativa destes componentes comparada as células normais, diferente
da biopsia cirurgica, que possui uma capacidade limitada de tumor na pega biopsiada,
decaindo a sensibilidade da técnica (PATRAO et al., 2010; SCHWARZENBACH;
PANTEL, 2015).

Quanto a biogénese dos fragmentos de cfDNA, sua fonte permanece
desconhecida. Hipoteses presumem que sao derivados de varios eventos fisioldgicos
como a secregao celular ativa, apoptose e/ou necrose de células tumorais, liberando
este DNA na circulagédo sanguinea (BREITBACH et al., 2012). O cfDNA trata-se de
pequenos fragmentos de acido nucleico, ndo associados a porgdes celulares,
compreendendo regides codificantes e nao-codificantes de DNA. Isto possibilita
emprega-lo para avaliar mudangas genbmicas como: a instabilidade de
microssatélites, polimorfismos, metilagées, mutacdes, integridade, perda de
heterozigose, entre outras alteracées moleculares (VOLIK et al., 2016).

O DNA circulante é liberado em diferentes niveis e formas, podendo ser
eliminado na forma de fita simples e dupla. A taxa de liberacio até entdo ndo é bem
entendida, todavia, sabe-se que a proliferacdo de células tumorais pode ter um
papel substancial nesses eventos (DIAZ; BARDELLI, 2014). Além disso, a
quantidade de cfDNA em pacientes com cancer varia muito (ADAMS et al., 2017),
sendo possivel ser detectada e calculada. Entretanto, ainda ndo € possivel na rotina
clinica com tecido tumoral ou com outros biomarcadores circulantes.

Além desses fatores, trabalhos atuais tém demonstrado que o cfDNA ao
interagir com outra célula ndo tumoral, ocasiona transformagdes malignas, mediadas
por alteragdes genéticas, modificando a biologia da célula receptora. Neste cenario, o
estudo com cfDNA torna-se 6timo alvo que pode corroborar com a medicina
translacional (DELFAU-LARUE et al., 2018).

1.5 Transformagao maligna

O CaP é uma doenga de desenvolvimento lento, envolvendo ativagdo de
oncogenes e inativagdo de genes supressores de tumor, como mencionado
anteriormente. Estas alteragdes especificas sdo importantes observacdes que

enfatizam que o microambiente pode desempenhar um papel importante na promocéao
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da carcinogénese e na indugdo de mudangas genéticas durante a progressao
maligna. Embora a modificacdo na ades&o celular do CaP seja um indicio, ainda n&o
e claro atualmente, sobre os mecanismos pelos quais ocorrem essas mudangas
genéticas (WEBBER et al., 2001).

Ha uma variedade de métodos in vitro e in vivo, para a indugao do CaP a fim
de se compreender melhor a sua iniciagcdo. Estas técnicas incluem tratamento com
carcindgenos hormonal e/ou adi¢cao direta de oncogenes prostaticos (WANG et al.,
2001). Autores demonstram que pequenas concentragdes de oncogenes ativos séao
suficientes para converter uma célula ndo tumorigénica em uma célula totalmente
tumorigénica. Esses achados enfatizam a alteragdo genética como determinante para
a malignidade prostatica (DIGIOVANNI et al., 2000).

Essa comunicacdo de células tumorais prostaticas e células normais
demonstram que tanto o ambiente estromal quanto o epitelial, podem induzir a
formacgao de células tumorigénicas permanentes, estas por sua vez, mediadas por
mecanismos epigenéticos ainda desconhecidos (HAYWARD et al., 1998). Dessa
maneira, tais processos envolvidos na carcinogénese sao ferramentas uUteis para
experimentos in vitro e in vivo, permitindo novas aplicagdes promissoras para resolver

necessidades clinicas relacionadas ao CaP (ADAMS et al., 2017).

1.6 Estudos sobre Cancer de Proéstata utilizando Cultura de Células

Ensaios com culturas celulares possibilitam a compreensdo dos mecanismos
moleculares da célula e propiciam significativos desenvolvimentos cientificos na area
médica. Linhagens celulares do CaP humano demonstram vantagens em estudos,
visto que sdo derivadas de sitios metastaticos, além de permitirem trabalhar em
condi¢cdes controladas de replicacdo, uniformidade da amostra, redu¢cao no niumero

de animais utilizados e concentracdes equilibradas de farmacos (PEEHL, 2005).

Com o intuito de otimizar e aproximar dos estudos in vivo, técnicas in vitro de
cultura celular foram introduzidas, como o sistema bidimensional (2D) e tridimensional
(3D) (SAMPSON et al., 2013). Embora células cultivadas em 2D apresentem
limitagdes, como perda de arquitetura especifica de tecidos (LAUNDOS et al., 2016),
elas sdo absolutamente viaveis devido a sua facilidade de manuseio. A cultura de
células 2D é executada em placas planas, dividindo-se e provocando a formagao de

uma monocamada de células aderidas (BRESLIN et al., 2013).
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Experimentos com culturas de células em 3D demonstram um grande
avango, visto que este ensaio oferece um microambiente mais proximo
bioquimicamente e morfologicamente ao sistema in vivo (ASGHAR et al., 2013). A
cultura em 3D apresenta fisiologicamente significativos fendtipos, como o
crescimento celular e interacdo com o seu entorno em uma estrutura
multidimensional (RAVI et al., 2015; RYAN et al., 2016).

Diante destas questdes supracitadas, testes in vitro utilizando a cultura de
células possibilitam a andlise da agdo do cfDNA no desenvolvimento do CaP
(KRETZMER, 2002). Analises in vitro com cfDNA sao limitadas a poucos estudos,
por esta razdo o presente trabalho visou comparar a quantificacdo de cfDNA
derivado da linhagem celular tumoral da prostata PC-3 versus a linhagem normal
RWPE-1 cultivadas em cultura 3D, bem como, analisar proliferagcao celular durante
a liberacdo do mesmo. Além disso, sera avaliado o papel do cfDNA derivado da
linhagem tumoral PC-3 na linhagem normal RWPE-1, mediante aos ensaios de

expressao génica e migragao celular.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral

Avaliar o impacto de cfDNA isolado de linhagem tumoral prostatica no perfil génico

e na migracao celular de células prostaticas ndo tumorais recipientes.

2.2 Objetivos especificos

e Cultivar as linhagens celulares PC-3 e RWPE-1 em sistema tridimensional (3D);

e Isolar e quantificar a liberagdao de cfDNA das linhagens prostaticas PC-3 e
RWPE-1cultivadas em 3D em diferentes tempos (24, 48 e 72h);

e Avaliar a proliferagdo celular durante a liberacdo de cfDNA das linhagens
prostaticas PC-3 e RWPE-1 em diferentes tempos (24, 48 e 72h);

e Avaliar a agao do cfDNA da linhagem tumoral PC-3 na migragao celular da

linhagem normal RWPE-1;

e Avaliar os niveis de expressao dos genes AR, CD133, CD44, ABCG2, PSMA,
Ecad, CK5, CK8, CK14 e CK18 por qPCR em células RWPE-1, quando

cultivadas com cfDNA da linhagem tumoral PC-3.
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3. METODOLOGIA

3.1 Isolamento e quantificagcdo de cfDNA das linhagens celulares da
préostata (PC-3 e RWPE-1) em cultivo 3D

A linhagem celular tumoral PC-3 e a linhagem normal RWPE-1, foram
cultivadas em uma garrafa de 75 cm? com meio RPMI-1640 (Cultilab) e
Keratinocyte-SFM (Thermo Fisher Scientific), respectivamente, e suplementadas
com 10% de soro fetal bovino (SFB) (Gibco) e 50 ug/ul de gentamicina (Thermo
Fisher Scientific). As células foram incubadas a 37°C e 5% de CO2 até atingirem
80% de confluéncia. Em seguida, foram adicionados 300 ul de nanoparticulas
magnéticas (NanoShuttles) em cada linhagem para que as estas se integrem nas
células a fim de se fazer a cultura 3D, conforme recomendagbes do fabricante
(Nano3D Biosciences). Apos 24h de internalizacdo, as células foram tripsinizadas e
centrifugadas, e em seguida, semeadas em uma placa de 96 pogos (2 x 103),
juntamente com 100 pl de meio de cultura. Apos esse procedimento, colocou-se
uma placa magnética abaixo da placa com as células (Magnetic 3D bioprinting -
Nano3D Biosciences), que por atragdo magnética formaram uma estrutura celular
em 3D apds 24h. O ensaio foi feito em triplicata.

O sobrenadante proveniente do cultivo 3D da linhagem tumoral e normal
foram coletados apds 24, 48 e 72h para a analise de quantificagéo, ja as células
foram utilizadas para o ensaio de proliferagdo. O cfDNA foi purificado do
sobrenadante utilizando GenElute™ PCR Clean-Up Kit, conforme as
recomendagdes do fabricante. A concentragao total de cfDNA foi quantificada pela
absorbancia de 260 nm usando o espectrofotometro Nanodrop ™ 1000.

Além disso, o cfDNA tumoral proveniente das coletas de 24 h foram utilizados
também para estimular a linhagem normal (RWPE-1) para os ensaios de expressao

génica e migracao celular.
3.1.1 Ensaio de proliferagao
Para o ensaio de proliferacao foi utilizado o reagente CytoSelect Cell

Proliferation Assay Reagent (Cell Biolabs Fluorometric), conforme as recomendagdes

do fabricante. A proliferagao celular foi realizada apds 24, 48 e 72 h, posteriormete a
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cada coleta do sobrenadante para quantificagdo do cfDNA. A leitura foi feita em 560 e
590 nm.

3.2Ensaio de expressao génica

3.21 Extracao de RNA total

Foram cultivadas 2x10° células RWPE-1 em uma placa de 24 pogos e
incubadas até atingir 100% de confluéncia. A linhagem celular RWPE-1 foi estimulada
com 20 ng/ml cfDNA tumoral, assim como as células controle (sem estimulo) e
cultivadas por 24h. Assim, estas foram submetidas a extragdo do RNA total utilizando
o protocolo TRIZOL, seguindo as recomendacgdes do fabricante (Thermo Fisher
Scientific). Resumidamente, para cada pellet de célula foram adicionados 1 ml de
TRIZOL e, em seguida, adicionou-se cloroférmio, o qual foi misturado por inverséo.
Posteriormente, o mesmo foi centrifugado a 12000 x g por 15 minutos, para a
separagao das fases. O RNA total (fase aquosa), foi passado para outro eppendorf, o
qual foi adicionado isopropanol para precipitagcao do acido nucléico e mantido a -20°C
overnight. Apés a incubacgao os eppendorfs foram centrifugados e o sobrenadante foi
descartado. O pellet foi lavado com etanol 75%, ressuspendido em 25 ul de agua
tratada com DEPC (dietilpirocarbonato) e armazenado a -80°C. A concentracdo de

RNA extraido foi verificada no espectrofotémetro (Nanodrop 1000).

3.2.2 Transcrigdo Reversa

A partir do RNA total extraido, foi feito a sintese do cDNA. Assim, foi preparado
um mix contendo 0,5 pl de dNTPs (10 uM), 1 ul primer hexamero (126 pmol), 0,4 pl
de enzima transcriptase reversa (MMLV - Moloney Murine Leukemia Virus), 4 pl de
tampao RT Buffer, 0,8 ul de DTT, 13,35 ul de agua DEPC e 1ug de RNA, para cada
reacao. A solucao foi inserida em um termociclador e submetida a um ciclo de 37° C

por 60 minutos, o cDNA foi armazenado a -20°C.

3.2.3 PCR em Tempo Real (qPCR)
A expressao génica foi quantificada a partir do DNA amplificado a cada ciclo

por PCR em Tempo Real (QPCR). As reacbes foram realizadas para os genes AR,
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CD133, CD44, ABCG2, PSMA, Ecad, CK5, CK8, CK14 e CK18 e 0 gene enddgeno
B2 Microglobulina (B2M) em placas de 96 pocgos. Todos estes genes estdo
relacionados com a iniciagao e progressao tumoral. Foi adicionado em cada pogo 10
Ml do mix, contendo 5 ul SYBR Green Master Mix (Apllied Biosystem), 2 ul de agua
DEPC, 1 pl de cada primer (5 yM) para cada gene (Tabela 1) e 2 yl da amostra de
cDNA, o ensaio foi feito em triplicata. As reacdes foram feitas no equipamento 7300
Real Time PCR System, sendo processadas em 50°C por 2 minutos, 95°C por 10
minutos, 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 60°C por 1 minuto.

Apos o término, foi feito o calculo da quantificagdo da expressédo génica,
baseando-se na formula 2-22CT onde CT (Cycle Threshold) é definido como o nimero
de ciclos em que o sinal de fluorescéncia da reagao cruza o limiar. Foi feito o calculo
de normalizagdo com o gene endogeno (2M), a partir da férmula ACT= CT gene alvo
- CT gene enddgeno, seguido da calibracdo, AACT= ACT da mostra - ACT da amostra

controle.

Tabela 1: Primers Forward e Reverse pertencentes aos genes avaliados no ensaio de q°PCR

F: 5 AATTGTCCATCTTGTCGTCTTCGG3
AR R: 5 GCCTCTCCTTCCTCCTGTAGTTTC &
F: 5 CATGTTTGGAGGATCTTGCTAGC 3
cb133 R: 5 TTCCCGCACAGCCCC 3
F: 5 AAGGTGGAGCAAACACAACC 3
Chad R: 5 AGCTTTTTCTTCTGCCCACA 3’
F: 5 ACAGCTCCTTCAGTAAATGCC TTC &
ABCG2 R: 5 CACAAGGAA ACACCAATGGGC T 3’
F: 5 TCAGTGAGAGACTCCAGGACTTTGACA 3’
PSMA R: 5 GTTGTGGCTGCTTGGAGCATAGAT 3
F: 5 GTCATTGAGCCTGGCAATTTAG 3
Eead R: 5 GTTGAGACTCCTCCATTCCTTC 3
F: 5 AGATGTTCTTTGATGGGGAGC 3
CKs R: 5 CTGCGGTTGGCAATCTCCT 3
F: 5’ AGCTGGAGTCTCGCGTGGA 3’
che R: 5 CAGCTCCCGGATCTCCTCT 3
F: 5 ATTGAGGACCTGAGGAACAAGATT 3
cras R: 5 CGCAGGTTCAACTCTGTCTCAT3’
F: 5 GCTCTGGGTTGACCGTGG &
cKis R: 5 GTGGTGCTCTCCTCAATCTGC 3’




(12]

3.3 Ensaio de migracao por scratch

Para o ensaio de migragao, foi realizado o ensaio chamado “scratch”, no qual
é feito uma leséo artificial na monocamada de células em confluéncia. Assim, as
células da borda criada, migram em diregdo ao centro, até que o contato célula a célula
seja estabelecido novamente (LIANG et al., 2007).

Foram cultivadas 2x10° células RWPE-1 em uma placa de 24 pogos e
incubadas até atingir 100% de confluéncia. Foi feito um risco em linha reta na
monocamada com o auxilio de uma ponteira p200. Em seguida, foi feito o estimulo
com 20 ng/ml de cfDNA tumoral, anteriormente isolado, para avaliar a migracéo
durante este tratamento.

Para monitorar o processo de migracao, foi utilizadao o microscopio invertido
EVOS (Thermo Fisher Scientific) para fazer capturas de imagens no momento em que
foi realizado o estimulo (0 horas) e apos 24 e 48 h. Todas as imagens foram feitas no
mesmo local do scratch. Assim, as imagens foram avaliadas utilizando o software
Image J, que permiti calcular a area de migragao das células durante o tratamento,
baseando-se na formula (At = 0h — At = A h/ At=0h) 100, onde At = Oh é a area medida

apos o risco (tempo Oh) e At = A h é a area medida apds os tempos de tratamento (Oh,
24h e 48h).

3.4 Analises estatisticas

As analises estatisticas realizadas foram feitas utilizando o software Prism 7.0
(GraphPad Software, La Jolla, CA, EUA). Para as analises foram utilizadas os testes
Two-way ANOVA e Sidak's multiple comparisons test (SIDAK, 1967). O teste de
Sidak’s é uma avaliagdo de comparacbes multiplas, sendo este um método

conservativo e produz intervalos de confianga simultaneos.
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4. RESULTADOS

4.1 Cultivo em 3D da linhagem tumoral prostatica PC-3 e linhagem normal
RWPE-1

Apds o cultivo celular da linhagem tumoral PC-3 e normal RWPE-1 em
confluéncia de 80% (Figura 3 - A e D), as nanoparticulas magnéticas (NanoShuttles)
foram internalizadas (Figura 3 - B e E). Dessa forma, as células foram semeadas em
uma placa de 96 pogos e colocadas acima do Magnetic 3D bioprinting que por atragao

magnética formou uma estrutura celular em 3D (Figura 3-C e F).

PC-3

RWPE-1

Figura 3: A e D: Cultivo em monocamada das linhagens prostaticas PC-3 e RWPE-1, respectivamente.
B e E: Internalizagéo das nanoparticulas magnéticas (NanoShuttles) C e F: Formacgao do esferoide em

3D apos introdugdo do Magnetic 3D bioprinting. Fotos tiradas na objetiva de 20X.

4.2 Quantificagao de cfDNA das linhagens prostaticas (PC-3 e RWPE-1) em

cultivo 3D

O cfDNA isolado do sobrenadante da cultura celular em 3D das linhagens
celulares PC-3 e RWPE-1, foram quantificados por espectrofotémetro (Figura 1). Os
dados mostram que a concentracdo total de cfDNA da linhagem celular tumoral

prostatica (PC-3) foi mais alta do que da linhagem celular normal prostatica (RWPE-
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1). Apos 24 h a quantidade cfDNA tumoral aumentou, enquanto a da linhagem normal
diminuiu. Além disso, a quantidade total de cfDNA liberado em ambas linhagens

celulares decresceu em 72 h.
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Figura 1: Quantificagdo de cfDNA liberado pelas linhagens celulares PC-3 e RWPE-1, respectivamente.
A concentragao de cfDNA liberado por PC-3 foi superior a quantidade liberada por RWPE-1 de acordo

com o teste de Sidak’s, considerando p < 0,0001 (****).

4.2.1 Ensaio de proliferagao

As células provenientes do sobrenadante dos cultivos em 3D das linhagens
celulares PC-3 e RWPE-1 foram utilizadas para o ensaio de proliferagao (Figura 2). A
partir da analise com teste estatistico Sidak's test, foi observado que nos tempos de
48 e 72 h a linhagem tumoral (PC-3) teve uma maior proliferagdo em relagcéo a
linhagem normal (RWPE-1). Os dados mostraram que durante as primeiras 24 h a
proliferacdo de ambas as linhagens foram praticamente iguais. Além disso, na
linhagem PC-3 a proliferagdo celular praticamente se manteve ao longo do tempo,
demonstrando diferenga estatistica significativa apenas em 72 h. Apdés 48 h a
linhagem normal (RWPE-1) teve uma queda em sua proliferagéo, ao ser comparada
com a tumoral (PC-3).
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Figura 2: Proliferagdo durante a coleta de cfDNA nos tempos de 24, 48 e 72 h das linhagens celulares
PC-3 e RWPE-1. Os dados mostram que a proliferagéo celular foi maior na linhagem PC-3 de acordo
com o teste Sidak's, considerando p= 0,0003 (***) (48h) e p<0,0001 (****) (72h).

4.3 Analise da expressao génica

Apos os calculos de normalizagao e calibragao, foi possivel identificar que o
cDNA tumoral liberado pela linhagem PC-3 alterou a expressao dos genes, mediante
ao tratamento na linhagem recipiente RWPE-1 (Figura 4). O cfDNA induziu o aumento
de expressao dos genes CD44, ABCG2, PSMA, CK5, CK14 e CK18, em relagao ao
controle. Contudo, ndo houve alteragao significativa estatisticamente na expressao

dos genes em AR, CD133, Ecad e CK8, em relagao ao controle.
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Figura 4: Expressao génica dos genes AR, CD133, CD44, ABCG2, PSMA, Ecad, CK5, CK8, CK14 e
CK18 apods o estimulo com o ¢fDNA tumoral cultivada em sistema 3D bioprinting. Os dados mostram
que os genes CD44 (p=0,0101), ABCG2, PSMA, CK5, CK14 e CK18 (p<0,0001), obteve um aumento

em sua expressao, comparado ao controle (sem estimulo), de acordo com o teste de Sidak's.

4.4 Analise do ensaio de migragao por scratch

A partir do calculo da area migrada obtidas pelas imagens em 0, 24 e 48 h
(Figura 5), observou-se que apos o estimulo com cfDNA, a RWPE-1 apresentou um
aumento de aproximadamente 10 e 20% na migracéo celular nos tempos de 24 e 48

h, respectivamente, quando comparada ao controle sem tratamento com cfDNA

(Figura 6).
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Figura 5: Imagens referentes ao ensaio de migragéo celular da linhagem normal RWPE-1 nos tempos
de 0, 24 e 48 h. Alegenda A, C e E evidencia o controle sem estimulo com cfDNA tumoral. As imagens

B, D e F sao referentes ao tratamento da RWPE-1 com cfDNA tumoral (B, D e F).
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Figura 6: Porcentagem de migracéo celular da linhagem RWPE-1 apés o estimulo com cfDNA tumoral
da PC-3 cultivada em sistema 3D bioprinting. Os dados mostram que a RWPE-1 apresentou um
aumento de aproximadamente 10 e 20% de acordo com o teste Sidak’s, considerando p=0,0068 (24h)
e p=0,0002 (48h).
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5. DISCUSSAO

A origem do cfDNA permanece questionavel. Varias premissas sao
investigadas, incluindo apoptose, necrose e atividade celular (FLEISCHHACKER;
SCHMIDT, 2007). As altera¢des na quantidade de cfDNA liberado nas duas linhagens
prostaticas, tumoral (PC-3) e a normal (RWPE-1), sugerem uma influéncia
estatisticamente significativa e importante biologicamente. Este presente estudo
investigou qual linhagem libera maior concentragao deste fragmento, bem como, seus
padrdes de liberagédo ao longo do tempo.

Com base nos resultados, foi possivel perceber que a concentracdo de cfDNA
liberado pela linhagem tumoral, foi maior do que na linhagem normal. Alguns autores
tém demonstrado que pacientes com cancer apresentam valores significativamente
mais elevados de DNA circulante no sangue, do que individuos saudaveis ou que
possuem massa tumoral benigna (AZAD et al., 2015). Além disso, estudos feitos por
Stroun e colaboradores (1989), correlacionaram a maior concentracdo destes
fragmentos com individuos em fase metastatica do cancer.

Foi observado que na linhagem tumoral ocorreu um aumento de cfDNA em 48
h e diminuindo posteriormente. Este contexto foi observado também pelo grupo do
Bronkhorst (2015) com experimentos in vitro sobre caracterizagao do cfDNA liberado
por células tumorais, demonstrando o nivel baixo e estavel de cfDNA apds 40 h.
Segundo estes pesquisadores, a atividade celular seria uma das explicagdes sobre as
fontes de liberacdo do cfDNA e talvez associado a complexos proteicos, visto que em
seus estudos, quando os valores de cfDNA tumoral decairam, foi possivel perceber a
mesma tendéncia em termos de proteina.

As células provenientes do sobrenadante para o ensaio de quantificagédo, foram
utilizadas para a analise de proliferagcao. Os dados obtidos revelam que houve uma
proliferagdo mais elevada na linhagem tumoral, quando comparada a linhagem
normal. Isto é explicado pelo préprio perfil agressivo das células cancerigenas,
exibindo uma grande variedade de sintomas relacionados a disturbios funcionais e
proliferativos, contudo, células em um microambiente normal, possuem uma
proliferagdo controlada (ONUCHIC; CHAMMAS, 2010).

Nesta perspectiva, estudos cientificos demonstram que a maior proporcao de
cfDNA, esta relacionada a alta taxa de proliferacdo celular e apoptose. Isto, por sua

vez, implica que as células tumorais apoptéticas também sdo uma fonte de cfDNA.
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Dessa maneira, outra interpretagcdo para decaimento na quantidade de cfDNA da
linhagem normal e tumoral, seria pela concomitante redu¢do na proliferagdo dos
mesmos, visto que estas atividades ocorreram no mesmo microambiente. No caso da
linhagem tumoral, os intensos sinais proliferativos oncogénicos que estao ligados a
uma variedade de processos inibitorios de crescimento, tais como a diferenciacao e
indugao da apoptose, fornecem um suporte a expanséao clonal e, consequentemente
a novas neoplasias (PELENGARIS et al., 2000; EVAN; VOUSDEN, 2001). Dessa
maneira, isto poderia explicar o nivel elevado de cfDNA da linhagem tumoral em 48 h,
correlacionando este perfil com a intensa proliferacdo neste intervalo de tempo,
desencadeada por processos de suporte para a progressao tumoral.

Os dados apontam alteracdes na expressao dos genes CD44, ABCG2, PSMA,
CK5, CK14 e CK18 da linhagem normal prostatica mediante ao tratamento com cfDNA
tumoral cultivado em 3D. Ha anos, estudos demonstram que componentes tumorais
estdo associados a processos complexos envolvendo a comunicagao celular (CALVO,;
SAHAI, 2011). Essas comunicacgdes possibilitam interacdes fisicas e quimicas entre
as células, e possivelmente intensificam na mudanca da biologia da célula receptora
e na iniciagao, progressao e agressividade tumoral (JONES et al., 2016).

A maioria das células basais da glandula prostatica normal expressam CD44,
ja no CaP sua expressao varia entre as pesquisas, em virtude de possuir diferentes
funcdes de sinalizagdo. Nagabhushan e colaboradores (1997) relataram moderados
niveis de expressao em lesdes de CaP e altos niveis em tumores primarios. No geral,
CD44 atua em tumores menos malignos, pois promove uma adeséo intercelular,
conservando a arquitetura do tecido, além de inibir a disseminacao local e o
comportamento metastatico (GUNTHERT et al., 1991). Dessa forma, o significativo
aumento de expressao do gene CD44 da célula normal, em relagdo ao controle,
provavelmente relaciona-se a um preliminar fator patolégico que o cfDNA tumoral
causou na mesma. Assim, esta hipotese deve ser investigada em um futuro préximo.

O gene ABCG2 é conhecido por ter alta expressdo em muitos tipos de cancer
solidos, incluindo o CaP. A literatura traz que sua funcao é evitar o acumulo de toxinas
extracelulares e intracelulares, desempenhando um papel importante na
quimiorresisténcia e a recorréncia do CaP, demonstrando-se uma boa ferramenta
prognéstica (GUZEL et al., 2014). Outros estudos mostram que o ABCG2 é altamente
expresso em meios celulares normais sob hipoxia (KRISHNAMURTHY et al., 2004).

Esse perfil pode estar associado com a alta expressdo desse gene no presente
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estudo, visto que linhagens normais foram tratadas com cfDNA tumoral anteriormente
cultivado em sistema 3D, estando este por sua vez, em baixa tensdo de oxigénio no
interior da massa celular. E importante enfatizar que a hipéxia é uma das principais
caracteristicas do microambiente tumoral, contribuindo para o fenétipo das CSCs,
tumorigenicidade e metastases (MIFTAKHOVA et al., 2017). Assim o aumento na sua
expressao pode estar vinculado a um processo progressivo carcinogénico causado
pelo tratamento com cfDNA.

O antigeno de membrana especifico da préstata (PSMA) sofreu um moderado
aumento em sua expressao em células normais da prostata ao serem cultivadas com
cfDNA tumoral. Sabendo que o PSMA é uma glicoproteina transmembrana restrita a
prostata, pesquisas revelam uma regulagdo positiva deste gene associado com o
CaP, principalmente em individuos com o alto risco de progressao da doenca. Esta
relagéo € interessante para aplicagdes diagndsticas e progndsticas, visto que estudos
conseguiram diferenciar significativamente os niveis de expresséo entre CaP, tecido
prostatico benigno e metastases linfonodais (PERNER et al., 2007). Assim, o aumento
da expressao desse gene pode estar relacionado a uma alteragdo no comportamento
da linhagem normal devido a transferéncia de cfDNA tumoral no microambiente.

As citoqueratinas sdo as principais proteinas estruturais encontradas em
células epiteliais, as células basais expressam as citoqueratinas 5 e 14 (CK5, CK14,
respectivamente), enquanto que as luminais expressam CK8 e CK18. Autores
mostram que as citoqueratinas sao produzidas por clivagem de caspases durante a
apoptose celular, sendo entéo liberadas na circulagdo humana (SHERWOOD et al.,
1990).

Estudos in vitro demonstram que os altos niveis expressos de CK8 esta
associada ao processo de ciclo e sinalizagao celular, enquanto que a CK18 se
relacionam a motilidade e progressao tumoral. Porém, a maioria dos estudos afirmam
que a CKS5 se encontra expressa no tecido prostatico benignos, mas ndo em linhagens
tumorais (SHERWOQOD et al., 1990). Assim, propde-se que o aumento da expressao
das CK14 e C18 representa potenciais marcadores séricos para avaliar a progressao
de neoplasias epiteliais.

A migragao celular € um processo que acontece em condigdes fisiologicas,
ocorrendo no trafego de células do sistema imune, morfogénese embrionaria, e em
processos patologicos, como € o caso da metastase tumoral. O processo de

metastase de células tumorais € compreendido como a migragcdo de células
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individuais e/ou coletivas que se soltaram do tumor primario e vao para o
compartimento estromal, deslocando-se aos vasos linfaticos e sanguineos
(VIGNJEVIC; MONTAGNAC, 2008).

As células cancerosas possuem um amplo espectro de mecanismos que
alteram a expressdo génica e acentuam a mudanga na morfologia celular,
promovendo a migragao e invaséao celular (FRIEDL; WOLF, 2003). Essas alteragbes
génicas estao associadas com eventos de sinalizagdo e motilidade celular. Por isso,
pode-se afirmar que o aumento na expressao do gene CK18 foi uma das formas em
que o cfDNA tumoral promoveu o aumento na porcentagem de migragao celular.

Dessa maneira, o0 microambiente tumoral consiste em uma composi¢ao celular
que favorece o desenvolvimento e proliferacdo do cancer (CAMUSSI et al., 2013).
Estudos promissores de comunicagao celular tém proposto hipoteses em que o DNA
circulante pode ser transferido entre células cancerigenas e outras células somaticas,
e essa agao potencialmente fornece um mecanismo denominado genometastase.
Assim, os cfDNAs desempenham um importante papel na interagcdo entre células,
modulando fungdes da célula alvo (GARCIA-OLMO et al., 1999; 2000).

Portanto, as analises referentes a expressdo génica permitiram identificar a
inducao de um perfil tumoral em células RWPE-1, avaliando os genes CD44, ABCG2,
PSMA, CK5, CK8 e CK18. Indicando assim, que o cfDNA liberado por células tumorais
da prostata durante seu cultivo, sdo importantes componentes do processo de

carcinogénese, fornecendo uma melhor compreensao do microambiente do CaP.
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6. CONCLUSAO

Dentro deste contexto, este estudo permitiu demonstrar que, a liberagao de
cfDNA de células tumorais € mais elevada que em células normais, além disso
verificou-se que o aumento da concentragao de cfDNA pode estar correlacionado com
a proliferagao celular. Como também, o cfDNA tumoral foi capaz de influenciar de
forma consideravel nos niveis de expressao dos genes CD44, ABCG2, PSMA, CK5,
CK14 e CK18 e na capacidade migratoria das células normais da préstata, de forma
que, tanto as alteragdes génicas quanto o aumento na migragao celular revelaram
mudancgas caracteristicas de células tumorais em células normais, considerando um
processo de genometastase, no qual metastases podem se desenvolver como um

resultado da transfeccao de células suscetiveis em 6rgaos distantes.
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