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RESUMO

O Cancer de Prostata (CaP) € a segunda maior causa de morte relacionada ao cancer em
homens. A inespecificidade do antigeno prostatico especifico em diagnosticar a doenca
evidencia a necessidade de novos marcadores € o0 Gene 3 do Cancer de Préstata (PCA3)
¢ expresso especificamente neste 6rgdo, sendo superexpresso no CaP. Apesar de
utilizado na prética clinica, seu controle molecular permanece desconhecido. Nesse
sentido, utilizamos, previamente, a tecnologia de Phage Display para a descoberta de
ligantes a regido promotora do PCA3. Neste estudo, objetivamos avaliar o efeito celular
do fago expressando o peptideo recombinante PCA3p4 em linhagens prostdticas e sua
utilizacdo enquanto ferramenta diagndstica para o CaP. Os fagos purificados foram
utilizados no tratamento das linhagens RWPE-1 (ndo-tumorigénica), LNCaP
(hormonio-responsiva) e PC-3 (hormonio-refrataria). Considerando que se trata de um
peptideo que se assemelha a um fator de transcricdo, sua capacidade de induzir a
proliferacdo celular foi avaliada por MTT em tratamentos por 24 e 48 horas nos titulos
10°, 107 e 10°. Além disso, foi analisado o perfil do peptideo enquanto alvo de
anticorpos circulantes para o diagnéstico do CaP por ELISA. Ap6s 24 horas, os fagos
titulados a 10° induziram a proliferacdo em LNCaP e PC-3, quando comparadas ao
controle (p<0,05). Ap6s 48 horas, a proliferacdo foi verificada apenas em LNCAP com
os fagos titulados a 107. Para a RWPE-1 observou-se o efeito antiproliferativo em
ambos os tratamentos. Para os ensaios com amostras séricas de pacientes, o peptideo
fusionado a particula viral diferenciou os pacientes com CaP daqueles com Hiperplasia
Prostatica Benigna (p<0,05). Além disso, a reatividade soroldgica, dentro do grupo CaP,
foi superior em pacientes com tumores avangados (Gleason >7). Nossos resultados
abrem novos caminhos na elucidacdo dos mecanismos regulatérios que controlam o
gene PCA3, para assim, desenhar possiveis estratégias para o tratamento do CaP.

Palavras-chave: Cancer de Prostata. IncRNA. Peptideo recombinante. ELISA.



Abstract

Prostate cancer (PCa) is the second leading cancer-related cause of death in men. The
non-specificity of prostate-specific antigen in diagnosing the disease evidences the need
for new markers. Prostate Cancer Gene 3 (PCA3) is expressed specifically in the
prostate, being super expressed in PCa. Although used in clinical practice, its
molecular control remains unknown. In this sense, we previously used Phage Display
technology to select ligands to the promoter region of PCA3. In this study, we aimed to
evaluate the cellular effect of phage particles expressing the recombinant peptide
PCA3p4 in prostatic cell lines and its use as a diagnostic tool for PCa. Purified
bacteriophages were used in the treatment of RWPE-1 (non-tumorigenic), LNCaP
(hormone-responsive) and PC-3 (hormone-refractory) cell lines. Considering that it is a
peptide that resembles a transcription factor, its ability to induce cell proliferation was
evaluated by MTT in treatments for 24 and 48 hours in titers 10°, 10’ and 10°. In
addition, the profile of the peptide as a target of circulating antibodies for the diagnosis
of PCa by ELISA was analyzed. After 24 hours, the phage titrated at 10° induced
proliferation in LNCaP and PC-3, when compared to the control (p <0.05). After 48
hours, the proliferation was only verified on LNCAP with phage titrated at 10’. For
RWPE-1 the antiproliferative effect was observed in both treatments. For the assays
with serum samples from patients, the peptide fused to the viral particle differentiated
patients with PCa from those with Benign Prostatic Hyperplasia (p <0.05). In addition,
the serological reactivity within the PCa group was higher in patients with advanced
tumors (Gleason >7). Our results open new ways in elucidating the regulatory
mechanisms that control the PCA3 gene, in order to design possible strategies for the
treatment of PCa.

Key words: Prostate Cancer. IncRNA. Recombinant peptide. ELISA.
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1 INTRODUCAO

O Cancer de Préstata (CaP), também conhecido como doenca da terceira idade,
¢ o tumor ndo-epitelial mais comumente diagnosticado nos homens americanos e
brasileiros (CUZICK et al., 2014). Os indices sdao alarmantes e as chances de cura
restritas aos casos diagnosticados precocemente. Muitos estudos tém sido feitos na
tentativa de compreender os complexos mecanismos moleculares envolvidos em sua
génese e progressao.

A identificacdo de RNAs nao codificantes (ncRNAs) envolvidos no surgimento
e avanco de tumores tem revolucionado a pesquisa e aberto novos caminhos na
oncologia molecular. O Gene 3 do Cancer de Prostata (PCA3) € expresso
especificamente na prostata e apresenta-se superexpresso no CaP em relagdo aos tecidos
com hiperplasia prostitica benigna (HPB) e tecidos normais (BOURDOUMIS et al.,
2010). A arquitetura molecular desse gene e suas fungdes-chave no processo maligno
sugerem seu papel como um oncogene ndo codificante (HESSELS; SCHALKEN,
2009). O fato do PCA3 ser um ncRNA superexpresso no CaP e ser prostata-especifico o
torna particularmente interessante e crucial na compreensdo dessa neoplasia. Sua
importancia como marcador molecular no diagnéstico do CaP tem sido descrita em
amostras biologicas como urina, sangue periférico, bidpsias e fluido prostatico (KOK et
al., 2002; VAN GILS et al., 2005; KLECKA et al., 2010). No entanto o conhecimento
acerca das fungdes deste transcrito no desenvolvimento e na progressdao da doenca ainda
¢ restrito e sua regulacao transcricional permanece desconhecida.

As pesquisas baseadas em Phage Display (PD) representam uma darea em
expansdo. Durante o centendrio de sua existéncia, esse método apresentou perspectivas
terapéuticas baseadas em biotecnologia, fornecendo moléculas com ampla
aplicabilidade clinica, além de permitir a identificacio de ligantes envolvidos em
processos regulatorios. Essa plataforma se tornou umas das principais na descoberta de
novas drogas, além de permitir conhecer as doencas em nivel molecular.

De nitida natureza biotecnoldgica, essa técnica auxilia na descoberta de
moléculas que possibilitam a entrega de drogas (firmacos citotéxicos, inibidores de
metaloproteases, citocinas) e novos modelos tém sido criados nesse formato. Além
disso, € extensivamente utilizada no mapeamento de epitopos identificando interacdes

essenciais em diversas patologias, incluindo o céincer. A habilidade de se isolar
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moléculas funcionais a partir de um amplo repertério de bacteriéfagos recombinantes
torna o PD uma ferramenta poderosa para se encontrar ligantes raros. Descobertas-
chave envolvendo diferentes doencas surgiram a partir de estudos in vitro, o que
evidencia a importancia da biotecnologia nos assuntos que se referem a satde publica.
Nosso grupo de pesquisa selecionou, em estudo anterior (ALVES et al., 2016),
um peptideo recombinante (PCA3p4) ligante a regido promotora do gene PCA3 e, por
andlises de bioinformatica, verificou-se que o peptideo se alinha com a proteina de
morte celular programada 7 (PCDC?7). Sua atividade celular foi presentemente avaliada
pelo ensaio de MTT a fim de se definir o perfil proliferativo das linhagens LNCaP, PC-
3 e RWPE-1 ap6s tratamento com os fagos expressando o PCA3p4. Além disso, testes
imunoenzimaticos também permitiram definir o perfil diagnéstico e progndstico dos
peptideos. Nossos resultados abrem promissores caminhos para a elucidacdo de vias
oncogénicas associadas ao CaP e, por conseguinte, possibilita o desenvolvimento de

novas estratégias terapéuticas.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos gerais relacionados a tumores

Cancer é o termo utilizado para designar um extenso grupo de doencas
heterogéneas que podem afetar qualquer 6rgao ou tecido do corpo (KUIJJER et al.,
2018). E responsdvel por uma em cada seis mortes no mundo, sendo que mais de 14
milhdes de pessoas sdo diagnosticadas todos os anos. A estimativa para 2030 € de mais
de 21 milhdes de novos casos (ONUBR, 2017).

Os eventos celulares normais ocorrem ordenadamente, de modo que a
proliferacdo celular nos primeiros anos de vida possibilita o desenvolvimento do
individuo (ONCOGUIA, 2015). Os proto-oncogenes sdo genes reguladores que tém
como fung¢do controlar os eventos de crescimento e divisdo de células normais. Os genes
supressores de tumor atuam regulando negativamente o ciclo celular ou induzindo
apoptose. Modificagdes nesses genes, portanto, estdo diretamente associadas a
carcinogénese, uma vez que conduzem a transformacdo celular maligna (WEBBER;

BELLO; QUADER, 1997).
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Células malignas possuem a capacidade de se desprenderem da massa tumoral e
migrarem para outros sitios, o que nio ocorre nas benignas. No processo de migracdo a
disseminag@o ocorre por meio da corrente sanguinea ou de vasos linfaticos para 6rgdos
distantes do local inicial do tumor, formando as metastases, uma das principais causas
de morte por cancer. De modo geral, as células transformadas sdo menos especializadas
nas suas fungdes e comprometem o funcionamento dos 6rgdos e tecidos nos quais se
estabelecem (ALMEIDA et al., 2005).

Cerca de 10% dos casos de caincer sido hereditarios e o restante,
aproximadamente 90%, € definido como esporddico (A.C.CAMARGO CANCER
CENTER, 2017). No segundo caso, o surgimento da doenca depende da intensidade e
duracdo da exposi¢do a agentes causadores que podem ser externos ou internos ao
organismo e, em geral, estdo interligados. Os fatores externos relacionam-se ao meio
ambiente e aos proprios héabitos do individuo. Nesse contexto sdo incluidos os
carcindgenos fisicos, quimicos e bioldgicos (ANAND et al., 2008).

Os fatores internos sdo pré-definidos e estdo ligados a capacidade do organismo
de se defender das agressdes ao seu material genético. Nesse sentido, a idade também se
apresenta como fator de risco, uma vez que o envelhecimento ocasiona mudangas que
aumentam a vulnerabilidade a transformacao (FUNDACAO DO CANCER, 2011;
ANAND et al., 2008).

Como o cancer possui a habilidade de afetar varias regides do corpo, sdo
definidos muitos subtipos anatdmicos e moleculares, os quais direcionam as estratégias
clinicas de tratamento (WHO, 2017). Existem mais de 100 tipos que sao nomeados de
acordo com o seu local de formacdo. Os principais sdo: cancer de boca, de colo de
utero, de esOfago, de estdmago, leucemia, colorretal, cancer de mama, de pele, de
préstata, de pulmio e de tireoide (FUNDACAO DO CANCER, 2017).

No Brasil, a neoplasia de maior incidéncia em homens é o Céncer de Prdstata
(CaP) e em mulheres o de mama. Para 2018, espera-se cerca de 68 mil novos casos para
o CaP e de 59 mil para tumores mamarios (Figura 1) (INCA, 2018). Nos EUA, o
nimero estimado é mais de 1,7 milhdes de novos casos de cancer e aproximadamente
610 mil mortes pela doenca, sendo 4,83% correspondente aos tumores na glandula

prostatica (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2018).
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Figura 1: Estimativa da incidéncia de cancer na populacéo brasileira para o ano de 2018.

Prostata 58.220 31,7% Mama Feminina 59.700 29,5%
Homens Mulheres
Tragueia, Bronquio e Pulmdo 18.740 8,7% Colon e Reto 18.980 Q,4%
Cdlon e Reto 17.380 8,1% Colo do Utero 16.370 8,1%
Estdmago 13.540 6,3% Traqueia, Brénguio e Pulmdo 12.530 6,2%
Cavidade Oral 11.200 5,2% Glandula Tireoide £8.040 4,0%
Esifago 8.240 3,8% Estdmago 7.750 3,8%
Bexiga 6.690 3,1% Corpo do Utero 6.600 3,3%
Laringe 6.390 3,0% Qvario 6.150 3,0%
Leucemias 5.940 2,8% Sistema Nervoso Central 5.510 2,7%
Sistema Nervoso Central 5.810 2,7% Leucemias 4,860 2,4%

Fonte: INCA, 2018.

2.2 A prostata e sua transformacao oncogénica

O CaP ¢€ a neoplasia geniturindria mais comum em homens em todo o mundo
(WAN et al., 2016). Representa cerca de 25% dos novos diagndsticos e € a segunda
maior causa de morte relacionada ao cancer em homens (XU et al., 2016). Além disso,
aproximadamente 62% dos pacientes diagnosticados no mundo apresentam 65 anos de
idade ou mais (SBCO, 2017).

A formacdo da préstata ocorre durante a embriogénese tardia pelo brotamento
ductal a partir do seio urogenital. E considerado um evento indutivo e dependente da
sintese testicular de androgé€nio (PRINS; PUTZ, 2008). A prostata € uma estrutura
endodérmica masculina localizada abaixo da bexiga, circundando a regido cervical da
uretra e a frente do reto, sendo responsavel pela produ¢cdo de componentes importantes
do fluido seminal (MANNING et al., 2013). Ao redor da glandula hd um estroma
responsavel por produzir fatores de crescimento importantes para o seu
desenvolvimento normal e neopldsico, sendo formado por fibroblastos, musculo liso,
nervos e vasos linfaticos (CHUNG et al., 2014)

A glandula possui uma estrutura composta por cinco zonas: zona fibromuscular,
zona central, zona periférica, zona pré-prostatica e zona de transi¢do (Figura 2). Grande
parte das lesdes ocorre na zona periférica (d) e na zona de transicdo (c) é detectada a

maioria dos casos de Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) (MARZO et al., 2007).
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Figura 2: Representacdo das zonas estruturais da glandula prostdtica.

a zona central e
b zona fibromuscular
¢ zona de transicio

d zona periférica

e zona pré-prostitica

Ducto ejaculatério]

Fonte: Adaptado de MARZO et al., 2007.

Em nivel histolégico a glandula prostitica contém um epitélio
pseudoestratificado com dois compartimentos: estromal e epitelial. O epitelial possui
trés tipos celulares diferenciados: luminal, basal e neuroenddcrino. As células basais
estdo localizadas abaixo do epitélio luminal, expressam p63 e citoqueratinas de alto
peso molecular como a 5 e a 14. As células luminais secretam Antigeno Prostdtico
Especifico (PSA) e fosfatase dcida prostdtica. Ao contrdrio das basais, as luminais sdo
dependentes de andrégeno e apresentam marcadores como citoqueratinas de baixo peso
molecular, incluindo a 8 e a 18 (SHEN; ABATE-SHEN, 2010).

No 6rgdo ocorrem, frequentemente, trés tipos de distirbios: CaP, HPB e
prostatite. A prostatite ¢ uma doenga inflamatéria que pode ser bacteriana (aguda ou
crdnica), ndo bacteriana e prostatodinia (OLIVEIRA; AMARAL; FERRAZ, 2005).

A HBP e o CaP sdo as condigOes fisiopatologicas mais comuns em homens
idosos (PRAJAPATI et al., 2013). A primeira € uma doenc¢a ndo maligna caracterizada
pelo aumento benigno da glindula resultante da interrup¢do da sinalizacdo entre as
c€lulas epiteliais e as estromais. O crescimento destas células acarreta a interferéncia no
fluxo urindrio decorrente da compressdo do canal da uretra gerando desconforto e
irritabilidade no musculo detrusor da bexiga (BARCLAY et al., 2005). O CaP e a HPB
possuem semelhancas em relagdo ao crescimento dependente de horménio, a resposta a
terapia anti-andrégenos e aos fatores de risco, como inflamag¢do e distdrbios
metabdlicos. Mais de 80% dos homens com CaP possuem também HBP, porém ndo ha

N z

correlacdo quanto a etiologia. Em ambas, a prevaléncia € em homens idosos € a
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incidéncia aumenta com a idade (BASU et al., 2015; KIM; LARSON; ANDRIOLE,
2016).

2.3 Diagnéstico e estadiamento do Cancer de Prostata

O diagnéstico e acompanhamento das alteracOes prostiticas podem ser
realizados através do toque retal, dosagem do PSA, ultrassonografia transretal (TR) e
biopsia. O toque retal € o método de deteccdo mais utilizado, porém, limita-se a
identificar alteracdes teciduais apenas nas por¢des posterior e lateral da prostata. Cerca
de 40% a 50% dos tumores permanecem fora do alcance do teste. Podem falhar na
identificacdo de tumores confinados ao 6rgdo, ainda em um estdgio curdvel (BRASIL,
2002; KHANDURI et al, 2017).

O PSA foi descrito primeiramente em 1970 e € considerado um biomarcador ttil
para detectar o CaP, para avaliar as respostas ao tratamento e para acompanhamento dos
pacientes (LIU et al., 2015). O PSA € uma serina protease de 34 KDa pertencente a
familia das calicreinas, € regulado por androgénio e codificado pelo gene KLK3
(calicreina humana 3) (PAL et al., 2013). Células epiteliais do tecido normal e tumoral
prostatico produzem essa proteina, a qual tem como funcdo inibir a coagulacdo do
sémen, permitindo a movimentacio dos espermatozoides (CORIC et al., 2015).

Em situacOes de anormalidade, o PSA cai na circulagdo sanguinea e tem seus
niveis sé€ricos aumentados. Porém, essa elevacdo ndo ocorre somente em situacoes de
malignidade, mas em outras alteragdes como na HPB e prostatite (RIFFENBURGH;
AMLING, 2003).

Quando ha irregularidades no toque retal e/ou na dosagem do PSA € realizada a
bidpsia. Durante esse procedimento utiliza-se a ultrassonografia transretal para mapear
as regides do 6rgdo e para guiar as agulhas. O exame de TR € capaz de detectar tumores
na zona periférica da glandula (LOPES et al., 2015; YACOUB et al., 2012).

Apds a bidpsia e confirmagdo do tumor, realiza-se um estudo patolégico do
tecido prostatico para a defini¢do do tipo histoldgico e grau de diferenciacdo celular, os
quais impactam no prognoéstico da doenga e na escolha do melhor tratamento para o
paciente. Os sistemas utilizados para classificar o CaP sdo o estadiamento e o Escore de
Gleason (INCA, 2017; FILHO; DAMIAO, 2010).

O estadiamento € utilizado para descrever a localizacdo do tumor, sua

disseminagdo e o comprometimento de outros 6rgaos (ONCOGUIA, 2017). Existem
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dois tipos: o clinico e o patolégico. No primeiro hd uma estimativa da extensdo da
doenca com base nos resultados dos exames realizados pelo paciente. No segundo a
extensdo da doenca é determinada com maior precisdo ao considerar a andlise da peca
cirdrgica (INCA, 2018).

Para o CaP o sistema de estadiamento mais utilizado € o sistema TNM (do inglés
Tumor Node Metastasis - tumor, linfonodo, metastase-), da American Joint Committee
on Cancer (AJCC) (Tabela 1). Para esta neoplasia, os critérios utilizados pelo TNM sao:
extensdo do tumor primario (T); se ocorreu disseminagao do tumor para os linfonodos
proximos (N); auséncia ou presenca de metdstases a distancia (M), além dos niveis do

PSA e pontuagdo de Gleason (AMERICAN CANCER SOCIETY, 2017).

Tabela 1: Classificagdo Tumor Node Metastasis (TNM) para o Cancer de Préstata.

T- Tumor primaério

Tx | O tumor primdrio ndo pode ser avaliado
TO |Sem evidéncia do tumor primério
T1 | Tumor clinicamente ndo palpdvel ou visivel por método de imagem

T1la | Tumor incidental- achado histopatoldgico em < 5% do tecido de ressec¢ao
T1b | Tumor incidental- achado histopatolégico em > 5% do tecido de ressec¢io
T1c | Tumor identificado por bidpsia por agulha (PSA elevado)

T2 | Tumor confinado a préstata

T2a | Tumor engloba metade de um dos lobos ou menos

T2b | Tumor engloba mais da metade de um lobo, mas nédo os dois

T2c | Tumor engloba ambos os lobos

T3 | Tumor além da cépsula prostatica

T3a | Extensdo extracapsular (unilateral ou bilateral)

T3b | Tumor envolve a vesicula seminal (uma ou ambas)

T4 | Tumor fixo ou invade estruturas adjacentes além das vesiculas seminais: colo vesical,

esfincter externo, reto, musculos elevadores ou parede pélvica
N- Envolvimento linfonodal regional

Nx |Linfonodos regionais ndo avaliados

NO | Sem metéstases para linfonodos regionais

N1 | Metéstases linfonodais regionais

M- Metastases a distancia

Mx | Metéstases a distancia ndo avaliadas
MO | Auséncia de metéstase a distancia
M1 | Metastase a distincia

MIla- Linfonodos nio regionais
M1b- Ossos

MIc- Outros 6rgdos

Fonte: Adaptado de FILHO; DAMIAO, 2010.
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Desde a década de 60, o Escore de Gleason € o principal sistema de graduacao
histopatoldgica para o CaP. Este método permite a identificagdo de caracteristicas
como: extensdo do tumor, agressividade bioldgica e ocorréncia de metéstases com base
nos diferentes padrdes, variando de 1 a 5. Clinicamente, diante da heterogeneidade dos
tumores, o escore baseia-se no somatério dos dois padrdes mais frequentemente
observados nas lesdes variando de 2 a 10 (EPSTEIN et al., 2016; SINNOTT et al.,
2016).

Os escores de 2 a 4 representam as neoplasias bem diferenciadas com um
crescimento mais lento e baixo risco metastatico. Quando de 5 a 6 sdo moderadamente
diferenciados e de 7 a 10 sao indiferenciados e agressivos (CALVETE et al., 2003).
Dessa forma, a busca de novos métodos de diagndstico precoce € indispensavel, pois

quando o tumor € descoberto em estdgio inicial hd maiores chances de cura.

2.4 Estratégias para o tratamento do Cancer de Prostata

ApOs a confirmacdo do diagndstico, os regimes de tratamento para o CaP
dependem do perfil da doenca (localizada ou metastitica) e da presenca de
comorbidades. Dentre as estratégias adotadas destacam-se prostatectomia, radioterapia,
hormonoterapia, orquiectomia e quimioterapia (TONON; SCHOFFEN, 2009).

A prostatectomia consiste em um processo cirirgico que remove parcialmente
ou completamente a prostata. Esse procedimento € realizado quando o fluxo urindrio é
afetado com o aumento do volume do tumor (DENMEADE; ISAACS, 2002).

A radioterapia pode ser aplicada externamente ou internamente. Na primeira, é
adotado um feixe de radiacdo, geralmente raios X, com a funcdo de impedir o
crescimento das células transformadas. Ja a radioterapia intersticial ou braquiterapia,
baseia-se no implante de sementes radioativas dentro da glandula. Apresenta uma maior
eficiéncia, porém pode causar impoténcia sexual e incontinéncia urindria (VIANI;
STEFANO; AFONSO, 2009; SHEN; ABATE-SHEN, 2010).

Pacientes que necessitam de um cuidado especial sdo submetidos ao
monitoramento da progressdo clinica da doenga para evitar intervencdes desnecessarias.
Nesse cendrio, define-se a observacdo vigilante, geralmente aplicada a idosos com
comorbidade significativa. J4 homens que foram diagnosticados e apresentam cancer de
baixo risco, assintomdticos ou com poucos sintomas, adota-se a vigilancia ativa, a qual

¢ baseada na continua dosagem dos niveis de PSA, bidpsias repetidas e, em alguns
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casos, rastreio de biomarcadores (HEIDENREICH et al., 2011; TEFEKLI; TUNC,
2013).

A hormonioterapia induz a apoptose as células tumorais retardando a progressao
do adenocarcinoma, com a ablagdo de testosterona e diidrotestosterona (DHT),
hormonios responsdveis pela proliferacdo celular na prdstata. A terapia de privagdo
androgénica (ADT) pode ser realizada por castragdo quimica com andlogos do
Hormonio Liberador de Hormoénio Luteinizante (LHRH), estrégenos e antiandrégenos.
Outra metodologia adotada para a diminuicdo da testosterona no organismo é a
orquiectomia bilateral, cirurgia para a remog¢do dos testiculos, 6rgio responsdvel pela
maior producdo deste andrégeno (MONTEIRO, 2006; NYQUIST; DEHM, 2013).

A quimioterapia baseia-se na utilizacdo de medicamentos citotdxicos como
Docetaxel, Cabazitaxel, Mitoxantrona e Estramustina, que visam a destrui¢do do tumor
e seus metabdlitos para o aumento da sobrevida, reducdo dos sintomas e consequente
melhoria da qualidade de vida (ONCOGUIA, 2017). A adversidade da quimioterapia é a
nido discriminagdo entre células sadias e malignas, ocasionando numerosos efeitos
colaterais (PACHNICKI et al., 2012).

Portanto, apesar dos avancos médicos e tecnoldgicos, ainda se torna necessdria a
caracterizacdo de um diagndstico especifico e de um tratamento efetivo (WANG; LIU;
YAO, 2014). A identificacdo de novos biomarcadores surge como uma alternativa para
o direcionamento ndo sO terapéutico, mas também para a elucidagdo de processos

regulatorios-chave em tumores prostaticos (DENG et al., 2017).

2.5 Biomarcadores para o cancer de prostata

Durante a carcinogénese siao produzidos biomarcadores, definidos como
moléculas especificas associadas ao tumor, como metabdlitos e proteinas, além de
células tumorais circulantes e RNAs ndo codificantes (ncRNA). Estes desempenham um
papel crucial na regulacdo da malignidade (DENG et al., 2017).

A dosagem de PSA é amplamente utilizada como um teste de triagem inicial
para o CaP e como monitoramento da resposta ao tratamento, contudo, questionado
quanto a sua especificidade (BOO et al., 2015). Nesse contexto, € necessario o estudo de
novos biomarcadores que sejam capazes de diagnosticar precisamente o CaP, além de

permitir seu acompanhando e direcionar as estratégias terapéuticas (PANG et al., 2017).
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Os RNAs longos nao codificantes (IncRNAs) sdo expressos em vdrias doengas
humanas, inclusive no cancer, atuando em mecanismos como o silenciamento
epigenético e regulacdo transcricional. Suas funcdes oncogénicas ou supressoras de
tumores os correlacionam diretamente com a patogénese de vdrias neoplasias, incluindo
colorretal, de rim, de mama, endometrial, testicular, de préstata e hematoldgicas
(PRENSNER; CHINNAIYAN, 2011; SMOLLE et al., 2017).

Bussemakers e seus colaboradores (1999) descreveram o Gene 3 do Cancer de
Prostata (PCA3) como um marcador especifico desse tumor. Trata-se de um IncRNA,
localizado no cromossomo 9q21-22 em orientagdo antisesnse em relacdo ao gene Prune
Homolog 2 (PRUNE2) (HESSELS et al., 2003). O gene PCA3 apresenta quatro éxons e
trés introns, além de variantes de splicing do éxon 2 e diversos sitios de poliadenilacdo.
Os éxons 1, 3, 4a e 4b estdo presentes em 65% dos seus transcritos (WANG; LIU;
YAO, 2014).

A expressdo do PCA3 correlaciona-se diretamente a sinalizagdo androgénica
(hormonio-dependente) estando superexpresso em mais de 95% dos casos de CaP
(FERREIRA et al., 2012). Seus transcritos sdo rotineiramente detectados na urina apos a
massagem prostitica ou exame de toque retal (PROGENSA, Gen-Probe, San Diego,
CA) (QIU et al., 2013). Este teste molecular foi aprovado em 2002 pela Food and Drug
Administration (STEPHAN; RALLA; JUNG, 2014) e € indicado para homens com
idade igual ou superior a 50 anos que tiveram uma ou mais bidpsias anteriores negativas
(MCGRATH et al., 2016).

O PCA3 encontra-se envolvido no controle da sobrevivéncia de células
neoplésicas da préstata, bem como na regulacdo hormonal via receptor de andrégeno
(AR) e na modulacdo da transicao epitélio-mesénquima (EMT) (SMOLLE et al., 2017).
Ademais, controla a expressdo de importantes genes envolvidos em diferentes vias
como a angiogénese (Fator A de crescimento vascular endotelial -VEGFA); adesao
celular (proteina 1 supressora de metdstase-MTSSI1 e integrina B-1-ITGB1); transdugao
de sinal (receptor proteico tirosina-quinase-ERBB2; subunidade o reguladora de
fosfatidilinositol 3-quinase-PIK3R1; proteina quinase-1 ativada por mitégeno-
MAP2K1) e apoptose (Bcl-2) (LEMOS et al.,2016). Considerando seu papel
regulatério, o gene PCA3 coordena a edicio do RNA longo heterogéneo do gene
supressor de tumor PRUNE?2 (SALAMEH, 2015).

Mesmo sendo considerado um biomarcador especifico para CaP, ainda se torna

crucial elucidar a atuacdo do PCA3 na biologia do adenocarcinoma prostitico € na
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progressao tumoral (FERREIRA et al., 2012). Portando, compreender o funcionamento
molecular do PCA3 torna-se primordial, uma vez que permitird esclarecer a biologia do

CaP e desenvolver novas alternativas para o tratamento dessa doenca.

2.6 Phage Display

O Phage Display (PD) é uma técnica de gendmica funcional descrita pela
primeira vez por Smith em 1985, embasando as pesquisas que receberam o Prémio
Nobel de Quimica em 2018 (THE NOBEL PRIZE, 2018). Consiste na utilizagdo de
vetores, os bacteri6fagos (fagos), para codificacdo e apresentacdo de polipeptideos
fusionados as proteinas do capsideo, sem alteracdo da capacidade infectante para a
propagacdo viral. A metodologia envolve o rastreio de alvos, permitindo a busca por
ligantes especificos (KRUMPE; MORI, 2006; HAMZEH-MIVEHROUD, 2013).

Os fagos filamentosos sdo os vetores mais utilizados no processo de clonagem e
expressao de peptideos/proteinas, devido a sua simplicidade estrutural e gendmica
(TAN et al, 2016). Possuem a capacidade de infectar organismos procariotos,
principalmente Escherichia coli, através do pilus conjugativo, codificado pelo
plasmideo F e que atua como um receptor para infeccio (AZZAZY; HIGHSMITH,
2002).

Os fagos filamentosos mais utilizados no PD pertencem a familia Inoviridae, o
principal representante € o fago M13, constituido por um DNA fita simples (ssDNA)
circular com 6407 nucleotideos. Seu capsideo € envolvido por 2700-3000 cépias da
proteina pVIII e cinco cépias de cada uma das quatro proteinas (pIX, pVIL, pVI, plll),
presentes em suas extremidades (Figura 3). Na tecnologia de PD, as mais utilizadas sdao

aplll e apVIII (TAN et al., 2016).

Figura 3: Estrutura do fago filamentoso M13.
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Fonte: TAN et al., 2016.

O ciclo de reprodugdo dos fagos, em geral, pode ocorrer de duas formas:

lisogénico ou litico. No ciclo lisogénico, o fago infecta e se mantém em estado de
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laténcia, incorporando seu DNA ao genoma da bactéria. Desse modo, o material
genético do virus € replicado juntamente com o do hospedeiro. No ciclo litico, a
producdo de novas particulas virais culmina com a lise bacteriana (WEINBAUER,
2004). O M13, utilizado no PD, ndo possui ciclo litico, causando apenas um decréscimo
na taxa de crescimento das bactérias infectadas (TAN et al., 2016).

Esses virus lisogénicos possuem sitios de clonagem que permitem a inser¢io de
genes que codificam cadeias leves e pesadas de anticorpos (ARAUJO et al., 2014),
pequenos peptideos (AINA et al., 2002), bibliotecas de DNA complementar (cDNA)
(HUFTON et al., 1999), enzimas, fatores de transcricdo, citocinas e dominios
extracelulares de receptores (TAN et al., 2016). Os peptideos fusionados as proteinas
virais também sao utilizados no desenvolvimento de vacinas, na inibi¢do de enzimas, na
modulacdo da resposta imunoldgica, para o tratamento de diferentes patologias,
incluindo o cancer (DEUTSCHER, 2010).

A sintese das proteinas do capsideo ocorre no citoplasma das células
hospedeiras, sendo posteriormente direcionadas a regido do periplasma, local em que
ocorre a montagem e liberacdo das novas particulas virais. Fusionados as proteinas do
capsideo encontram-se os peptideos cuja sequéncia de DNA ¢ inserida na regido de
restri¢ao préxima ao gene que codifica para a plIl. Como a insercdo ocorre na porcao N-
terminal ndo hd comprometimento da montagem do virus (BENHAR, 2001; HUFTON
et al., 1999). O inserto € incorporado nas novas particulas virais amplificadas a partir da
bactéria infectada. Assim, a sequéncia exdgena é expressa juntamente com a proteina
viral, deixando-a disponivel para interagir com alvos especificos (SHEEHAN;
MARASCO, 2015).

Portanto, ha uma relacdo direta entre o fendtipo exibido e o genétipo
encapsidado, o que facilita a caracterizagdo, selecdo e identificacdo dos peptideos
selecionados (HAMZEH-MIVEHROUD et al., 2013). Estes podem se ligar a diversos
alvos bioldgicos, tais como anticorpos, receptores, enzimas, moléculas de adesdo e
acidos nucléicos (KELLY et al., 2008; CHOI et al., 2008; CHAN et al., 2014;
BRATKOVIC, 2010; MOLEK; STRUKELJ; BRATKOVIC, 2011).

Para isso sdo utilizadas bibliotecas que apresentam de 10° a 10'' variantes
(peptideos), submetidas a um processo conhecido como biossele¢do ou biopanning, que
pode ser realizado tanto in vitro quanto in vivo. Esse procedimento € executado em
quatro etapas: a ligacdo dos fagos a um alvo pré-determinado, a lavagem dos ndo

especificos, recuperacdo ou eluicio dos ligantes e, finalmente, a amplificacdio em



22

Escherichia coli para aumentar o nimero de copias dos fagos de interesse (Figura 4).
Cada ciclo €, em geral, repetido de trés a cinco vezes (NIXON; SEXTON; LADNER,
2014; TAN et al., 2016).

Figura 4: Representacio das etapas do biopanning. Este é constituido por quatro etapas: (i) exposi¢do da
biblioteca ao alvo para a captura dos recombinantes, (ii) remocio dos fagos ndo-ligantes por sucessivas
lavagens, (iii) elui¢do dos fagos que se ligaram ao alvo e (iv) estes sdo amplificados ao infectarem cepas
de E. coli.
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Fonte: Adaptado de KRUMPE; MORI, 2006.

Em tumores, o PD ¢ utilizado para selecionar peptideos especificos e com alta
seletividade a diferentes alvos em células transformadas (RASMUSSEN et al., 2002).
Dentre os ensaios jd realizados destacam-se aqueles voltados para a producdo de
anticorpos monoclonais como estratégia de tratamento e direcionamento de drogas
(VISPO et al., 2016; RUOSLAHTTI, 2017; XING et al., 2018) e para a identificacdo de
peptideos miméticos a moléculas especificas em cincer de prostata e testiculo (FOSSA

et al., 2004).

2.7 Proteina de morte celular programada (PDCD7)

No ano de 1999, Park e colaboradores identificaram e caracterizaram, in vitro, o
transcrito ES18 em células-tronco embriondrias murinas utilizando uma biblioteca de
cDNA. O ES18 se mostrou superexpresso nos linfonodos, timo e testiculos analisados.
Atualmente, é conhecido por HES18 ou PDCD7, pertencendo a um grupo de genes
codificadores de proteinas de morte celular programada (PDCD), incluindo PDCDI,

PDCD4 e PDCDS5 (PENG et al., 2018).
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O gene PDCD7 localiza-se no cromossomo 15g22.31 sendo composto por cinco
éxons. Em sua proteina sdo encontrados os aminoécidos 4cido glutamico, prolina e
leucina; interagindo com a pequena ribonucleoproteina nuclear (snRNP) UII1,
componente do spliceossomo (WILL et al., 2004; LEVINE; DURBIN, 2001).
Apresenta o motivo LXXLL, caracteristico de fatores de transcri¢do sinalizadoras de
localizag@o nuclear (PARK et al., 1999).

Quando superexpressa ha o aumento do indice apoptético de células T (PARK et
al., 1999; PENG et al., 2018). Em tumores a expressdo de PDCD7 j4 foi relacionada a
diminui¢do da proliferacdo e migracdo celular em cincer de cabeca e pescogo, assim
como a agressividade e pior progndstico para pacientes com leucemia mieloide aguda
(TTIAN et al., 2014). Portanto, compreender o funcionamento molecular mediado por
PDCD7 se mostra crucial na biologia tumoral, uma vez que nio ha informagdes sobre

seu papel no CaP.

OBJETIVOS

Objetivo geral

Avaliar o efeito modulatério do fago mimético PCA3p4 nas linhagens tumorais
prostaticas LNCaP (hormonio-dependente) e PC-3 (hormdnio-independente) e seu

potencial diagndstico/progndstico no Cancer de Prostata.

Objetivos especificos

- Cultivar as linhagens tumorais prostiticas LNCaP e PC-3 e a ndo tumorigénica
RWPE-1;

- Purificar o fago PCA3p4;

- Tratar as linhagens com diferentes titulos virais e determinar o efeito proliferativo do
fago PCA3p4 frente as células cultivadas;

- Definir o potencial do fago PCA3p4 como estratégia para o diagndstico e ou

prognostica do Cancer de Prostata.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Levine%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11574683
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Durbin%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11574683

24

3 MATERIAL E METODOS

3.1 Purificacido do fago PCA3p4

Para a amplificacio do fago PCA3p4, 20 mL de meio Luria Bertani (LB)
suplementado com 20mg/ml de tetraciclina foi infectado com uma coldnia isolada de E.
coli ER2738. Este meio foi mantido a 37°C a 230 rpm por aproximadamente 250
minutos até atingir a densidade 6tica DO600nm=0,3. Apds esse periodo, inoculou-se
10uL do estoque de fagos sob a mesma agitacdo a 37 °C por 16 horas.

Posteriormente, as particulas virais foram purificadas conforme os seguintes
passos: (i) a cultura anteriormente crescida foi centrifugada (Hermle) a 10000 rpm a 4
°C por 10 minutos; (i1) o sobrenadante foi recolhido em um novo tubo no qual foi
adicionado uma solucdo de PEG/NaCl 2,5 M (1/6 do volume de meio utilizado),
mantido a 4°C por 16 horas; (iii) no dia seguinte, o tubo contendo sobrenadante de fagos
e PEG/NaCl 2,5 M foi centrifugado a 4 °C por 15 minutos a 10000 rpm; (iv) coletou-se
o precipitado, sobre o qual foi adicionado Tampao fosfato-salino (PBS) 1X para sua
homogeneizacdo, seguida de nova centrifugacao a 4 °C por 10 minutos a 14000 rpm; (v)
o homogenato foi transferido para novo microtubo e foi adicionado 166,67 pul de
PEG/NaCl 2,5 M com incubagao por 4 °C por 1 hora; (vi) centrifugou-se a 4 °C por 10
minutos a 14000 rpm; (vii) o sobrenadante foi descartado e adicionou-se 100 uL de PBS
1X para homogeneizagdo do precipitado; (viii) estocagem a 4 °C. Para a quantificacdo
do titulo viral as leituras no espectrofotometro (PG Instruments) foram realizadas em

269nm e 320nm e foi utilizada a férmula (F1).

(F1)

(A269nm) — (A320nm)

16
7222 x 6x10

Particulas virais/pl =

A= Absorbancia em espectrofotometro
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3.2 Cultivo celular

Para a realizac@o dos experimentos in vitro as trés linhagens celulares prostaticas
foram mantidas em garrafas de cultura, incubadas a 37 °C com 5 % de CO,. A linhagem
RWPE-1 (ndo tumorigénica) foi usada como controle nas andlises. Seu cultivo foi em
Iscove's Modified Dulbecco's Medium (IMDM) (Gibco), suplementado com 10 % de
soro fetal bovino (FBS) (Gibco) e 1 uL/mL de gentamicina (Cultilab) e enriquecido
com 5 ng/mL fator de crescimento epidérmico (EGF) (Gibco) e 0,05 ng/mL de extrato
de pituitdria (EP) (Gibco). As linhagens LNCaP (hormoénio-responsiva) e PC-3
(hormonio-refrataria) foram cultivadas em Roswell Park Memorial Institute medium
(RPMI-1640) (Sigma-Aldrich) suplementado com 10% de SFB e 1 uL/mL de
gentamicina (Cultilab). O meio de cultura foi trocado em dias alternados até que as

células atingissem 80 % de confluéncia.

3.3 Teste de MTT

A fim de avaliar a atividade proliferativa mediada pelo fago PCA3p4 foi
realizado o teste de 3- (4,5-dimetiltiazol-2yl) -2,5-difenil brometo de tetrazolina (MTT).
Ap6s atingirem 80 % de confluéncia, as células foram tripsinizadas, centrifugadas por 5
min a 1.000 rpm e ressuspendidas em 1 mL de meio de cultura completo. Apos
contagem em Camara de Neubauer pelo teste de exclusdo do azul de tripan, foram
utilizadas no experimento 10* células/pogo. O plaqueamento foi feito em uma placa de
96 pocos com meio de cultura completo, mantida a 37 °C e 5 % COa.

No dia seguinte, foi realizado o tratamento com diferentes titulacdes de fagos
(10°, 107 e 10° fagos/pogo). O experimento foi conduzido em 24 e 48 horas. Apés esses
periodos, adicionou-se 20 pul de MTT a Smg/mL, mantido por 4 horas, quando entdo
foram adicionados 50 ul de solucao de dodecil sulfato de sédio (SDS) 20 % /N-dimetil-
formamida 50%, mantida por 16 horas.

ApOs essa incubagdo, as amostras foram lidas a 570 nm em leitora Thermo Plate,
TP-Reader. Os célculos de viabilidade celular foram realizados utilizando a férmula F2.
(F2). Os valores obtidos para o tratamento com o fago PCA3p4 foram normalizados
com as leituras referentes ao fago selvagem (sem peptideo fusionado a plIII). Pocos com

células nao tratadas foram utilizadas como controle do experimento.
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(F2)

AP4/MCP4

Razao normalizada (%) = m x 100

AP4 = Média da absorbancia em nm do fago PCA3p4
MCP4 = Média da absorbancia do controle do fago PCA3p4
AS = Média da absorbancia em nm do fago selvagem

MCS = Média da absorbancia do controle do fago selvagem

3.4 Ensaio Imunoenzimatico (ELISA) em amostras de soro

A andlise do perfil do peptideo como alvo de anticorpos circulantes, em
amostras de soro foi realizada pelo teste de ELISA. Foram avaliadas 67 amostras
sorolégicas, sendo 37 de pacientes com CaP, 20 com HPB e 10 pacientes saudaveis. As
caracteristicas dos pacientes utilizados estdo descritas na Tabela 1.

Para o ELISA, Placas Maxisorp (Nunc) foram sensibilizadas com 10'' fagos
diluidos em tampao carbonato-bicarbonato (TCB) (1 M Na>xCO3, 1 M NaHCO3) por 16
horas a 4 °C. Os poc¢os sem fagos foram sensibilizados com a solu¢@o de bloqueio (SB)
TCB-Leite em p6 desnatado 2%. ApOs esse periodo, as placas foram lavadas trés vezes
com o tampdo PBS-Tween 0,1% com posterior adi¢do de bloqueio. Procedeu-se a
incubagdo por 1h a 37 °C sendo as placas posteriormente lavadas com PBS-Tween 0,1%
por cinco vezes. Adicionou-se as amostras de soro diluidas 1:100 em SB mantidas por
1h a 37 °C. Novamente, as placas foram lavadas por cinco vezes com o tampao PBS-
Tween 0,1% para entdo ser adicionado o anticorpo Anti-IgG marcado com peroxidase
diluido 1:5000 em SB. Apds incubagdo por 1h a 37 °C, as placas foram lavadas por
cinco vezes com tampdo PBS-Tween 0,1% e reveladas com o-fenilenodiamina
dicloridrato (OPD) diluido em tampao citrato (0,03 M C¢HgO7, 0,098 M Na,HPOys)
(pH= 5) e perdxido de hidrogénio (H202). A leitura foi realizada em leitora de

microplaca (Robonik) a 492 nm.
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Tabela 1: Caracteristicas dos pacientes

CaP HPB

Caracteristicas N°. % N°. %
Idade (ano)
Média + DP 67,88 + 8,45 63,78 + 8,79
Mediana (intervalo) 67 (50-85) 64,5 (47-76)
<65 11 42.3 9 50
>65 15 57.7 9 50
PSA (ng/mL)
Média + DP 19,38 + 41 8,77 + 6,56
Mediana (intervalo) 7,3 (0,3-202,2) 6,09 (2,1-24,6)
<10 15 65,2 10 66,7
>10 8 34,8 5 33,3
Gleason score
<7 14 58,3
>7 10 41,7
TNM
pT1 2 11,1
pT2 14 77,8
pT3 2 11,1

DP= desvio padrao

3.5 Analises estatisticas

Os dados obtidos foram analisados pelo software GraphPad Prism 7.0. Para os
ensaios foi utilizado o teste ANOV A com multiplas comparacdes. Foi calculada a Curva
ROC (Receiver Operating Characteristic) e area sob a curva (AUC) visando estimar a
eficdcia de um marcador discriminativo. Foram consideradas diferengas estatisticamente

significantes quando p<0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 Proliferaciao celular mediada pelo fago PCA3p4

O ensaio de proliferacdo celular foi realizado utilizando o método de MTT com
as trés linhagens celulares prostéticas, LNCaP, PC-3 e RWPE-1, visando avaliar o efeito
do fago PCA3p4 sobre as células prostdticas. Apds 48 horas de tratamento, os
recombinantes titulados a 107 fagos/poco aumentaram a viabilidade celular na linhagem
LNCaP (Figura 1), quando comparadas ao controle sem tratamento. Comparando-se os
tempos de tratamento, o titulo 10° induziu menos a proliferacio ap6s 24 horas, em

relacdo a 48 horas (p<0,05).

Figura 1: Ensaio de MTT em modelo celular para cancer de prdstata hormonio-dependente (LNCaP). Os
experimentos foram conduzidos apés 24 e 48 horas de tratamento e os valores normalizados com os
obtidos para o fago ndo-recombinante. (¥ p<0,05; *** p<0,001).
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Apés 24h de tratamento, os recombinantes titulados a 10° fagos/poco
aumentaram a viabilidade celular da linhagem PC-3 quando comparados ao controle
sem tratamento (p<0,001) (Figura 2A). Quando comparado a 48 horas, o titulo 10’
induziu menos a proliferacao do que apds 24 horas, (p<0,05).

Ja para a RWPE-1 ndo foi verificado efeito proliferativo e sim uma redu¢do na
viabilidade das células quando estas foram tratadas com os virus titulados a 10° e 107,

por 24 e 48 horas (Figura 2B). Sendo que, a 107 a inibigdo foi maior ap6s 48 horas.
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Figura 2: Ensaio de MTT em modelo celular para cincer de préstata hormdnio-independente (PC-3) e
células ndo tumorigénicas (RWPE-1). Em (A) tratamento com o fago recombinante PCA3p4 em PC-3 e
em (B) em RWPE-1. Os experimentos foram conduzidos apds 24 e 48 horas de tratamento e os valores
normalizados com os obtidos para o fago ndo-recombinante. (* p<0,05; *** p<0,001).

A PC-3 B RWPE-1
1501 150+
— I = 1 :; I
= = 4 o
< 100 — = — 3 100
E = g
= =
5 S 50-
£ 50 £
=
= ) Ctrl  10%5 10"‘7 1049 Cltl’l 105 10"‘7 109

T - T T T =
Ctil 105 1047 10%9 ctl 10%5 107 1049 1 ] 1
1 I 1 I J 24 h : . 48h

1 1 1 1
il 48 Namero de particulas virais
Nuamero de particulas virais

Ao compararmos os dois modelos de CaP, em 24 horas de tratamento, a titulacdao
10° induziu a maior proliferacdio de PC-3 quando comparada & LNCaP (p<0,05).
Quando tratadas com fagos titulados a 10° a maior proliferacdo foi observada em
LNCaP (p<0,05) (Figura 3A). Para 48 horas os resultados comparativos ndo se

mostraram significativos (Figura 3B).

Figura 3: Andlise comparativa do efeito proliferativo do fago recombinante PCA3p4 sobre as linhagens
tumorais prostiticas LNCaP (hormdnio-dependente) com suplementacdo e PC-3 (hormonio-
independente). Em (A) tratamento por 24 horas e em (B) por 48 horas. (***p<0,001).
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4. 2 Perfil diagnéstico/prognoéstico do fago PCA3p4

A fim de se definir seu comportamento enquanto molécula diagndstica, o fago
PCA3p4 foi utilizado em ensaios de ELISA com soro de pacientes com CaP (0,30 +
0,38), HPB (0,27 + 0,27) e de individuos saudéveis (0,29 + 0,29) (Figura 4). O fago
PCA3p4 conseguiu diferenciar os pacientes com CaP daqueles com HPB (* p<0,05)
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(Figura 4A). A curva ROC foi construida, apresentando AUC=0,69 (p=0,014) (Figura
4B).

Figura 4: Ensaio imunoenzimatico em amostras séricas de pacientes com Céncer de Préstata (CaP),
Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) e individuos sauddveis. Em (A) a absorbancia dos anticorpos
circulantes dos pacientes ao peptideo recombinante PCA3p4. Em (B) gréfico representativo da Curva
ROC (CaP x HPB) referente ao Fago PCA3p4. * p<0,05.
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Analisando apenas os pacientes com CaP e visando correlacionar a reatividade
sérica ao pepetideo PCA3p4 com a agressividade da doenga, os pacientes foram
categorizados conforme o Escore de Gleason (Figura 5), em Gleason <7 (0,15 + 0,22) e
Gleason >7 (0,58 + 0,46). Interessantemente, houve uma maior absorbancia no grupo de
pacientes que apresentavam Gleason >7 (* p<0,05), sugerindo o valor prognéstico do
PDCD7 no CaP (Figura 5A). Novamente a curva ROC foi construida e o peptideo
apresentou signficativa capacidade em discriminar pacientes com CaP avancado

daqueles com a doenga inicial (Figura 5B). A AUC foi de 0,84 e p=0.0069.

Figura 5: Ensaio imunoenzimatico em amostras séricas de pacientes com Cancer de Préstata Em (A) a
absorbancia dos anticorpos circulantes dos pacientes com CaP categorizados conforme o Escore de
Gleason ao peptideo recombinante PCA3p4. Em (B) grafico representativo da Curva ROC predizendo o
valor discriminatério do fago PCA3p4. * p<0,05.
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5 DISCUSSAO

Definido como um oncogene, estudos correlacionando o gene PCA3 ao
diagnéstico do CaP (WANG et al., 2017; CUI et al., 2016; HESSELS et al., 2003;
HESSELS; SCHALKEN, 2009), a previsao do resultado da bidpsia da prostata
(DERAS et al., 2008) e as caracteristicas patolégicas da doenca (NEVES et al., 2013)
descrevem sua importancia enquanto ferramenta clinica. Contudo, especial atengcao tem
sido dedicada ao seu funcionamento molecular. O gene PCA3 encontra-se envolvido
com a sobrevivéncia e proliferacdo de células tumorais prostiticas, modulando a
sinalizacdo do AR (FERREIRA et al., 2012; RUSSEL et al., 2018).

Além disso, o PCA3 regula genes envolvidos no processo de EMT. Neste, as
células sdo reguladas negativamente para marcadores epiteliais, como citoqueratina 18,
e positivamente para os marcadores mesenquimais, como vimentina (LEMOS et al.,
2016). Consequentemente, as células malignas se desprendem do local primério por
perder a interacdo célula-célula, invadindo tecidos adjacentes e causando as metastases
(FORONI et al., 2012).

Salienta-se ainda que o PCA3 regula a expressdo do supressor de tumor
PRUNE? através da formacdo do complexo PCA3 e o RNA nuclear heterogéneo do
PRUNE?2. A deplecdo de sua traducdo ocorre pela ligagdo das enzimas adenosinas
desaminases dependente de RNA (ADAR) no RNA de dupla fita, modificando a
adenosina em iosina. Essa edi¢cdo € responsdvel pelo aumento da proliferacio e
transformacao celulares (SMOLLE et al., 2017). Nesse contexto, o PCA3, além de ser
um biomarcador diagndstico, controla a biologia do CaP, o que o torna importante alvo
para estudos moleculares (SALAMEH et al., 2015; SMOLLE et al., 2017).

De fato, ainda permanece desconhecido o controle transcricional do PCA3.
Elucidar as moléculas envolvidas na ativacdo ou inativacdo de sua regido promotora se
mostra, portanto, interessante, pois oferece ferramentas para a regulacdo de sua
expressdao. Em estudo anterior, Alves e colaboradores (2016) utilizaram a metodologia
de PD para a selecdo de peptideos recombinantes ligantes a regido promotora do gene.
Com seu aspecto biotecnoldgico e terandstico, o PD € capaz de identificar novos alvos
diagnosticos e terapéuticos. Além disso, a versatilidade dessa tecnologia permite

compreender os mecanismos moleculares inerentes a patologias, inclusive o cancer.



32

O método ja foi previamente utilizado para a busca de biomarcadores
diagndsticos para artrite reumatoide (ARAUJO et al., 2015), para a diferenciacdo dos
quatro sorotipos do virus da dengue (LEBANI et al., 2017), para a caracterizacdo de
subgrupos de pacientes com cancer de mama (LARSEN et al., 2015), para a detec¢do de
biomarcadores lipidicos apolares para diagndstico de tuberculose (CHAN et al., 2013),
para o rastreio e identificacdo de peptideos ligantes especificos a células do cancer de
ovério (ZHOU et al., 2015), para a sele¢do de peptideo para a entrega de drogas contra
cancer de pulmdo (GILLESPIE et al, 2016) e, juntamente com técnicas de
microarranjos, para o mapeamento da interacdo entre fator de transcricdio e DNA
(FRECKLETON et al., 2009).

Dentre os peptideos selecionados, o PCA3p4 alinhou com a proteina PDCD7 e,
no presente trabalho, objetivamos avaliar a resposta de células prostiticas apds
tratamento com os fagos recombinantes, além de definir a capacidade de anticorpos
circulantes em reconhecé-lo. Hipotetizando o papel do PDCD7 enquanto fator de
transcricdo, trés linhagens de células de prostata foram tratadas com os fagos
recombinantes e o efeito proliferativo avaliado pelo teste de MTT.

A utilizacdo de linhagens celulares em estudos sobre o cancer é possivel, pois
estas sdo capazes de se autorreplicarem em meio de cultura mantendo a expressdao de
seus marcadores, a resposta hormonal, a sensibilidade a drogas e a malignidade
(HOLLIDAY; SPEIRS, 2011). No presente estudo, o teste de MTT foi utilizado para
verificar o efeito modulatério do peptideo apresentado nas proteinas do capsideo viral
frente as linhagens prostiticas LNCaP, PC-3 e, como controle, a RWPE-1. Outras
pesquisas também utilizaram o teste de MTT para avaliar a citotoxicidade de moléculas
e compostos em diversos cinceres, como o efeito de extrato etandlico vegetal em
Cancer de Mama (BRAGA et al., 2018), em células HeLa (BURDON; GILL; RICE-
EVANS, 1993), efeitos de bloqueadores dos canais de sédio em CaP (WANG et al.,
2018), efeitos celulares do miR-144-3p em CaP (ZHENG et al., 2018) e o efeito celular
de sinvastatina induzido por irinotecano em CaP (ALQUDAH; MANSOUR;
MHAIDAT, 2018).

O teste de MTT € um ensaio colorimétrico utilizado para verificar a viabilidade
celular através da emissao de cor do produto gerado. A reac@o colorimétrica € gerada a
partir da metabolizacdo do sal de tetrazélio MTT por mitocondrias de células vidveis

gerando um produto de cor roxo, o formazan. A leitura € feita em leitora de microplacas
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a 570 nm e mensura a atividade de enzimas desidrogenases, apenas nas células vivas
(MOSMANN, 1983).

Apés 48 horas de tratamento, os recombinantes titulados a 107 fagos/poco
aumentaram a viabilidade celular na linhagem LNCaP, definida como modelo de CaP
hormonio-dependente. Essas células expressam as citoqueratinas 8 e 18, o PSA, o AR, o
receptor de estrogeno B (ER-PB) e as enzimas aromatase e Sa-redutase tipo I (LOU;
MURTOLA; TUOHIMAA, 2005; MIMEAULT et al., 2006). Quando injetada por via
subcutanea em camundongos, induz a formacdo de tumores, o que comprova sua
dependéncia a androgénios (WEBBER; BELLO; QUADER, 1997).

As células LNCaP sao aneuploides, possuem baixo potencial de ancoragem e
nao formam uma monocamada uniforme em cultivo celular (HOROSZEWICZ et al.,
1983; WEBBER; BELLO; QUADER, 1997). Além disso, expressam niveis elevados
dos genes PRUNE?2 e PCA3 (SALAMEH, 2015). Portanto, sugere-se que, ao se ligar a
regido promotora do PCA3, o peptideo module seus transcritos, conduzindo a maior
proliferagdo celular. Entretanto, o efeito nos niveis de expressdo de ambos os genes
necessita ser elucidado.

Nas PC-3, o efeito proliferativo foi visualizado apds 24 horas de tratamento com
os fagos titulados a 10°. Estas células sdo classificadas como ndo responsivas a
androgenos, ndo expressando AR nem PSA. Por outro lado, expressam o ER-f
(MIMEAULT et al., 2006), as citoqueratinas 8 e 18, as enzimas aromatase e Sa-redutase
tipo I (LOU; MURTOLA; TUOHIMAA, 2005), o Fator Basico de Crescimento de
Fibroblastos (bFGF) e o Receptor de Fator de Crescimento de Fibroblastos (FGF-R)
(WEBBER; BELLO; QUADER, 1997).

Por fim, a linhagem celular ndo tumoral RWPE-1 foi utilizada como controle,
uma vez que foi obtida do epitélio prostatico sadio de um homem caucasiano apds a
cistoprostatectomia radical. Nesta, houve uma diminuicdo de viabilidade apdés o
tratamento com o fago PCA3p4. A imortalizacdo dessas células foi realizada com
técnicas de biologia molecular utilizando uma tunica cdpia do genoma do virus do
papiloma humano 18 (HPV-18). Esta linhagem € aneuploide e ndo induz a formacao de
tumor em camundongos imunodeficientes. Expressa as citoqueratinas 8 e 18, o PSA, o
gene supressor de tumor p53, a proteina Rb, sendo hormonio responsiva, apesar da
baixa expressdo de ER- e do AR (WEBBER; BELLO; QUADER, 1996; BELLO et al.,
1997; MIMEAULT et al., 2006).
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Como o peptideo PCA3p4 mimetiza o PDCD7, hipotetizamos que suas acdes
nas demais linhagens RWPE-1 e PC-3 nao estejam relacionadas com a modulag¢do do
PCA3. Sugerimos que, em RWPE-1, sua superexpressdo seja responsavel pela ativacao
de mecanismos apoptéticos e, em PC-3, conhecidamente mais agressiva e invasiva,
esteja envolvida com sua malignidade e progressdo, o que tornaria o PDCD7 uma
importante molécula progndstica.

Com o intuito de verificar o perfil diagnostico e progndstico do fago PCA3p4
frente a anticorpos de amostras séricas de pacientes com CaP, HBP e saudaveis
(controle) utilizou-se o ensaio de ELISA, um teste quantitativo que se baseia na
interacdo antigeno-anticorpo € o monitoramento da reacdo a partir da atividade
enzimatica (VOLLER et al., 1976). Essa estratégia tem se mostrado valorosa por ser
menos invasiva, além de coleta e processamento mais simples (MANOUTCHARIAN et
al., 1999; HANASH, 2003; HU; LOO; WONG, 2006).

Os resultados revelaram que o fago PCA3p4 conseguiu diferenciar a forma
benigna do CaP com AUC=0,69 (p=0,014) o que demonstra altera¢cdes moleculares ja
nos primeiros estagios da doenga associadas ao provdavel antigeno PDCD7. No grupo de
pacientes com a doenca maligna, categorizados conforme o Escore de Gleason,
observou-se uma maior absorbancia no grupo com (Gleason > 7) com significativo
poder discriminatério observado na curva ROC (AUC=0,84; p=0,0069). A descoberta
de marcadores associados a diferenciagdo de células tumorais € essencial para o
direcionamento terapéutico e para a predi¢do da sobrevida do paciente (SMOLLE et al.,
2017).

Nossos resultados sugerem o PDCD7 como um gene putativo para a progressao
do CaP. Hipotetizamos que, ao modular a expressdao de PCA3, o PDCD7 contribua para
o desenvolvimento da doenca e, quando esta avanca, € essencial para sua agressao e
invasividade. Ensaios celulares sdo, portanto, essenciais para desvendar, de forma

inédita, o papel do PDCD7 no CaP.

6 CONCLUSAO

Nesse trabalho, estudou-se o efeito celular e o perfil diagndstico do fago

PCA3p4, previamente selecionado por PD. A partir dos resultados obtidos, conclui-se
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que o fago PCA3p4 estimulou a proliferacdo das linhagens tumorais prostaticas LNCaP
e PC-3, se mostrando citotoxico a RWPE-1 (ndo tumorigénica). Além disso, pdde
diferenciar, em amostras séricas, pacientes com CaP daqueles com HPB.
Interessantemente, houve uma maior absorbancia nos ensaios de ELISA em soro de
pacientes com tumores de alto risco (Gleason >7), sugerindo o papel diagndstico e
progndstico do peptideo recombinante. Entretanto, ensaios funcionais com a validag¢do
dos transcritos do PCA3 e silenciamento génico do PDCD7 confirmardo seu papel como

fator transcricional do PCA3 e como molécula-chave para a progressio da doenca.
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