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RESUMO

O cancer de prostata (CaP) ¢ o segundo tipo de cancer mais frequente em homens e o CaP
metastatico ¢ considerado um tipo de tumor mais avancado € com pior prognéstico. Dessa
forma, ¢ importante realizar o diagndstico da doenga em um estagio precoce, assim como
escolher a melhor opg¢do de tratamento para o paciente. Aptameros sao oligonucleotideos que
permitem buscar biomarcadores nas células alvo e fornecer informagdes relacionadas ao
diagnostico, terapia e mecanismos da doenga. O objetivo do estudo foi avaliar, pelo método da
resazurina, se houve alteragdo da proliferacao e viabilidade celular de linhagens da prostata
quando incubadas com os aptdmeros A6 ¢ Al11. A maior concentragdo utilizada do aptdmero
A6 apresentou citotoxicidade na linhagem tumoral e ndo foi citotdxico para a linhagem normal
da prostata. O aptdmero A1l ndo alterou as caracteristicas de viabilidade e proliferacdo celular
em ambas as linhagens da préstata. Esses dados sugerem que o aptamero A6 pode ser utilizado
como terapia em pacientes com CaP, enquanto que o All pode ser usado como possivel
ferramenta diagnostica. S3o necessarias outras andlises e ensaios para validar essas

informacgdes.

Palavras-chave: cancer de prostata; aptameros; teranostica.



ABSTRACT

Prostate cancer (PCa) is the second most common type of cancer in men. Metastatic PCa is
considered a more advanced type of tumor with a worse prognosis, therefore, it is important to
diagnose the disease at an early stage, as well as choose the best treatment option for the patient.
Aptamers are oligonucleotides that allow the search for biomarkers in target cells and can also
provide information related to diagnosis, therapy and disease mechanisms. The objective of the
study was to evaluate, using the resazurin method, whether there was a change in cell
proliferation and viability of prostate lines when incubated with aptamers A6 and A1l. The
highest concentration of aptamer A6 used showed cytotoxicity in the tumor lineage and was not
cytotoxic to the normal prostate lineage. The A11 aptamer did not influence cell viability and
proliferation characteristics in both prostate lineages. These data suggest that aptamer A6 can
be used as a therapy in patients with PCa, while A11 can be used as a possible diagnostic tool.

Other analyzes and tests are needed to validate this information.

Keywords: prostate cancer; aptamers; theranostics.
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1 INTRODUCAO
1.1 Cancer de Prostata

O cancer ¢ uma das doengas que mais causa mortes mundialmente. Uma estimativa do
ano de 2020 divulgou o nimero de 19,3 milhdes de ocorréncias de casos de cancer no mundo,
sendo o cancer de prostata (CaP) o segundo mais frequente em homens, correspondendo a
14,1% dos casos (Sung ef al., 2021). No Brasil, a estimativa divulgada em 2022 pelo Instituto
Nacional do Cancer (INCA) apresentou os niimeros de casos de cancer no Brasil para os anos
de 2023, 2024 ¢ 2025, sendo 704 mil para cada ano e o valor estimado de novos casos do CaP
foi de 72 mil para cada ano do triénio (INCA, 2022).

A prostata ¢ um 6rgdo do sistema reprodutor masculino e estd localizada na pelve
inferior entre a bexiga e o pénis (Figura 1A) e pode ser dividida anatomicamente em trés zonas:
de transicdo, central e periférica (Figura 1B). Clinicamente, o estudo da anatomia das zonas da
préstata € importante para compreensao de suas patologias, em relagdo ao CaP, em cerca de
80% dos casos a zona periférica representa o local do aparecimento do tumor (Verze; Cai,

Lorenzetti, 2016; Tonry et al., 2020; Rebello et al., 2021).

Figura 1 - Representagdo esquematica da anatomia e zonas da prostata
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Legenda: A) Localizagdo da prostata no sistema reprodutor masculino. B) As zonas anatdmicas da prostata: zona
central, zona periférica, zona de transi¢do e zona fibromuscular. Fonte': Figura adaptada de Tonry et al (2020)
com Copyright © 2020 distribuido sob os termos e condi¢des da licenga Creative Commons Attribution (CC BY
4.0)!

! Link de acesso para o os termos e condi¢des da licenga Creative Commons Attribution (CC BY 4.0) para o uso

de imagem do artigo Tonry et al (2020): http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/



http://creativecommons.org/licenses/by/4.0/
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O CaP esta relacionado a diversos fatores de risco, sendo a idade um fator consideravel,
pois geralmente homens sdo diagnosticados com a neoplasia na fase média tardia da vida, por
volta dos 45 a 60 anos. Fatores genéticos, historico familiar, dieta, excesso de gordura corporal
e outros fatores externos estdo relacionados ao desenvolvimento do CaP (Sekhoacha et al.,

2022; Varaprasad et al., 2023).
1.1.1 Desenvolvimento e progressao do CaP

O cancer ¢ o aumento de forma desordenada das células do corpo, perdendo suas
funcdes originais como a diferenciacao celular e apoptose (Varaprasad et al., 2023). O CaP esta
associado a mutacdes somaticas nas células epiteliais da prostata, tornando-as cancerigenas por
meio da desativacdo dos genes supressores de tumor e ativagdo dos oncogenes, causando
desregulacdo da homeostase celular. As mutacdes sdo alteracdes predispostas aos genes que
participam da via do receptor de androgénio (RA) e do metabolismo da testosterona (Rebello
et al.,2021; Sekhoacha et al., 2022).

O CaP pode ser classificado como um tumor localizado ou metastatico e essa progressao
ocorre através de etapas, onde inicialmente as células normais epiteliais da prostata
desenvolvem neoplasia intraepitelial prostatica (NIP), um conjunto de processos relacionados
a genes que estdo envolvidos no estadgio inicial do desenvolvimento do CaP, em seguida,
desenvolve-se em adenocarcinoma invasivo maligno que posteriormente progride para o CaP

metastatico (Figura 2)(Saranyutanon ef al., 2019; Sekhoacha et al., 2022).
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Figura 2 - Representacdo do desenvolvimento e progressdo do cancer de prostata
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Legenda: Etapas dos processos envolvidos no desenvolvimento e progressdo do cincer de prostata. Fonte?: Figura
adaptada de Sekhoacha et al (2022) com Copyright © 2022 distribuido sob os termos e condi¢des da licenga
Creative Commons Attribution (CC BY 4.0)!

O CaP metastatico ¢ o estagio mais avangado da doenga e o mais relacionado a causa
de mortes em pacientes com neoplasia da prostata. No caso do CaP metastatico, a doenga se
dissemina para 6rgdos adjacentes a prostata, como as glandulas linfaticas, tecidos 0sseos,
pulmao e figado (Wang et al., 2018; Rebello ef al., 2021). Em pacientes com a doenca
metastatica o progndstico € pior em relagdo a pacientes com a doenca localizada, pois enquanto
pacientes em estdgio metastatico possuem sobrevida global de 30-40% em 5 anos, j& os
pacientes com a doenga localizada apresentam a taxa de sobrevida de 60-99% para o mesmo
periodo. Deste modo, € importante obter o diagndstico precoce para pacientes com a doenga,

bem como terapias eficientes para o CaP (Rigau et al., 2013; Rebello ef al., 2021).

1.2 Diagnéstico do CaP

As ferramentas clinicas utilizadas para o diagnostico do CaP incluem o exame retal
digital, andlise dos niveis séricos do antigeno prostatico especifico (PSA), ressonancia
magnética, ultrassonografia transretal e bidpsias do tecido da prostata (Matuszczak; Schalken;
Salagierski, 2021; Crocetto et al., 2022;). O teste do PSA, no entanto, nao ¢ capaz de diferenciar
o cancer de prostata agressivo daqueles em fase inicial e seus resultados podem apresentar falso
positivos devido a falta de especificidade do PSA (Lima et al., 2016). Embora o PSA seja o

biomarcador padrdo para testes, ¢ observado que existe necessidade de estudos em busca de

2 Link de acesso para o os termos e condi¢des da licenga Creative Commons Attribution (CC BY 4.0) para o uso

de imagem do artigo Tonry et al (2022): https:// creativecommons.org/licenses/by/ 4.0/
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novos biomarcadores para melhor diagndstico e tratamento dos pacientes com cancer de
prostata (Tonry et al., 2020).

A biodpsia liquida € um método que vem sendo utilizado para o monitoramento e
diagnostico menos invasivo em pacientes com CaP (Matuszczak; Schalken; Salagierski, 2021).
O termo bidpsia liquida trata-se da andlise de biomarcadores relacionados ao tumor,
encontrados em fluidos corporais, como sangue e urina (Marrugo-Ramirez et al., 2018). Os
biomarcadores obtidos pela bidpsia liquida podem incluir as células tumorais circulantes
(CTCs), vesiculas extracelulares, DNA tumoral circulantes, marcadores genéticos e outros

marcadores celulares (Crocetto et al., 2022; Dathathri ef al., 2022).

1.2.1 CTCs

As CTCs sao células disseminadas a partir de tumores primarios ou metastaticos e
circulam na corrente sanguinea desempenhando um papel fundamental no processo de
metastase do cancer (Marrugo-Ramirez; Mir; Samitier, 2018; Zainfeld et al., 2018).
Atualmente, o CellSearch é o método aprovado pela Food and Drug Administration (FDA)
utilizado para quantificar as CTCs no cancer de prostata metastatico, possibilitando a avaliagao
do prognostico e resposta ao tratamento dos pacientes (Dathathri et al., 2022).

As andlises da caracterizagdao das CTCs permitem investigar marcadores especificos do
CaP, fornecendo informacdes relacionadas ao prognoéstico, terapias e mecanismos da doenca
(Morrison et al., 2018). Devido a alta diversidade tumoral ha a necessidade de encontrar
biomarcadores especificos de CTCs no CaP (Zamay ef al., 2017).

Os anticorpos, como os anticorpos monoclonais, possuem alta afinidade pelo seu alvo e
sdao utilizados na clinica em busca de novos biomarcadores, no entanto, o uso de moléculas
chamadas aptameros vem sendo estudadas devido as suas vantagens, como maior estabilidade,
em relacdo aos anticorpos para o diagndstico e monitoramento do cancer (Campos-Fernandez

etal., 2021).

1.3 Terapia do CaP

As opgoes de tratamento para pacientes com CaP sdo definidas a partir do diagndstico
e dependem de fatores como o estagio do cancer, ou seja, se ¢ um CaP localizado ou metastatico
e origem do tumor. As possibilidades de tratamento para o CaP incluem radioterapia,

quimioterapia, remocao da prostata e terapias com hormoénios. No entanto, essas metodologias
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possuem efeitos colaterais sobos pacientes, como toxicidade, disfun¢do erétil e também podem
levar a resisténcia ao tipo de tratamento (Sekhoacha et al., 2022; Varaprasad et al., 2023).
Portanto, a identificagao de biomarcadores das células prostaticas pode ser ttil para o
manejo de tratamento especifico dos pacientes com neoplasia (Sekhoacha et al., 2022;
Varaprasad et al., 2023). O uso dos aptameros demonstra grande potencial para possivel
estratégia de tratamento aos pacientes com cancer, podendo ser utilizados em um sistema de
direcionamento e liberacao de farmacos, assim como inibidores de proteinas da molécula alvo,
sendo interessantes para uma terapia direcionada (Fu; Xiang, 2020; Venkatesan; Chanda;

Balamurali, 2023).
1.4 Aptameros

Os aptameros sdo oligonucleotideos que possuem a capacidade de se ligar em alvos
especificos com uma alta afinidade, e, quando comparados aos anticorpos, possuem vantagens
em seu uso, pois possuem baixo peso molecular, maior estabilidade, ndo imunogenicidade,
além da possibilidade de serem modificados e sintetizados quimicamente (Wang et al., 2014;
Zhu et al., 2015). As vantagens apresentadas pelos aptimeros, como sua maior afinidade, faz
com que essas moléculas sejam potenciais ferramentas de diagnostico e tratamento (Cruz-
Hernandez et al., 2022).

A partir do estudo feito por Souza et al. (2015), foi possivel selecionar aptameros de
RNA ligantes da linhagem celular do cancer de prostata PC-3 utilizando a metodologia de
Evolugao Sistematica de Ligantes por Enriquecimento Exponencial em cultura tridimensional
(3D Cell-SELEX). Essa metodologia consiste na associa¢do de duas metodologias, o SELEX,
utilizado para gerar ligantes especificos e a cultura celular tridimensional (3D), que possibilita
reproduzir com eficiéncia o ambiente tumoral in vivo (Souza ef al., 2015).

Com a metodologia 3D Cell-SELEX foi possivel selecionar oito aptdmeros de RNA
ligantes de CTCs do CaP, essas moléculas apresentaram boa conformacao, alta estabilidade e
capacidade de ligacao a células do CaP (Souza ef al., 2015). O estudo realizado por Souza et
al. (2015) ocorreu com aptameros de RNA, devido a sua capacidade de ligagdo mais especifica
ao alvo. No entanto, 0 RNA ¢ uma molécula mais instavel que o DNA por causa de seu grupo
hidroxila no carbono secundario, que os torna mais suscetiveis a hidrolise e acdo de
ribonucleases (Houseley et al., 2009; Navien et al., 2021).

Devido a instabilidade da molécula de RNA, o uso dos aptadmeros de DNA tem sido
cada vez mais estudado. A pesquisa realizada por Wang et al. (2014), identificou através da

metodologia Cell-SELEX um aptdmero de DNA capaz de se ligar as células de linhagem



17

tumoral da préstata, demonstrando o potencial uso desses aptameros para diagndstico e terapia.
Os aptameros de DNA e RNA sdo semelhantes, no entanto, quando comparados, os aptameros
de RNA sao quimicamente instaveis e os de DNA sao menos reativos € mais estaveis, além de
ter um custo de producdo menor (Zhu et al., 2015).

Portanto, no presente estudo foram utilizados os aptameros A6 e All, previamente
selecionados por Souza et al. (2015), os quais apresentaram potencial para se ligar a células do
CaP. No entanto, por ser uma molécula de alto custo e de baixa estabilidade, a estrutura desse
oligonucleotideo de RNA foi modificada: e nesse trabalho foram utilizados o aptameros A6 e

A11 modificados para estrutura de DNA.

8 Essa informagdo serd publicada na tese de mestrado, de autoria de Sabrina Lorenti do Programa de Pos-

Graduacdo em Genética e Bioquimica da UFU com publicacdo prevista para 2024.
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2 JUSTIFICATIVA

De acordo a estimativa mundial, o CaP foi o segundo mais frequente em homens, sendo
que no Brasil a mais recente estimativa prevé que nos anos de 2023, 2024 ¢ 2025 o niumero de
casos de CaP sera 72 mil para cada ano. O diagndstico ¢ feito por meio de técnicas como a
bidpsia de tecido da prostata, toque retal e o exame de PSA. No entanto, com o objetivo de
complementar as técnicas e melhorar o diagndstico e o manejo de terapias de pacientes com o
CaP, o uso biomarcadores de superficie de CTCs tém sido estudado, sendo que o uso de
aptameros ¢ de grande interesse devido sua capacidade de se ligar em células alvo, podendo
identificar os biomarcadores de superficie e além disso, podem apresentar acdo citotoxica, desta
forma se ligando a CTCs e agindo como um farmaco.

Dessa forma, o presente estudo tem como objetivo realizar testes in vitro com o0s
aptadmeros A6 e A1l em linhagens normais e tumorais da prostata a fim de avaliar a viabilidade
e proliferacdo dessas células, quando tratadas com os aptameros. Com os resultados dos testes
in vitro sera possivel avaliar o potencial uso desse aptamero como ferramenta de diagndstico e

terapéutica em pacientes com CaP.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Realizar testes in vitro com os aptameros de DNA A6 ¢ All modificados com o
proposito de analisar o seu potencial uso clinico como aplicagao diagndstica, progndstica e

terapéutica em pacientes com CaP.
3.2  OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar a viabilidade celular dos aptdmeros A6 e A1l em linhagem celular epitelial da
prostata humana (PNT-2) e linhagem tumoral da préstata (PC-3).
e Avaliar a proliferagdo celular dos aptameros A6 e A11 em linhagem celular epitelial da

prostata humana (PNT-2), e linhagem tumoral da prostata (PC-3).
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4 METODOLOGIA
4.1 Cultura celular

Para o cultivo de células, foram utilizadas as seguintes linhagens: linhagem celular
epitelial da prostata humana (PNT-2) e linhagem celular de cancer de prostata humano (PC-3).
As linhagens celulares foram autenticadas (DNA) e testadas, comprovando que sdo livres de
micoplasma.

Ambeas as linhagens foram cultivadas em meio RPMI 1640 suplementadas com 10% de
soro fetal bovino (Gibco), 100 U/mL de solugdo Anti-Anti (anibiotic-antimycotic), contendo
penicilina e estreptomicina.

As linhagens foram incubadas em estufa a 37°C e 5% de CO». Os meios de cultura foram
trocados a cada trés dias e, apds alcangar aproximadamente 80% de confluéncia em garrafas
T25 e/ou T75, as células foram tripsinizadas, contadas em camara de Neubauer e semeadas em

placas apropriadas para cultivo aderente.
4.2  Ensaio de viabilidade e proliferacao celular

A viabilidade dos aptameros A6 ¢ All foram analisadas pelo ensaio de reducao da
resazurina. O ensaio da resazurina possibilita monitorar o nimero de células vidveis; esse
corante redox ¢ utilizado na cultura celular para analisar ensaios de viabilidade e proliferagao
celular (Prébst ef al., 2017). O ensaio se baseia na redugao intracelular da resazurina, que possui
uma coloragdo azul, em resofurina, a qual apresenta coloragdo rosa, essa alteragdo indica que
as células possuem seu metabolismo ativo, portanto sdo viaveis. Esse método apresenta
algumas vantagens quanto ao seu uso em comparagao a outros ensaios, por apresentarem menor
custo e maior sensibilidade (Riss ef al., 2016; Prébst et al., 2017).

Para o ensaio da resazurina as duas linhagens celulares foram semeadas em placas de
96 pogos contendo 2 x 10* células por pogo separadamente e incubadas overnight para permitir
a aderéncia celular. Apods esse periodo, foi realizada a troca do meio das placas e as células
foram tratadas de acordo com o desenho experimental com 1,5, 2,5 ¢ 5 uM de solucao dos
aptameros A6 e Al1 e incubadas por duas horas para que a interacao do aptamero com a células
fosse efetiva, mas sem permitir ligagdes inespecificas conforme Kelly ez al. (2021). O controle
foi feito utilizando as células (PC-3 ou PNT-2) cultivadas em meio completo. Para o controle
negativo, as células foram cultivadas em meio completo contendo 5% de DMSO. O branco

consistiu apenas em meio completo.
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Ap6s esse periodo de tratamento, o meio foi substituido por meio completo fresco e as
células foram incubadas por mais 22h, totalizando 24h apds o inicio do tratamento. Em seguida
foram adicionados 20 pL de resazurina em cada pogo (a uma concentracao de 0,1 mM em cada
poco em um volume final de 120 pL). As placas foram incubadas por até 4 horas a 37 °C,
verificando frequentemente se houve a mudanca da coloracdo em relagdo aos pogos controle.

A viabilidade celular foi avaliada apds 24 e 48 horas de tratamento.
4.3  Analises estatisticas

A andlise estatistica foi realizada pelo programa Graph Pad Prism 9.5.1 (GraphPad
Software Inc.,San Diego, CA, EUA), pelo método One-Way ANOVA com pos teste Tukey. O

valor de p < 0.05 foi considerado estatisticamente significativoe para todos os testes.
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5 RESULTADOS
5.1 Viabilidade e Proliferacio celular pelo método de resazurina

A avaliacdo da viabilidade e proliferacao celular da linhagem normal (PNT-2) e tumoral
(PC-3) da prostata, as quais foram incubadas com os aptameros A6 ¢ All em diferentes
concentragoes, foi feita pelo ensaio da resazurina. A resazurina ¢ um reagente redox permeavel
as células, portanto, ao ser internalizada em células vidveis e com metabolismo ativo, ocorrera
areducao irreversivel da resazurina para resofurina, alterando a cor da solugdo de azul para rosa
(Riss et al., 2016).

De acordo com a ISO10993:5 (2009), um composto € considerado toxico para as células
se a viabilidade da amostra tratada com esse composto em determinada concentragao for menor
que 70%. Os resultados apresentados na figura 3 indicam que ao cultivar células PC-3, que sdao
células tumorais da prostata, com os aptameros A6 e A1l nas concentragdes estabelecidas (1,5;
2,5 ¢ 5 uM) por duas horas, apds 24h do inicio do tratamento, ndo houve, nenhum indicio que
o aptamero tenha capacidade de induzir a morte de maneira significativa (Teste ANOVA, one-
way analysis of variance, seguido do pds-teste Tukey para comparagdes multiplas), ou
desacelerar a proliferagdo, visto que, em nenhuma concentracao houve citotoxicidade, pois os
dados obtidos demonstraram que em todas as concentragdes de tratamentos a viabilidade foi

maior que 70%.

Figura 3 - viabilidade celular da linhagem tumoral PC-3 com os aptameros A6 ¢ A1l
apos 24h de tratamento

PC3 24H
150
o .
T -
©
T 100
‘s -
3 .
> 70=-
@
2 .
2 50+
0= T [ T T
© N N & N N & o
o N ) N NS O N P
) o> o> v N\ N e o
& v v v v &*
& &
O °

Grupos



23

Viabilidade celular por resazurina da linhagem tumoral da prdstata PC-3 apds 24 horas de tratamento
com diferentes concentracdes dos aptdmeros A6 e All. As analises estatisticas foram avaliadas pelo método

ANOVA-One-Way. Fonte: Autoria propria, com dados retirados do software GraphPad Prism 9.5.1.

Na figura 4, estdo descritos os resultados do cultivo da PC-3 apo6s 48h do inicio do
tratamento (de duas horas em dose tinica) dos aptameros em diferentes concentragdes, observa-
se que somente o aptamero A6 na sua maior concentracdo (5 pM) foi citotdéxico, com
viabilidade proxima de 52%, apresentando diferenca significativa com o controle positivo
(0,01 <p <0,05), indicando assim que o aptamero A6 em uma concentracdo de 5 uM pode
induzir a morte celular ou desacelerar a proliferagao.

Ja o aptamero All, ndo apresentou diferenga significativa com o controle positivo,

mantendo a viabilidade e proliferacdo celular apos 48 horas do inicio do tratamento.

Figura 4 - viabilidade celular da linhagem tumoral PC-3 com os aptameros A6 e All
apos 48h de tratamento
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Viabilidade celular por resazurina da linhagem tumoral da prostata PC-3 apds 48 horas de tratamento com
diferentes concentragdes dos aptdmeros A6 e Al1. As analises estatisticas foram avaliadas pelo método ANOVA-
One-Way (* 0,01 <p < 0,05; ** 0,001 <p <0,01;). Fonte: Autoria propria, com dados retirados do software

GraphPad Prism 9.5.1.

A figura 5 A indica que nenhuma concentrag¢do dos dois aptameros foram citotoxicas
para as células de linhagem normal da prostata, PNT-2, ndo apresentando diferengas

significativas se comparado com o controle positivo. Resultado semelhante ¢ encontrado apos
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48h do inicio do tratamento (Figura 5 B), onde também ndo houve citotoxicidade nas

concentragoes testadas.

Figura 5 - Viabilidade celular apds incubacao por 24h e 48h das células PNT-2 com os
aptameros A6 e All
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Viabilidade celular por resazurina, em (A) ap6s 24h de tratamento ¢ em (B) apos 48h de tratamento com os
aptameros A6 ¢ Al1 nalinhagem normal da prostata (PNT-2). As analises estatisticas foram avaliadas pelo método
ANOVA-One-Way, ndo houve diferenga significativa entre o controle e os tratamentos. Fonte: Autoria propria,
com dados retirados do software GraphPad Prism 9.5.1.

A figura 6 mostra o comportamento das celulas normais e tumorais da prostata tratadas
com os aptameros A6 e All no tempo de 24 e 48h. A figura 6A apresenta o aumento da
proliferacdo das celulas PNT-2 incubadas com o aptamero A6, mas uma queda da proliferagao
das celulas tumorais PC-3. Ja a figura 6B mostra que o aptamero A1l nao altera a proliferagao

das celulas normais (PNT-2) e tumorais (PC-3) no tempo de 48h.
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Figura 6 - Proliferacdo celular apos incubagao de 24h até 48h com os aptameros A6 e

All
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Proliferagdo celular da PC-3 (A) e PNT-2 (B) ap6s incubag@o com os aptdmeros A6 [S uM ] e A1l [S uM |, de
24h até 48h. As analises estatisticas foram avaliadas pelo método ANOVA-Two-Way. Fonte: Autoria propria,

com dados retirados do software GraphPad Prism 9.5.1.
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6 DISCUSSAO

Os aptameros de RNA A6 e All, foram previamente selecionados pelo estudo realizado
por Souza et al. (2015) como potenciais ligantes de CTCs da linhagem de células tumorais da
prostata (PC-3). No presente estudo, foram utilizados os aptameros A6 ¢ A11 modificados para
moléculas de DNA, devido a algumas vantagens apresentadas por essas moléculas, como sua
maior estabilidade e menor custo quando comparados aos aptameros de RNA. Além disso, os
aptameros sao oligonucleotideos com alta seletividade de ligagdo ao alvo, caracteristicas que
os tornam importantes na teranodstica do cancer (Zhu et al., 2015; Dickey; Giangrande, 2016).

As CTCs sdo detectaveis através da biopsia liquida, utilizando amostras de sangue,
sendo assim uma metodologia menos invasiva, a qual permite monitorar o desenvolvimento do
CaP (Marrugo-Ramirez Mir; Samitier, 2018). Além disso, as CTCs possibilitam a busca de
biomarcadores presentes nessas células tumorais, podendo ser utilizadas no diagnéstico precoce
e na escolha da terapia mais adequada (Campos-Fernandez et al., 2019).

Deste modo, para avaliar o potencial uso dos aptameros de DNA A6 e A11 como uma
possivel ferramenta teranostica foram feitas as analises de viabilidade celular e proliferacao das
duas linhagens celulares da prostata, normal (PNT-2) e tumoral (PC-3), incubadas com os
aptameros em trés diferentes concentragoes (1,5, 2,5 ¢ 5 uM) nos tempos de 24h e 48h.

De acordo com o resultado obtido através do ensaio de resazurina, foi observado que o
aptamero A6 na sua maior concentracdo (5 uM) apos 48h apresentou citotoxicidade para a
linhagem tumoral PC-3, pois a viabilidade das células incubadas com o aptdmero foi
aproximadamente 52%. Este resultado est4d de acordo com o padrio definido pela ISO10993:5
(2009), a qual considera um composto citotoxico aqueles que apresentam valores de
viabilidade celular abaixo de 70%. No entanto, ao observar os resultados do aptdmero A6
incubado com as células PNT-2 ndo houve diferenca estatistica significativa quanto a sua
interferéncia na proliferagdo celular e citotoxicidade, sugerindo que o aptdmero A6 poderia ser
utilizado como uma forma de tratamento por somente alterar a atividade das células tumorais.
Similar ao resultado obtido, Bossuti et al. (2022), utilizaram o aptdmero de DNA GT75 na
linhagem tumoral da préstata PC-3 e linhagem ndo tumoral PZHPV-7 para identificar a
expressdao da proteina eEF1A1 e investigar seu uso como potencial biomarcador de CaP. Os
resultados deste estudo demonstraram que houve reducdo da viabilidade das células tumorais
PC-3 e ndo houve perda da viabilidade das células ndao tumorais, indicando um potencial uso

terapéutico.
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O estudo realizado por Campos-Fernandez et al. (2020) utilizou o aptamero A4,
selecionado pelo estudo de Souza et al. (2015), e dando continuidade a pesquisa, esse aptamero
passou por modificagdes em sua estrutura, adicionando a ele uma terminacao de DNA, que foi
denominado mA4. Neste estudo, foram feitas analises nas linhagens tumorais (PC-3) e normais
(RWPE-1) da prostata quanto ao efeito do aptdmero mA4 sob a proliferacio e viabilidade das
células. Os resultados apresentados pelos testes realizados por Campos-Fernandez et al. (2020)
indicaram que o aptamero mA4 em concentragoes de 2,5 ¢ 5 uM nao alteraram a viabilidade e
proliferagdao celular das duas linhagens da prostata, apos 24h e 48h de tratamento, o que
corrobora com os resultados do presente estudo, onde o aptdmero All durante 24h de
tratamento em PC-3 ¢ PNT-2 e 48h em PNT-2 ndo apresentaram alteracdo da viabilidade e
proliferagdo celular, podendo sugerir que o aptamero A11 possa ser utilizado como ferramenta
diagndstica, como 0 mA4.

No entanto, quanto a analise de viabilidade em 48h e proliferagdo celular da PC-3 os
resultados foram diferentes para o aptdmero A6. Utilizando-se o aptamero A6 em sua maior
concentracdo (5 uM) apds 48h de tratamento, obteve-se resultado significativo quanto a sua
viabilidade, podendo sugerir que o aptdmero A6 possa induzir morte celular ou redugdo da
proliferacdo celular. Esses resultados de citotoxicidade de aproximadamente 48% do aptamero
A6 pode ser devido as diferencas estruturais e conformacionais quando comparado ao aptamero
mA4 e All, sugerindo que o A6 se ligue de uma forma especifica a célula PC-3 provocando
alteracdes em vias de morte celular e/ou no seu ciclo celular. O ligante do aptamero A6 nas
celulas PC-3 ndo ¢ conhecido, no entanto supde-se que essa ligacdo ocorra em algum
biomarcador relacionado a tumorigénese, sendo uma questao que requer estudos futuros pois
as analises realizadas neste estudo nao possibilitam obter a informagdo sobre o biomarcador,
para isso seriam necessarias mais analises como a espectrometria de massas (Sun et al., 2014;
Souza et al.,2015). Portanto, sdo necessarios mais ensaios com um nimero amostral maior para
validar essa hipotese, onde o A6 pode ter aplicagdo terapéutica e o A1l uma aplicagdo

diagnostica, uma vez que, as informacgdes na literatura sobre esses aptameros ainda sdo escassas.
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7 CONCLUSAO

O aptamero A6 em sua maior concentracio, quando incubado por 48h apresentou 48%
de citotoxicidade em células tumorais da prostata levando a diminuicao da proliferagao destas
células, nao alterando a viabilidade e proliferagao de células normais da prdstata, podendo ser
um indicativo do seu potencial uso para a terapia de pacientes com CaP. J4 o aptdmero A1l ndo
apresentou resultados quanto ao seu efeito citotoxico e ndo houve alteracdo da proliferacdo de
ambas as linhagens prostaticas, sugerindo que o aptamero Al1 possa ser utilizado como uma
possivel ferramenta diagnostica para pacientes com CaP. No entanto, ¢ necessario a realizagao
de outros ensaios para validar esses resultados, podendo ser feitos testes como calculo do IC50
e o do indice de seletividade (IS) do aptamero A11, microscopia confocal para avaliar o local
da liga¢do do aptdmero a molécula alvo e espectrometria de massas para identificagdo dos

biomarcadores.
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