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“Por vezes sentimos que aquilo que fazemos ndo é sendo uma gota de agua no mar.
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Mas o mar seria menor se lhe faltasse uma gota.’

Madre Teresa de Calcuta
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RESUMO

O Cancer de Prostata (CaP) é um importante problema de satde publica com incidéncia e
mortalidade crescentes, em indices alarmantes. Seu diagnostico precoce ¢ imprescindivel para
a cura, ¢ se mostra desafiador, frente a uma doenga assintomatica ¢ de crescimento lento. Nesse
cenario, RNAs ndo codificantes (ncRNA) tém emergido como moléculas-chave na
compreensdo da biologia tumoral, destacando-se o Prostate Cancer Associated 3 (PCA3),
considerado um RNA longo ndo codificante (IncRNA) especifico a condigdes malignas do
6rgdo. Esse gene encontra-se envolvido no controle da sobrevivéncia de células neoplasicas, na
regulagdo hormonal, na modulagdo da transicdo epitélio-mesenquimal e no processo de
angiogénese. Portanto, ¢ notoria a necessidade de melhor compreender seu mecanismo
transcricional, para assim definir novos caminhos terapéuticos contra o CaP. Propomos a
utilizacdo da nanobioplataforma de Phage Display para a descoberta de ligantes regulatorios
do PCA3, visando modular sua expressdo. Para isso, peptideos ligantes a sua regido promotora
e miméticos a Argonauta 4 (AGO4) foram previamente selecionados. No presente estudo, a
avaliacdo dos efeitos celulares mediados pelo tratamento com os fagos miméticos a AGO4 foi
conduzida por ensaios de MTT. Para a linhagem RWPE-1 (ndo tumorigénica), os tratamentos
por 24 horas com 10° ufc e 48 horas com 107 ufc foram citotoxicos (p< 0,05 e p< 0,01,
respectivamente). Para a linhagem LNCaP (hormonio responsiva) o tratamento por 24 horas
com 10° ufc diminuiu a viabilidade celular. J& a 10° ufc observou-se efeito proliferativo (p<
0,01). Para a linhagem PC3 (resistente a castracao), apds 48 horas, os fagos titulados a 10° ufc
induziram a proliferagcdo celular (p< 0,05). Quanto aos transcritos dos genes AGO4, PRUNE?2
e PCA3, estes se mostraram superexpressos na linhagem LNCaP comparados a PC3. Apods
tratamentos com as particulas fagicas, ndo foi verificada alteracdo na expressao mediada pelo
peptideo mimético a AGO4. Como a expressao de PCA3 ¢ regulada por androgenos, sugerimos
que estudos posteriores sejam realizados sem a suplementacdo de soro. Além disso, fatores
transcricionais adicionais também devem ser incluidos, uma vez que hipotetizamos que apenas

a AGO4 ndo seja suficiente na ativagdo do promotor do gene PCA3.

Palavras-chave: Cancer de prostata, IncRNA, peptideo recombinante.



ABSTRACT

Prostate cancer (PCa) is an important public health problem with increasing incidence and
mortality rates. The early diagnosis is essential for curing. However, the disease is challenge
due to no specific symptoms and slow progression. In this scenario, non-coding RNAs have
emerged as key molecules for understanding the tumor biology. Notably the Prostate Cancer
Associated 3 (PCA3), a long non-coding RNA (IncRNA), is a specific marker for PCa,
associated with neoplastic cell control, hormone regulation, epithelial mesenchymal transition
and angiogenesis processes. In this context, is needed to better understand its transcriptional
mechanism to define new therapeutic targets. We explored Phage Display nanoplatform for the
discovery of PCA3 regulatory ligands, aiming to modulate its expression. Mimetic peptides to
Argonauta 4 (AGO4) were previously selected by our group. In the present study, we evaluated
the effects of AGO4 mimetic phages in prostate cells through MTT assays. For RWPE-1 (non-
tumorigenic) cell line, treatments for 24 hours at 10° cfu and 48 hours at 107 cfu were cytotoxic
(p< 0.05 and p< 0.01, respectively). For LNCaP (responsive hormone) cell line, treatment for
24 hours with 10° cfu decreased cell viability, and with 10° cfu (p< 0.01) presented proliferative
effect. For PC3 (castration resistant) cell line, after 48 hours, phages titrated at 10° cfu induced
cell proliferation (p< 0.05). Considering gPCR assays, AGO4, PRUNE?2 and PCA3 genes are
overexpressed in LNCaP lineage compared to PC3. After treatment with phage particles, no
change in AGO4 mimetic peptide-mediated expression was observed. As PCA3 expression is
regulated by androgens, we suggest that further studies may be performed without serum
supplementation. In addition, other transcriptional factors should also be included as we

hypothesize that AGO4 alone do not activate PCA3 expression.

Key words: Prostate Cancer, IncRNA, recombinant peptide.
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1 INTRODUCAO

O Cancer de Prostata (CaP) ¢ conhecidamente um problema de saude publica que
acomete um nimero crescente de homens. Sdo previstos, para o Brasil, segundo o INCA,
68.220 casos novos da doenga a cada ano do biénio 2018-2019 (INCA, 2018). Além disso, os
custos médicos ultrapassardo os 12 bilhdes de dolares em paises desenvolvidos até 2020 (YEH
et al., 2016). Muitos estudos tém sido conduzidos na tentativa de compreender os mecanismos
moleculares envolvidos na oncogénese e progressao do CaP. A identificagdo de RNAs longos
nao codificante (IncRNAs) associados a tumorigénese tem revolucionado a pesquisa e aberto
novos caminhos no estudo da biologia de tumores.

O Prostate Cancer Associated 3 (PCA3) € expresso especificamente na prostata e
apresenta-se superexpresso no CaP. Sua estrutura molecular intriga pesquisadores em todo o
mundo e seu funcionamento transcricional, com isoformas expressas em diferentes condi¢des
bioldgicas e patologicas, tem ampliado os métodos clinicos de diagnostico. Indiscutivelmente
¢ um oncogene-chave, cuja regulacdo permanece desconhecida. Em um cendrio desafiador, a
nanobioplataforma de Phage Display (PhD) tem se mostrado robustas na selecao de ligantes,
sejam estes agonistas, antagonistas ou mesmo fatores transcricionais. Trata-se de uma
ferramenta biotecnologica em nitida expansao, de carater inovador ao gerar moléculas com
ampla aplicabilidade clinica, além de permitir a identificagdo de ligantes envolvidos em
processos regulatorios.

De fato, a habilidade de se isolar moléculas funcionais a partir de um amplo repertdrio
de bacterivfagos recombinantes torna o PhD uma ferramenta poderosa para se encontrar
ligantes raros. E um método econdmico e altamente eficiente que possibilita a selegio de
peptideos longos, curtos, lineares ou ciclicos. Em estudo anterior, nosso grupo de pesquisa
selecionou peptideos miméticos a Argonauta 4 (AGO4), uma proteina que compde o complexo
de silenciamento génico. Esse peptideo se ligou a regido promotora do PCA3 sugerindo seu
papel na regulacdo desse gene (ALVES, 2016).

Utilizamos, portanto, a tecnologia de PhD e seus fagos recombinantes para compreender
a regulagdo transcricional do gene PCA3. Validar essas moléculas significa compreender a
tumorigénese prostatica, o que permitird, por conseguinte, desenvolver novas estratégias para

seu tratamento.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Definindo o ciancer

O desenvolvimento biolégico humano é um processo complexo e altamente regulado.
Nesse sentido, € necessario que haja um equilibrio molecular, para que o organismo realize suas
fungdes essenciais (REDZOVIC; DINTINJANA; NACINOVIC, 2016). O cancer resulta de
inumeras lesdes genéticas que conduzem a transformagdo celular, a qual se caracteriza pelo
desequilibrio no mecanismo de reparo do DNA, na proliferagao, no controle do ciclo celular e
na apoptose. A partir do momento em que as células se transformam, estas adquirem a
capacidade de invadir tecidos e proliferar em diferentes focos, caracterizando, assim, as
metastases (HANAHAN; WEINBERG, 2000; HAGAN; SHARROCKS, 2002).

O processo de carcinogénese envolve diferentes agentes mutagénicos incluindo os
oncoiniciadores, capazes de provocar diretamente o dano genético, os oncopromotores, que
atuam sobre as células iniciadas, transformando-as em malignas, e os oncoaceleradores, que
promovem a multiplicagdo descontrolada e irreversivel das células alteradas.
Morfologicamente, acontecem mudangas no citoesqueleto e surgem componentes especificos e
novas proteinas de superficie. Essas células evadem aos mecanismos de defesa, proliferando,
migrando e gerando novos vasos sanguineos para sua manutengao (HLATKY; HAHNFELDT,
2014).

O cancer pode ser causado tanto por fatores ambientais quanto em decorréncia da
predisposicdo genética. Cerca de 95% dos casos sdo esporadicos, frutos de mutagdes,
translocagcdes cromossdmicas, amplificacdes de genes e mudangas epigenéticas provenientes
de exposicdo a agentes carcinogénicos. Dentre estes se destacam as gorduras trans e saturadas
da dieta, o fumo, a obesidade, patdgenos (como virus e bactérias), radiacao e polui¢do ambiental
(LIMA; SILVA; ALVES, 2017). Molecularmente, os genes relacionados a carcinogénese
podem ser divididos em supressores de tumores (GST) e oncogenes. Os GST codificam
proteinas que controlam a proliferacdo celular. Ja os oncogenes apresentam um efeito oposto,
conduzindo a malignidade (NAOUM, 2014).

Quanto a histologia, as neoplasias podem acometer tecidos epitelial, conjuntivo,
glandular ou muscular. Como divulgado pelo Manual de Oncologia Clinica no Brasil - MOC
(2018), foram estimados cerca de 18,1 milhdes de novos casos de canceres, com 9,6 milhdes
de mortes, mundialmente. No que diz respeito a incidéncia, o CaP representa 7,1% do total de

neoplasias no cendrio mundial. No Brasil, ¢ o segundo cancer com maior incidéncia entre os
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homens, perdendo apenas para o cancer de pele ndo melanoma (INCA, 2019). O numero de
pacientes diagnosticados vem crescendo no pais devido a evolugdo dos métodos de
diagnosticos, melhoria na qualidade dos sistemas de informagao e pelo aumento na expectativa
de vida (INCA, 2018). Mundialmente, ocupa a sexta posi¢do no ranking dos mais comuns,

responsavel por 10% do total das neoplasias identificadas (BAUMGART; HAENDLER, 2017).

2.2 O Cancer de Prostata e seus atuais desafios

A prostata ¢ uma glandula masculina situada abaixo da bexiga urinaria, envolvendo a
porgao inicial da uretra. Produz parte do liquido seminal que nutre os espermatozoides liberados
durante a relagdo sexual. Esse 6rgdo se desenvolve antes mesmo do nascimento, aumentando
seu tamanho gradativamente com a idade. Sua atividade se relaciona diretamente a agdo
androgénica, sendo a testosterona o principal hormonio, que, apos convertida em
diidrotestosterona pela enzima 5-alfa reductase, atua na sinalizagdo molecular e no controle
transcricional de diferentes genes (ONCOGUIA, 2016).

Os tumores originarios da prostata podem ser benignos, como a hiperplasia prostatica
benigna (HPB), ou malignos como os adenocarcinomas (mais comuns), sarcomas, carcinomas
de pequenas células e carcinoma de células transicionais, sendo os dois tltimos muito raros.
Em geral, o cancer possui desenvolvimento lento e indolente, o que dificulta seu diagnostico e
compromete a sobrevida do paciente, sobretudo nos casos metastaticos (TONON, 2009). Tal
evolucdo desencadeia a morte de células endoteliais, facilitando a migracdo das células
malignas pelos vasos sanguineos até encontrarem um novo local para colonizarem. No caso do
CaP, os principais tecidos acometidos sdo ossos e pulmio (ALARCON; TAVAZOIE, 2016).

Dentre os fatores de risco, destacam-se a idade e a hereditariedade. E considerado o
tumor maligno da terceirada idade, uma vez que 3/4 dos casos ocorrem em homens a partir dos
65 anos (INCA, 2018). Em relacdo ao historico familiar, o risco para o CaP aumenta cerca de
2,2 vezes quando um parente de 1° grau, sendo pai ou irmao, ¢ acometido pelo problema; de
4,9 vezes quando dois parentes de 1° grau sdo portadores do tumor e de 10,9 vezes quando trés
parentes de 1° grau tém a doenca. Portanto, quanto maior o nimero de casos na familia, maior
a chance de se desenvolver o cancer (GOMES et al., 2008).

Os demais fatores incluem a etnia, sendo mais frequente em homens com descendéncia
africana, e a nacionalidade, ja& que a doenga ¢ mais comum na América do Norte, noroeste da
Europa e menos frequente na Asia. Nesses casos, situagdes como o intensivo rastreamento nos

paises desenvolvidos e diferencas no estilo de vida correlacionam-se com o numero de casos
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diagnosticados (RAWLA, 2019). Além disso, dietas ricas em gordura saturada e pobres em
fibras, obesidade (responsavel por alteragdes na resposta imunologica), tabagismo, com a
exposicao ao cadmio, e ambiente ocupacional também sdo considerados aspectos que podem
aumentar as chances da doenca (GOMES et al., 2008).

A prevengdo acontece, entdo, a partir do momento em que informagdes acerca do
assunto sdo veiculadas e disseminadas a toda a sociedade. Nesse sentido, quando sdo
conhecidos os fatores de risco, as pessoas adotam um comportamento preventivo aderindo a
bons habitos alimentares, praticando atividades fisicas, evitando o uso de cigarros e,
principalmente, buscando acompanhamento médico regular (GOMES et al., 2008).

Nos estagios iniciais, o CaP é completamente assintomatico, sendo que o noédulo ou
endurecimento da prostata € o unico sinal clinico observado durante o exame de toque retal.
Com o passar do tempo, os pacientes podem sentir dificuldade de urinar, jato de urina fraco,
aumento do niumero de micgdes, presenca de sangue na urina ou dor e queimagdo durante a
urinagdao (SROUGI, 2003). Entretanto, tais sintomas nao sao exclusivos dos casos malignos, ou
seja, sao também observados no crescimento benigno da glandula prostatica, o qual ¢ um evento
comum em homens acima de meia-idade. Dessa forma, € necessario que haja uma melhora nos
métodos diagnosticos, auxiliando a avaliagdo médica e definindo melhor as estratégias de
tratamento (COSTA, 1997; CORREA et al., 2003; INCA, 2008; PAIVA, 2008).

Os homens que desenvolvem metastase a partir do CaP apresentam sintomas diferentes
dos urinarios. Dores no perineo, alteragdes do funcionamento intestinal, dores ao nivel dos rins
€ nos 0ssos, cansago, perda de forga e de peso, sdo algumas das manifestagdes clinicas
provocadas pela extensdao da doenga. Os individuos podem ainda apresentar fraturas
espontaneas sem qualquer tipo de trauma, considerada fratura patoldégica (REGGIO, 2005;
TONON, 2009). Visando, entdo, a diminuicdo da mortalidade e melhor qualidade de vida, o
screening, ou o rastreio em uma populacdo assintomatica (de risco) se torna uma estratégia no
controle da doenca (DAMIAO et al, 2015). Como essa detec¢io precoce é de grande
importancia para maiores possibilidades de cura, a Sociedade Brasileira de Urologia recomenda
a dosagem anual do antigeno prostético especifico, conhecido como PSA, e o toque retal em
homens entre 50 e 80 anos. Em geral, os individuos que possuem parentes de primeiro grau
com diagnostico de CaP sdo indicados a realizar este procedimento mais cedo, por volta dos 45
anos (BELINELO et al., 2014).

O PSA ¢ uma glicoproteina identificada no liquido seminal, produzida principalmente
pelo tecido prostatico. O exame ¢é realizado em laboratorio, medindo-se seus niveis séricos.

Caso o resultado apresentar-se acima do normal (2,5 ng/ml para homens entre 40 e 50 anos e
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até 4,0 ng/ml entre 50 e 60 anos), significa que existem alteragdes na glandula. Entretanto nao
indica malignidade (KIRBY, R., 2016). O uso desse procedimento isolado ndo é recomendavel,
j& que 25% dos portadores de CaP tem PSA menor que 4 ng/ml. Além disso, a hiperplasia
benigna também ¢ responsavel pela elevagdo desses valores (KOWALSKI et al., 2002;
TONON, 2009). Portanto, o risco de biopsia desnecessaria permanece substancial.
Considerando que 80% dos tumores estdo localizados na zona periférica da glandula prostatica,
o toque retal continua sendo um método amplamente divulgado e realizado pela comunidade
médica. E um exame que permite avaliar diversos aspectos da prostata (NETTINA, 2003),
como seu tamanho e forma, sua consisténcia e sensibilidade (dor, incomodo ou assintomatico
a pressdo com o dedo). Quando em estagio normal ou de HPB, o 6rgdo apresenta carater
fibroelastico. Quando ocorre o desenvolvimento do cancer, esse se torna endurecido ou firme
(TONON, 2009).

Adicionalmente, os seguintes exames também sao realizados: (1) dosagem da fosfatase
acida sérica, uma enzima produzida no epitélio prostatico que tem seu nivel elevado na corrente
sanguinea devido ao desenvolvimento da lesdo (COSTA, 1994; TONON, 2009); (2)
ultrassonografia transretal, capaz de caracterizar o tamanho ou volume do tumor, sua
localizagdo, grau e padrdo de crescimento, assimetria prostatica e irregularidade ou ruptura
capsular; (3) ressonancia magnética (FACUNDES, 2002; SROUGI; CURY, 2006; TONON,
2009); (4) tomografia computadorizada, que permite melhor analise do envolvimento dos
linfonodos (TAMAGHO; MCANINCH, 1994; FACUNDES, 2002; SROUGI; CURY, 2006;
TONON, 2009) e (5) ecografia abdominal ou transretal para avaliagdo dos rins e das vias
urinarias altas (pélvis e ureteres) (FRIEDENREICH, 2001; TONON, 2009).

Apos diagnostico, o CaP ¢ classificado histologicamente de acordo com a extensdo da
doenga, o comprometimento dos linfonodos e a presenga/auséncia de metastases (Tabela 1).
Para a escolha do tratamento, além dessa analise, sdo considerados os niveis séricos do PSA e
a gradua¢do de Gleason (CANCER, 2016; LOBLER et al., 2012). Esta ¢ baseada na
padronizacdo da indiferenciag¢do celular. Se o tecido se assemelha ao normal ¢ atribuido um
grau baixo e o elevado remete a um pior progndstico. Como os tumores na prostata muitas vezes
possuem areas com diferentes graus, um unico valor dessa pontuag¢do deve ser determinado
resultando da soma das duas areas que compdem a maior parte da lesdo (JEDROSZKA et al.,

2017).
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Tabela 1: Estadiamento patologico do Cancer de Prostata.

Classﬁ“}cz.lg:ao Caracteristicas do tumor
patologica

T1 Clinicamente ndo palpavel ou visivel por método de
imagem;

Tla Achado incidental (tumor < 5%);
Encontrada durante ressecgdo transuretral da prostata

T1b o
sendo > 5%;
Encontrado por bidpsia de agulha apods niveis elevados

Tlc do Antigeno Prostatico Especifico (PSA);

T2 Confinado a prostata;

T2a Identificado em metade de um dos lobos da prostata;

T2b Presente em mais da metade de apenas um dos lobos da
prostata

T2c Encontrado em ambos os lobos da prostata;

T3 Apresenta-se além da capsula prostatica;

T3a Extraprostatico, mas sem comprometimento das
vesiculas seminais;

T3b Encontrado nas vesiculas seminais;
Em tecidos proximos da prostata (exceto nas vesiculas

T4 seminais);

NX Os ganglios linfaticos regionais ndo foram avaliados;

NO Sem comprometimento linfonodal;

NI Linfonodos préximos comprometidos;

MO Auséncia de metéstase;

M1 A lesdo se espalhou para além dos ginglios linfaticos
proximos;

Mla Metastase a distancia;

Mlb Metastase 0ssea;

Mlec Comprometimento de pulmdes, figado, ou cérebro (com

ou sem lesdes nos 0ssos);
Fonte: Cancer Research uk, 2016a.

Nesse sentido, o tratamento para os pacientes ¢ condizente com a gravidade da doenga,
sendo o tumor definido como risco baixo a intermediario ou metastatico (risco alto e muito alto)
(DAMIAQO et al., 2015). A prostatectomia radical, considerada a primeira op¢do de tratamento,
¢ muito eficaz e curativa para tumores iniciais. O método consiste na retirada do 6rgao e das
vesiculas seminais. Apesar da sua eficiéncia trata-se um procedimento extremamente invasivo
(RHODEN; AVERBECK, 2010). A radioterapia, uma das opg¢des de tratamento, se baseia em
administrar radiagdes externas ou internas (braquiterapia) sobre a prdstata para destruir as

células cancerigenas. Entretanto, esse feixe de radiagdo pode atingir outros tecidos proximos a
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glandula, provocando efeitos colaterais. Trata-se de uma opgao pos-cirtirgica, mas que também
pode ser utilizada em pacientes com a doenga ja avangada (TONON, 2009).

De maneira sistémica, sdo adotadas a quimioterapia e/ou hormonioterapia. A primeira,
consiste na administragdo de quimioterapicos. Essas drogas sdo citotoxicas devido a sua
inespecificidade, atingindo células normais, o que ocasiona diversos efeitos colaterais como
queda de cabelo, nduseas, aftas, diarreia, anemia, baixa da imunidade e redu¢do no numero de
plaquetas (INCA, 2016).

A hormonioterapia ou bloqueio hormonal consiste na privacdo de androgenos com o
objetivo de reduzir o nivel dos hormonios masculinos no corpo. Como esses estimulam o
crescimento prostatico, sua supressdo ¢ importante para conter o avango da doenga e aumentar
a sobrevida dos pacientes (PONTES, 2018). Analogos do horménio regulador do horménio
luteinizante (LHRH) controlam o sistema hipotaldmico-pituitario liberador de hormoénio
luteinizante (LH) e hormdnio foliculo estimulante (FSH), responsaveis pela produgao testicular
de testosterona. Um dos principais mecanismos de acdo inclui a regressdo apoptotica do tumor
e, em geral, os medicamentos sao administrados por via oral € podem ser complementares a
outras metodologias (FRANCO e SOUHAMI, 2015). A castragao (orquiectomia), ou retirada
cirargica dos testiculos, também ¢ utilizada, ja que elimina os 6rgaos que produzem o horménio
masculino (TONON, 2009). Apesar da melhora na resposta terapéutica, a privagdo hormonal
também apresenta efeitos colaterais como fadiga, perda da libido, diminui¢do da densidade
Ossea, alteragdes musculares, fogachos e, em alguns casos, complicagdes cardiovasculares
(ROLIM et al., 2018). Além disso, as células malignas podem se tornar resistentes a castragao
apds 12 a 18 meses do seu inicio (MADEIRA, 2017).

O CaP resistente a castragdo (CPRC) define um estdgio avancado da doenga com
caracteristicas heterogéneas. Nestes casos, ha a elevacdo assintomatica do PSA e/ou o
desenvolvimento de lesdes metastaticas difusas, comprometendo o quadro clinico dos
pacientes. As alteracdes moleculares descritas e associadas ao CPRC incluem: mutagdes,
amplificacdo e splicing no gene que codifica para o Receptor de Andrdgeno (AR); alteragdes
no metabolismo androgénico intratumoral; desregulacdo do AR por fatores de crescimento e
alteracdes em proteinas correguladoras (LI et al., 2018; SADI et al., 2011).

Diante da complexidade do CaP e da presenca de quadros clinicos graves, ferramentas
diagnosticas mais precisas e capazes de detectar a lesdo precocemente, assim como alvos
terapéuticos eficazes sdo essenciais. Os marcadores tumorais sdo moléculas produzidas pelo
tumor ou pelo proprio organismo em resposta a presenca € ao desenvolvimento da neoplasia,

capazes de auxiliar no diagnostico, prognostico, predicdo e direcionamento terapéutico
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(RODRIGUES; SALES, 2013; KALIA, 2015). Nesse cenario, os RNAs nao codificantes
(ncRNA) tém emergido como uma alternativa promissora. Os ncRNAs sdo transcritos que nao
codificam proteinas, mas apresentam um papel significativo no fluxo e na regulacdo do
funcionamento celular ao reprimirem ou degradarem alvos especificos envolvidos na
proliferagdo e morte celulares, metabolismo energético e tumorigénese (DOU et al., 2018).

Essas moléculas de RNAs podem ser agrupadas de acordo com seu comprimento,
localizag@o e/ou fungdo, quais sejam, RNAs longos nao codificantes (IncRNAs), microRNAs
(miRNAs), pequenos RNAs interferentes (siRNAs), pequenos RNAs nucleolares (snoRNAs),
pequenos RNAs nucleares (snRNAs) e RNAs que interagem com PIWI (piRNAs)
(FERNANDES et al., 2019). Transcritos de diferentes regides gendmicas € posteriormente
processados, esses RNAs podem ser classificados, ainda, em duas categorias: (i) como ncRNAs
constitutivos, geralmente pequenos, variando de 50 a 500 nucleotideos expressos em todos os
tipos de células e necessarios para a viabilidade celular; e (i1)) como ncRNA reguladores, que
atuam diretamente no controle da expressdo génica nos niveis epigenético, transcricional e pos-
transcricional. Estes possuem tamanhos variados de até 200 nucleotideos e exercem suas
fungdes interagindo com outras moléculas, como os proprios RNAs ou proteinas (ZHANG et
al., 2019).

Os IncRNAs apresentam mais de 200 nucleotideos, sendo encontrados tanto no nicleo
quanto no citoplasma (BARROS, 2016). Constituem um grupo bastante heterogéneo de RNAs,
desempenhando diferentes fungdes. Sua biogénese ¢ muito semelhante ao do mRNA
(FERNANDES et al., 2019), ja que ambos sao transcritos pela RNA polimerase I e a maioria
¢ processada, poliadenilada e tem a adi¢do do cap-5’; além de apresentarem sequéncia
promotora proximal altamente conservada, éxons, introns e estruturas secundarias (STEPIEN
et al., 2018). Essas moléculas podem ser reguladas por fatores de transcricdo amplamente
descritos e relacionados a tumores como p53, fator nuclear kappa B (NF-kB), Sox2 (Regido
determinadora de sexo Y-2) e Oct4 (Fator de transcrigdo ligador de octdmero 4) (FERNANDES
et al., 2019). Os InRNAs podem, inclusive, apresentar expressdo variavel conforme o 6rgio
afetado e agressividade da lesdao (LI e CHEN, 2013; YAO et al., 2016; E et al., 2018). O PCA3

¢ assim classificado e desempenha um papel crucial na tumorigénese prostatica.
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2.3 Prostate Cancer Associated 3 (PCA3)

O PCA3 ¢ um IncRNA cuja expressdo encontra-se intimamente relacionada a prostata
em condi¢cdes malignas, o que tem evidenciado seu importante papel como biomarcador CaP-
especifico. Localiza-se no braco longo do cromossomo 9, caracterizado por uma alta densidade
de codons de parada e sitios de poliadenilacdo, sem produto proteico (Figura 1). Sua regiao
promotora apresenta um polimorfismo de repeticdo curta (TAAA), apontada como um fator de
risco para o CaP (WANG; LIU; YAO; 2014). Além disso, novas isoformas também ja foram

descritas, o que corrobora sua complexidade molecular (DMITRY et al, 2017).

Figura 1: Estrutura do gene PCA3. De 1 a 4 estdo representadas em caixas brancas os éxons previamente descritos
por Bussemakers e cols, em 1999. Em cinza os dois novos éxons, 2a ¢ 2b, além de uma nova parte do éxon 1
(CLARKE et al., 2009). Portanto, o PCA3 € composto por 6 éxons, em que ocorre o splicing alternativo do éxon

2a (93pb), do éxon 2b (93 pb) e do éxon 2¢ (165pb). Adaptado de Goulart, 2014.
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Recentemente, sua deteccdo aumentou a precisdo diagndstica em pacientes chineses
submetidos a primeira biopsia de prostata, independente dos niveis de PSA, ressaltando seu
papel na selecdo de pacientes de alto risco (CHUNHUA et al, 2018). Ao contrario do PSA,
sugere-se que os transcritos do PCA3 sao menos influenciados pela idade do paciente,
inflamacao e volume do 6rgao, traumas ou biopsias prévias. Em 2002, De Kok e colaboradores
relataram que o PCA3 ¢é superexpresso em 95% dos tecidos com CaP em comparacdo com a
regido peritumoral ndo maligna. Atualmente, ¢ detectado e quantificado ndo somente em
bidpsias, mas também na urina, uma vez que moléculas oriundas do tumor sao liberadas pelos
ductos da prostata e atuam como marcadores extracelulares (CHUNHUA et al, 2018).

O gene PCA3 desempenha papéis essenciais em diversos processos celulares e fungoes
biologicas. Atua na via de sinalizacdo relacionada a E-caderina (proteina responséavel pela
manuten¢do da integridade epitelial e das interagdes célula-célula), como modulador da
atividade transcricional dos genes alvo do AR, além de controlar os niveis transcricionais do
supressor de tumor PRUNE? (Protein prune homolog 2) (ARRIAGA-CANON, 2018). De fato,

0 PCA3 ¢ organizado em orienta¢do antisense ao intron 6 do gene PRUNE?2, modulando sua



22

expressdo. Seu transcrito primario anela com o PCA3 formando um RNA de fita dupla, o qual
se torna alvo de adenosinas desaminases (ADARs) que editam adenosina para inosina,
suprimindo a expressdo do PRUNE?2. Nesse contexto, a superexpressdo de PCA3 diminui a
expressdo do PRUNE?2, o que induz a proliferagdo de células malignas (SMOLLE et al., 2017).

Na angiogénese, o PCA3 regula a expressdo de importantes genes como o fator de
crescimento endotelial vascular A (VEGFA) e fibrilina-1 (IFNB1). Na adesdo celular, modula
a proteina supressora metastatica 1 (MTSS1) e integrina B-1 (ITGB1) e na transdugdo de sinal
o receptor tirosina-proteina quinase (ERBB2), a subunidade reguladora da fosfatidilinositol 3-
quinase o (PIK3R1) e a proteina quinase 1 ativada por mitdogeno (MAP2KI1). Também
influencia a apoptose, regulando o gene promotor de morte associado a Bcl-2 (BAD), ¢ a
atividade da telomerase (TERT) (LEMOS et al., 2016).

Ja foi demonstrado que o gene PCA3 ndo possui nenhum iniciador conhecido. Além
disso, regides ricas em GC ndao foram encontrados em posicdes consenso de sua regido
promotora. Supde-se que sua transcricdo comegaria em outras posi¢des, uma vez que nao
apresenta TATA-box (LAI et al. 2017). Diante de sua intricada organiza¢ao molecular e seu
papel chave na tumorigénese da prostata, esse IncRNA tem desafiado a oncologia. Portanto,
torna-se evidente a necessidade de se obter moléculas capazes de modular sua expressao e
assim, permitir o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas. O PhD, enquanto
tecnologia combinatorial, permite a obtengao de moléculas miméticas, além de ser uma técnica
extremamente eficiente na selecdo in vitro de diferentes ligantes em condi¢des programadas e
inéditas, diferentemente das utilizadas em técnicas convencionais (HUANG et al,
2015). Desenvolvido in vitro, esse processo de selecao pode ser modificado para enriquecer
clones altamente exclusivos que se ligam a epitopos especificos ou a sequencias de interesse

como promotores e reguladores (GLUMAC et al., 2019).

2.4 Phage Display na busca de fatores de transcri¢io

Primeiramente descrita por Smith em 1985, o PhD ¢ uma técnica de manipulacdo
genética que adapta os principios bésicos da engenharia genética e da quimica combinatoéria,
utilizando bacteridofagos como vetores. Estes carregam em seu genoma sequéncias de DNA
codificantes para pequenas moléculas bioativas (SMITH e PETRENKO, 1997; SMITH, 1985),
as quais sdo apresentadas e enriquecidas a partir de uma vasta biblioteca com mais de 10

variantes (SMITH, 1985).
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Em geral, sdo utilizados os bacteriofagos filamentosos da familia Inoviridae (M13, fd,
f1) (SIDHU, 2001) que parasitam bactérias Gram-negativas e que, necessariamente, apresentam
pilus F. Esses virus aproveitam da maquinaria de replicacdo, transcrigdo e traducao da bactéria
para se reproduzir, sem provocar lise na célula hospedeira; apenas induzindo um estado no qual
a célula infectada origina e libera particulas virais, causando uma queda na taxa de reproducao
bacteriana (AZZAZY ; HIGHSMITH, 2002).

O DNA exdgeno de interesse ¢ inserido em um local especifico na sequéncia
nucleotidica que codifica para uma das proteinas de revestimento do fago. Apos infeccdo do
hospedeiro bacteriano pelas particulas virais, ocorre a expressao de seus genes e os aminoacidos
codificados sdo expressos como parte da proteina de revestimento. Por conseguinte, uma
proteina em fusdo ¢ exibida na superficie exposta do bacteriofago. O poder dessa tecnologia
resulta de sua capacidade em estabelecer uma conexao entre fendtipo (peptideo exibido) e
gendtipo (sequéncia de DNA codificante) (AGHEBATI-MALEKI et al., 2016).

O fago M13 contém um DNA de fita simples (ssDNA) com 6407 pb, incluindo nove
genes que codificam 11 proteinas diferentes. E um bacteriofago geneticamente modificado que
apresenta uma regido lacZ e um sitio multiplo de clonagem inserido proéximo a origem de
replicacdo. Apresenta também dois sitios de restricao, Kpnl e Eagl utilizados na construgao de
bibliotecas (BARBAS, 2001) e diferentes proteinas estruturais expressas em seu capsideo, quais
sejam plII, pVIII, pVI, pVII e pIX. A pVIII ¢ a principal proteina de revestimento e apresenta
cerca de 2700 copias ao longo da estrutura viral. Ja a plIll € estruturalmente a mais complexa e
essencial para a infectividade do fago, uma vez que se liga ao pilus F bacteriano (PELTOMAA

et al., 2019) (Figura 2).

Figura 2: Estrutura do bacteriéfago M13. Este ¢ constituido por um capsideo proteico formado pela proteina de
camada principal (pVIII) e as proteinas de camada menor (pIll e pVI em uma extremidade e pVII e pIX na outra).

Fonte: Adaptado de Ledsgaard et al., 2018.
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Uma das caracteristicas marcantes da tecnologia de PhD ¢ a abundancia de
recombinantes presentes nas bibliotecas, o que torna essa técnica rapida, confidvel e de alto
rendimento. Portanto, peptideos funcionais com caracteristicas desejadas podem ser
selecionados de uma maneira direta e eficaz, por meio de uma estratégia baseada em selegao
por afinidade chamada biopanning ou biossele¢do (AGHEBATI-MALEKI et al., 2016).

Nesse processo, uma populacdo de particulas de fagos (incluindo uma biblioteca de
peptideos aleatdrios) € incubada com o alvo de interesse por um periodo determinado. Os fagos
cujos peptideos apresentados se ligam ao alvo sdo capturados, enquanto os fagos nao ligados
ou fracamente ligados sdo removidos. Os fagos de interesse sdo, entdo, eluidos utilizando-se
solugdes acidas, ligantes competidores, agentes desnaturantes ou enzimas proteoliticas. Os
fagos recuperados sdo entdo propagados infectando células hospedeiras bacterianas. Embora as
etapas acima mencionadas possam enriquecer particulas de fago com alta afinidade para o alvo,
o conjunto de peptideos ainda ¢ relativamente heterogéneo. Com isso, € necessario que estes
sejam expostos ao alvo por mais algumas rodadas. Tipicamente, trés a cinco ciclos de sele¢ao
sdo suficientes para alcancar ligantes promissores, os quais sdo identificados pelo
sequenciamento do DNA encapsidado (AGHEBATI-MALEKI et al., 2016).

Para a selecao dos peptideos ligantes a regido promotora do gene PCA3, Alves (2016)
utilizou uma biblioteca de fagos PhD-12 mer (New England Biolabs, Beverly, 115 MA, EUA)
(Figura 3). Os fagos provenientes do terceiro ciclo de selecdo foram isolados e seu DNA
extraido e sequenciado. As sequéncias correspondentes aos peptideos selecionados foram
deduzidas usando a ferramenta ExPASy Proteomics e Sequence Analysis, e alinhadas
localmente pela ferramenta BLASTP ™. Alguns dos peptideos alinharam com a AGO4 e foram

utilizados no presente estudo (ALVES, 2016).
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Figura 3: Etapas do processo de biosselegdo conduzidas por Alves (2016). Primeiramente foi realizada a
amplificagdo da regido promotora do gene PCA3 por PCR (A); em seguida, foram conduzidos trés ciclos de selecio
(B). Os fagos selecionados foram amplificados em Escherichia coli (C). Por fim, o DNA foi extraido (D) e os

peptideos identificados por sequenciamento ¢ analises in silico. Fonte: Adaptado de Alves, 2016.
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A tecnologia de PhD foi uma das grandes evolugdes da biologia molecular com
importante aplicacao nas ci€éncias biomédicas. Com relagao ao CaP sabe-se que, atualmente, as
terapias sistémicas, como a quimioterapia, sejam isoladas ou em associacdo, podem
desencadear efeitos colaterais severos (DUFFY e CROWN, 2014). A técnica PhD associada a
tecnologia de constru¢do de bibliotecas combinatorias pode gerar biomarcadores especificos
para auxiliar no diagnostico e tratamento individualizados (ARAUJO T. G., 2009). Além disso,
permite identificar moléculas-chave responsaveis por coordenar o funcionamento de
oncogenes, o que pode conduzir a uma melhor compreensdo molecular de diferentes

marcadores, culminando em possiveis estratégias de intervengao.

2.5 Argonauta 4

As Argonautas (AGO) compreendem uma familia de proteinas altamente conservadas
implicadas em mecanismos de silenciamento génico pos transcricional direcionado por

pequenos ncRNA, com a clivagem e degradacao do RNA alvo. Em nivel transcricional, as AGO
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nucleares direcionam a forma¢do de heterocromatina nos locais alvo (ALMEIDA, 2019;
CARMELL et al, 2002). As vias de RNA de interferéncia (RNA1) estdo associadas a esse
processo (CARTHEW e SONTHEIMER, 2009) com fun¢des altamente especializadas e
distintas em diferentes grupos de eucariotos (CERUTTI e CASAS-MOLLANO, 2006)
coordenando o desenvolvimento embrionario, fertilidade e resposta antiviral (BERNSTEIN et
al., 2003; DE FARIA et al., 2013).

O primeiro experimento envolvendo RNAI foi descrito em 1998 por Craig Mello e
Andrew Fire com a introducdo artificial de RNA de fita dupla (dsSRNA) no nematelminto
Caenorhabditis elegans (FIRE et al., 1998). No mecanismo de RNAi, o dsSRNA ¢ inicialmente
clivado em pequenos siRNA (small interference RNA), em um tamanho de 21-25 nucleotideos,
por uma RNAase Ill-simile, denominada DICER (Figura 4). Os fragmentos sdo, entao,
incorporados ao complexo de silenciamento induzido por RNA (RISC) (BRODERICK et al.,
2011), composto por proteinas da familia AGO (rde-4, rde-1 e drh-1/2) em Caenorhabditis
elegans ou AGO 2 em Drosophila melanogaster (SANCHEZ-VARGAS et al., 2004;
VALDMANIS et al., 2012) com atividade helicase. A fita antisense do siRNA guia o RISC
para o RNA alvo o qual ¢ clivado pela nuclease do complexo. Além disso, os siRNAs podem
funcionar como moldes para a sintese de mais dsSRNAs pela RNA polimerase RdARp em um
processo de amplificagdo e disseminagdo do sinal de RNAi (ZOU et al., 2019). Essa via de
silenciamento génico pos-transcricional ativada por dSRNA ¢ definida como classica e envolve,
em geral a regulacao da expressao de genes por miRNAs e a inibicdo da infec¢do viral e de
transposons por siRNAs (DO AMARAL, 2008). Entretanto, existem outras vias de RNAi que,
mesmo com mecanismos de acdo distintos, sdo compostas por proteinas da familia AGO, as

quais se associam a pequenos ncRNAs (ENDER e MEISTER, 2010).
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Figura 4: Representacdo geral da via de RNA de interferéncia (RNAi). RNAs de dupla-fita (dsSRNAs) sdo
reconhecidos por uma proteina RNAse do tipo III e processados em moléculas menores que sdo, entdo, carreadas
pela proteina efetora Argonauta (AGO). Apds a selecdo da fita guia, o complexo maduro busca por mRNAs alvos
complementares a sequéncia do pequeno RNA, culminando na inibi¢ao da tradugdo e regulando a expressdo gene-

especifica. Fonte: Adaptado de Soares, 2015.
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Proteinas AGO sdo caracterizadas pela presenga de dois dominios principais: PAZ e
PIWI, além de outros segmentos estruturais, incluindo os dominios N-terminal, L1 (Linker 1),
L2 (Linker 2) e MID (Figura 5A) (JOSHUA-TOR e HANNON, 2011; LISITSKAYA,
ARAVIN e KULBACHINSKIY, 2018). O dominio PIWI possui, além de uma ribonuclease H
que acomoda o pequeno ncRNA, um conjunto de trés aminoacidos conservados que direcionam
a clivagem do mRNA alvo, conhecida como triade catalitica DDH. O dominio PAZ possui um
dominio de ligacdo a 4cidos nucléicos que se liga a regidao 3’ do pequeno ncRNA e orienta o
seu posicionamento dentro do dominio PIWI (Figura 5B) (SOARES, 2015). Em geral, a
diversidade de proteinas AGO em um organismo esta correlacionada diretamente a presenca de
ncRNAs com origem e fungdes distintas (CERUTTI e CASAS-MOLLANO, 2006; BATISTA
e MARQUES, 2011).
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Figura 5: Representacdo esquematica da organizacdo dos dominios de proteina Argonauta em mamiferos e
direcionamento da clivagem do mRNA guiado por AGO. Em (A) os residuos conservados necessarios para sua
atividade de endonuclease (triade catalitica DEDX (onde X é D ou H) indicada em amarelo no dominio PIWI - D
¢ acido aspartico, E acido glutimico e H histidina). Em (B) O ncRNA (em amarelo) liga-se por sua terminago 3’
no sulco do dominio PAZ. A extremidade 5’ associa-se a outra terminagdo do sulco. O mRNA (em marrom)
acomoda-se entre os dominios N-terminal, PAZ ¢ MIDI. O sitio ativo do dominio PIWI (mostrado como tesouras)

cliva o mRNA antisenso ao ncRNA guia. Fonte: Adaptado de Schuster, Miesen ¢ van Rij, 2019; Song et al., 2004.

De acordo com suas caracteristicas, as AGOs sao divididas em trés classes: (I) AGOs

multifuncionais; (II) AGOs associados a siRNA; e (III) AGOs associadas a piIRNA. O genoma

humano expressa quatro paralogos de Argonoutas, AGO1l, AGO2, AGO3 e AGO4, que sdo
conhecidos também como fatores de iniciagdo eucarioticos (EIF2C1, EIF2C2, EIF2C3 e
EIF2C4). Todos surgiram de um unico gene ancestral, porém, trés destas AGO1, AGO3 e
AGO4, possuem a mesma orientacdo no cromossomo humano 1p34.3. A proteina AGO?2
funciona como uma endonuclease, clivando o mRNA nas regides de pareamento completo com
siRNAs ou miRNAs, enquanto as AGO1/3/4 sdo consideradas cataliticamente inativas para a
clivagem endonucleolitica (VALDMANIS et al., 2012; ZHANG et al., 2018).

Na ultima década, estudos apontaram uma forte conexao entre pequenos ncRNA e
modificagdes especificas na metilagdo do DNA, o que resulta em controle de elementos
transponiveis e estabilidade gendmica por silenciamento génico. Um dos mecanismos
responsaveis por esse silenciamento, extensivamente estudado nos ultimos anos, ¢ a metilacao
de DNA direcionada por RNA (RdDM), descoberta pela primeira vez em plantas e descrita
como modificacdo epigenética mediada por ncRNA. A proteina AGO4, diferente em algumas
sequéncias de aminodcidos dos dominios N-terminal e PIWI da AGO2, desempenha um papel
crucial nesse processo e, portanto, na regulagao da expressao génica, o que justifica sua catélise

inativa (HE et al., 2009; LAHMY et al., 2016; CHARLETPET et al., 2019).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar o efeito modulatério do peptideo mimético a AGO4, expresso fusionado a plIll

do fago M13, sobre linhagens celulares prostaticas.

3.2 Objetivos especificos

v' Cultivar as linhagens prostaticas ndo-tumorigénicas (RWPE-1) e tumorigénicas
(LNCaP e PC3);

v’ Purificar o fago expressando peptideo mimético a AGO4 para o tratamento das
linhagens prostaticas;

v' Avaliar o efeito na proliferagdo celular mediado pelo tratamento com o fago
recombinante por meio de ensaios de MTT;

v Avaliar o efeito modulatorio do fago recombinante sobre a expressdo dos genes AGOA,

PRUNE?2 e PCA3.

4 MATERIAL E METODOS

4.1 Linhagens Celulares

Foram utilizadas trés linhagens celulares: RWPE-1 (ndo tumorigénica), LNCaP
(hormdnio-dependente) e PC3 (resistente a castrag@o) cultivadas em seus respectivos meios. O
meio RPMI (produzido pelo Instituto Memorial Roswell Park) foi suplementado com 10% de
soro fetal bovino (FBS) e 50 ug/mL de gentamicina e utilizado no cultivo das células LNCaP e
PC3. O meio IMDM (Meio de Dulbecco Modificado de Iscove) suplementado com 10% de
FBS, 50 ug/mL de gentamicina, 169 ug/mL de extrato de pituitaria e 2 ug/mL de EGF (Fator
de Crescimento Epidérmico) foi utilizado para o cultivo da RWPE-1. As células foram mantidas
na incubadora a 37°C com 5% de CO; e o meio de cultura trocado em dias alternados até que

essas atingissem 80% de confluéncia para serem utilizadas nos experimentos.
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4.2 Purificacdo das particulas virais recombinantes

Para a purificacdo do fago expressando peptideo mimético a AGO4, a cepa ER2738 da
bactéria E. coli foi primeiramente amplificada, até atingir a fase exponencial (OD600nm=0,3)
em 100 mL de meio LB (Luria Bertani) acrescido de tetraciclina 100 pL/mL. Posteriormente,
foi adicionado 30 pL do sobrenadante do fago mimético e o meio entdo foi mantido a 37°C por
16 horas sob agitagdo a 280 rpm. No dia seguinte, o contetudo foi centrifugado a 10000 rpm por
10 minutos a 4°C e o sobrenadante transferido para um novo tubo, onde adicionou-se 1/6 de
PEG/NaCl 2,5M. Este foi mantido a 4°C por 16 horas, seguido de nova centrifugacdo por 15
minutos a 10000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi descartado cuidadosamente. Foi acrescido 1
mL de PBS (tampao fosfato salino) 1x para diluir o precipitado, o qual foi submetido a
centrifugacao por 10 minutos a 14000 rpm a 4°C. O sobrenadante foi transferido para um novo
microtubo. Adicionou-se, novamente, 1/6 do volume de PEG/NaCl e a solu¢ao foi mantida em
gelo por 1 hora. Apds esse periodo, foi realizada uma centrifugagcdo por 10 minutos a 14000
rpm e o sobrenadante formado foi descartado. Acrescentou-se 100 pL. de PBS 1x para
solubilizacao do precipitado de fagos. Para realizar os tratamentos, o fago foi filtrado em uma
membrana de 0,22 um. Para isso, acrescentou-se 150 pL. de PBS para umedecer o filtro antes
da filtragem da amostra.

Finalmente, o fago foi quantificado no espectrofotometro, com leituras nos
comprimentos de onda de 269 nm (absorbancia de fagos) ¢ 320 nm (absorbancia de bactérias).

Para o calculo do titulo viral foi utilizada a formula (F1):

ufc _ (A269 - A320) * 6x10'°
ul 7222

(F1)

Onde:

ufc — unidades formadoras de colonia

A269 — Absorbancia no comprimento de onda a 269 nm
A320 — Absorbancia no comprimento de onda a 320 nm
6x10'¢ — Constante da equacao

7222 — Numero de nucleotideos do genoma do fago
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4.3 Ensaios de MTT

Para avaliar o efeito do fago expressando peptideo mimético a AGO4 na proliferagao,
as células foram tripsinizadas e contadas utilizando a camara de contagem pela exclusdo do
azul de tripano. Em seguida, 10* células foram plaqueadas em placas de 96 pocos. No dia
seguinte, o meio completo foi descartado e assim iniciado o tratamento adicionando os fagos
nos seguintes titulos: 10°, 107 e 10° fagos/poco. Os ensaios foram realizados em quadruplicata.
Apds 24 e 48h de tratamento foi entdo adicionado 20 pL. MTT/pogo (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil tetrazolium). A placa foi coberta com papel aluminio e deixada
na incubadora a 37°C, 5% de CO; durante 4 horas. Transcorrido esse tempo, foiretirado o MTT
e adicionou-se 50 pL da solugdo de SDS (20% de SDS, 50% de dimetilformamida) em cada
poco. A placa foi novamente coberta com papel aluminio e deixada em lugar escuro por 16
horas. Pogos com células ndo tratadas foram utilizadas como controle do experimento. Por fim,
a placa foi lida no espectrofotometro no comprimento de 570 nm. Para os célculos do ensaio

foi utilizada a formula (F2):

B _ AAGO4/AMC AGO4
Razao normal i zadd%) = AS/AMC SELV x100 (F2)

Onde:

AAGO4 — Absorbancia absoluta para o fago mimético a AGO4

AMC AGO4 (X ctl AGA) — Absorbancia média do controle sem tratamento da AGO4
AS — Absorbancia absoluta para o fago selvagem (sem peptideo fusionado a plII)
AMC SELV (X ctlSELVJ — Absorbancia média do controle sem tratamento do fago
selvagem (sem peptideo fusionado a pllI)

4.4 Extracao do RNA total

Para a extragdo do RNA total das linhagens tumorais LNCaP e PC3, foi utilizado o
reagente TRIzol®Reagent (Life Technologies), seguindo-se as recomendagdes do fabricante.
A qualidade do material foi verificada em gel de agarose 1,5% em tampao TBE
(Tris/Borato/EDTA) 0,5X (45 mM Tris-borato, pH 8,3 ¢ 1 mM EDTA) e para visualizacao

foram acrescidos formamida (Dinamica Quimica Contemporanea) e Gel Red 1X (Uniscience).
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As imagens foram visualizadas por luz ultravioleta e fotodocumentadas pelo equipamento
Transiluminador L-Pix (Loccus Biotecnologia). O RNA foi quantificado em espectrofotdmetro
(PG Instruments) e a razdo das leituras 260 nm/280 nm, utilizada também como parametro

qualitativo. Por fim, o RNA foi armazenado a -80°C para subsequentes analises.

4.5 Transcricao reversa

A transcrigdo reversa (RT) foi preparada utilizando-se 1 pg de RNA total extraido das
linhagens LNCaP ¢ PC3, 10 U de inibidor de RNAse (Invitrogen), 40 U de MMLV-RT
(Invitrogen), 1X de Tampao da MMLV-RT (Invitrogen), 200 uM de dNTPs (dGTP, dATP,
dTTP e dCTP) (Invitrogen) e 126 pmoles de oligonucleotideos hexameros (Invitrogen). O
volume final para cada reagdo foi ajustado para 20 pL utilizando agua tratada com inibidor de
RNAse (Dietil Pirocarbonato) (Sigma-Aldrich). Reagdes sem a presenga do material genético
foram preparadas a fim de verificar possiveis contaminantes exégenos.

As amostras foram incubadas no termociclador ProFlex (Applied Biosystems) durante
1 hora a 37°C e, posteriormente, aquecidas a 95°C por 5 min, para que assim ocorresse a
desnaturagao do hibrido RNA-cDNA e¢ inativagao da enzima MMLV-RT. O cDNA foi, entdo,

armazenado a -20°C até amplificacao.

4.6 PCR convencional para amplificacao do gene de referéncia

A qualidade do cDNA obtido foi confirmada por meio da amplificagdo de um fragmento
de 94 pb do gene de referéncia Beta-2-Microglobulina (B2M). Foram utilizadas as seguintes
condigdes para esta reagdo: 1X de tampao de PCR (0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, glicerol 50%
v/v, 20 mM Tris-HCI, pH 8,0) (Invitrogen), 200 uM de dNTPs (Invitrogen), 5 pmoles dos
primers (Invitrogen) 5 AGCAGAGAATGGAAAGTCAAA 3 e 5
TGTTGATGTTGGATAAGAGAA 3°), 1 U Platinum®Taq DNA Polimerase (Invitrogen), 4
mM de MgCl, (Invitrogen), 2 pL de cDNA e agua de injecdo (Isofarma), utilizada para
completar o volume final da reagdo para 20 pL.

A ciclagem ocorreu em termociclador ProFlex (Applied Biosystems) apds desnaturacao
inicial a 95°C durante 4 min. Posteriormente, foram completados 28 ciclos de desnaturacdo a

94°C por 40 s, de anelamento a 59°C por 40 s e de extensdao a 72°C por 50 s. Finalmente foi
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realizada uma extensdo final de 72°C por 5 min. O produto foi resolvido em gel de agarose
1,5%, utilizando como tampao de corrida TBE 0,5X corado com Gel Red 1X (Uniscience),
visualizado por luz ultravioleta e fotodocumentado pelo equipamento Transiluminador L-Pix

(Loccus Biotecnologia).

4.7 Ensaios de qPCR

Para o tratamento das linhagens celulares tumorais prostaticas com os fagos expressando
o peptideo mimético a AGO4, 10° células foram plaqueadas em placas de 6 pogos. Os
parametros foram estabelecidos a partir dos resultados do MTT, sendo que foram adicionadas
10° particulas virais na linhagem LNCaP, mantidas por 24 horas e 10° particulas virais na PC3,
cultivadas por 48 horas. Pocos sem tratamento foram mantidos como controle. Os experimentos
foram realizados em triplicata. Posteriormente, o RNA total foi extraido e procederam-se as
analises de expressao de transcritos.

A técnica de PCR em tempo real (qPCR) foi empregada para a quantificagdo relativa
dos genes AGO4, PCA3 e PRUNE?2, utilizando o gene B2M como referéncia. Para cada um dos
alvos foi construida a curva padrado relativa, para validacdo do método Cq comparativo. As
curvas obtidas determinaram a eficiéncia de amplificagdo dos genes alvo em relagao a do gene
de referéncia. Para estimar a eficiéncia (Ef) dos ensaios de qPCR foi realizado o calculo: Ef =
(10 — 1/slope — 1) x 100.

As reagoes, realizadas em duplicata para cada um dos genes, foram conduzidas no
equipamento StepOnePlus (Applied Biosystems) e preparadas para um volume final de 10 pL,
contendo 2 pL de cDNA, tampdao SYBR®Green (Applied Biosystems), oligonucleotideos
iniciadores (Invitrogen) e dgua de injecdo (Isofarma). Os parametros e reagentes utilizados

estdo descritos na Tabela 2.
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Tabela 2: Pardmetros e reagentes utilizados na quantificacdo relativa dos transcritos dos genes Argonauta 4
(AGO4), Protein prune homolog 2 (PRUNE 2) e Antigeno 3 do Cancer de Prostata (PCA3) por gPCR

Gene Sequéncia 5°- 3’ Tampao (uL)  Primers (uL) Teng?;;g;?g:;z:um
AGO! R CCTGCCACTATATTACAGACCTCG %3 03 65 °C por 2 min
b FASGOGNOMIDN s a0 @i

4.8 Analises estatisticas

Para a anélise dos dados foi utilizado o software GraphPad Prism 7.0 e foram calculadas
a média e os desvios padrdo para cada tratamento. Apds avaliacdo da distribuicdo dos dados,
foi empregado o teste de ANOVA e a andlise de multiplas comparagdes de Bonferroni. Nos
dados referentes a quantificagdo dos niveis de mRNA foi utilizado o teste t unipareado. Valores

de p< 0,05 foram considerados significantes.

5 RESULTADOS
5.1 Resposta celular ao tratamento com MTT

Sabe-se que ensaios de MTT quantificam a reducdo deste em formazan. Tal reagdo
permite a visualiza¢do de um aumento na atividade mitocondrial, a qual estd diretamente ligada
a viabilidade e proliferacdo celulares (DA SILVA et al., 2013). Os efeitos celulares mediados
pelo tratamento com os fagos miméticos a AGO4 estdo representados na Figura 6. Para a
linhagem RWPE-1 (Figura 6A), os tratamentos por 24 horas com 10° ufc e 48 horas com 107
ufc conduziram a uma diminuicdo significativa da viabilidade (p< 0,05 e p< 0,01,
respectivamente). Houve uma diminuigdo na viabilidade da linhagem LNCaP ap6s 24 horas de
tratamento com 10° ufc, enquanto com 10° ufc observou-se efeito proliferativo (p<0,01) (Figura
6B). Comparando-se os tempos de tratamento, o titulo 10° induziu menos a proliferagdo apos

24 horas, quando comparado a 48 horas (p< 0,05). Finalmente, sobre os tratamentos da
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linhagem PC3, estes ndo demonstraram diferenca estatistica em relagdo ao controle apos 24
horas. No entanto, apds 48 horas, 10° ufc induziram a proliferagdo celular (p< 0,05) (Figura

6C).

Figura 6: Efeito celular mediado pelo fago expressando peptideo mimético a Argonauta 4 em modelos celulares
prostaticos. Os ensaios foram conduzidos em (A) RWPE — ndo tumorigénica, (B) LNCaP — hormonio dependente
e (C) PC3 — resistente a castrag@o por 24 ¢ 48 horas. Foram testadas quatro titulagdes dos fagos 10°, 107 ¢ 10°
ufc/pogo. O asterisco indica significincia estatistica (* P< 0,05; ** P< 0,01). Os valores apresentados foram
normalizados com os referentes ao fago selvagem (ndo expressa o peptideo fusionado a proteina plll). Ctrl:

controle sem tratamento.
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5.2 Resposta molecular ao tratamento com os fagos recombinantes

A resposta molecular aos fagos expressando peptideo mimético 8 AGO4 foi avaliada
nas linhagens tumorais apos tratamento e extragdo de RNA. Hipotetizou-se que a expressao de

PCA3 seja modulada e, por conseguinte a do AGO4 e do PRUNE?2. A qualidade do material
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extraido foi avaliada pela razao das leituras de absorbancia a 260 ¢ 280 nm, a qual se mostrou
proxima de 2,0, pelo padrio eletroforético do RNA total e pela amplificagdo do gene de
referéncia B2M. Na Figura 7A verifica-se a presenca das bandas ribossomais 18S e 288,
autenticando a amostra obtida. Além disso, foi possivel visualizar a banda de 94 pb do gene

B2M, o que viabilizou a utilizagdo do cDNA em ensaios posteriores (Figura 7B).

Figura 7: Validacdo da qualidade do RNA total utilizado nas analises moleculares. Em (A) Padrao eletroforético
do RNA total extraido para as linhagens LNCaP (1) e PC3 (2). Em (B) amplificagdo do fragmento de 94 pb do
gene de referéncia Beta-2-Microglobulina (B2M). 1 e 2: linhagens prostaticas LNCaP e PC3, respectivamente; 3:

controle negativo para a amplificacdo do gene B2M. As setas identificam as bandas visualizadas.

28s

18s 94 pb

Ap0s padronizacdo do RNA extraido, foi necessario validar o método Cq comparativo.
A curva padrao relativa foi construida para cada um dos alvos, normalizados com o gene B2M.
A eficiéncia encontra-se representada na Figura 8 e o grafico foi gerado por regressdo linear no
software Microsoft Excel®. A eficiéncia proxima de 100% para todos os genes possibilita a

quantificagdo relativa dos transcritos.
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Figura 8: Valida¢ao do método Cq comparativo para a quantificacdo relativa dos transcritos, por gPCR. Em (A)
Argonauta 4 (4G0O4); em (B) Protein prune homolog 2 (PRUNE 2) e em (C) Prostate Cancer Associated 3 (PCA3).
O gene Beta-2-Microglobulina (B2M) foi utilizado como referéncia.
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Observando os perfis de expressdo génica para cada um dos alvos (Figura 9), os niveis
relativos de mRNA se mostraram maiores na linhagem LNCaP quando comparados com a
linhagem PC3. Consistente com relatos anteriores (VAN BOKHOVEN et al, 2003),
confirmamos que o PCA3 ¢ mais expresso na linhagem celular de prostata dependente de
androgénio — LNCaP. Na Figura 9A, os niveis transcricionais do gene AGO4 se mostraram
mais elevados na linhagem LNCaP com p< 0,05, quando comparados a linhagem PC3. Esse
mesmo padrdo de expressdo foi observado para o gene PRUNE2 na Figura 9B, com
significancia de p< 0,05. Por fim, representado na Figura 9C, os niveis relativos de mRNA de

PCA3 encontra-se mais expresso em LNCaP, com p< 0,001.
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Figura 9: Quantificagdo relativa dos niveis transcricionais dos genes Argonauta 4 (4GO4), Protein prune homolog
2 (PRUNE 2) e Prostate Cancer Associated 3 (PCA3) por qPCR em duas linhagens prostaticas (LNCaP e PC3).
Em A, expressdo do gene AGO4; em B, expressdo do gene PRUNE?2 e em C, expressao do gene PCA3 (* P<0,05;
** P<0,01; *** P<0,001).
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Apoés o tratamento com os fagos recombinantes expressando o peptideo mimético a
AGO4, ndo se verificou efeito modulatorio do peptideo fusionado a pIll do fago M13. Na
Figura 10A, os niveis relativos de mRNA do gene 4GO4 na linhagem LNCaP, se mostraram
elevados apods tratamento com o fago selvagem (p< 0,01). O mesmo comportamento foi
observado para a linhagem PC3 (Figura 10B). Para os niveis dos transcritos do gene PRUNE?2,
representados na Figura 10C para linhagem LNCaP e Figura 10D para linhagem PC3, a
expressao também foi mediada pelo fago selvagem (p< 0,01). Houve diferenga estatistica com
p< 0,01 entre a expressdo mediada pelo fago mimético a AGO4 e a expressao basal das células
LNCaP. Por fim, a Figura 10E e 10F, apresentam a expressao dos transcritos do gene PCA3, na
linhagem LNCaP e PC3, respectivamente. Ambas tiveram niveis maiores dos transcritos

mediados pelo fago selvagem com p< 0,05 em LNCaP e p< 0,01 em PC3.
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Figura 10: Quantificacdo relativa dos niveis transcricionais dos genes Argonauta 4 (AGO4), Protein prune
homolog 2 (PRUNE 2) e Prostate Cancer Associated 3 (PCA3) por qPCR nas linhagens prostaticas LNCaP e PC3
apés tratamento com os fagos recombinantes. Em A e B, expressio do gene AGO4 em LNCaP e PC3,
respectivamente; em C ¢ D, expressdo do gene PRUNE2 em LNCaP e PC3, respectivamente,; em E ¢ F a expressao

do gene PCA3 em LNCaP e PC3, respectivamente (* P<0,05; ** P<0,01).
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6 DISCUSSAO

O CaP desafia as praticas clinicas devido a sua heterogeneidade em nivel de (i)
expressdo génica, com diferentes padroes de marcadores expressos em uma mesma lesdo, (ii)
genético, com multiplos rearranjos gendomicos e mutacdes e (iii) na resposta do paciente a
terapias comuns, refletindo a necessidade de busca de alvos e estratégias terapéuticas inéditos
(FRAME E MAITLAND, 2019). Nesse contexto, ferramentas quantitativas precisas € novos
biomarcadores se tornam imprescindiveis.

Genes codificantes ¢ ndo codificantes de proteinas tém sido identificados a fim de se
estabelecer uma conduta individualizada e promissora no diagnostico e acompanhamento dos
pacientes. LncRNAs se destacam como marcadores atrativos (ALSHALALFA et al., 2017)
agindo tanto como supressores de tumor quanto oncogenes, afetando o cenario clinico-
patologico, o prognostico e a resposta a terapia (XU et al., 2018). Destacam-se por sua
sensibilidade, especificidade e custo beneficio quando comparados a outras moléculas
empregadas em metodologias ja estabelecidas. Além disso, fornecem uma percepcao dinamica
da regulacdo dos eventos celulares, assim como sdo mais estaveis na maioria dos fluidos
corporais (PARDINI et al., 2019). Portanto, considerando a complexidade molecular de
tumores prostaticos € o controle simultaneo de diferentes genes, IncRNAs sdo candidatos a
fornecer subsidios para o entendimento dessa complexa rede de regulagao génica (FRAME
E MAITLAND, 2019).

O presente estudo objetivou compreender fatores responsaveis por mediar a expressao
do gene PCA3, um IncRNA especifico e superexpresso no CaP, cuja utilizagao clinica ¢ notoria
e sua dosagem na urina ja foi aprovada pela FDA (Food and Drug Administration) para o
diagnostico da doenca (FENSTERMAKER et al., 2017). Contudo, seu funcionamento
molecular permanece desconhecido. Segundo Frame e Maitland (2019), o PCA3 esta envolvido
em vias de sobrevivéncia do CaP controlando o crescimento e a viabilidade celulares, sobretudo
via sinaliza¢do androgénica. Portanto, sugere-se que sua expressao nos tecidos da prostata seja
rigidamente regulada (FERREIRA, 2012), embora ndo se conhega os fatores envolvidos em sua
modulacao.

Avaliamos os efeitos celular e molecular de peptideos miméticos a AGO4 fusionados a
plII de bacteridfagos recombinantes, previamente selecionados por PhD como ligantes a regiao
promotora do gene PCA3. Para isso, utilizamos as linhagens prostaticas RWPE (ndo-

tumorigénica), LNCaP (hormonio-dependente), e PC3 (resistente a castragdo). Além disso,
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estabelecemos a expressdo dos transcritos dos genes 4GO4, PRUNE2 e PCA3 nas duas
linhagens tumorigénicas utilizando a técnica de qPCR.

O desenvolvimento de tumores, incluindo o de prdstata, esta associado a produtos
génicos alterados ou desregulados que afetam fungdes criticas como divisdo e diferenciagao
celulares, assim como aspectos relacionados com a angiogénese, morte e adesao celulares. Um
melhor entendimento dessas mudangas moleculares e a identificagdo de vias bioquimicas
importantes podem fornecer uma base translacional, impactando a pratica clinica (MATOS,
2008). Regides promotoras controlam esse funcionamento génico. A ligagdo de fatores de
transcrigdo aos elementos de resposta (sequéncias especificas na regido promotora) induz
altera¢des conformacionais no gene e, dessa forma, influencia a capacidade de ligagao da RNA-
polimerase a regido promotora (PATRICIO, 2019). Conhecer esses fatores ¢ desvendar o fluxo
molecular do processo carcinogénico, e, portanto, se mostra interessante na interrup¢ao de vias
malignas de sinalizacao downstream. Portanto, elucidar o comportamento de um determinado
gene, como o PCA3, durante o estado patoldgico de um individuo, como no CaP, possibilita o
desenvolvimento de melhores opgdes de diagnostico, prognostico e tratamento.

O PhD ¢ uma ferramenta robusta para tal fim, ao possibilitar a descoberta de particulas
miméticas e ligantes envolvidas em diversas doencas. Teoricamente, clones individuais de
bibliotecas de fagos podem ser rastreados diretamente quanto a ligagdo ao alvo. A esséncia
dessa tecnologia reside na ligacao fisica entre o fenotipo do fago que exibe a proteina ou
peptideo em sua superficie e o gendtipo codificante. Esse /ink permite a selecdo de um Unico
peptideo exibido com a caracteristica desejada, a partir de inumeras variantes codificadas
(PELTOMAA et al., 2019). Fagos recombinantes expressando peptideos miméticos a AGO4
foram previamente selecionados por nosso grupo de pesquisa enquanto ligantes a regido
promotora do PCA3 (ALVES, 2018).

As diferentes proteinas AGO apresentam particularidades bioquimicas e se associam a
tipos especificos de pequenos RNAs. A AGO4, por exemplo, € cataliticamente inativa, ou seja,
ndo possui atividade endonucleédsica e ndo € capaz de clivar os mRNAs, o que intensifica as
evidéncias quanto ao seu papel regulatério. Além disso, o complexo RISC realiza ainda o
recrutamento das proteinas GW182/TNRC6 mediadas por AGO4 e complexos efetores a
jusante, a fim de facilitar todo o processo de silenciamento pos transcricional (BRIDGE, 2017).
Em Arabidopsis thaliana a metilacio do DNA dirigida por RNA (RdDM) tem como
componente chave a participagdo da AGO4. Nesse processo ocorre o pareamento de bases entre
24 nucleotideos, pequenos RNAs de interferéncia (siRNAs) e transcritos que direcionam o

complexo de metilagdo para os locus alvo (OLIVER; SANTOS; PRADILLO, 2017). Os
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IncRNAs formam uma espécie de arcabougo molecular que direciona a metiltransferase DRM2
(Domains Rearranged Methyltransferase 2), a qual catalisa a metilacdo da citosina em todos os
contextos de sequéncia (CG, CHG e CHH, onde H representa A, C ou T). Dessa forma, a
metilacdo do DNA nesses loci mantém a transcrigdo em um estado repressivo e, portanto,
desempenha um papel fundamental no ajuste da expressao dos elementos gendmicos (KHANG
AU; DENNIS; WANG, 2017).

Em um primeiro momento, realizamos ensaios de MTT e avaliamos o perfil inibitorio
ou proliferativo apos tratamento das células com os fagos recombinantes. Desenvolvido em
1983 por Tim Mosmann, esse teste colorimétrico quantitativo de avaliacdo da viabilidade
celular ¢ atualmente um dos principais testes de citotoxicidade utilizados em pesquisas devido
a sua simplicidade, rapidez, custo baixo, alta precisao e elevada reprodutibilidade (MARTINS
et al.,, 2017). Baseia-se no uso do sal brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazdlio
(MTT) para avaliar a atividade de uma enzima mitocondrial, a succinato desidrogenase. A
redu¢do do MTT, de cor amarelada, a um produto insolivel de cor parpura, decorrente da
formacao de cristais de formazan, ocorre apenas em células vidveis (mitocondrias ativas),
refletindo o estado funcional da cadeia respiratoria celular. A quantidade de cristais de formazan
formados e consequente intensidade da coloracdo purpura sido diretamente proporcionais ao
namero de células viaveis presentes. A densidade oOptica (OD) resultante do teste MTT ¢
determinada em espectrofotometro (MOSMANN, 1983; DUARTE, 2015). Os resultados
obtidos neste estudo revelaram que as particulas recombinantes utilizadas sdo capazes de
induzir a proliferagdo celular nos titulos de 10° para a linhagem LNCaP e 10° para a linhagem
PC3. A necessidade de titulagdes distintas para a visualizagdo dos efeitos celulares evidenciam
as diferencas moleculares entres as linhagens tumorais cultivadas, uma vez que a LNCaP ¢
dependente de androgeno e a PC3 um modelo celular resistente a castracdo. Hipotetizamos que
o efeito celular observado ocorreu apds modulacdo do gene PCA3 pelo peptideo mimético a
AGO4. Para isso, transcritos dos genes AGO4, PCA3 e PRUNE?2 foram quantificados nas
linhagens tumorigénicas.

Sabe-se que LNCaP e PC3 tém sido as linhagens celulares de CaP mais usadas,
justamente por apresentaram caracteristicas significativamente diferentes. A linhagem LNCaP,
isolada por Schuurmans e Mulder, em 1977, foi derivada de fragmentos de biopsias de uma
metastase situada nos nodulos linfaticos de homem de 50 anos de idade. Estas células
apresentam baixo potencial de ancoragem e ndo formam uma monocamada uniforme em cultura
celular, crescendo em clusteres, uma vez que nao sofrem inibi¢ao da proliferacdo por contato e

expressam marcadores de diferenciacdo luminal AR e PSA, consequentemente, sio
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dependentes de andrégenos, e a retirada destes inibe seu crescimento (MOROZ, 2013). Sabe-
se ainda que essa linhagem apresenta alta expressdo de PCA3 (LEMOS et al., 2016). Ja a
linhagem PC3, isolada de metdstase de uma vértebra lombar, crescem muito aderidas aos
frascos de cultura, bem como em arcabougos tridimensionais. Sao classicamente conhecidas
por serem androgeno-independentes, sem expressao de AR e modelos de CaP resistente a
castracdo (MOROZ, 2013). Portanto, em nosso estudo utilizamos duas linhagens tumorigé€nicas
que representam os subtipos de CaP até entdo conhecidos. Estas encontram bem descritas na
literatura permitindo, assim, que um monitoramento efetivo do microambiente que se
encontram possa ser realizado. Sendo assim, levando em consideragao suas individualidades, ¢
possivel avaliar sua atividade e a expressdo de moléculas especificas que sdo caracteristicas do
tecido que constituem (SEIM et al., 2017). Para a analise molecular dos efeitos do peptideo
mimético a AGO4 quantificamos, por qPCR os transcritos dos genes AGO4, PCA3 e PRUNE?2.

Essa técnica foi escolhida devido a sua alta sensibilidade e especificidade, permitindo a
avaliacdo da expressdo de genes induzidos em resposta a diferentes condigdes, o que
caracterizou a quantificagdo relativa (MOLAUDZI e MOLEPO, 2019). Adotamos a estratégia
semi-quantitativa, baseada no método Cq comparativo, o qual necessita de um gene de
referéncia para a normalizagdo dos dados. Os principais genes de referéncia - também
denominados housekeeping genes (HKGs) - funcionam como controles internos para a
normalizagdo da expressdo génica. Um dos principais requisitos para a sua escolha ¢ a sua
presenca constante em todas as amostras testadas com pouca variagdo na expressao por
influéncia de estimulos externos ou mudancas no metabolismo celular. Seguindo esse
raciocinio, as flutuagdes decorrentes a variagdes de pipetagem e consequentemente na
concentragdo final dos reagentes, da amostra ou variagdes nas condi¢des das reacdes de RT ou
de PCR seriam corrigidas pela expressao do gene constitutivo (JULIAN et al., 2016).

Neste estudo, utilizamos o gene B2M como referéncia, o qual codifica a proteina £ -
microglobulina, um componente extracelular das moléculas do complexo principal de
histocompatibilidade (MHC) classe I, presente em todas as células nucleadas do corpo humano.
A escolha de um gene constitutivo usado para essa normaliza¢do de dados permite determinar,
de forma precisa e confidvel, a expressdo génica, assim como facilita as analises de curvas
padrao (MIDDHA et al., 2019). O gene B2M ja foi otimizado por nosso grupo de pesquisa e
também j4 utilizado em ensaios prévios (CURTO et al., 2019; MARTINS, 2018; MOTA, 2017;
KATZ, 2014).

Os transcritos dos trés genes se mostraram significativamente aumentados na linhagem

LNCaP quando comparados a PC3. Esses dados sugere uma atividade orquestrada e relacionada
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a vias de promocao do CaP, as quais estdo reprimidas durante a progressdo da doenga. O gene
PCA3, como ja mencionado, encontra-se expresso apenas na linhagem hormonio-responsiva e
nossos resultados confirmam os ja publicados na literatura (LEMOS et al., 2016). Estudos
anteriores identificaram o PRUNE?2 como uma variante do gene que codifica a proteina alvo
que abriga o locus PCA3, classificando este como um RNA intronico. O PCA3 controla a
atividade de PRUNE através de um mecanismo regulador exclusivo que envolve a formacao de
um RNA de fita dupla PRUNE2/PCA3 que sofre edi¢do pela proteina adenosina desaminase
convertendo adenosina em inosina. PRUNE?2 ¢ um supressor tumoral regulado pelo gene PCA43
(SALAMEH et al., 2015). Portanto, apesar dos transcritos elevados de PRUNE2 em LNCaP,
estes podem sofrer edicdo mediada por PCA3 de maneira androgeno dependente (SALAMEH
et al., 2015). Além disso, sugerimos que a AGO4 também esteja correlacionada a sinalizagao
androgénica e em processos associados a promocao do CaP. Nesse contexto, estudos posteriores
devem ser realizados sem a suplementacdo de soro e ensaios de silenciamento génico ou
repressdo da expressdao por CRISPR sdo necessarios para comprovar o papel da AGO4 na
tumorigénese prostatica.

Apos tratamentos com as particulas fagicas, nao foi verificada alteragdo na expressao
mediada pelo peptideo mimético a AGO4. De fato, a ativagdo ou repressao de um gene pode
demandar multiplos fatores (TANENBAUM et al., 2014) e apenas o peptideo utilizado ndo foi
suficiente para o aumento ou decréscimo expressivo dos transcritos dos genes analisados.
Portanto, rejeitamos a hipotese levantada quanto aos resultados observados no ensaio MTT e
sugerimos que o PCA3 atue como scaffold para AGO4 e metiltransferases, modulando a

tumorigénese prostatica por outras vias ainda nao elucidadas.
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7 CONCLUSAO

O peptideo mimético a AGO4 induziu a proliferagdo das linhagens LNCaP e PC3 apos
24 ¢ 48 horas de tratamento nos titulos 10”9 e 10”5, respectivamente. Contudo, os resultados
moleculares demonstraram apenas o efeito do fago selvagem, sugerindo o papel do PCA3 como
scaffold para a AGO4 na modulagao da tumorigénese prostatica. Os resultados apontaram que
maiores niveis dos transcritos dos genes AGO4, PRUNE?2 e PCA3 sao encontrados na linhagem
celular LNCaP (hormonio-responsiva) quando comparados com a linhagem PC3 (resistente a
castracdo), sugerindo a correlacdo dos trés genes com a sinalizagdo androgénica. Estudos
adicionais, incluindo silenciamento ¢ CRISPR, sdo necessarios para elucidar o papel da AGO4

no CaP e sua associagdo ao PCA3 e para a comprovagao das hipoteses levantadas nesse estudo.
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