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RESUMO

O cancer de prostata em estagio metastatico 6sseo ¢ um grande problema de incidéncia global,
para o qual ndo ha cura. O avango tumoral, além de outros fatores, ¢ relacionado com a
desregulacdo da expressdo de microRNAs (miRNA), pequenas moléculas de RNA ndo
codificantes que atuam como reguladores pds-transcricionais da expressao génica. A aplicagao
terapéutica de miRNA, para repressao ou recuperacdo de moléculas cuja expressdo esteja
alterada, exige o uso de carreadores, como nanoparticulas, para evitar a degradagdo do acido
nucleico. O objetivo deste trabalho foi encontrar miRNA para uso na terapia de modulagao
génica através da entrega por nanoparticulas hibridas de fosfato de calcio (NP de CaP) neste
contexto. Na primeira parte do estudo, por analise de microarranjo, foi identificado o miR-205-
5p como regulado negativamente em células PC-3 e a preparagao de NP de CaP com molécula
mimética do miRNA resultou em estruturas homogéneas esféricas de 50 nm, estaveis por até
90 dias. As NP de CaP foram eficientes na entrega e restauracdo do miR-205-5p nas células,
levando a diminuicdo da viabilidade celular, e inibicdo dos genes alvos RA, BAMBI,
SMAD1/5/9, VEGFA, e ZEBI, sem causar citotoxicidade. Na segunda parte do estudo, foi
demonstrado por imagens de microscopia confocal a internalizagdo das NP de CaP em células
C4-2B cultivadas de maneira bidimensional (2D) e tridimensional em formato de microtumores
(3D). Posteriormente, foi confirmada a regulagdo negativa do miR-224-5p nas células
identificado ap6s analise de sequenciamento massivo paralelo, bem como o efeito que a baixa
expressdo do acido nucleico, evidenciada por NP de CaP carregadas com molécula inibitoria
do miRNA, resulta ao promover microtumores migratdrios, hipdtese estd verificada pela
tendéncia ao aumento da expressdo de B-catenina. Somados, estes resultados indicam os miR-
205-5p e miR-224-5p como supressores tumorais no CP metastatico 6sseo e destacam a
aplicacdo das NP de CaP como veiculo ideal para ensaios avangados de terapia baseada em
acidos nucleicos.

Palavras-chave: cancer de prostata, metdstase 6ssea, miRNA, terapia génica, nanoparticulas
hibridas de fosfato de calcio, microtumores.



ABSTRACT

Prostate cancer (PCa) in the bone metastatic stage is a global health concern for there is no cure.
Tumor advancement, in addition to other factors, is related to the deregulation of the expression
of microRNAs (miRNA), small non-coding RNA molecules that act as post-transcriptional
regulators of gene expression. The therapeutic application of miRNA, for repression or recovery
of molecules whose expression is altered, requires the use of carriers, such as nanoparticles, to
prevent degradation of the nucleic acid. The objective of this work was to find miRNA for use
in gene modulation therapy through delivery by hybrid calcium phosphate nanoparticles (CaP
NP) in this context. In the first part of the study, the miR-205-5p was identified by microarray
analysis as downregulated in PC-3 cells, and the preparation of CaP NP with a miRNA mimic
resulted in homogemous 50 nm spherical structures, stable for up to 90 days. CaP NP were
efficient in delivering and restoring miR-205-5p into cells, leading to reduced cell viability, and
inhibition of target genes AR, BAMBI, SMADI1/5/9, VEGFA, and ZEBI, without causing
cytotoxicity. In the second part of the study, confocal microscopy images demonstrated the
internalization of CaP NP in C4-2B cells cultured in two-dimensional (2D) and three-
dimensional (3D) microtumor formats. Subsequently, the negative regulation of miR-224-5p
was confirmed in cells identified after massively parallel sequencing analysis, as well as the
effect that low expression of the nucleic acid, evidenced by CaP NP with inhibitory miRNA
molecule, results in promoting more migratory microtumors due to an tendency of increased -
catenin expression. Taken together, these results indicate miR-205-5p and miR-224-5p as tumor
suppressors in bone metastatic PCa and highlight the application of CaP NP as an ideal vehicle
for advanced trials of nucleic acid-based therapy.

Keywords: prostate cancer, bone metastasis, miRNA, gene therapy, hybrid calcium phosphate
nanoparticles, microtumors.
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1 INTRODUCAO

O cancer caracteriza-se por um amplo grupo de doengas que possuem em comum O
descontrole na proliferacao celular, que pode resultar na invasao de 6rgaos ou partes do corpo
adjacentes ou mesmo distantes do foco inicial, culminando em complicagdes fisiologicas e
morte. Segundo a Organizagdo Mundial de Saude (OMS, 2022), cerca de 10 milhdes de pessoas
foram a 6bito em decorréncia de cancer em 2020, ou seja, a causa de uma em cada seis mortes.
Entre os tipos mais comuns, estao o cancer de mama, de prostata, de pulmao, de bexiga, tumores
uterinos, € 0 melanoma (Siegel; Giaquinto; Jemal, 2024). No Brasil, o cancer de prostata (CP)
¢ o segundo mais incidente na populacdo masculina, atrds apenas do cancer de pele do tipo nao
melanoma (Brasil, 2023).

Em fases iniciais, o CP tem alta taxa de resposta aos tratamentos e sobrevida em 5 anos
proxima a 100% para o tumor localizado ou regional. Entretanto, a presenca de metastases em
locais distantes ¢ acompanhada da reducdo da taxa de sobrevida em 5 anos para 30% (Siegel;
Giaquinto; Jemal, 2024). As atuais opgdes terapéuticas para o CP aprovadas no Brasil consistem
em vigilancia ativa, prostatectomia radical, radioterapia, quimioterapia, e hormonioterapia, uma
vez que a prolifera¢do de células prostaticas ¢ dependente de androgenos como a testosterona e
a di-hidrotestosterona (Brasil, 2016). Contudo, o avango da doenca ¢ frequentemente
acompanhado da resisténcia a andrégenos, condicdo em que as células continuam a proliferar
mesmo na condi¢do de quantidade reduzida de hormonios (Pienta; Bradley, 2006; Howard et
al., 2019). Para os casos de CP metastatico resistente a androgenos, ndo ha terapia efetiva
disponivel.

Na busca por novos medicamentos para a doenca avancada destaca-se a imunoterapia
(Bansal ef al., 2021) e RNAs de interferéncia (RNAi1) como siRNA (do inglé€s, small interfering
RNAs), e miRNA (Tian ef al., 2021). Os miRNA consistem em pequenas moléculas de RNA
ndo codificantes com cerca de 18 a 26 nucleotideos, que atuam na regulagdo pos-transcricional
da expressdo génica (Cai et al., 2009). Uma vez desregulados, podem estar envolvidos no
desenvolvimento e progressao de varias doencas, inclusive do cancer. Os miRNA foram
inicialmente creditados pela reducdo da expressdo gé€nica ao ligarem-se na regido 3' dos
respectivos alvos, através da inducdo da clivagem ou da repressdo da traducdo génica.

Entretanto, recentemente a capacidade de miRNA ligarem-se com a regido promotora e também
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ativarem a expressao génica foi evidenciada. Este processo ¢ denominado de ativacdo do RNA
(Ramchandran; Chaluvally-Raghavan, 2017).

Apos a identificacao da sub expressao dos miR-15 e miR-16 com o desenvolvimento de
leucemia de células B (Calin et al., 2002), o controle da expressao destas moléculas como um
potencial alvo terapéutico vem sendo amplamente estudado (Chakraborty et al., 2021).
Contudo, como as moléculas de miRNA administradas de forma livre ndo possuem as
propriedades necessarias para serem internalizadas por células alvo (Dasgupta; Chatterjee,
2021), faz-se necessario o uso de carreadores para promover a prote¢ao do acido nucleico,
garantir a respectiva entrada no citoplasma das células e execucao da funcdo (Pecot et al., 2011).
Nanoparticulas hibridas de fosfato de calcio vém sendo utilizadas para a entrega de miRNA por
serem biocompativeis, biodegraddveis, e possuirem afinidade para ligacdo a acidos nucleicos
(Qiuet al., 2022). No CP, estas nanoparticulas mostraram-se eficientes para promover a entrega
do miR-34a em células PC-3, diminuindo a proliferagdo e migragdo celular (Jung et al., 2015).

No presente trabalho, que foi parcialmente desenvolvido durante Estagio de Doutorado
Sanduiche na Rice University e University of Texas Health Science Center (Houston, Texas,
Estados Unidos da América - EUA) e, portanto, assim dividido ao longo do texto,
nanoparticulas hibridas de fosfato de calcio foram utilizadas para modulagdo da expressao de
miRNA em modelos de cancer de prostata metastatico, como investigacao preliminar de agente
terapéutico no CP avancado. A abordagem aqui realizada para prospeccao de alvos no cancer
de prostata ndo se limita a esta condigdo, uma vez que a alteragdo do perfil de expressao de
miRNA ja ¢ conhecido para diversas doengas e pode ser adaptada a miRNA alvo-especificos,

assim como contribuir para a busca de biomarcadores ndo invasivos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 PROSTATA

A prostata ¢ uma glandula do sistema reprodutor masculino localizada abaixo da bexiga,
que possui maior taxa de crescimento durante a puberdade, atingindo o peso fisiologico méximo
na idade adulta de aproximadamente 20 gramas (Ismail; Gomella, 2001), tendo como funcao
principal a secre¢do de fluido alcalino para protecdo dos espermatozoides no ambiente acido
vaginal. O fluido também contém proteinas e enzimas de suporte que fornecem nutri¢do ao
esperma. O volume adicionado do fluido prostatico ao fluido seminal e ao esperma permite uma
propulsdo mecanica mais facil através da uretra (Singh; Bolla, 2021).

A prostata € uma glandula fibromuscular densa com formato de cone invertido, tendo a
base superior proxima ao colo da bexiga urinaria, e o apice inferior situado no esfincter uretral
externo. Uma capsula fibrosa envolve a glandula, com nervos e um plexo vascular, que ¢
circundado por uma camada visceral de fascia pélvica (Verze; Cai; Lorenzetti, 2016).

Clinicamente, a prostata ¢ dividida em cinco lobos, sendo dois laterais, um posterior,
um anterior, e um médio. Histologicamente, a glandula pode ser dividida em zona central, de
transicao, e periférica. Em adultos jovens, a zona periférica compode 70% do tecido glandular e
¢ a maior responsavel pela fun¢io normal da prostata. E também o local mais comum de origem
de neoplasias, quase 80% dos tumores prostaticos surgem nesta regido. Ainda, ha uma area
denominada estroma fibromuscular anterior dentro da prostata, esta area ndo ¢ glandular e
contém principalmente tecido muscular e fibroso (Figura 1A) (Mcneal, 1981; Mcneal ef al.,
1988).

A glandula consiste em ductos e acinos embutidos no estroma. Os ductos e acinos
compreendem uma unica camada de epitélio colunar simples envolto por uma camada de
epitélio basal, a membrana basal. Essa camada de matriz extracelular estd ancorada as células
do estroma, que sdo predominantemente miodcitos de musculo liso que promovem a
contratilidade espontanea e previnem a estagnacao de fluidos (Abate-Shen; Shen, 2000; 2002)
(Figura 1B). O epitélio prostatico consiste basicamente de trés tipos celulares: células basais,
células do Iimen, e células neuroendodcrinas, que constituem menos de 1% do total (Hu; Choo;
Huang, 2015). O estroma também contém fibroblastos, que sustentam os ductos. Estas células
epiteliais expressam altos niveis do receptor de androgenos (RA) e também secretam o antigeno

prostatico especifico (PSA, do inglés, Prostate-Specific Antigen), uma serina protease que ¢
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ativada transcricionalmente pelo RA e frequentemente elevada em homens com CP (Toivanen;

Shen, 2017).

Figura 1 - A anatomia da prostata.
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Figura adaptada de Rebello ef al. (2021).

No adulto, apos atingir o tamanho fisioldgico, a prostata entra em uma fase de
manuteng¢do, na qual a taxa de proliferagdo celular diaria (1 a 2%) € contrabalanceada por igual
taxa de morte celular programada (Kyprianou, 2003; Shariat ef al., 2004). A diferenciagdo e o
desenvolvimento glandular sdo finamente regulados por andrégenos, sendo em sua grande
maioria através da testosterona produzida nas células de Leydig dos testiculos (95%), por
estimulo do hormonio luteinizante (LH) da hipdfise que, por sua vez, € regulado pelo horménio
liberador de gonadotrofinas (GnRH) do hipotadlamo (Tan et al., 2015). A sintese de testosterona
inicia a partir da conversdo de pregnenolona e progesterona a deidroepiandrosterona e
androstenediona, por ac¢do da enzima 17a-hidroxilase, que sdo entdo transformadas a
androstenediol e testosterona, pela acdo da 17B-hidroxiesteroide desidrogenase (Galbraith;

Duchesne, 1997). O androstenediol também ¢ convertido a testosterona pela agdo da 3p-
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hidroxiesteroide desidrogenase. A testosterona total ¢ entdo liberada na circulagdo sanguinea e
liga-se a albumina (Baker, 2002) e¢ a globulina de ligagdo a hormonios sexuais (SHBG, do
inglés, Sex Hormone Binding Globulin), restando apenas 5% livre no plasma e biologicamente
ativa (Nakhla et al., 2009; Deb et al., 2018).

A testosterona livre ndo ligada, através da interacdo hidrofobica com os fosfolipidios da
membrana, € internalizada e metabolizada pela enzima Sa-redutase a di-hidrotestosterona, que
se liga com maior afinidade do que a testosterona ao RA. O RA entdo dissocia-se das proteinas
de choque térmico, € o complexo ¢ translocado para o nucleo celular (Srinivas-Shankar; Wu,
2006). No nucleo, o receptor liga-se as regides promotoras de genes alvo para a codificagdo de
diversas proteinas, inclusive fatores de crescimento que sdo estimulantes potenciais da
proliferagdo celular prostatica (Nadal ef al., 2017).

Os androgenos nao produzidos nas células de Leydig (5%), sdo sintetizados nas
glandulas adrenais sob a agdo do hormdnio adrenocorticotréfico da hipofise, que € regulado
pelo GnRH, e liberados principalmente na forma de androstenediona, que é perifericamente
convertida em testosterona (Isaacson; Jones; Krueger, 1993). A prolactina e o hormdnio de
crescimento também estimulam a produ¢do de andrégenos tanto nos testiculos como nas

adrenais (Costello; Franklin, 1994; Colao et al., 2004).

2.2 CANCER DE PROSTATA
2.2.1 Epidemiologia

O CP ¢ o segundo mais comum em homens brasileiros, atrds apenas do cancer de pele
do tipo nao melanoma, sendo estimados 71.730 mil novos casos para cada ano do triénio 2023-
2025, correspondendo a 10,2% dos tumores incidentes no sexo masculino, ¢ a 15.841 obitos
anuais (Brasil, 2023). De forma semelhante, a estimativa mundial aponta o CP como o segundo
mais incidente em homens, com 1,4 milhdo de novos casos anuais, representando 14,1% de
todos os canceres considerados, atras apenas do cancer de pulmao (14,3%) (Ferlay et al., 2021;
Sung et al., 2021).

O CP ¢ o cancer mais comumente diagnosticado em mais de 50% dos paises do mundo
(112 de 185), cuja incidéncia varia consideravelmente entre paises com alto indice de
desenvolvimento humano (IDH) e aqueles com baixo IDH, 37,5 vs 11,3/100.000 pessoas,
respectivamente, ainda que as taxas de mortalidade sejam menos varidveis, 8,1 vs 5,9/100.000

pessoas (Sung et al., 2021). Nos EUA, por exemplo, foram estimados 299.010 novos casos e
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35.250 mortes em decorréncia do CP para o ano de 2024, representando 29% de todos os casos
de cancer em homens do pais (Siegel; Giaquinto; Jemal, 2024).

As regides com indices mais elevados de CP sao o norte da Europa, Europa Ocidental,
Caribe, Australia e Nova Zelandia, América do Norte e Africa Austral. Os indices mais baixos
sdo encontrados na Asia e no norte da Africa, ainda que esteja sendo observado um aumento de
casos em paises asiaticos, como Japao e Cingapura, onde, historicamente, esse cancer tinha uma
baixa taxa de incidéncia (Baade; Youlden; Krnjacki, 2009). As taxas de mortalidade diferem
significativamente das taxas de incidéncia, com os valores mais altos no Caribe (75,8/100.000
pessoas), Africa Subsaariana (22,0/100.000 pessoas) e Micronésia/Polinésia (18,8/100.000
pessoas) (Siegel et al., 2021).

A incidéncia do CP esta fortemente associada com as mudangas na pratica clinica e nos
programas de monitoramento do PSA. No inicio da década de 1990 foi observado um aumento
acentuado de casos devido a introdugdo do monitoramento de PSA, aprovado pelo FDA (do
inglés, Food and Drug Administration, agéncia federal do Departamento de Saude e Servigos
Humanos dos EUA) em 1986, o que aumentou drasticamente a detec¢do de doenca
assintomatica (Potosky et al., 1995). Esses niimeros diminuiram entre 2007 e 2014 e

estabilizaram por volta de 2016 (Sung et al., 2021).

2.2.2 Sinais e sintomas

O CP tem evolucao lenta e silenciosa, sendo comum a auséncia de sintomas, ou quando
presentes, sdo semelhantes aos da hiperplasia benigna de prostata (Emberton ef al., 2008). Em
ambas as situagdes o crescimento da massa neoplasica pressiona a uretra causando sinais como
a poliuria e noctlria. Entretanto, como a maioria dos CP tem origem na zona periférica, pode
levar meses a anos para alteragdes significativas no padrao urinario. Contudo, quando o CP esta
em estagio avancado com metastases em locais distantes, ¢ frequente a perda de peso,
hemattria, disfungdo sexual, dor pélvica, dor d0ssea e infeccao generalizada, podendo evoluir

ao obito (Rees; Bultitude; Challacombe, 2014; Mottet et al., 2017).

2.2.3 Desenvolvimento tumoral e alteracdoes moleculares
Acredita-se que o CP seja resultado do acimulo de alteragdes no genoma de células da
prostata ao longo da vida do paciente, em oncogenes ou em supressores tumorais, com

alteracdes na transcricdo e/ou traducdo que levam a homeostase celular desregulada,
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especialmente no que diz respeito ao crescimento ¢ morte celular (Figura 2) (Rebello et al.,
2021). O CP ¢ considerado um cancer de classe C, que significa que a maioria das respectivas
alteragdes gendmicas sao de nimero de copias ou rearranjos estruturais, ja que as mutacoes
correspondem a apenas 3 - 6% das alteragdes (classe M) (Ciriello ef al., 2013; Hieronymus et
al.,2014).

Entre as alteragdes genOmicas, no tumor primario, grande parte (50% em homens
brancos, 31% em asiaticos, € 28% em negros) correspondem a fusdo de TMPRSS2 com ERG
(Tomlins et al., 2005; Tomlins et al., 2008; Magi-Galluzzi et al., 2011; Blackburn et al., 2019).
Em TMPRSS2-ERG negativos, sdo observadas a fusdo de TMPRSS2-ETV 1 (8%), mutacdo com
perda de fung¢ao de SPOP (11%), e mutagdo com ganho de fungdo de FOXAI (3%) (Barbieri et
al.,2012; Baca et al., 2013; Schlomm, 2016).

A mutacdo de FOXA1, que no CP atua como oncogene aumentando a transcri¢cao do RA,
¢ mais observada em homens chineses do que na populagdo ocidental (41%), assim como
ZNF292 ¢ CHDI, ambos 18% (Li et al., 2020). A alteragdo do gene ATM ¢ observada em 7 -

10% dos tumores localizados (Fraser et al., 2017).
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Figura 2 - Alteragdes genéticas no cancer de prostata.
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Figura adaptada de Rebello ef al. (2021).

Quando o tumor estd preparando-se para a disseminagdo, as cé€lulas precursoras de
metastase passam pelo processo conhecido por transicdo epitélio-mesenquimal (EMT, do
inglés, Epitelial-Mesenquimal Transition) (Tam; Weinberg, 2013). Na EMT ocorre a deple¢ao
de MMSET, que promove a desregulacdo da transcrigdo, com favorecimento a EMT através do
fator de transcrigdo TWISTI (Ezponda et al., 2013), que por sua vez reprime a expressao de
CDHI. O CDHI consiste em um gene supressor tumoral que codifica a proteina E-caderina,
cuja fungdo principal esta relacionada a polarizagdo, direcionamento, e adesdo celular (Pec¢ina-
Slaus, 2003; Wang et al., 2018; Loh et al., 2019), e aumenta a expressdo de CDH?2, favorecendo
a migracdo e invasao celular (Kwok et al., 2005; Alexander ef al., 2006). H4 também um
aumento da metilacdo dos supressores tumorais CSTPI ¢ RASSFI, que promove um escape
celular in situ e uma alteragcdo plastica para as células adaptarem-se no novo microambiente

apos a colonizacao (Zhang; Shen; Zeng, 2023). Ainda, durante a EMT ¢ evidenciada a perda de
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PTEN e ativagao de RAS/MAPK, sendo possivel resultar em metastase com 100% de penetragao
6ssea (Mulholland et al., 2012). Nessa fase, também sao liberados exossomos para a preparagao
do futuro nicho metastatico (Weidle et al., 2017).

No estagio metastatico, geralmente observado em ossos (84%) (Gandaglia et al., 2014),
ocorre a amplificagdo ou mutagdo com ganho de funcdo do R4, ou ganho de funcdo de
reguladores da transcri¢do de RA, como FOXAI, ou delecdo/perda de funcdo de genes que
reprimem a sinalizagdo tumoral por R4, como os supressores tumorais ZBTBI16 ¢ NCORI.
Neste ambiente, as células adquirem um comportamento semelhante as células tronco, através
da interacdo paracrina com fibroblastos associados ao cancer (FAC), através de IL-6. Esses
eventos favorecem a EMT em um processo associado a agressividade, colonizacdo e
dissemina¢do (Giannoni et al., 2010).

Cerca de 90% dos homens que vao a obito em decorréncia do CP possuem metastase
ossea (Bubendorfet al., 2000). A preferéncia pelo ambiente parece ocorrer devido as integrinas,
como a VCAMI, e quimiocinas, como a CXCL12, BMPs, Notch, NES, ¢ OPN, que
osteoblastos e células estromais da medula 6ssea secretam para atrair e regular células-tronco
hematopoiéticas (CTH). As células metastaticas da prdstata entdo competem com as CTH pela
ocupac¢ao da medula dssea, e uma vez estabelecidas, iniciam um processo para expulsa-las para
o sangue periférico (Shiozawa ef al., 2011). A metéstase entdo pode adquirir caracteristicas
osteoliticas, osteoblasticas ou mista (Keller; Brown, 2004; Weilbaecher; Guise; Mccauley,
2011).

A homeostase d0ssea, também chamada de remodelagdo, consiste em um processo
complexo que ocorre constantemente durante toda a vida das pessoas. Um sensivel equilibrio ¢
mantido entre zonas de reabsor¢do pelos osteoclastos, substituidas por novas regides formadas
pela sinalizagdo dos osteoblastos, seguida da mineralizagdo e entdo deposi¢ao dos osteoblastos
maduros, agora chamados ostedcitos, na matriz 6ssea (Al-Bari; Al Mamun, 2020). As células
tumorais utilizam-se desse processo para colonizarem o tecido, sendo capazes de ativar a
maturacao de células da medula em osteoblastos através da ativacdo de BMPs (do inglés, Bone
Morphogemtic Proteins), que fazem parte da superfamilia TGFf, e atuam em conjunto com
fatores de crescimento como IGF1 e IGF2, FGF, PDGF, WNT12, e indiretamente, através da
regulagdo de MMP e VEGF (Nannuru et al., 2010). Estes entdo propagam a sinalizagdo,
dependente ou nao da fosforilagdo de SMADs, para o fator de transcrigdo RUNX2 que controla

a osteogénese (Logothetis; Lin, 2005). Por outro lado, as células tumorais também sdo capazes
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de estimular a producdo de RANKL (do inglés, Receptor Activator of Nuclear Factor Kappa-
B Ligand) pelas células estromais da medula dssea através da expressdo de PTH, IL-6, IL-1,
TNF e EGF, e inibir a secre¢ao de OPG, antagonista a RANKL. O fator RANKL entdo liga-se
ao respectivo receptor, expresso em precursores de osteoclastos para maturacao, ativando a
osteoclastogénese, e a reabsor¢do 0ssea. A reabsor¢do dssea acelerada, por sua vez, promove a
liberagdo dos fatores de crescimento TGFp e IGF1, sustentando um “ciclo vicioso” (Cook et
al., 2014; Nakai et al., 2019). Este ciclo vicioso pode variar de extremamente ativo até um
estado de dorméncia por anos, em que células tumorais ainda possuem capacidade metastatica
mas sem evidéncias de proliferacdo, que ¢ controlado pelo equilibrio de fatores expressos pelas
células tumorais e 6sseas (Yumoto et al., 2016; Esposito; Guise; Kang, 2018).

As metastases Osseas geralmente ocorrem no estdgio de resisténcia a androgenos
(Baldessari et al., 2023). A alteragdo na resisténcia a androgenos ¢ observada em mais de 70%
dos pacientes com CP metastatico (Hodgson et al., 2005; Robinson et al., 2015). Normalmente,
o RA atua como um fator de transcricdo que regula a expressdo de genes para a homeostase
celular e genes que codificam proteases importantes para a funcdo normal da prostata (como
KLK3, que codifica o PSA) (Tan ef al., 2015). No CP, o RA promove o crescimento celular
favorecendo a tumorigenesis, sendo a terapia hormonal utilizada preferencialmente. Todavia, a
alteragcdo no RA pela terapia pode causar a resisténcia a androégenos por multiplos mecanismos,
em um periodo de até 30 meses apds inicio do tratamento (Maitland, 2021): 1) primeiro, a
superexpressao do RA pode ocorrer devido a amplificagdo do gene ou alteragdo nos fatores que
controlam a expressdo de RA (Chan; Dehm, 2014); ii) segundo, podem ocorrer mutagdes de
ganho de funcdo na regido de ligagdo ao ligante, resultando em RA mutantes constitutivamente
ativos ou mutacdes que reduzem a especificidade do RA, permitindo a ativagdo por outros
hormdnios esteroides (Robins, 2012); iii) terceiro, modificagdes pos-traducionais do RA podem
sensibilizar o receptor para a ativagdo, mesmo nos baixos niveis de testosterona que
permanecem apos terapia (Van Der Steen; Tindall; Huang, 2013); iv) quarto, o splicing
alternativo em alguns tumores leva ao aumento da produgdo de isoformas do RA (Dehm et al.,
2008); v) quinto e tltimo, a superexpressdo do RA per se ja € suficiente para causar a resisténcia
a terapia (Watson; Arora; Sawyers, 2015).

A transicdo de um CP sensivel a androgenos para um resistente, também envolve a
delecao homozigotica no cromossomo 10q, que codifica PTEN (>40%), o ganho de fun¢ao de

PIK3CA/B (6%) e AKT (2%), ativagdo da via WNT (18%); perda de funcdo de APC (9%) e
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ganho de funcdo de CTNNBI, gene codificador da P-catenina (4%). A instabilidade no
cromossomo 8¢, que contém o oncogene MYC e 8p, que contém o supressor tumoral NKX3-1
sdo frequentes (20 - 30%) (Grasso et al., 2012; Robinson ef al., 2015).

Gens que controlam o ciclo celular, como 7P53 (8%) e RBI (1%) encontram-se pouco
alterados na doenca localizada, mas alteracdes na expressdo de ambos aumentam com a
progressdo tumoral, chegando a 27% e 5%, respectivamente no CP metastatico sensivel a
andrégenos e a 50% e 21%, respectivamente no CP metastatico resistente a androgenos (Mateo
et al., 2020; Stopsack et al., 2020). Em modelos animais, a perda de RB/ ¢ suficiente para
modificacdao de um perfil de CP sensivel para um perfil de resisténcia a andrégenos (Sharma et
al., 2010), e a perda concomitante de 7P53 altera a plasticidade de linhagens celulares de
adenoma para caracteristicas de tumores neuroendocrinos (Ku et al., 2017; Park et al., 2018).

Alteracdes nos genes que realizam o reparo ao dano de DNA também sdo observadas,
especialmente BRCA2, com mutagdes em 7% no CP metastatico sensivel a androgenos e 12,5%
no CP metastatico resistente a andrégenos, e do gene ATM, com mutagdes em 5% no CP
metastatico sensivel a androgenos e 7% no CP metastatico resistente a androgenos, que nao sao
observadas no tumor localizado (Robinson et al., 2015; Mateo et al., 2020).

No cancer de células neuroendoécrinas, mais agressivo e resistente a andrégenos, a
mutagdo mais frequente ¢ a amplifica¢do dos genes AURKA e MYC (40%) (Beltran et al., 2011),
e ONECUT?2, que regula a hipoxia e diferenciagdo celular de maneira dependente de hormonios,
ou seja, essa alteragdo ¢ raramente observada em CP localizados e dependentes de androgenos

(Rotinen et al., 2018; Guo et al., 2019).

2.2.4 Diagnostico e classificacoes

No Brasil, seguindo as diretrizes do Programa Nacional de Controle do Cancer de
Prostata (2002), o screening do CP ¢ feito pela associagdo da dosagem sérica de PSA e do
exame de toque retal em homens com mais de 50 anos sem historico familiar ou 45 anos com
histérico familiar, seguido da biopsia prostatica por via transretal ou transperineal e guiada por
ultrassonografia e/ou ressonincia magnética.

O uso do PSA como ferramenta diagnostica ¢ controverso. A dosagem pode apresentar
valores elevados em alteragdes benignas ou em processos infeciosos, uma vez que este ¢
produzido pelas células epiteliais da prostata e ndo especificamente pelas células tumorais

(Montironi ef al., 2016). Uma meta andlise de 2013 (Ilic et al., 2013) com 341.342 pacientes
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identificou que o screening por PSA ndo foi estatisticamente capaz de reduzir a mortalidade
por CP, enquanto outro estudo com 182.160 homens de oito paises europeus observou uma
reducdo de 20% na mortalidade especifica por CP, e que 570 pacientes precisaram ser
rastreados pelo teste de PSA para evitar o obito (Hayes; Barry, 2014). Assim, o screening
apresenta a vantagem de ser um teste diagndstico ndo invasivo, mas vem acompanhado de um
risco substancial de sobrediagndstico e sobretratamento.

Quando héa anormalidades na dosagem do PSA ou no toque retal, o diagndstico
conclusivo ¢ feito pelo estudo histopatologico de tecido obtido por bidpsia, baseado no sistema
TNM (do inglés, Tumor-Node-Metastasis) que leva em consideracdo a localizagdo do tumor, a
disseminagdo em linfonodos, a presenga de metastase distante, a dosagem de PSA, e o escore
de Gleason ou grau da ISUP (do inglés, International Society of Urological Pathology)
(Buyyounouski ef al., 2017).

O escore de Gleason foi proposto em 1966 pelo anatomo-patologista norte-americano
Donald Gleason, ¢ ¢ utilizado até os dias atuais como classifica¢ao universal, levando em conta
caracteristicas celulares e histoldgicas que constituem o tumor (Figura 3) (Delahunt et al.,
2012). Células menos diferenciadas, mais proximas as cé€lulas saudaveis, pequenas e uniformes,
formando glandulas regulares, com pouca variacdo de tamanho e forma, com bordas bem
definidas, densamente agrupadas, distribuidas homogeneamente e com pouquissimo estroma
entre si, sdo classificadas como Grau 1. A sobrevida em 5 anos para tumores neste estagio,
localizados no 6rgao, ¢ de 60 - 99%. Aquelas que apresentam caracteristicas muito distintas,
variando no tamanho e na forma, fusionadas em grandes massas amorfas ou formando glandulas
irregulares, sdo classificadas como Grau 5. A sobrevida em 5 anos para tumores altamente
indiferenciados com metastases em locais distantes € préxima a 30% (Siegel; Giaquinto; Jemal,

2024).
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Figura 3 - Diagrama esquematico do escore de Gleason
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A classificacgdo final € obtida através da soma dos dois graus mais frequentes, sendo que
o grau histologico predominante aparece em primeiro lugar, por exemplo: escore de Gleason 7,
pode ser resultante da soma de um grau 4 prevalente a um grau 3 (adenocarcinoma da prostata,
Gleason 7 (4+3)). Este escore varia de 2 (1+1, mais diferenciado) a 10 (5+5, menos
diferenciado, mais agressivo) e correlaciona-se com o grau ISUP (Tabela 1) (Epstein ef al.,
2016; Montironi et al., 2016).

A nomenclatura tumoral ¢ dada de acordo com as células envolvidas. A grande maioria
dos CP consiste em adenocarcinomas na regido periférica, que atingem principalmente as

células glandulares acinares, mas também as ductais e mucinais.
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Tabela 1 - Classificagdo histoldgica do cancer de prostata.

Escore de Gleason Grau ISUP
2-6 1
7 (3+4) 2
7(4+3) 3
8(4+4,3+50us5+3) 4
9-10 5

Ainda, podem também atingir as células epiteliais como no carcinoma sarcomatoide, de
células basais e de transicao. Raramente, os tumores consistem de células neuroendocrinas ou
miofibroblastos, que sdo CP relacionados a um pior prognostico (Kweldam; Van Leenders; Van
Der Kwast, 2019). Tumores neuroendocrinos podem apresentar-se como carcinoma de células
pequenas, pouco diferenciados ou combinados com o adenocarcinoma acinar convencional,

sendo resistente a androgenos devido a reducdo ou auséncia da atividade de RA (Beltran ef al.,

2014).

2.2.5 Tratamento

O tratamento de pacientes com CP deve levar em consideracdo a idade, o estadiamento
do tumor, o grau histoldgico, o tamanho da prostata, as comorbidades, a expectativa de vida, os
anseios pessoais € os recursos técnicos disponiveis. No Brasil, para a doenga localizada, tem-
se como opg¢des a observacao vigilante em pacientes acima de 75 anos, com expectativa de vida
limitada e tumores de baixo grau histologico, a prostatovesiculectomia radical retroptbica e a
radioterapia externa ou intersticial (braquiterapia) (Brasil, 2016).

Na doenga localmente avangada, a monoterapia geralmente ¢ ineficaz. As melhores
opgoes de tratamento incluem uma combinagdo de castragdo hormonal, ja que as células
prostaticas dependem de androgenos para proliferacdo, e cirurgia radical ou radioterapia
externa, ou ainda cirurgia radical seguida de radioterapia. A castracdo hormonal para supressao
androgénica pode ser realizada por orquiectomia bilateral, ou com a administragdo de
estrogenos analogos do hormdnio liberador do hormoénio luteinizante (LHRH), ou
antiandrogenos puros ou mistos (flutamida, nilutamida, bicalutamida, ciproterona, e

apalutamida) (Brasil, 2016; 2018).
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Em casos refratarios aos hormonios, ¢ quando a hormonioterapia sozinha ndo ¢ capaz
de conter a doenga, ¢ utilizada a quimioterapia como o docetaxel e o cabazitaxel recomendados
como primeira e segunda linha, respectivamente. Estes farmacos atuam como inibidores da
despolimerizagao de tubulina, que culmina na diminui¢do da proliferacao das celular. A
quimioterapia pode ser utilizada também no inicio do tratamento, em pacientes com CP
metastatico no momento do diagnostico. Sdo também utilizados corticosteroides e
bisfosfonatos, nos casos de metéstases 0sseas, uma vez que induzem a apoptose de osteoclastos,
inibindo a reabsorcao ossea (Oades; Coxon; Colston, 2002; Brasil, 2019). Em junho de 2022 o
denosumabe, anticorpo monoclonal inibidor de RANKL, foi indicado pela Anvisa para casos
de osteoporose seguida de metastase dssea, ressaltando a relevancia de terapias-alvo no CP
(Gomez-Veiga et al., 2013; Brasil, 2022). Como descrito previamente, RANKL consiste em
um fator fundamental na diferenciagao ativagao e sobrevida dos osteoclastos.

Para a doenca metastatica resistente a androgenos, ou seja, quando ha a progressao da
doenca metastatica com aumento do PSA em vigéncia de nivel sérico de testosterona menor
que 50 ng/dL (< 1,7 nMol/L), ndo ha cura e existem poucas opcdes terapéuticas disponiveis, a
citar, o acetato de abiraterona (AA), enzalutamida, e olaparibe (Sboc, 2021). O AA foi
primeiramente descrito em 1995 e aprovado em 2011 para o tratamento do CP pelo FDA e pela
Anvisa. O AA inibe a enzima CYP17A1, que ¢ expressa nos testiculos e adrenais, e estd
aumentada em 17 vezes em cé€lulas de CP metastatico, em comparagdao com células do tumor
localizado (Montgomery et al., 2008). A CYP17A1 tem uma atividade de 17a-hydroxilase,
convertendo pregnenolona e progesterona em deidroepiandrosterona e adrostenediona, que sao
precursores da testosterona. Consequentemente, o AA ¢ capaz de diminuir o teor de testosterona
comparaveis as condi¢des de castracao (Scott, 2017). Ainda, o AA parece inibir o RA em
linhagens celulares de CP sensiveis a androgenos, como a LNCaP, mas ndo em linhagens
resistentes, como a PC-3 (Fragni et al., 2019). Em um estudo de fase III com 1.195 pacientes
com CP resistente a androgenos refratarios para docetaxel, foi demonstrado o aumento da
sobrevida de 10,9 para 14,8 meses, diminui¢ao do tempo de progressdao e melhora na taxa de
resposta de PSA (De Bono et al., 2011).

A enzalutamida ¢ um farmaco da classe dos antiandrogénicos nao-esteroidais, descrita
pela primeira vez em 2006 e aprovada pelo FDA em 2012 e pela Anvisa em 2014. Ao contrario
da bicalutamida, farmaco antiandrogénico de primeira gera¢do, a enzalutamida impede a

translocag¢do do RA para o nucleo celular e inibe a ligacdo do RA ao DNA. Em estudo de fase
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[T com 1.199 pacientes, o medicamento foi capaz de aumentar a sobrevida de 13,6 para 18,4
meses em pacientes com CP metastatico resistente a androgenos, melhorou a qualidade de vida,
e aumentou o tempo até a primeira metastase 6ssea (Scher et al., 2012).

O medicamento olaparibe ¢ um inibidor de PARP, utilizado no CP metastatico resistente
a androgenos. As PARP sdo enzimas importantes para o reparo da cadeia simples do DNA.
Quando olaparibe estd ligado a PARP associada ao DNA, esse bloqueia o reparo do DNA,
causando a morte das células tumorais. Este ¢ o primeiro medicamento com alvo molecular
aprovado para a doenga no Brasil, com base no estudo prospectivo € multicéntrico randomizado
com 387 pacientes previamente tratados com AA ou enzalutamida e com alteragdes nos genes
BRCA1/2 e/ou ATM, sendo eficaz em reduzir em 36% o risco de morte estimado (De Bono et
al., 2020).

Apesar de autorizados pela Anvisa, apenas o AA est4 disponivel no Sistema Unico de
Satude para o tratamento do CP metastatico resistente a androgenos, e apresentam efeitos
colaterais associados a castragdo, como anemia, astenia, nausea, diarreia, artralgia,
ginecomastia, ondas de calor, disfun¢do sexual, hipertensao, hipocalemia, convulsdes, além do
alto potencial para interacdes medicamentosas (De Bono et al., 2011; Scher et al., 2012; De
Bono et al, 2020), que sdo somados aos severos efeitos adversos do tratamento com
quimioterapicos, devido a inespecificidade das moléculas em destruir ndo somente as células
tumorais como também as saudaveis.

Até janeiro de 2024, existiam 1.674 estudos para a combinagdo de termos “treatment”
e “metastatic prostate cancer’” no clinicaltrials.gov., site onde sdo elencados os estudos clinicos
em andamento ou ja finalizados registrados nos EUA. Entre estes, destaca-se o
reposicionamento de farmacos como metformina (Alghandour et al., 2021) e niclosamida
(Schweizer et al., 2018), além dos anticorpos monoclonais inibidores de checkpoint
imunoldgico como nivolumabe e ipilimumabe (Shenderov et al., 2021), os radio farmacos
associados ao ligante de superficie PSMA (Sartor et al., 2021), e a terapia molecular, como os
inibidores da reparacdo do DNA (Smith et al., 2022; Abida et al., 2023), e os RNAs de
interferéncia (Zuckerman et al., 2014; El Dika et al., 2019) como candidatos promissores.
Vacinas terapéuticas também tem destaque nas pesquisas, sendo a primeira, sipuleucel-T,
aprovada pelo FDA em 2010, que ¢ utilizada em casos de CP metastatico resistente a

androgenos (Cheever; Higano, 2011). Entretanto, por ser uma terapia autéloga, ainda ¢ pouco
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usada devido aos altos custos de fabricagdo e logistica necessaria (Jarostawski; Toumi, 2015;
Chang; Gulley; Fong, 2023), e ndo ¢ aprovada no Brasil (Brasil, 2016).

Assim, apesar de significativos avangos ao longo das ultimas décadas na compreensao
do desenvolvimento do CP e na aplicagdo deste conhecimento na terapéutica, ainda € necessaria
a busca de novas terapias seguras e efetivas que impegam a progressdo tumoral para,

consequentemente, reduzir os indices de mortalidade relacionados a doenca.

2.3 RNA DE INTERFERECIA

O termo RNA de interferéncia (RNA1i) foi primeiramente utilizado por Andrew Fire e
Craig Mello em 1998 para descrever a capacidade de moléculas de RNA de fita dupla
realizarem silenciamento génico poés-transcricional em Caenorhabditis elegans (Fire et al.,
1998), trabalho pelo qual receberam o prémio Nobel em 2000. Trés anos apds a publicagao, os
grupos de Elbashir (2001) e Caplen (2001) demonstraram o silenciamento génico em células
de mamiferos por pequenas moléculas com cerca de 20 - 22 nucleotideos de RNA de fita dupla,
tornando-se amplamente conhecidos na literatura por small interfering RNAs (siRNA).

Devido a facilidade tedrica em silenciar genes alvo especificos apenas com uma
sequéncia de nucleotideos, siRNA foram extensamente estudados como agentes terapéuticos,
superando toxicidades relacionadas ao sistema imunologico e a baixa eficacia das moléculas
candidatos a farmacos observadas nos primeiros ensaios clinicos (Setten; Rossi; Han, 2019).
Em 10 de agosto de 2018, o uso do patisiran, uma solucdo intravenosa para o tratamento de
adultos com amiloidose hereditaria mediada por transtirretina com polineuropatia em estagio 1
ou 2 foi aprovado pelo FDA (2018). Trata-se do primeiro medicamento utilizando a tecnologia
de RNAi a ser aprovado e conta com um pequeno RNA de fita dupla formulado em
nanoparticulas lipidicas para distribui¢do aos hepatdcitos. O RNA liga-se especificamente a
uma sequéncia geneticamente conservada na regido 3' ndo traduzida (3'UTR) do RNA
mensageiro (RNAm) da transtirretina mutante e tipo selvagem.

ApOs essa aprovagdo, o incentivo a pesquisa com RNAIi foi impulsionada, buscando-se
novas vias alvo e moléculas chave na regulacdo de doengas, bem como formulagdes seguras e
eficientes para entrega do 4cido nucleico. Entre os RNAi de cadeia pequena, destacam-se os
siRNA, small nucleolar RNA (snoRNA), PIWI-interacting RNA (piRNA), e particularmente

os miRNA, que serdo abordados neste trabalho.
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2.3.1 miRNA

Os miRNA sdo pequenas moléculas de RNA ndo codificantes com cerca de 18 a 26
nucleotideos, que atuam na regulagdo pods-transcricional da expressao génica. Foram descritos
pela primeira vez em 1993 pelo grupo de Ambros (Lee; Feinbaum; Ambros, 1993) em
Caenorhabditis elegans e identificados em células humanas nos anos 2000 (Pasquinelli et al.,
2000). Atualmente, mais de 4.630 miRNA ja foram descritos em 37 espécies (Huang ef al.,
2022), e embora a fun¢ao de muitos ainda nao tenha sido elucidada, sabe-se que regulam cerca
de 30% dos RNAm celulares (Lin; Gregory, 2015). A nomenclatura das moléculas da-se por
nimeros em ordem sequencial, com as trés primeiras letras relacionadas a espécie do
organismo, que podem vir acompanhados dos sufixos -3p ou -5p, quando os dados ndo sao
capazes de indicar de qual sequéncia precursora a molécula madura ¢ proveniente, do brago 5'
ou 3' (Ambros et al., 2003).

A biogénese dos miRNA (Figura 4) inicia com a transcri¢do de genes no nticleo pela
RNA polimerase II, formando o miRNA primario (pri-miRNA), que é processado pela
endonuclease Drosha (uma RNase III), formando o precursor de miRNA (pré-miRNA) com
aproximadamente 70 nucleotideos em forma de grampo (hairpin). O pré-miRNA ¢é exportado
pelo complexo exportina-5 e Ran-GTP do nucleo para o citoplasma, onde ¢ encurtado a
aproximadamente 22 nucleotideos pela enzima Dicer (uma RNase III citoplasmatica), com a
retirada da al¢a de grampo (regido ndo pareada) e formacao de uma dupla fita de miRNA. A
dupla fita ¢ desenrolada por uma helicase e uma das fitas, o miRNA maduro, ¢ incorporada ao
complexo de inducdo do silenciamento RISC (do inglés, RNA-Induced Silencing Complex),
enquanto a outra fita ¢ normalmente degradada (Bartel, 2004). Assim, o miRNA maduro
presente no complexo RISC pode atuar na regulacao génica de trés formas: (I) inibi¢ao da
tradugdo, ao ocorrer o pareamento imperfeito de bases na regido 3'UTR do RNAm (Su et al.,
2009); (II) clivagem do RNAm, que envolve o pareamento exato na regido 3'UTR do RNAm;
(I1T) ativacao da tradugdo, envolvendo a interagdao com a regiao S'UTR do RNAm (Lytle; Yario;

Steitz, 2007; Moretti; Thermann; Hentze, 2010; Do Amaral ef al., 2018).
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Figura 4 - Biogénese dos miRNA.
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Apesar de ambos siRNA e miRNA regularem a expressdo génica apds a transcrigao,
atuam de formas diferentes. Os siRNA necessitam do completo paremaento a um unico RNAm
alvo, o que ativa AGO2 para clivar a por¢ao fosfodiéster da cadeia, entre os nucleotideos 10 e
11 na extremidade 5' da fita guia. Os fragmentos de RNAm gerados s3o posteriormente
degradados por diferentes exonucleases. Os miRNA, por outro lado, ndo necessitam do
pareamento completo e podem atuar em multiplos alvos. Tipicamente, o pareamento do miRNA
com RNAm da-se entre os nucleotideos 2 e 7 da extremidade 5' da fita guia, e como a
complementariedade ¢ incompleta, AGO2 nao ¢ ativada, e o silenciamento ocorre através da
repressao da tradugdo, ou degradagdo por desadenilagdo, decapagem ou acdo de exonucleases.
Apenas raramente, quando ha um pareamento completo com o RNAm, hé ativagdo da AGO?2,
de maneira similar ao mecanismo dos siRNA (Lam et al., 2015). Uma vez desregulados, os
miRNA podem estar envolvidos no desenvolvimento e progressao de varias doengas, inclusive
do cancer, em que podem atuar como oncogenes (suprimindo genes supressores tumorais) ou

supressores tumorais (suprimindo oncogenes) (Yanaihara ef al., 2006).
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O emprego de miRNA como agentes terapéuticos foi primeiramente descrito por Calin
et al. (2002), ao relacionarem a sub expressdo dos miR-15 ¢ miR-16 ao desenvolvimento de
leucemia de células B, e desde entdo estudos neste sentido visam potenciais terapias baseadas
na restauragao de miRNA sub-expressos, com moléculas de miR-miméticos/mimics/agomiR,
ou na inibi¢do de miRNA super-expressos, com inibidores/antagomiR.

A primeira formulagdo terapéutica com miRNA a entrar em testes clinicos foi o
Miravirsen, um inibidor do miR-122 do figado para tratamento da hepatite viral C, que in vitro
demonstrou uma concentragao efetiva (ECso) de 0,67 uM contra o virus, ndo sendo citotdoxico
até concentragdes superiores a 320 upM (Ottosen et al., 2015). Nos ensaios clinicos de fase I,
alguns pacientes que receberam monoterapia de Miravirsen apresentaram niveis indetectaveis
de RNA do HCV. A formula¢do na forma de inje¢do subcutanea entrou em fase Il em 2017.

Para o tratamento do cancer, uma formulagao lipossomal de miR-34 mimético (MRX34)
foi administrada de forma intravenosa, duas vezes na semana por trés semanas, em ciclos de
quatro semanas para o tratamento de tumores so6lidos em um estudo clinico de fase I. O miR-
34 ¢ amplamente descrito na literatura como regulador da supressao tumoral por ter como alvo
mais de 30 oncogenes. O tratamento MRX34 com pré-medicagdo com dexametasona foi
associado a uma seguranca aceitavel e mostrou evidéncia de atividade antitumoral em pacientes
com tumores solidos avancados refratarios (Beg et al., 2017). Entretanto, em outro estudo de
fase I, uma formulacao lipossomal de miR-34 mimético foi administrada de forma intravenosa
por cinco dias em ciclos de trés semanas e foram observados efeitos adversos graves nos
pacientes, relacionados ao sistema imune (4/85) (Hong et al., 2020). Um antagomiR do miR-
155 entrou em testes clinicos de fase Il em 2018 para o tratamento de linfoma de células T, uma
vez que este miRNA estd envolvido na diferenciacdo e proliferacao de c€lulas sanguineas e
linfoides (Seto et al., 2018). O estudo foi encerrado antecipadamente por motivos comerciais €
ndo devido a seguranca ou falta de eficacia da molécula, conforme descrito pelo National
Institute of Health — NIH, EUA (2020).

Até janeiro de 2024, 167.212 artigos ja haviam sido publicados sobre miRNA na
plataforma Pubmed, sendo 16.843 relacionados aos termos “miRNA and cancer therapy’.
Atualmente, 16 formulagdes com miRNA encontram-se em ensaios clinicos nas fases pré-
clinicas, I ou II, ou ja foram finalizados, para o tratamento de diversas condi¢des (Tabela 2).

Além disso, ha 7.055 patentes americanas e 5.280 patentes europeias relacionadas a miRNA
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para fins terapéuticos, sendo a maioria direcionadas ao tratamento oncologico (Chakraborty et

al., 2021).

Tabela 2 - Principais terapias baseadas em miRNA que estdo em fase de desenvolvimento.

, s miRNA Companhia Fase de
Molécula Condic¢ao . .
alvo farmacéutica desenvolvimento
Miravirsen  Hepatite C viral miR-122 SantarisPharma II
Regul
RG-101  Hepatite C viral ~ miR-122 ceus B
Therapeutics
MRX34 Tumores solidos miR-34 MiRNATherapeutics I
Regul
RGLS4326  Rins policisticos miR-17 cet us' I
Therapeutics
Sind d Regulus
indrome de
RGO-12 Alport miR-21 Therapeutics + Pré-clinica
0
P Genzyme
Linf de cél. iR
Cobomarsen rioma de ¢e miR-155 m1 ageTl I
T therapeutics
MRG 107 Esclefose’ lateral miR-155 miRageTl I
amiotrofica therapeutics
Fib iR
Remlarsen ! .roses miR-29 . ageTl I
variadas therapeutics
. . miRagen
MRG-110 Isquemia miR-92 ) I
therapeutics
Poés-infarto d iR-15 + iR
MGN-1374 o> rarede fRagen Pré-clinica
miocardio 195 therapeutics
MGN-2677 D I miR- miRagen Pré-clini
- n¢a vascular ré-clinica
oenga vaset 143/145 therapeutics erenmie
iR
MGN-4220  Fibrose cardiaca  miR-29 Fasen Pré-clinica
therapeutics
Producao .
. miRagen .
MGN-4893 anormal de miR-451 ) Pré-clinica
L. therapeutics
hemécias
Doenca . miRagen L
MGN-5804 ) . miR-378 ) Pré-clinica
cardiometabdlica therapeutics
D rterial iR
MGN-6114  —oonedanerial - iR-92 ragen Pré-clinica
periférica therapeutics
Falénci iR
MGN-9103 ERC  miR-208 asen Pré-clinica
cardiaca cronica therapeutics

Tabela adaptada de Chakraborty ef al. (2021).
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Contudo, a administragdo sistémica de moléculas de miRNA livres enfrenta desafios e
barreiras como a degradacdo por nucleases, a ligagdo em células sanguineas e a rapida
eliminagdo renal, a captura pelo sistema reticulo endoplasmatico, a imunotoxicidade e uma
baixa permeabilidade tecidual (Figura 5) (Dasgupta; Chatterjee, 2021), sendo necessaria a
associacdo com carreadores eficientes para a entrega da molécula, bem como seguros e

biocompativeis, para serem administrados em organismos vivos.

Figura 5 - Barreiras para entrega sistémica de miRNA.
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O uso de sistemas nanoestruturados como carreadores de DNA e RNA aumenta a
estabilidade dos acidos nucleicos. Entre os sistemas, vetores lentivirais mostram-se eficientes
na entrega, porém parecem ativar oncossomos € imunogenicidade excessiva (Ganju et al.,
2017). Neste sentido, sistemas nao virais sao amplamente utilizados, incluindo nanovetores
com diferentes materiais biocompativeis, combinando lipossomas, polimeros e materiais
inorganicos que garantem maior eficdcia de entrega e menos efeitos adversos (Liao et al., 2016).
Assim, o uso de nanoparticulas hibridas, compostas de materiais organicos e inorganicos vem

tornando-se uma alternativa interessante.
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2.4 NANOPARTICULAS HIBRIDAS

Particulas estruturadas podem ser consideradas nanoparticulas (NP) quando 50% ou
mais das unidades que compdem a formulacao tem tamanho menor que 100 nandmetros (nm)
(Boverhof et al., 2015). O desenvolvimento de NP hibridas consiste na combinagdao de
diferentes materiais organicos e inorganicos, visando sistemas capazes de atingir os tecidos-
alvo com alta eficiéncia de entrega do contetido, € ndo causar toxicidade aos organismos e ao

meio ambiente.

Compostos organicos como lipideos, polissacarideos e proteinas, de origem natural ou
sintética, podem ser combinados com compostos inorganicos, como polimeros, metais, grafeno,
nanotubos de carbono e silica, resultando em nanossistemas hibridos capazes de combinar as
vantagens das biomacromoléculas as de polimeros sintéticos. Na sintese de NP hibridas,
destaca-se o uso de polimeros, além da conjugacdo entre os materiais, o que pode aumentar o
tempo de circulagdo da corrente sanguinea, bem como manter as acdes bioldgicas (Soares et
al., 2022).

As NP podem ser administradas por inalagdo, ingestdo oral, penetracdo dérmica e
ocular, e injecdo (intravenosa, intramuscular ou subcutanea), que sera determinante para o
destino das estruturas no corpo (Sousa De Almeida et al., 2021). As NP podem interagir com
os fluidos corporais como muco, fluido linfatico ou sangue, e com diferentes biomoléculas,
incluindo opsoninas que promovem o reconhecimento e a possivel eliminacdo das NP pelo
sistema fagocitario mononuclear (Nel et al., 2009).

A principal forma de internaliza¢do das NP ¢ a endocitose, que envolve a invaginagao
da membrana celular seguida da formagdo de vesiculas intracelulares/endociticas, e pode ser
classificada como endocitose dependente de clatirina, endocitose dependente de caveolina,
endocitose dependente de clatirina e caveolina, fagocitose ou macropinocitose, de acordo com
o tamanho e composicao da NP e da célula em questdo (Donahue; Acar; Wilhelm, 2019). Além
disso, com menos frequéncia, as NP podem ser internalizadas de maneira passiva por interagdes
de van der Waals, interacdes estéricas e formagao de poros na membrana (Oh; Park, 2014).

As NP hibridas tém sido amplamente estudadas para aplicagdo no tratamento e
diagnostico do cancer. Exossomos combinados com revestimento de silicone e carregados com
doxorubicina sdo preferencialmente internalizados por células tumorais e aumentam a atividade
antitumoral do farmaco in vivo (Yong et al., 2019). NP hibridas de quitosana-vanilina com

revestimento de ferrita de calcio sdo capazes de entregar curcumina e evidenciar a atividade
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antitumoral do composto em células de cancer de mama (Kamaraj et al., 2018). A atividade
antitumoral também ¢ observada em NP hibridas de lipideos combinados com polimeros para
a entrega de metrotrexato, inclusive sendo observada uma reducdo da dose do farmaco
necessaria para exercer efeitos citotoxicos nas células, devido ao aumento da area de contato
proporcionada pelo diminuto tamanho das NP (Tahir et al., 2017). J& as NP hibridas de acido
hialurénico - tungstato de ferro e NP de ouro recobertas com L-metionina tém grande potencial
como agentes nanoterandsticos, ideais para imagens multimodais, € até mesmo terandsticas de

cancer guiadas por imagem em sistemas bioldgicos (Laban et al., 2023; Yang et al., 2023).

2.4.1 Nanoparticulas hibridas de fosfato de calcio

Nanoparticulas hibridas de fosfato de célcio (NP de CaP) foram primeiramente descritas
em 1973 como uma nova técnica de transfeccao celular (Graham; Van Der Eb, 1973). O fosfato
de calcio Ca3(PO4)2 (CaP) € um mineral formado por cations de célcio e anion fosfato, e existe
em uma variedade de formas cristalinas, de acordo com a razdo molar Ca/P, sendo a
hidroxiapatita (razdo 1,67) a forma mais estavel na faixa de pH fisiologico, e devido a respectiva
presenca em 0ssos € dentes, ¢ muito utilizada pela elevada biocompatibilidade, baixa toxicidade

e biodegradabilidade (Dorozhkin, 2010; Bellucci et al., 2013; Sokolova; Epple, 2021).

Uma das formas mais utilizadas de sintetizar hidroxiapatita em escala nanométrica ¢é
pelo método de precipitacao/self assembly, no qual uma solugdao com célcio e outra com fosfato
sao misturadas, havendo uma nucleacdo homogénea, seguida da agregacao de particulas
esféricas primarias de CaP, com cerca de 4 nm. Em seguida, ocorre uma precipitagdo secundaria
com o crescimento dessas estruturas, que podem continuar a crescer e agregar sem o uso de

aditivos, como polimeros (Blumenthal; Betts; Posner, 1981).

O revestimento com uma camada de polimero organico, como o polietilenoglicol (PEG),
aumenta a estabilidade coloidal, reduz a imunogenicidade, e controla o tamanho da estrutura,
devido a formagao de uma camada densa e hidratada de cadeias longas e flexiveis na superficie
das NP (Joralemon; Mcrae; Emrick, 2010). Junto ao PEG, também sao utilizados outros
revestimentos poliméricos adicionais como PEG-dcido glutdmico (PEG-GLU), que em
trabalhos ja realizados por nosso grupo de pesquisa utilizando NP de CaP/siRNA/PEG-b-
poli(GLU)-polianion mostraram-se eficazes como agentes carreadores de siRNA para

silenciamento de genes antiapoptoticos em modelos in vitro e in vivo de cancer de mama, sendo
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considerado um sistema com potencial terapéutico promissor (De Mello et al., 2017; Souza et
al.,2021).

O controle de tamanho das NP pelo uso de aditivos ¢ importante, pois nanocarreadores
inferiores a 100 nm oferecem a vantagem de acumular-se no tumor pelo efeito EPR (do inglés,
Enhanced Permeability and Retention) (Pittella et al., 2011; Zhang; Li; Huang, 2014). O efeito
EPR foi primeiramente proposto em 1986 por Matsumura e Maeda (1986), ao observarem que
em camundongos, particulas nanométricas acumulavam-se com maior intensidade em tecidos
tumorais do que em tecidos saudaveis, uma vez que as células tumorais t€ém crescimento rapido
e desordenado e secretam fatores de crescimento para angiogénese, com formagdo de novos
capilares. A rapida hipervascularizagdo do tumor determina uma arquitetura vascular
incompleta e desorganizada. Somados a fatores como a baixa pressdo intersticial e drenagem
linfatica insuficiente, esta dinamica resulta em maior permeabilidade e retencao de compostos
nanoestruturados em tumores solidos (Kalyane et al., 2019).

Adicionalmente, a presenca de CaP promove a formagdo de interagdes eletrostaticas
entre os ions célcio e os grupos fosfato da estrutura do RNA (Bose; Tarafder, 2012), além de
ser um material inorganico sensivel ao pH. Apds serem endocitadas, as NP de CaP acumulam-
se nos endossomos, onde devido ao pH acido, o CaP ¢ dissolvido e dissociado (Sokolova; Epple,
2008), e a alta concentragdo de célcio nos endossomos aumenta o influxo de protons, com a
entrada passiva de ions cloreto e agua, causando intumescimento por osmose, ruptura da
membrana endossomal e escape do contetido. Esse efluxo de célcio também promove a
desestabilizacdo e descomplexag¢do das estruturas célcio-RNA, deixando o RNA agir
livremente no citoplasma ap6s a ruptura endossomal. O excesso de ions de célcio dentro da
célula ¢ entdo removido por bombas de calcio na membrana celular (Ruvinov et al., 2015).
Ainda, as NP de CaP sdo menos citotéxicas que agentes de transfec¢io como Lipofectamina®,
sugerindo assim uma melhor aplicabilidade in vivo (Chernousova; Epple, 2017).

Devido a capacidade de ligagdo e carga de oligonucleotideos e elevada
biocompatibilidade, as NP de CaP tém sido estudadas como forma de entrega de farmacos para
tratamentos de diversas doengas, inclusive do cancer (Pittella et al., 2011; Tang et al., 2015; De
Mello et al., 2017; Huang et al., 2021; Sethuraman et al., 2021; Souza et al., 2021). As células
tumorais internalizam, preferencialmente, NP de CaP PEGuiladas, em relagdo as células
saudaveis. Em um estudo in vivo com administracao sistémica de NP de CaP/PEG com siRNA

e 0 quimioterdpico doxorrubicina, as NP acumularam-se majoritariamente no tumor com
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diminui¢do no volume tumoral e minimamente em outros 6rgaos. Nesse estudo também foi
identificada a internalizagdo das NP de CaP/PEG por endocitose mediada por caveolina,
portanto o pré-tratamento com doxorrubicina € capaz de aumentar o nivel celular de caovelina,
aumentando a internalizacao de NP de CaP/PEG com siRNA (Tobin et al., 2013).

No cancer de prostata, NP de CaP foram capazes de entregar sh-Stat3 (do inglés, Short
Hairpin RNA - Signal Transducer and Activator of Transcription 3) em células RM1, causando
diminui¢do na viabilidade através da parada do ciclo celular e apoptose, além de diminuir a
expressao de ciclina D1, BCL-2 e VEGF, e aumentar a expressao dos reguladores de apoptose
Bax e caspase-3 clivada (Liang et al., 2017). As NP de CaP/PEG/acido fosfatidico carregadas
com GRP78 siRNA e docetaxel sdo internalizadas e diminuem a viabilidade de células de
cancer de prostata PC-3, linhagem de tumor neuroendocrino estabelecida em sitio Osseo
(Kaighn et al., 1979; Tai et al., 2011), além de apresentarem compatibilidade sanguinea para
administracdo in vivo (Zhang et al., 2019).

As NP de CaP sdo amplamente descritas para vetorizacdo em alvos 6sseos devido a
afinidade com o tecido, podendo ser utilizadas para promog¢ao da remineralizacdo dental em
formulacdes de cremes dentais (Iafisco et al., 2018; Ionescu et al., 2022), e até para o tratamento
da osteoporose (Imangali et al., 2023). No CP com metéstase 6ssea, a co-entrega do bifosfanado
acido zoledronico com docetaxel através de NP de CaP foi capaz de diminuir in vitro a
proliferagdo celular em modelo tridimensional, além de in vivo, apresentar potencial
antimetastatico superior aos medicamentos combinados livres (Yang et al., 2021).

Em relacdo a miRNA, Jung ef al. (2015) j&4 demostraram a eficiéncia de entrega do miR-
34a em células PC-3 por NP de CaP/polietilenoimina, exibindo efeitos antitumorais. NP de CaP
também foram eficientes para a co-entrega de miR-21 com doxorrubicina, com diminuigdo da
expressao de genes alvos e aumento da citotoxicidade em células tumorais (Sriram; Lee, 2021)
e para a entrega do miR-140 em cartilagens de modelos animais de osteoartrite (Zhao et al.,

2023), mostrando-se um modelo de entrega adequado para estudo de miRNA.

2.5 MODELOS TRIDIMENSIONAIS PARA PESQUISA DO CANCER DE PROSTATA

O desenvolvimento de um novo agente terap€utico consiste em um processo longo e
custoso, podendo levar até 15 anos para o medicamento na forma final chegar ao mercado, além
de envolver mais de 2 bilhdes de dolares no total (Wouters; Mckee; Luyten, 2020). As etapas
de desenvolvimento consistem em quatro principais: 1) pesquisa e desenvolvimento da

molécula; ii) ensaios pré-clinicos; iii) ensaios clinicos; iv) aprovacao regulatoria (Eua, 2018).
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Apesar do investimento para a descoberta de novas moléculas com capacidade antitumoral e
sistemas de entrega adequados, um dos maiores desafios para o desenvolvimento de novos
farmacos ¢ a falta de modelos pré-clinicos representativos da complexa estrutura tumoral, que
apresentem eficdcia e seguranca. Estima-se que apenas 5% das substancias aprovadas em
ensaios pré-clinicos tenham sucesso nos ensaios clinicos e que isso deve-se a modelos de
pesquisa in vitro ndo representativos (Ibarrola-Villava; Cervantes; Bardelli, 2018).

Ensaios pré-clinicos podem ser compostos de experimentos em modelos de pesquisa in
vivo, ex vivo, € in vitro, que sao aqueles realizados fora de um organismo vivo e que
normalmente envolvem linhagens celulares, tecidos ou orgdos isolados (Gamboa; Leong,
2013). O uso de linhagens celulares na pesquisa iniciou-se em 1906 com isolamento de fibras
nervosas (Harrison, 1906) e ¢ amplamente utilizado até hoje para condu¢do de experimentos de
forma simples e com custo reduzido quando comparado a experimentagao animal, podendo ser
através de linhagens primarias, isoladas diretamente de organismos vivos doadores, ou através
de linhagens imortalizadas comercializadas, que apresentam a vantagem de serem isoladas e
poderem ser utilizadas por longos periodos, geralmente cultivadas em garrafas plésticas de
forma aderente em monocamadas bidimensionais (2D) ou em suspensdo (Honegger, 2001).

O emprego de linhagens celulares na pesquisa pré-clinica permitiu o avango no
entendimento da biologia celular, morfologia tecidual, producdo de proteinas, bem como
estudos de absor¢do, distribui¢do, metabolismo e excrecdao de farmacos, favorecendo o uso
racional e ético de animais (Kapatczynska et al., 2018), além de evitar diferengas de espécies e
relacionadas ao sistema imune, uma vez que grande parte desses animais tem o sistema
comprometido (Diehl et al., 2017). Entretanto, muitos estudos utilizando a metodologia 2D
falham ao demonstrar eficicia e seguranca nas etapas seguintes pois ndo mimetizam as
condi¢des fisioldgicas e interagdes com o microambiente da doenga observadas nos pacientes
(Kievit et al., 2014; Liu et al, 2015; Habanjar et al., 2021). Portanto, avancos no
desenvolvimento e padronizagdo de sistemas de avaliagdo pré-clinica eficazes tém sido
realizados, especialmente os que englobam culturas celulares tridimensionais (3D).

A pesquisa oncologica em modelos 3D teve inicio em 1971, com o desenvolvimento de
esferoides de carcinoma basocelular nodular (Sutherland; Mccredie; Inch, 1971). A partir de
entdo, verificou-se que as células cultivadas dessa forma possuem estrutura fisica, bioquimica,
e resposta a farmacos mais semelhantes aos tumores de origem do que células cultivadas em

2D, em parte como resultado da diferenca de hipdxia e fatores envolvidos na internalizagao de



41

compostos pelas células (Hoffmann et al., 2015; Melissaridou et al., 2019; Roper et al., 2021).
Ainda, a cultura em monocamada falha na representacdo da complexidade de estudos in vivo
por apresentar pouca interagao célula-matriz extracelular (ECM, do inglés, extracellular
matrix) ¢ auséncia polaridade picobasal (Nicolas et al, 2020; Mizuguchi et al., 2021;
Saraswathibhatla; Indana; Chaudhuri, 2023).

A alteragdo na expressdo de genes também ¢ observada entre os modelos de cultura
celular. Em 2D, as células tendem a manter um formato alongado para realizar a comunicagao
intercelular, e possuem mais filamentos de actina F e integrinas de adesao, promovendo um
citoesqueleto mais enrijecido. Em 3D, as células tendem a ser mais compactas e terem o
citoesqueleto mais relaxado devido a maior interagdo de E-caderina entre as células (Zhou et
al., 2017). A alteracdo na arquitetura celular é capaz de induzir modificacdes na expressao
génica de forma que culturas 3D possuem perfis de expressao mais correspondentes a modelos
in vivo e pacientes, do que as culturas 2D (Ghosh et al., 2005; Martin et al., 2008; Zschenker et
al.,2012; Imamura et al., 2015).

Os modelos 3D podem ser estabelecidos de uma tunica linhagem celular, comumente
chamados de microtumores ou esferoides, ou em co-cultura com diversos tipos celulares, nos
chamados organoides, podendo ser células advindas de bancos comerciais, animais, derivadas
diretamente de pacientes ou de xenoenxertos (Atat et al., 2022).

Os microtumores consistem em um modelo mais elementar de organizagdo 3D,
estabelecidos na forma de agregados esféricos a partir da ligagdo as integrinas de membrana
com fibras de ECM, contato que aumenta a expressdo de E-caderina, que se acumula na
superficie da membrana. O contato E-caderina/E-caderina permite que o agregado fique firme
e desenvolva-se (Lee et al., 2015). As diferengas inerentes a adesdo célula-célula de diferentes
linhagens resulta em diferentes niveis de formacdo e agregagcao de microtumores (Han; Kwon;
Kim, 2021). Células que possuem elevada expressao de E-caderina formardo estruturas mais
homogéneas, compactas € menos migratdrias do que células com baixa expressao da proteina,
diferenca observada inclusive em linhagens celulares do mesmo tipo de cancer, mas advindas
de diferentes estagios da doenca (Ivanov; Grabowska, 2017).

Microtumores contém trés regides distintas com diferentes estimulos advindos do
ambiente local (Figura 6) e que proporcionam a manutencdo da morfologia e polaridade dos
tumores observados in vivo. As regides consistem em: 1) zona exterior ou periférica, em contato

com nutrientes, sendo a por¢do mais proliferativa e ativa; ii) zona quiescente, apresenta
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metabolismo basal minimo que pode aumentar com a exposic¢ao a nutrientes; iii) zona necroética,
que contem células com nucleos danificados e perda de fungdo, devido a privacao de oxigénio
e nutrientes, podendo levar as células a apoptose e formacao de lumens. Devido as diferengas
de topologias, a difusdao de moléculas entre as camadas pode variar, resultando em alteragdes

na eficacia de um composto em andlise (Foglietta et al., 2020).

Figura 6 - Estrutura de microtumores.

Microtumor

Nutrientes, O,, ATP

-_\_—-__

Zona Zona Zona
proliferativa quiescente necrotica

Interagado
célula-célula

Interagao E

célula-ECM

Residuos metabolicos, CO,, acidez

Figura adaptada de Han; Kwon e Kim (2021).

Importantes diferencas anatomicas e histoldgicas sdo encontradas entre a prostata
humana e a préstata de modelos animais (Jesik; Holland; Lee, 1982; Nascimento-Gongalves et
al., 2018; Nascimento-Goncalves et al., 2023), portanto, a necessidade de modelos miméticos
¢ evidente, resultando em uma variedade de modelos 3D de CP que vem sendo desenvolvidos,
variando de microtumores em monocultura (Li, Z. et al., 2023; Oner; Gray; Finn, 2023;
Serpeloni et al., 2023) a complexos organoides multicelulares, encapsulados ou ndo por
hidrogéis (Brasil Da Costa et al., 2020; Sablatura et al., 2023; Xu et al., 2023), que devem ser

projetados de acordo com a finalidade e alvo das pesquisas.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Este estudo teve como objetivo utilizar nanoparticulas hibridas de fosfato de calcio para

a entrega de miRNA em modelos bidimensional e tridimensional de cancer de prodstata

metastatico dsseo, como prospeccao de agente de terapia molecular.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

3.2.1 No Brasil

Identificar o miRNA alvo a ser utilizado como possivel agente terapéutico em células
de cancer de prostata metastatico dsseo;

Sintetizar e caracterizar nanoparticulas hibridas CaP/miR/PEG-GLU quanto ao
tamanho, morfologia, carga superficial, eficiéncia de encapsulagdo, e estabilidade em
diferentes solucoes de uso;

Avaliar a citotoxicidade das nanoparticulas hibridas CaP/miR/PEG-GLU e a capacidade
de entrega do miRNA selecionado, bem como a regulagdo da expressdo de genes alvo

em c¢lulas de cancer de prostata metastatico 0sseo.

3.2.2 Nos EUA

Analisar a internalizacdo das nanoparticulas hibridas CaP/PEG-GLU por células de
cancer de prostata metastatico 6sseo cultivadas em modelo bidimensional;

Estabelecer modelo tridimensional de cancer de préstata metastatico 0sseo, com
formagdo de microtumores;

Analisar a internalizacdo das nanoparticulas hibridas CaP/PEG-GLU pelos
microtumores;

Selecionar miRNA alvo relevante no modelo de microtumores para preparacdo das
nanoparticulas hibridas CaP/miR/PEG-GLU;

Avaliar o efeito das nanoparticulas hibridas CaP/miR/PEG-GLU quanto a viabilidade
celular e tamanho dos microtumores;

Nos microtumores, analisar a regulacdo da expressdao de proteinas alvo do miRNA

selecionado apods exposi¢do as nanoparticulas hibridas CaP/miR/PEG-GLU.
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4 METODOLOGIA
4.1 METODOLOGIA REALIZADA NO BRASIL

4.1.1 Identificacdo do miRNA alvo

ApOs ensaio de microarranjo para analise da expressao de 2.549 miRNA, seguida da
confirmacao dos resultados pela reacao em cadeia da polimerase quantitativa com transcri¢ao
reversa (RT-qPCR), realizado previamente por nosso grupo de pesquisa (Rode et al., 2021),
foram identificados os miRNA diferencialmente expressos entre as linhagem tumorais de
cancer de prostata metastatico LNCaP e PC-3 em relag@o a linhagem do epitélio saudavel da
prostata, RWPE-1. No presente estudo, foram avaliados exclusivamente os miRNA
diferencialmente expressos entre PC-3 e RWPE-1. Para tanto, os dados foram extraidos
utilizando o software Feature Extration 12.2 (Agilent Technologies) e os arquivos gerados
foram analisados no software Genspring GX (G5886AA - Agilent Technologies). Para a
analise, foram considerados apenas os miRNA detectados nas duas linhagens celulares.

Dos miRNA diferencialmente expressos entre as linhagens, foi realizada andlise de
bioinformatica utilizando os bancos de dados miRDB (Liu; Wang, 2019; Chen; Wang, 2020) e
TargetScan versao 7.2 (Agarwal et al., 2015), bem como o banco de dados com alvos ja
validados experimentalmente MiRTarBase versao 7.0 (Huang et al., 2022). Em seguida, os
genes identificados foram analisados em relagdo a processos bioldgicos na plataforma Gene
Ontology PANTHER versao 11.0 (Ashburner et al., 2000; Aleksander ef al., 2023) de forma a
selecionar um miRNA cuja atuagao estivesse relacionada a progressao do CP e metéstase dssea.
Os genes alvos para avaliagdo da expressdo foram selecionados através da andlise da rede de

interagdes na plataforma GeneMANIA (Warde-Farley ef al., 2010).

4.1.2 Preparacao das nanoparticulas

As NP de CaP foram preparadas em cabine de fluxo laminar por automontagem dos
constituintes, conforme descrito por Pittella et al. (2011). Inicialmente, uma solug¢do de CaCl»
(2,5 M) foi adicionada a uma solu¢do do miR-205-5p mimético (Merck KGaA) 15 mM em
tampdo TRIS (pH 10) (solu¢do A). Outra solu¢do contendo PEG-b-poli(GLU) (1 mg/mL) foi
misturada com uma solugao tampao de HEPES 50 mM (pH 7,4) contendo Na3PO4 (1,5 mM) e
NaCl (140 mM) (solugd@o B). A solu¢do A foi entdo misturada com a solugdo B para a obtencao

de uma concentracdo final de 2,25 uM de miRNA. Devido as interagdes eletrostaticas, os
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componentes sdo automontados para a complexacdo do miRNA, dando origem as NP de CaP

carregadas com o miRNA de interesse (NP miR-205) (Figura 7).

Figura 7 - Metodologia de preparacao das NP de CaP.
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Desenho ilustrativo da preparagdo das nanoparticulas, formadas por automontagem dos componentes.

Nanoparticulas scramble (NP Scramble), carregadas com sequéncia de miRNA sem
homologia com sequéncias de genes humanos mirVana™ miRNA Mimic Negative Control #1
(Thermo Fisher Scientific Inc.) e nanoparticulas mock (NP Mock), sem a presenga de

sequéncias de miRNA, foram utilizadas como controles nos experimentos.

4.1.3 Caracterizacao das nanoparticulas

Apods a preparacdo das NP de CaP, foi realizada a determinacdo do diametro
hidrodinamico e indice de polidispersao (PDI, do inglés, Polydispersity Index), a partir de
medidas de DLS (do inglés, Dynamic Light Scattering) no equipamento Zetasizer Nano ZS
(Malvern Panalytical), a 25 °C, angulo de deteccdo de 173° com laser He-Ne (633 nm). Os
resultados foram analisados a partir da velocidade de decaimento da fun¢do de correlacao de
fotons no software Zetasizer versao 7.12.

A carga superficial das NP de CaP foi verificada pelo potencial zeta, através da medida

de mobilidade eletroforética das nanoparticulas em direcdo ao eletrodo de carga oposta
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utilizando a equagdo de Smoluchowski, no equipamento Zetasizer Nano ZS (Malvern
Panalytical), com potencial estabelecido de = 150 mV.

Para avaliar a estabilidade das NP de CaP, as formulagdes puras ou diluidas em meio de
cultura 1:1 (v/v) foram armazenadas em diferentes condi¢gdes de temperatura (25 °C, 4 °C e -
20 °C) protegidas da luz. As formulagdes foram avaliadas macroscopicamente e quanto ao

diametro hidrodinamico e PDI nos dias 1, 3, 7, 14, 21, 28, 60 e 90 apds a preparagao.

4.1.4 Avaliacio morfolégica das nanoparticulas por microscopia eletronica de
transmissao (MET)

Para analise morfoldgica, imagens das NP de CaP foram obtidas por MET, utilizando o
equipamento JEM-1011 (JEOL Ltd.) operando com voltagem de aceleracdo de 80 kV no
Laboratério Central de Microscopia Eletronica da UFSC (LCME, UFSC). As amostras foram
diluidas 1:10 (v/v) em tampao TRIS 10 mM (pH 10), mantidas em banho de ultrassom por 5
minutos para a dispersdo de agregados e cerca de 2 pL foram depositados em grades de niquel
com malha de 200 mesh revestidas com carbono amorfo, seguida da completa secagem das

grades por 4 h para analise.

4.1.5 Eficiéncia de encapsulacio de miRNA

Para determinagdo indireta da quantidade de miRNA encapsulado pelas NP de CaP, o
kit Quant-iT™ miRNA assay (Thermo Fisher Scientific Inc.) foi utilizado. De acordo com o
protocolo, a intensidade de fluorescéncia aumenta linearmente a medida que o reagente
fluorescente presente intercala com as bases de miRNA. Assim, a formulacdo foi centrifugada
a 25.000 x g por 4 h a 4 °C, para precipitacdo das NP de CaP complexadas com o miRNA na
centrifuga Sorvall St 16r (Thermo Fisher Scientific Inc.) O sobrenadante foi coletado e
adicionado ao reagente, e a fluorescéncia foi medida na multileitora Infinite M200 (TECAN
Group Ltd.) disponivel no Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia da UFSC
(LAMEB/UFSC), comparando os valores com uma curva padrdo de miRNA. O experimento
foi realizado em triplicata, n=2. O valor da eficiéncia de encapsulagao (E.E) foi obtido através

da formula:
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Concentragao obtida no sobrenadante
E.E%= 100 - _ x 100
Concentragao teorica inicial

4.1.6 Cultura celular

A linhagem humana de cancer de prostata PC-3, estabelecida a partir de sitio metastatico
no tecido dsseo, foi cordialmente cedida pela professora Dra. Flavia K. Delella do Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista. As células foram cultivadas em garrafas
plasticas para cultura celular contendo meio RPMI-1640 - Roswell Park Memorial Institute
Medium ou DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium (Merck KGaA), acrescido de soro
fetal bovino (SFB) 10% (v/v), 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 10 mM de
HEPES, e mantidas em estufa umidificada, a 37 °C, em atmosfera de 5% de di6xido de carbono

(CO»).

4.1.7 Citotoxicidade

As células PC-3 foram semeadas (2 x 10°) em meio RPMI 1640 ou DMEM com 10%
SFB em placas de 96 pocos. Apos 24 h, as células foram expostas as NP Mock, NP Scramble,
e NP miR-205 em concentragdes seriadas [5 — 500 nMol/L] por 24 h, 48 h, e 72 h. Em seguida,
o meio das células foi substituido pelo kit CellTiter 96° AQueous One Solution Cell
Proliferation Assay (Promega Corporation) diluido 1:5 (v/v) em meio durante 2 h, seguida da
leitura de absorbancia na leitora de microplacas ELx800 (BioTek Instruments) a 490 nm. O sal
de tetrazolio MTS [3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-5-(3-carboximetoxifenil)-2-(4-sulfofenil)-2H-
tetrazolio] presente no kit ¢ reduzido a formazam, majoritariamente pelas desidrogenases
mitocondriais das células viaveis. Como controle, meio sem NP de CaP também foi utilizado.
As andlises estatisticas foram calculadas com o teste ANOVA de duas vias, seguido do pos-

teste de Bonferroni. Os experimentos foram realizados em triplicata, n=3.

4.1.8 RT-qPCR
A restauracao da expressao do miR-205-5p foi avaliada apos as células PC-3 terem sido
expostas as NP Mock, NP Scramble, e NP miR-205 [100 nMol/L] por 24 h e 48 h. O RNA total

foi extraido com kit MirVana PARIS (Thermo Fisher Scientific Inc.), e a quantificagdo e anélise



48

de pureza foram realizadas no espectrofotometro NanoVue Plus (GE Healthcare Systems). O
DNA complementar (cDNA) foi preparado com o kit MiRNA Ist-Strand cDNA Synthesis
(Agilent Technologies), seguida da reagdo de qPCR com o kit MiRNA qPCR Master Mix
(Agilent Technologies) no sistema StepOnePlus Real-Time PCR (Applied Biosystems). A
expressdo do miR-205-5p (Sigma-Aldrich Corporation) foi normalizada com a expressao do
RNUG6-1 MystiCq® microRNA qPCR Control Primer (Sigma-Aldrich Corporation). Os niveis
de expressdo foram determinados com o método de quantificacdo relativa (24°Y) (Livak;
Schmittgen, 2001).

Para a avalia¢do da expressdo dos genes alvos, adicionou-se o tempo de tratamento de
48 h em doses repetidas (48 h_DR), e manteve-se as mesmas condigdes de extragdo de RNA e
preparagdo de cDNA, utilizando o kit de deteccio PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix
(Applied Biosystems), normalizando a expressdo dos genes alvos humanos RA, BAMBI,
SMADI1/5/9 (Synbio Technologies), VEGFA (Sigma-Aldrich Corporation), e ZEBI (Merck
KGaA) com a expressdo de B-actina (ACTB) (Merck KGaA). Os niveis de expressdo foram
determinados com o método de quantificagdo relativa (224" (Livak; Schmittgen, 2001). As
analises estatisticas foram realizadas por meio do teste ANOVA de uma via com pos-teste de
Bonferroni. Os experimentos foram realizados em triplicata, n=3. As sequéncias dos iniciadores

estdo listadas abaixo (Tabela 3).

Tabela 3 - Sequéncia dos iniciadores especificos utilizados na técnica de RT-qPCR.

Alvo Sequéncia dos iniciadores (5'-3")
hsa-miR-205-5p CUGGUUUCACAUGGUGGCUUAG
RNUG6-1 GUGCUCGCUUCGGCAGCACAUAUACUAAAAUUGGAAC

GAUACAGAGAAGAUUAGCAUGGCCCCUGCGCAAGGA
UGACACGCAAAUUCGUGAAGCGUUCCAUAUUUU

RA F GTGTAAGGCAGTGTCGGTGT
R TCGGCTGTGAAGAGAGTGTG

BAMBI FTGCTCTCCCGTTTGCACTAC
R TCAGACAGCAGTTCTCGTGC

SMAD1/5/9 FCATTTACTGCCGTGTGTGGC

R GAGAGTGAGGAAACGGGTGG
VEGFA F AGTGGTCCCAGGCTGCAC
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R TCCATGAACTTCACCACTTCGT
ZEBI F GTGATCCAGCCAAATGGAAATC
R TTTGGGCGGTGTAGAATCAG

4.2. METODOLOGIA REALIZADA NOS EUA

4.2.1 Cultura celular 2D

Nesta parte do estudo foram utilizadas as linhagens de cancer de prostata C4-2B e
LNCaP, gentilmente cedidas pelo Dr. Leland W. K. Chung (in memorian, Cedars-Sinai Medical
Center, EUA). As células foram cultivadas em garrafas plasticas para cultura celular contendo
meio DMEM (Corning Incorporated), acrescido de SFB 10% (v/v), 100 U/mL penicilina, 100
pg/mL de estreptomicina, e 10 mM de HEPES. As culturas foram mantidas em estufa

umidificada, a 37 °C, em atmosfera de 5% de diéxido de carbono (CO»).

4.2.2 Incorporacio estatica das nanoparticulas em modelo 2D

A capacidade das células tumorais C4-2B incorporarem as NP de CaP foi avaliada
através da utilizagdo de uma molécula controle de siRNA (Silencer™ Select Negative Control
No. 1 siRNA, Invitrogen™ Thermo Fisher Scientific Inc.) marcada com o Silencer™ siRNA
Labeling Kit with Cy3 dye (Invitrogen™ Thermo Fisher Scientific Inc.), cordialmente cedida
pela professora Dra. Danielle Wu (University of Texas Health Science Center, EUA) devido a
disponibilidade da molécula, considerando que siRNA e miRNA possuem caracteristicas de
internalizacao similares (Lam et al., 2015; Traber; Yu, 2023). A molécula de siRNA marcada
foi utilizada na concentragdo final de 2,25 uM para a preparagao das NP de CaP conforme
descrito no item 4.1.2, e chamada ao longo do texto como: NP acido nucleico_Cy3.

As seguintes solu¢des foram preparadas em meio sem vermelho de fenol FluoroBrite™
DMEM (Gibco™ Thermo Fisher Scientific Inc.): acido nucleico Cy3 livre [1000 nMol/L], NP
acido nucleico Cy3 [1000 nMol/L], NP acido nucleico Cy3 [100 nMol/L], e NP Mock [1000
nMol/L]. Como controle, também foram utilizadas células em contato apenas com o meio de
cultura citado. A intensidade de fluorescéncia das solugdes logo apos a preparagao foi obtida
no equipamento Cytation 5 Cell Imaging Multimode Reader (Agilent Technologies), excitacao

550 nm/emissdo 570 nm, tempo 0 h, e consideradas como 100% para fins estatisticos.
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As solugdes entao foram adicionadas, substituindo o meio de cultura, as células C4-2B
semeadas 24 h antes na densidade de 5 x 10* células por poco em placas SENSOPLATE™
(Greiner Bio-One) de 96 pogos, com fundo chato de vidro e paredes escuras. As solugdes
permaneceram em contato com as células durante 1 h e 4 h. Posteriormente, as solugdes foram
removidas da placa de cultura celular e suas intensidades de fluorescéncia foram novamente
obtidas e transformadas em porcentagens relativas ao tempo 0 h de incubacdo. As células foram
fixadas com paraformaldeido 4% e coradas com DAPI (1 pg/mL). Imagens representativas
foram capturadas no microscopio invertido de fluorescéncia BZ-X800E (Keyence

Corporation), n=1.

4.2.3 Incorporacio dinimica das nanoparticulas em modelo 2D

Células C4-2B foram semeadas na densidade de 3 x 10* células por pogo em placas
SENSOPLATE™ de 96 pogos recobertos com 25 pg/mL de colageno tipo I (R&D Systems).
Ap6s confluéncia, o meio de cultura das células foi substituido por NP acido nucleico_Cy3 [100
nMol/L] em meio FluoroBrite™ DMEM suplementado com 10% SFB. Como controle, foram
utilizadas células em contato apenas com o meio de cultura. Imagens representativas foram
capturadas no microscopio invertido de fluorescéncia BZ-X800E a cada 60 min durante 60 h,
com intervalos de Z-stack de 5 uM. A intensidade de fluorescéncia foi avaliada através do
software ImagelJ (Schneider; Rasband; Eliceiri, 2012) e a fluorescéncia celular total corrigida
(CTFC) foi calculada pela féormula abaixo (Mccloy et al., 2014). O ensaio foi realizado em
duplicata, n=1, e a andlise estatistica foi realizada com o teste ANOVA de uma via seguido do

pos-teste de Dunnett, considerando 1 h como coluna controle.

CTFC = Densidade integrada — (Area total de fluorescéncia — Média da leitura do background)

4.2.4 Estabelecimento de modelo 3D

O modelo 3D de CP de metéstase dssea foi estabelecido conforme descrito por Tellman
et al. (2021). Células C4-2B foram semeadas na densidade de 5 x 10* em meio DMEM 1%
SFB em placas 5D Sphericalplate® (Kugelmeiers Ltd.), de 24 pogos contendo, em cada pogo,
750 micropogos de fundo afunilado permitindo a aglomeragdo das células em formato de

microtumores. Para ensaios de microscopia, as células foram preparadas em meio
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FluoroBrite™ DMEM. Os microtumores foram mantidos em estufa umidificada a 37 °C, em

atmosfera de 5% de CO: por 24 h e posteriormente usados para os ensaios funcionais.

4.2.5 Incorporacio dinimica das nanoparticulas em modelo 3D

Para este ensaio foram utilizados os mesmos parametros do item 4.2.3, incorporagao
dinamica realizada no modelo 2D, com o estabelecimento dos microtumores realizado em meio
FluoroBrite™ DMEM 10% SFB. Apos a formacdo dos microtumores, as estruturas foram
cuidadosamente diluidas na propor¢do 1:3 em meio, visando otimizar as condi¢des para a
microscopia, e transferidas para placas SENSOPLATE™ de 96 pocos recobertos com 25
ug/mL de colageno tipo I. Na sequéncia, foram adicionadas as NP acido nucleico Cy3 [100
nMol/L] em volume final de 200 pL. Como controle, foram utilizados microtumores em contato
apenas com o meio, sem as NP de CaP. Imagens representativas foram capturadas no
microscopio invertido de fluorescéncia BZ-X800E a cada 60 min durante 60 h, com intervalos
de Z-stack de 5 uM. A intensidade de fluorescéncia foi avaliada através do software Imagel e
a CTFC foi calculada. O ensaio foi realizado em triplicata, n=2, e a analise estatistica foi
realizada com o teste ANOVA de uma via seguido do pos-teste de Dunnett, considerando 1 h

como coluna controle.

4.2.6 Identificacio do miRNA alvo

A técnica de Sequenciamento Massivo em Paralelo (SMP) foi realizada pelo grupo da
Profa. Dra. Pamela Green (University of Delaware, EUA) em 2009. O resultado inédito foi
cordialmente cedido para andlise neste estudo com o objetivo de identificar miRNA
diferencialmente expressos entre as linhagens humanas de cancer de prostata, sendo estas
LNCaP, estabelecida a partir de paciente com metastase em linfonodos e responsiva a
androgenos, e C4-2B, linhagem derivada da LNCaP, porém isolada de metastase 0ssea, e com
perfil de resisténcia a andrégenos. Brevemente, a técnica, hoje mais atualizada, consiste na
preparacdo de bibliotecas de pequenos RNAs, extragdo do RNA, purificagdo das amostras por
gel de eletroforese, amplificacdo das bandas por PCR, e detec¢dao dos nucleotideos marcados
de maneira fluorescente no sistema Illumina GAIIx (Jeong et al., 2013).

As sequéncias de miRNA com ocorréncia superior a 20 vezes foram identificadas no

presente estudo e nomeadas através da plataforma MiRBase versao 22.1 (Griffiths-Jones, 2004;
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Griffiths-Jones et al., 2006; Griffiths-Jones et al., 2008; Kozomara; Griffiths-Jones, 2011;
2014; Kozomara; Birgaoanu; Griffiths-Jones, 2019). Os genes alvos de cada miRNA foram
identificados através da base de dados de genes experimentalmente validados MiRTarBase
versao 9.0 (Huang et al., 2022), para sele¢ao de miRNA relacionados a metastase dssea, sendo
ao final os seguintes: miR-29b-2-5p, miR-101-3p, miR-224-5p.

Os miRNA selecionados, cujas respectivas expressoes foram validadas nas células
LNCaP e C4-2B através da técnica de RT-qPCR, foram entdo testados. Brevemente, para a
extracdo de RNA foi utilizado o kit Direct-zol™ RNA MiniPrep (Zymo Research). Para reacdo
de poliadenilagdo e formacdo do DNA complementar (¢cDNA) foi utilizado o kit MiRNA st
Strand ¢cDNA Synthesis (Agilent Technologies). As sequéncias dos iniciadores de RT-qPCR
(Sigma-Aldrich Corporation) estdo listadas na Tabela 4. Como controle enddgeno, foi utilizado
0 RNUG6-1 MystiCq® microRNA qPCR Control Primer (Sigma-Aldrich Corporation). Para a
reacio de qPCR foi utilizado o kit gScript One-Step SYBR® Green RT-gPCR (Quanta
Biosciences) no equipamento C1000 Touch Thermal Cycler (Bio-Rad Laboratories) acoplado
ao CFX96 Touch Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories). Este ensaio foi
realizado em triplicata, n=2. A anélise estatistica foi realizada pelo teste-t ndo pareado com
intervalo de confianca de 95% nos dados de expressao relativa calculada utilizando o método

2-44C4 (Livak; Schmittgen, 2001).

Tabela 4 - Sequéncia dos iniciadores especificos utilizados na técnica de RT-qPCR

miRNA Sequéncia dos iniciadores (5'-3")
hsa-miR-29b-2-5p CUGGUUUCACAUGGUGGCUUAG
hsa-miR-101-3p UACAGUACUGUGAUAACUGAA
hsa-miR-224-5p CAAGUCACUAGUGGUUCCGUU
RNUG6-1 GUGCUCGCUUCGGCAGCACAUAUACUAAAAUUGGAAC
GAUACAGAGAAGAUUAGCAUGGCCCCUGCGCAAGGA
UGACACGCAAAUUCGUGAAGCGUUCCAUAUUUU

4.2.7 Tamanho e viabilidade celular do modelo 3D
Os microtumores preparados conforme descrito no item 4.2.4 em meio FluoroBrite™

DMEM 1% SFB foram cuidadosamente diluidos 1:3 e transferidos para placas
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SENSOPLATE™ de 96 pocos recobertos com 25 ng/mL de colageno tipo I, seguida da adi¢do
das NP Mock, NP Scramble, ¢ NP AntagomiR [100 nMol/L]. Em seguida, a aquisi¢do de
imagens representativas foram realizadas pelo microscopio invertido de fluorescéncia BZ-
X800E a cada 60 min durante 48 h, com intervalos de Z-stack de 5 uM. As medidas foram
realizadas nos softwares BZ-X800 Analyser e Imagel, respectivamente, considerando as
células ainda ligadas as estruturas, desconsiderando células migratdrias soltas. O volume dos
microtumores foi calculado pela formula elipsoidal modificada de Caliper (Jensen et al., 2008)

descrita a seguir:
Volume do microtumor = 1/2(comprimento x largura?)

Ap6s a captura de imagens por 48 h, foi utilizado o LIVE/DEAD ™ Viability/Cytotoxicity
Kit for mammalian cells (Invitrogen™ Thermo Fisher Scientific Inc.) para identificagdo da
atividade das enzimas entearases, relativas as células viaveis nos microtumores, com o corante
verde fluorescente calceina AM, e identificagdo da perda da integridade da membrana
plasmatica com o corante vermelho fluorescente homodimero de etidio 1, relativa as células
ndo viaveis. Os meios de tratamento foram substituidos pelos corantes em meio de cultura e
mantidos por 45 min, seguidos de captura das imagens no microscopio confocal e multifoton
A1R MP+ (Nikon Corporation). Estes ensaios foram realizados em quadruplicata e triplicata,
respectivamente, n=1. Como controle, foram utilizados microtumores expostos ao meio de
cultura sem adi¢do de NP de CaP. O nimero de células viaveis foi calculado através do software
Fiji (Schindelin et al., 2012) e analise estatistica foi realizada com o teste ANOVA de uma via
seguida do pos-teste de Bonferroni. A andlise estatistica do ensaio de tamanho dos

microtumores foi realizada pelo teste ANOVA de duas vias seguida do pds-teste de Bonferroni.

4.2.8 Imunofluorescéncia indireta

Os microtumores formados em placas 5D Sphericalplate® em meio FluoroBrite™
DMEM 1% SFB, foram diluidos 1:3, semeados em placas SENSOPLATE™ de 96 pogos
recobertos com 25 ug/mL de coldgeno tipo I, e expostos as NP Mock, NP Scramble, e NP miR-
205 [100 nMol/L] em meio FluoroBrite™ DMEM 1% SFB por 48 h. Como controle, foram
utilizados microtumores em meio de cultura sem contato com NP de CaP. Na sequéncia, os

microtumores foram fixados com paraformoldeido 4%, permeados com Triton 0,3% (Thermo
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Fisher Scientific Inc.) e bloqueados com soro de cabra 10% (Thermo Fisher Scientific Inc.).
Foram utilizados os anticorpos primarios anti-E-caderina anti-rabbit 1:300 #3195S (Cell
Signaling Technology), e anti B-catenina 1:300 anti-mouse #610153 (BD Biosciences) com
incubagdo em agitacao a 4°C overnight. No dia seguinte, os microtumores foram lavados com
PBS 1x e marcados com os anticorpos secundarios Alexa Fluor™ 568 Goat-anti rabbit 1gG
1:2000 #A11036, Alexa Fluor™ 674 Goat-anti mouse 1gG 1:2000 #A21236, Alexa Fluor™
488 Phalloidin 1:100 #A12379 (Invitrogen™ Thermo Fisher Scientific Inc.), e DAPI (1
mg/mL). Imagens representativas da regido central dos microtumores de tamanho semelhante
foram realizadas no microscopio confocal e multifoton A1R MP+ (Nikon Corporation), com
objetiva de 60 % em 6leo. Como controle do ensaio, foram utilizados microtumores corados
com os anticorpos secundarios. A fluorescéncia total foi medida através do software Image] e
a analise estatistica foi realizada pelo teste ANOVA de uma via seguida do pds-teste de
Bonferroni comparando a intensidade de florescéncia dos microtumores entre todos os grupos.

Este ensaio foi realizado em quadruplicata, n=1.

4.3 ANALISE ESTATISTICA DOS DADOS

Para andlise estatistica dos dados resultantes de linhagens celulares comerciais, os
valores que apresentaram distribui¢do normal foram expressos como média + desvio padrdo da
média e as andlises estatisticas foram realizadas utilizando testes paramétricos no software

GraphPad Prism versdo 5.0, considerando P < 0.05 como significante.

5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 MODULACAO DO MIR-205-5P — RESULTADOS OBTIDOS NO BRASIL

5.1.1 Escolha do miR-205-5p

A andlise de dados do ensaio de microarranjo, realizado pelo nosso grupo de pesquisa
(Rode et al., 2021), entre a linhagem de prostata sauddvel RWPE-1 e a linhagem de cancer de
prostata PC-3, resultou em uma lista de 159 miRNA detectados, sendo 43 diferencialmente

expressos entre as linhagens, com 34 miRNA com expressao elevada na linhagem tumoral e 9
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com expressdo diminuida, considerando valor de P < 0,05 e Fold Change (FC) > 2 (Figura 8 e

Tabela 5).

Figura 8 - Perfil de expressdo dos miRNA alterados entre as linhagens RWPE-1 e PC-3.
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Tabela 5 - Os miRNA alterados entre as linhagens PC-3 e RWPE-1.

PC-3 x RWPE-1

miRNA Regulacio FC P

hsa-miR-125b-5p Up 736,657 3,90E%
hsa-miR-424-5p Up 133,103 6,89E 0
hsa-miR-183-5p Up 101,995 0,0013
hsa-miR-196b-5p Up 100,551 6,89E %
hsa-miR-211-3p Up 82,828 7,17E%
hsa-miR-193a-3p Up 77,276 7,51E%
hsa-miR-148a-3p Up 73,683 9,31E™
hsa-miR-664b-3p Up 70,770 6,89E %
hsa-miR-425-5p Up 67,399 7,17E%

hsa-miR-151b Up 59,819 2.30E%
hsa-miR-361-5p Up 59,433 1,24E%
hsa-miR-221-3p Up 56,632 0,0019
hsa-miR-1228-3p Up 49,343 6,14E4

hsa-miR-3195 Up 41,986 0,0152
hsa-miR-151a-3p Up 41,424 0,0015
hsa-miR-301a-3p Up 39,124 6,80E %
hsa-miR-30d-5p Up 38,963 0,0103
hsa-miR-10b-5p Up 37,884 5,03E%
hsa-miR-99a-5p Up 37,749 6,14E
hsa-miR-130b-3p Up 37,172 0,0017
hsa-miR-590-5p Up 30,016 7,52E°%

hsa-miR-98-5p Up 29,078 0,0020
hsa-miR-625-5p Up 27,795 6,89E %
hsa-miR-197-3p Up 27,757 0,0013
hsa-miR-342-3p Up 27,095 7,52E°%
hsa-miR-99b-5p Up 24,843 7,51E%

hsa-miR-6069 Up 23,694 0,0012
hsa-miR-29b-3p Up 14,292 0,0453

hsa-miR-7977 Up 6,306 0,0103
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PC-3 x RWPE-1

miRNA Regulacio FC P
hsa-miR-6826-5p Up 6,662 0,0141
hsa-miR-1260* Up 3,507 0,0019
hsa-miR-5100 Up 3,091 0,0381
hsa-miR-5739 Up 2,848 0,0044
hsa-miR-1260b Up 2,307 0,0474
hsa-miR-1246 Down 27,207 6,87E
hsa-miR-1227-5p Down 32,386 0,0085
hsa-miR-939-5p Down 33,120 0,0015
hsa-miR-8089 Down 69,650 0,0027
hsa-miR-371b-5p Down 98,501 0,0027
hsa-miR-141-3p Down 100,385 0,0176
hsa-miR-193b-3p Down 110,152 0,0093
hsa-miR-200c-3p Down 146,025 0,0103
hsa-miR-205-5p Down 771,070 0,0017

As andlises de bioinformadtica nas bases de dados miRDB, TargetScan e MirTarBase
resultaram em genes alvos regulados por cada miRNA diferencialmente expresso entre as
linhagens. Os genes alvos encontrados foram analisados quanto aos processos bioldgicos que
regulam na base de dados Gene Ontology. Apds esta analise, 4 miRNA, miR-125b-5p, miR-
148a-3p, miR-205-5p e miR-939-5p, foram pré-selecionados para pesquisa na literatura do CP
por apresentarem processos bioldgicos relacionados a tumorigenesis tais como: regulacao
negativa da apoptose, regulagdo positiva do crescimento celular, regulagdo positiva da migragao
celular, regulacdo da adesdo celular e matriz extracelular, angiogénese e sinalizagdo no receptor
de andrégenos.

O miR-125b-5p, com expressdo elevada em 736 vezes na linhagem tumoral, ja foi
descrito como elevado em linhagens celulares e tecidos de bidpsia de CP, tem sido relacionado
ao crescimento de linhagens independentes de androgenos, bem como o crescimento tumoral
em camundongos (Shi et al., 2011). Além disso, 0o miR-125b pode modular a via de sinaliza¢do

de pl14ARF/Mdm2, inibindo a apoptose celular (Amir ef al., 2013).
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Contudo, em outros estudos, o0 miR-125b ¢ descrito como diminuido em linhagens
celulares, xenoenxertos e amostras de tecido de CP (Porkka et al., 2007; Karadag et al., 2021).
A diminuicao do miR-125b esta relacionada ao aumento da expressao do ErbB2/3, resultando
em niveis aumentados de PI3K e BAD ¢ em uma via de transducdo de sinal aumentada na
tumorigensis da prostata (Priolo ef al., 2014). Portanto a superexpressdo de miR-125b reduz
ErbB2/3 em nivel transcricional, reduzindo assim a sinalizagdo AKT (Scott et al., 2007). A
restauracdo do miR-125b na linhagem metastatica de CP, M12, leva a uma diminui¢do da
migracao e invasao celular, sendo destacado como um supressor tumoral (Budd ez al., 2015).

Devido a ag@o dual do miR-125b no CP, este miRNA nao foi selecionado como agente
terapéutico, tal como o miR-148a-3p, elevado em 73 vezes em nossa pesquisa, que também
encontra-se elevado em amostras de pacientes com CP comparado a pacientes saudaveis (Jalava
et al.,2012; Dybos et al., 2018; Gurbuz et al., 2021), e também em casos de recorréncia pos-
cirargica (He et al., 2022). Todavia, in vitro, foi observado um aumento da expressao do miR-
148a-3p em células ndo tumorais e sensiveis a andrégenos e uma diminui¢ao da expressdo em
linhagens resistentes a androgenos (Murata ef al., 2010; Jalava et al., 2012). Na linhagem
resistente a andrégenos, a PC-3, a express@o do miR-148a promove a inibi¢do da proliferacao,
migragdo e invasao celular, e aumento da sensibilidade ao tratamento por paclitaxel ao diminuir
a expressdao de MSK1 (Fujita ef al., 2010). De tal forma, os dois miRNA com expressado elevada
no CP, para os quais poderiam ser utilizadas moléculas inibidoras (antagomiRs) ndo foram
selecionadas como alvo desta pesquisa.

O terceiro miRNA, miR-939-5p, estd diminuido em 33 vezes em células PC-3 em
relagdo a células RWPE-1. Sobre esse miRNA, ha apenas um trabalho publicado, que relata a
expressao diminuida em amostras de tecido de CP, dado relacionado a um menor tempo de
sobrevida dos pacientes. Em células, a expressdo exdgena do miRNA com uma molécula
mimética, foi capaz de suprimir a proliferagdo, migragdo, invasdo, formacdo de colonia e
aumentar a apoptose em células de CP, bem como diminuir o crescimento tumoral in vivo ao
diminuir HDGF e inibir a ativa¢ao da via Wnt/B-catenina (Situ et al., 2020).

Entretanto, apesar da robustez dos dados publicados no artigo citado, entendemos que a
escolha por uma molécula para fins terapéuticos deve ser amplamente suportada pela literatura,
tal como o miR-205-5p, diminuido em nosso estudo em 771 vezes na linhagem tumoral, que
vém sendo extensamente descrito na literatura como um supressor tumoral no CP, bem como

no cancer de bexiga (Wiklund et al., 2011; Cao et al., 2019), de colén (Gulei et al., 2018; Fan;
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Wang, 2020), de vesicula biliar (Zhang et al., 2020), e de mama (lorio ef al., 2009; Wu; Zhu;
Mo, 2009; Elgamal et al., 2013; De Cola et al., 2018; Kalinkova et al., 2021). Este miRNA ¢
expresso em tecidos epiteliais de diversas espécies, e no genoma humano a sequéncia do pré-
miR-205 estd localizada na ultima juncdo intron/exon do gene miR-205 Host gene
(MIR205HG), no cromossomo 1q32.2 (Ferrari; Gandellini, 2020).

Como supressor tumoral no CP, o miR-205 ja demonstrou reprimir a expressao de
fatores envolvidos na EMT, motilidade e invasao celular como N-quimerina, E2F1/F5, ZEB1/2,
e proteina quinase Ce (Gandellini et al., 2009; Li; Li, 2018). A reintrodug¢dao do miR-205 em
células de CP inibe a EMT induzida por FAC diminuindo assim a invasao celular, a aquisi¢ao
de tracos de células-tronco, a tumorigenicidade e a dissemina¢do metastatica, além de bloquear
a ativacao dos fibroblastos circundantes, ao reduzir a secre¢ao de citocinas pro-inflamatorias
no estroma (Gandellini ef al., 2014). A restauracdo do miR-205 também induz a ativacdo das
interleucinas que atuam como supressoras tumorais 1L24 e IL32, tanto em nivel de RNAm
como de proteina, levando a apoptose e parada do ciclo celular (Majid et al., 2010).

O miR-205-5p atenua a iniciagdo e progressao tumoral por preservar membranas basais,
PTEN (Farina ef al., 2016) e reprimir a atividade do RA e MAPK (Gandellini ef al., 2012). A
expressao de miR-205-5p ¢ também inversamente proporcional a expressio do gene
antiapoptotico BCL2L2, resultando em sensibilizagdo a apoptose celular quando o miR-205 ¢
administrado junto a quimioterapicos (Bhatnagar ef al., 2010). Outro caminho pelo qual o miR
induz a parada no ciclo celular e apoptose, ¢ a inibicdo de HER3, tanto in vitro quanto in vivo
(Li, J. et al., 2023).

Em amostras de tumor primario comparadas com um tecido saudavel da prostata, a
hipermetilacdo do MIR205HG locus € consistente com a diminui¢do da expressao de miR-205,
resultando em aumento da recorréncia bioquimica de pacientes (Hulf ez al., 2013). Além disso,
o miR-205 parece atuar também em metastases, por ter como alvo a TP63. A diminui¢ao
TP63/miR-205 foi observada em amostras de metastases de mais de 200 pacientes com CP,
sendo relacionada a perda de TP63/miR-205 com escore de Gleason mais alto, aumento da
probabilidade de eventos metastaticos e de infiltracdo, e pior prognostico (Tucci et al., 2012).
A expressao do miR-205-5p foi encontrada significantemente menor em 1.461 pacientes com
CP comparados a 510 pacientes controle, sem tumor. Ainda, no CP com metéstase Ossea, o
conteudo de miR-205-5p ¢ ainda mais reduzido do que no metastatico ndo 0sseo, sendo a

expressdo capaz de diferenciar entre os grupos (Sun et al., 2020).
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Assim, devido a importante diminui¢do da expressdo do miRNA na linhagem tumoral
observada pelo ensaio de microarranjo, as importantes vias alvo preditas pela analise de
bioinformatica e a consisténcia de dados na literatura demonstrando a atua¢ao da molécula
como supressora tumoral, 0 miR-205-5p foi escolhido para ser restaurado na linhagem PC-3,

carreado por nanoparticulas hibridas de fosfato de calcio, como forma de terapia molecular.

5.1.2 Caracteriza¢do das nanoparticulas

A preparacdo das NP de CaP foi realizada pela mistura simples da sequéncia do miR-
205-5p mimético, calcio, fosfato e PEG-GLU, devido as forgas eletrostaticas presentes
organizarem a automontagem dos constituintes. As NP de CaP resultantes foram denominadas
como NP miR-205, NP Mock (NP de CaP sem miRNA), e NP Scramble (NP de CaP contendo
sequéncia de miRNA sem homologia com sequéncias de genes humanos).

A preparagao de NP Mock resultou em particulas com tamanho médio de 56,03 + 0,35
nm e PDI de 0,113 + 0,004 (média + desvio padrdo), a preparacao de NP Scramble resultou em
particulas com tamanho médio de 52,71 + 0,76 nm e PDI de 0,149 + 0,032, ¢ NP miR-205 com
tamanho médio de 49,62 + 0,15 nm e PDI de 0,116 + 0,004, conforme mostrado na Tabela 6 e
Figura 9. Posteriormente, as NP de CaP foram analisadas por MET, em que foi confirmada uma
formulagdo de particulas monodispersas e de aspecto esférico (Figura 10). Entretanto, o
tamanho das NP de CaP mostrou-se menor que o observado por DLS, observagdo que vem de
encontro com a literatura, pois a técnica de DLS fornece o raio hidrodindmico das estruturas,

enquanto MET fornece uma imagem precisa do nticleo das particulas (Sikkema et al., 2007).

Tabela 6 - Tamanho médio das NP CaP por DLS.

NP de CaP Tamanho médio (nm) PDI Carga superficial (mV)
NP Mock 56 0,113 0,127 + 0,089
NP Scramble 53 0,149 0,191 £ 0,028
NP miR-205 50 0,116 0,232 + 0,160

O emprego de nanocarreadores para a entrega de fArmacos em tecidos alvos requer a
formulacdo de particulas com caracteristicas definidas e previsiveis, que fornecam
biodisponibilidade maxima e efeitos colaterais minimos (Danaei et al., 2018), portanto faz-se

necessaria a confirmagdo de uma formulagdo com tamanho e formato adequados para entrega
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no tumor, pois a ligacdo a receptores especificos da membrana celular, o trafego dentro das
células, o fluxo intracelular e a farmacocinética, os mecanismos de extravasamento e depuragao
¢ dependente destas caracteristicas (Jiang et al., 2008; Mitragotri; Lahann, 2009; Chen ef al.,
2011; Liu et al., 2011; Khalifehzadeh; Arami, 2020).

Figura 9 - Caracterizagdo das NP de CaP por DLS.
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As NP podem apresentar tamanhos entre 1 a 100 nm e aquelas de tamanho proximo a
100 nm estdo associadas a um curto tempo de circulacdo sanguinea devido ao acumulo no
reticulo endoplasmatico, além do figado e baco, devido ao reconhecimento pelo sistema
fagdcito mononuclear nestes 6rgaos (Gustafson ef al., 2015). Ja as NP de tamanho inferior a 10
nm apresentam alta taxa de depuracdo renal (Choi et al., 2007). Para um maior tempo de
circula¢do e acimulo em tumores s6lidos, o tamanho ideal esperado de NP varia entre 10 e 80
nm (Arami et al., 2015), sendo aquelas com tamanho entre 40 e 50 nm as mais eficientes em
promover modificagdes funcionais em células receptoras, quando comparadas a um espectro de
NP de ouro com variagdes de tamanho de 2 a 100 nm (Bao et al., 2016).

As NP de CaP com tamanho médio de 50 nm j4 haviam sido estudadas por nosso grupo
de pesquisa para entrega de siRNA (De Mello et al., 2017; Souza et al., 2021). Aqui,
identificamos que as NP de CaP sintetizadas mantém as propriedades para serem carreadoras
também de miRNA e estdo de acordo com dados da literatura. Neste sentido, foi relatado que
NP para entrega de miR-205-5 mimético com nticleo de 6xido de ferro e revestimento de MPEI-
PEG, apresenta tamanho médio de 117,2 nm e PDI de 0,246 (Nagesh et al., 2018). Outros
sistemas de entrega do miR-205-5p mimético descritos pela literatura incluem NP de ouro com

tamanho aproximado de 13 nm (Hao ef al., 2011), micelas de 60 nm (Mittal et al., 2014),



62

lipossomas de 120 nm (Yang et al., 2013; Qin; Li; Xie, 2018), e dendrimeros de 238,4 nm (Qian
et al., 2022), destacando a faixa de tamanho ideal para acumulacdo em tumores soélidos
encontrada nas NP de CaP sintetizadas neste estudo, frente aos dados da literatura.

As NP de CaP apresentaram PDI proximo a 0,1 indicando populacdes de tamanho
homogéneo, uma vez que a medida varia de 0,0 (totalmente homogénea) a 1,0 (ndo
homogénea), o que pode ser observado na Figura 9 com a presenca de apenas um pico nos
graficos. Em trabalhos com NP PEGuiladas, espera-se valores de PDI de até 0,2 para considerar
a formula¢do monodispersa (Danaei et al., 2018).

Outro aspecto importante a ser considerado ¢ o formato das NP, que dita as interagdes
que ocorrem com as membranas celulares e proteinas séricas circulantes (Guo et al., 2020). As
NP em formato oblato sdo mais propensas a migrar em dire¢@o as paredes dos vasos sanguineos
e estabelecer interagdes com células endoteliais dos vasos sanguineos em compara¢do com
nanoparticulas esféricas (Miiller; Fedosov; Gompper, 2014).

Formatos quadrangulares apresentam maior acimulo em 6rgaos in vivo do que formatos
triangulares e pentagonais (Jasinski et al., 2018). As NP em formato de bastdo tem maior
resisténcia gastrointestinal, maior tempo de circulacdo e menor excrecdo renal que as de
formatos esféricos, que sdo degradadas mais lentamente devido a menor area de contato (Zhao
et al., 2017). Neste trabalho, as NP de CaP que produzimos sao esféricas (Figura 10), formato
que estimula menos o sistema imune que as laminares (Ramesh et al., 2007), e induzem menor

producdo de IL-1P que as NP em formato de bastao (Hayashi et al., 2016).

Figura 10 - Morfologia das NP miR-205 por MET.

S

s das NP miR-205. Micrograﬁés indicam nanoparticulas com aspecto esfer1c0, analisadas
por MET. Escala: 20 nm.
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O potencial zeta, termo utilizado para o potencial eletrocinético em sistemas coloidais,
ou seja, a diferenga de potencial elétrico entre o meio de dispersdo e a camada estacionaria de
fluido ligada a particula dispersa, indica o grau de repulsdo entre as particulas carregadas na
dispersdo. Valores positivos elevados, acima de 30 mV, implicam em particulas altamente
carregadas, o que impede a agregacao das mesmas devido a repulsdo elétrica, porém apresentam
elevada citotoxicidade (Frohlich, 2012). Valores inferiores a -30 mV sdo considerados 6timos
para a estabilidade de uma nanodispersdo, enquanto valores proximos a zero podem indicar que
a atracdo superard a repulsdo, e ¢ provavel que agregados sejam formados (Freitas; Muller,
1998) . A carga superficial das NP de CaP, determinada pelo potencial zeta, foi de 0,127 +
0,089 mV para NP Mock, 0,191 £ 0,028 mV para NP Scramble e 0,232 + 0,160 mV para NP
miR-205 (Tabela 6), mantendo-se proximas a neutralidade e sem diferenca estatistica
significativa entre elas.

Uma vez que, na auséncia de aditivos, cristais de CaP crescem indistintamente, optou-
se pelo uso de PEG-GLU para favorecer a estabilizacdo das particulas, tendo como
consequéncia a carga superficial proxima da neutralidade. Mudancgas de carga em NP de CaP
apos PEGuilagdo sdo frequentemente observadas, devido ao carater ndo i6nico do PEG, mas
sem observar perda na eficiéncia de entrega e com aumento da estabilidade, uma vez que as
cadeias longas do polimero aumentam a repulsdo estérica, evitando agregacao (Jiang; Lodge;
Reineke, 2018). No estudo de Machado Cruz et al. (2020), a PEGuilagdo das NP desenvolvidas
para entrega de itraconalzol, alterou a carga de -30,1 para -18,6 mV. No estudo de
Ramachandran; Paul e Sharma (2009) a adicdo de PEG em NP de CaP para entrega oral de
insulina, alterou a carga de -46,2 mV para -5,1 mV, aumentando a liberacao gastrointestinal de
2% para 6,5% em 8 h, melhorando a qualidade da formulagdo. Ainda, no estudo de Stiufiuc et
al. (2013), foi observado que € possivel aumentar gradualmente o comprimento da cadeia do
polimero, (PEG200 — PEG20000), controlando a carga superficial das NP de -28mV para -2
mV, sem qualquer modificagdo da estabilidade coloidal.

Entdo, para avaliar a estabilidade das NP de CaP PEGuiladas, puras e diluidas em meio
de cultura 1:1 (v/v), tamanho e PDI foram acompanhados por 90 dias nas temperaturas 25 °C,
4 °C e -20 °C, sendo consideradas estaveis até 100 nm, tamanho limitrofe para acumula¢do em

tumores solidos pelo efeito EPR (Lee et al., 2014) e PDI de até 0,4 (Figura 11).
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Figura 11 - Estabilidade das formulac¢des por DLS e PDI.
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Avaliag@o de estabilidade. Tamanho das NP de CaP em linha continua preta e PDI em linha tracejada cinza,
avaliadas apos 1, 3, 7, 14, 21, 28, 60 ¢ 90 dias da preparagdo, puras e diluidas 1:1 em meio de cultura,
armazenadas a -20 °C (A e D, respectivamente), armazenadas a 4 °C (B e E, respectivamente) e a temperatura
ambiente (C e F, respectivamente). O simbolo redondo (e) refere-se as NP Mock, quadrado (m) as NP Scramble
e triangulo (A ) as NP miR-205.

Diante destes parametros, concluimos que as NP de CaP permanecem estaveis por até
90 dias quando armazenadas em freezer a -20 °C e em geladeira (4 °C) diluidas em meio de
cultura, e até 28 dias sem diluicdo. As formulacdes mantidas em temperatura ambiente

mantiveram a estabilidade por um periodo reduzido de tempo, 7 dias (Tabela 7). Ainda, nao
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foram observadas altera¢des macroscopicas das formulagdes, apenas nas NP Mock diluidas em
meio de cultura armazenadas em temperatura ambiente (Figura 11F), pois ¢ provavel ter

ocorrido contaminagdo por microrganismos durante os dias de armazenamento.

Tabela 7 - Estabilidade das NP de CaP.

Temperatura Tempo (dias)
25°C 7
4°C 28
-20 °C 90

Uma vez que os experimentos previstos com linhagens celulares envolveriam exposi¢ao
das NP de CaP aos meios de cultura para manutengdo das células tratadas, a estabilidade
coloidal foi avaliada nestas condi¢des. As propriedades fisico-quimicas de NP podem ser
afetadas pela presenca de proteinas e ions no meio e variam de acordo com a matriz na qual se
encontram (Dobrovolskaia et al., 2009). Por exemplo, o meio RPMI-1640 contém cinco vezes
mais fons fosfato (5,63 mMol/L) que o meio DMEM (0,92 mMol/L) e o plasma humano (1,0
mMol/L), e vinte vezes menos proteinas que o plasma, sendo necessario o delineamento dos
experimentos de acordo com o meio a ser utilizado (Moore et al., 2015). No presente estudo,
ndo foi verificada alteracdo da estabilidade coloidal em meio devido a presenca de PEG, que
por sua composi¢do quimica, conformacdo e densidade, diminui a adsorcdo de proteinas na
superficie da particula, resultado que vai de acordo com o que ¢ encontrado na literatura, em
que NP de CaP PEGuiladas podem inclusive aumentar a estabilidade do quimioterapico
gemcitabina no plasma, protegendo a molécula da degradagao por citosina desaminase (Chu et
al., 2018). De fato, observamos que as NP de CaP mantiveram-se estdveis mesmo com a carga
superficial neutra.

A quantidade de miRNA livre ndo encapsulado pelas NP de CaP foi calculada através
da concentragdo de miRNA no sobrenadante ap6s 4 h de centrifugacdo, tempo necessario para
observar a precipitagdo das NP de CaP (dados confirmados por DLS). O valor encontrado foi
comparado a uma curva padrao do miRNA (Figura 12), sendo possivel estimar que a quantidade
de miRNA encapsulado, através da formula descrita no item 4.1.5, foi de 53,4%, valor
semelhante ao ja encontrado para NP de CaP sintetizadas por nosso grupo, com eficiéncia de

encapsulacao de 45% e capacidade significativa de reducdo tumoral in vivo (Souza et al., 2021).
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Figura 12 - Curva padrao de miRNA
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Curva analitica padrdo da molécula florescente intercalada a miRNA, realizada por espectrofluorimetria
(A excitagd0500 nm/emissdo 525 nm).

Sequéncias de miRNA encapsuladas em NP dependem da composi¢do das mesmas
(Moraes et al, 2021). As NP de dextrano e espermina sdo capazes de encapsular
aproximadamente 90% do anti-miR-21, devido as cargas altamente positivas presentes na
estrutura (Zheng et al., 2022). As NP magnéticas de ouro-0xido de ferro complexadas com
quitosana foram capazes de encapsular 80% de anti-miR-21 ¢ miR-100 mimético, porém
causam totoxicidade as células devido ao excesso de grupos amina livres carregados
positivamente da quitosana (Sukumar et al., 2019). As NP lipidicas solidas utilizadas para
encapsular anti-miR-21 e o quimioterapico pemetrexede para o tratamento de gliobastoma,
foram capazes de incorporar mais de 90% da sequéncia de miRNA (Kiigiiktiirkmen; Bozkir,
2018). A co-encapsulacao de miR-34a mimético e paclitaxel também foi superior a 90% nestas
particulas (Shi et al., 2014). As NP poliméricas de 4cido polilatico-co-glicélico sdo capazes de
encapsular até 78% de miR-150 mimético para o tratamento do cancer pancreatico (Arora et
al.,2014). As NP lipidicas com CaP do grupo de Huang e colaboradores (2010), apresentaram
eficiéncia de encapsulacdo de siRNA proxima a 40%, que foi aumentada para 91% com adicao
de PEG e anisamida na superficie lipidica, porém associada com alta carga superficial (25 mV)
(Yang, Y. et al., 2012).

Quanto maior a concentracdo de PEG na composi¢do das NP, menor ¢ a eficiéncia de
encapsulacdo de oligonucleotideos devido a competi¢do pela ligacdo ao CaP (Kakizawa;
Furukawa; Kataoka, 2004). Para aumentar a eficiéncia de encapsulagdo, modificagdes na cadeia
do miRNA podem ser realizadas, como a adi¢do de grupos tiol nas extremidades 3' e 5',

aumentando o peso molecular e a densidade de carga da cadeia (Jung et al., 2015). Neste
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trabalho, optou-se pelo prosseguimento dos experimentos in vitro utilizando a NP de CaP,
mesmo com a eficiéncia de encapsulagdo inferior a outros trabalhos encontrados na literatura,
ja que pela nossa experiéncia a formulagdo ndo apresenta toxicidade in vivo (Souza et al., 2021)

e o desenvolvimento de NP ndo compreenderia o objetivo principal do trabalho.

5.1.3 Estudos funcionais

ApOs a caracterizacdao das NP de CaP, iniciaram-se os ensaios com a linhagem de cancer
de prostata PC-3, estabelecida a partir de sitio metastatico no tecido 6sseo, nao sendo responsiva
a androgenos, apesar de expressar fracamente RA, e ndo produtora de PSA. A toxicidade das
NP de CaP as células foi avaliada pelo método de MTS utilizando NP Mock, NP Scramble, ¢
NP miR-205 em concentragdes seriadas [5 — 500 nMol/L] por 24 h, 48 h, e 72 h. Estas condi¢des
foram determinadas de acordo com trabalhos ja publicados indicando a concentragdo necessaria
de miRNA para ocasionar alteragdes na expressao génica (Lu ef al., 2017; Meng et al., 2017,
Gao et al., 2020; Ouyang et al., 2020; Ouni et al., 2021; Hassan et al., 2023).

Neste primeiro ensaio, o plaqueamento ¢ a manutengao das células foram realizados em
meio RPMI-1640 suplementado com 10% de SFB, condi¢do normalmente utilizada em nosso
laboratério para as células PC-3. Entretanto, dessa forma, foi observada uma toxicidade nao
prevista das NP de CaP controle (Figura 13), uma vez que os componentes presentes nas
particulas sdo biocompativeis € ndo demonstraram toxicidade em trabalhos anteriores do grupo
com outras linhagens celulares. A morte celular observada por MTS foi também confirmada
pelo método Azul de Tripan.

Apo6s a avaliagdo das variaveis e da realizagdo de diversos testes, concluiu-se que a
citotoxicidade era referente a um artefato experimental. Acreditamos que a influéncia na
toxicidade observada em meio RPMI-1640 deve-se a composi¢do de ions do mesmo (Moore et
al., 2015), especialmente ions fosfato, que podem ter gerado uma sobrecarga as células,
concomitante a presenca das NP de CaP, formadas por fosfato de célcio. O excesso de fosfato
em culturas celulares pode causar estresse do reticulo endoplasmatico e apoptose (He et al.,
2021), além de poder influenciar nas propriedades fisico-quimicas das NP de CaP.

Optou-se entdo por cultivar as células em meio DMEM suplementado com 10% de SFB.
Desta forma, observamos uma reduc¢do da viabilidade apenas nas células tratadas com NP miR-

205 por 48 h, de [100 nMol/L] a [500 nMol/L] (Figura 14).



Figura 13 - Citotoxicidade das NP de CaP em meio RPMI-1640.
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mantidas em meio RPMI-1640 com 10% de SFB por 24 h, 48 h, e 72 h. Ensaio realizado em triplicata, n=3,

P < 0,001, **P

<0,01, *P <0,05.
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Figura 14 - Citotoxicidade das NP de CaP em meio DMEM.

Avaliacdo da citotoxicidade das NP de CaP pelo ensaio de MTS na linhagem de cancer de prostata PC-3. Células
mantidas em meio DMEM com 10% de SFB por 24 h, 48 h, e 72 h, ensaio realizado em triplicata, n=3, ***P <
0,001, **P < 0,01, *P < 0,05.
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Assim, descartamos também a hipotese de citotoxicidade decorrente de um excesso de
calcio intracelular, cuja concentragdo ¢ tipicamente em torno de 100 nMol/L (Neumann et al.,
2009; Bagur; Hajnoczky, 2017) e poderia estar associada a morte celular apés um aumento
abrupto da concentragdo do ion, ainda que incrementos transitdrios possam favorecer o ciclo
celular (Steinhardt; Alderton, 1988; Taylor et al., 2008). Ao utilizar NP de CaP, entretanto,
parece ndo haver um aumento significativo do célcio intracelular, como ocorreria com a adig@o
de calcio livre, na auséncia de NP, pois o ion seria rapidamente drenado para fora das células,
sem causar citotoxicidade (Neumann et al., 2009).

Na literatura, a restauragdo do miR-205-5p mimético carreado por nanoparticulas
magnéticas de oxido de ferro/PEG também foi capaz de diminuir a viabilidade celular e
aumentar a sensibilidade de células PC-3 ao quimioterapico docetaxel. Neste estudo, foi
observado o aumento da apoptose pela inibigdao da proteina Bcl-xL (Nagesh ef al., 2018). O
miR-205-5p ja foi descrito como indutor da apoptose em células de CP por regular
negativamente Bcl-w (Bhatnagar ef al., 2010), HER3 (Li, J. ef al., 2023), e Bel-2 (Verdoodt et
al., 2013). A expressdo de Bcl-2 em bidpsias de CP ¢ correlacionada com a extensdo
extracapsular do tumor (Arrighetti; Beretta, 2021).

A entrega de miR-205-5p mimético em cé¢lulas PC-3 por NP de ouro e lipossomas
diminui a proliferagdo e invasao celular (Hao et al., 2011), e induz a apoptose mediada por
cisplatina, além de aumentar a expressdao da proteina apoptotica caspase-9 e E-caderina e
diminuir a expressao de MMP-9 e p-ERK (Qin; Li; Xie, 2018). A sensibilizacao de células de
CP por miR-205-5p a cisplatina também esta relacionada a diminuigdo do fluxo autofagico via
RAB27A4 e LAMP3 (Pennati et al., 2014).

A transfec¢io do miR-205-5p mimético em células PC-3 com Lipofectamina® 2000 e
em xenoenxertos de camundongos, foi capaz de aumentar significativamente a resposta a
radiofarmacos através do comprometimento do reparo aos danos de DNA induzido pela
radiacdo, como consequéncia da inibi¢do de PKCe e ZEB!I (El Bezawy et al., 2019). Ainda, o
miR-205-5p pode inibir a expressdo de E2F1, proteina associada a resisténcia a quimioterapicos
em diversos tipos de cancer, através da regulacdo da familia de transportadores ABC e Bcl-2,
indicando que a supressdo da expressao de E2F1 por miR-205-5p pode ser usada para
sensibilizar células tumorais a quimioterapia (Lai et al., 2018). No presente estudo, observamos

uma redu¢do na viabilidade de células expostas a concentragdes crescentes do miR-205-5p
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mimético, que acreditamos que pode estar associada com os quimioterapicos docetaxel e
cabazitaxel para melhores respostas aos tratamentos do estagio metastatico 6sseo do CP.
Partindo-se do tempo necessario para diminui¢ao da viabilidade celular observada pelo
ensaio de MTS, a avaliagdo da entrega e restauracao da expressao do miR-205-5p em células
PC-3 foi avaliada por RT-qPCR apo6s exposi¢ao durante 24 h e 48 h as NP de CaP (Figura 15).
Neste ensaio, observamos que as NP miR-205 sdo eficientes na promogao de uma restauracao
significativa do miR-205-5p nas células alvo, especialmente dentro de 24 h de tratamento. Além
disso, as demais NP utilizadas ndo promovem efeito inespecifico de aumento do miRNA
celular, sendo portanto, o método de tratamento considerado adequado para a recuperagao da

expressao.

Figura 15 - Restauracdo da expressao do miR-205-5p.
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Ensaio de RT-qPCR. Expressdo relativa do miR-205-5p em células PC-3 apds tratamento com NP de CaP [100
nMol/L] por 24 h e 48 h, ensaio realizado em triplicata, n=3. ***P < (0,001.

Em seguida, avaliamos a expressao dos genes alvo do miR-205-5p sendo estes o RA,
BAMBI, SMAD1/5/9, VEGFA e ZEB1 apos exposicao a [100 nMol/L] de NP de CaP por 24 h,
48 h, e 48 h_DR (Figura 16), afim de que pudéssemos identificar se o efeito observado nos
genes seria decorrente, de fato, do tempo de tratamento ou relacionado ao doubling time e
dilui¢do das células PC-3. Neste ensaio, observamos que a exposi¢ao as NP miR-205 promoveu

a inibicdo significativa no contetido de todos os genes alvo em 24 h, condizente com o tempo
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em que a restauragdo da expressdo do miR-205-5p manteve-se nas células. Em 48 h,
observamos que apenas a inibi¢ao da expressdo do R4 foi mantida, mas todos voltam a decair

com a adi¢do de NP miR-205 no tratamento em dose repetida (48 h DR).

Figura 16 - Avaliacdo da expressdo de genes alvos do miR-205-5p.
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Ensaio de RT-qPCR para avaliacdo de genes alvo. Expressdo de genes alvos do miR-205-5p em células
PC-3 apos tratamento com NP miR-205 [100 nMol/L] por 24 h, 48 h, ¢ 48 h_DR, ensaio realizado em triplicata,
n=3. ***pP < 0,001, **P <0,01.

De acordo com as interagdes miRNA-gens preditas pelos bancos de dados consultados,
confirmamos nossa hipotese de que com a restauragdo do miR-205-5p nas células, os genes
alvo que estdo positivamente regulados durante a deficiéncia do miRNA, tém a expressao
consideravelmente inibida, o que possivelmente diminuiria a progressao e agressividade
tumoral e aumentaria a susceptibilidade as terapias. Além disso, os resultados observados estao
de acordo com o modelo matematico predito por Hausser et al. (2013) a respeito do tempo
necessario para acdo de miRNA em genes alvo. Segundo o estudo, os miRNA exdgenos
adicionados as células competem com os miRNA endogenos pela ligagdo com a proteina AGO?2
e observa-se um pico de ligagdao em 10 h — 12 h, com efeito na expressdao de genes em 24 h. A
forma de modulagdo também influencia o destino do &cido nucleico, uma vez que miRNA
injetados diretamente no citoplasma celular possuem uma acdo tempo linear, enquanto miRNA
transfectados possuem uma acdo maxima em RNAm em aproximadamente 20 h, com retorno
da expressao celular normal apos esse periodo. Neste sentido, identificamos que para uma agao

consistente na modulac¢do génica utilizando NP de CaP, a repeti¢do do tratamento apos 24 h
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parece ser a forma mais adequada. Além disso, atualmente estudos demonstram que a
modificacdo das sequéncias de miRNA e a modulacdo por vetor lentiviral podem promover
efeitos mais especificos do que o uso de miRNA miméticos as sequéncias enddgenas
transfectadas, porém € necessario precaugao no uso de ferramentas de edi¢ao génica devido aos
efeitos imunologicos advindos da mesma (Follenzi; Santambrogio; Annoni, 2007; Jin et al.,
2015; Shirley et al., 2020).

A respeito dos genes alvos avaliados, conforme apresentado no item 2.2.3, o tecido sadio
da prostata, bem como as células de CP, necessitam da expressao do RA para proliferar, sendo
consequentemente a inibicao do receptor considerada o padrdo ouro de tratamento no manejo
clinico (Nigro et al., 2022). Entretanto, um grande numero de pacientes desenvolve o CP
resistente a castragdo e metastases 0sseas (Scher; Sawyers, 2005; Ross et al., 2008). Uma das
hipoteses que corroboram com o descrito previamente a respeito da resisténcia hormonal
envolve o aumento dos efeitos da ativagdo da sinalizagdo de B-catenina devido a inibi¢cdo do
RA (Kretzschmar et al., 2015). As sinalizagdes do RA e Wnt/B-catenina teoricamente nao
deveriam estar relacionadas, contudo, no CP resistente a castragdo, isto ¢ observado, e a [3-
catenina ¢ entdo translocada do citoplasma para o nucleo, aumentando a transcrigdo de RA
(Yang et al., 2002). Cerca de 60% dos casos de CP metastitico tém forte expressao
citoplasmatica de B-catenina, em comparacao com menos de 20% dos casos de CP localizado
(Jung et al., 2013).

Na continua remodelacdo Ossea, a sinalizacdo Wnt/p-catenina atua conjuntamente com
BMPs para a manuten¢do da homeostase do tecido. Ao mesmo tempo que Wnt/B-catenina ¢
inibida por BMPs (He et al., 2004; Ille et al., 2007; Meharwade et al., 2023), a sinalizacdo €
descrita como altamente ativa em osteoblastos e células precursoas (Zhang, R. et al., 2013).
Curiosamente, no contexto tumoral, o pseudoreceptor de membrana BAMBI (do inglés, BMP
and Activin Membrane-Bound Inhibitor), é descrito como responsavel pela superexpressao de
[-catenina em osteossarcomas (Zhou et al., 2013), e no cancer gastrico (Liu, K. et al., 2014),
além de promover a proliferagdo de células de mesotelioma (Hoang et al., 2022), e
diferenciagdo de macrofagos em gliomas (Wang; Chen; Zhang, 2018). Uma vez que neste
trabalho a restauragdo do miR-205-5p promoveu a inibicdo de BAMBI e RA, concomitante a
redugdo da viabilidade de células PC-3, hipotetizamos que no CP metastatico 6sseo, BAMBI
pode estar relacionado com a expressao do RA4 através da complexa sinalizagdo Wnt/B-catenina

e, portanto, sugerimos o papel de oncogenes neste estagio da doenga.
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A relacdo entre a superexpressao de SMADI1/5/9, VEGFA e ZEBI no CP metastatico,
por outro lado, ja tem sido amplamente descrita, especialmente a respeito da inducdo da EMT
e angiogénese e a agressividade resultante do processo (Shola et al., 2012; Bender; Mac
Gabhann, 2015; Dai et al., 2019; Xu et al., 2021; Maxwell et al., 2022). No presente trabalho,
confirmamos a inibicdo de ZEBI pela restauragdo do miR-205-5p, de acordo com dados da
literatura (Gregory et al., 2008; Nagesh et al., 2018; El Bezawy et al., 2019) e descrevemos a
inibicao de VEGFA e SMAD1/5/9 pela molécula no CP, conforme ja observado em outros tipos
de cancer (Zhang et al., 2021; Yang et al., 2022; Toro; Shukla; Bansal, 2023), corroborando

com o estabelecimento do miR-205-5p como um supressor tumoral no CP.

5.2 MODULACAO DO MIR-224-5P - RESULTADOS OBTIDOS NOS EUA

5.2.1 Incorporacao 2D e 3D das nanoparticulas

Iniciamos esta parte do estudo identificando se as NP de CaP preparadas conforme o
item 4.1.2 seriam internalizadas por células de cancer de prostata C4-2B, uma vez que a
expressao de MMP pelas células PC-3 poderia impedir a formagdo posterior do modelo 3D
(Reel et al., 2015). Para preparagdo das NP de CaP, foi utilizada uma formulagdo comum de
acido nucleico pequeno marcado com o corante cianina 3 (Cy3).

Ap6s os periodos de 1 h e 4 h de exposicdo das solugdes teste as células, foi possivel
observar em azul os ntcleos celulares marcados pelo corante DAPI e em vermelho as moléculas
do 4cido nucleico marcadas com Cy3 (Figura 17A), indicando a internalizagao das NP de CaP
com entrega celular do contetido de oligonucleotideos, dependentes de forma, tempo e
concentragdo. A presenca de pequenos pontos avermelhados no citoplasma das células expostas
as NP de CaP contendo o 4acido nucleico (Figura 17B) indica o acumulo das nanoparticulas em
endossomos, que apds sofrerem endocitose mediada por caltrina e caveolinas (Tobin ef al.,
2013), realizam o escape endossomal, com liberagcao do contetido no citoplasma celular (Lee e?
al.,2011; Pittella et al., 2011; Qiu et al., 2016). Um aumento de fluorescéncia do meio contendo
as solugdes controle pode ser notado devido a artefatos da técnica (Figura 17C), que ndo sao
observados nas imagens das células (Figura 17B). Ainda, € possivel inferir que a diminui¢do da
fluorescéncia observada na solugdo de acido nucleico Cy3 livre, que seria sugestiva de uma

maior internalizacao da molécula (Figura 17C), € na verdade decorrente da degradacao do acido
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nucleico livre (Layzer et al., 2004; Bardoliwala ef al., 2019), uma vez que observamos apenas
uma breve fluorescéncia no interior das células expostas a esta solug¢ao (Figura 17B).

No organismo humano, moléculas de acido nucleico livre sdo facilmente degradadas
por nucleases do soro e removidas por filtragdo glomerular, alcancam uma meia vida inferior a
10 min (Van De Water et al., 2006). Além disso, as moléculas livres ndo sdo capazes de
atravessar de forma passiva as membranas celulares devido aos fatores intrinsecos como alto
peso molecular e carga negativa (Wang et al., 2010). Assim, destacamos a importancia das NP
de CaP para a manutenc¢do da integridade de oligonucleotideos bem como para a eficiéncia de
entrega as células alvo.

Em seguida, a incorporacdo dindmica, também descrita como /ive-cell imaging, das NP
de CaP foi realizada para avaliar o efeito nas células por um periodo prolongado de tempo.
Como as células podem sofrer fototoxicidade nesse tipo de experimento devido a constante
exposic¢do a luz do microscopio, os pocos da placa foram revestidos com colageno tipo I para
favorecer a aderéncia celular, e ndo foram utilizados outros corantes, além do Cy3, o que
permitiu a viabilidade celular até o final do experimento.

Nas imagens dos tempos iniciais, as cé€lulas sdo dificilmente diferenciadas do
background, que apresenta um tom avermelhado de dificil foco no microscopio devido as NP
de CaP ainda flutuantes no meio possuirem tamanho menor que o limite inferior de pixels do
microscopio utilizado, mas com o passar das horas e a medida que as nanoparticulas vao sendo
internalizadas, as células passam a entrar em foco (Figura 18A). Assim como descrito no item
anterior para as c¢lulas fixadas, também foi observada a presenca de acido nucleico Cy3 em
compartimentos intracelulares sugestivos de corpos endociticos que possuem um aumento
gradual que se torna significativo apos 48 h de exposicao (Figura 18B).

A internaliza¢do de nanocarreadores varia de acordo com a temperatura do ambiente,
concentracdo e composicao das estruturas, bem como as células utilizadas. NP de dioxido de
silicone de 80 nm sdo intensamente internalizadas durante 3 h de tratamento e entdo chegam a
uma saturacao, que € retardada quando sao administradas particulas de igual composi¢do com

tamanho médio de 30 nm (Halamoda-Kenzaoui et al., 2017).



Figura 17 - Internalizacdo das NP de CaP.
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Células C4-2B apos exposicdo as NP de CaP. (A) Células apos tratamento com as solugdes por 1 he 4 h. A
coloragdo vermelha ¢ relativa ao corante Cy3 na molécula de acido nucleico pequeno, e azul ao corante nuclear
DAPI. Objetiva 10 x, barra de escala 100 um. (B) C4-2B apoés 4 h de exposicdo, objetiva de 40 x, barra de escala
20 um. (C) Intensidade de fluorescéncia das solugdes antes (0 h), e apos exposicdo as células (1 h e 4 h).
Medidas padronizadas para porcentagem relativa ao tempo 0 h.

NP polimerizadas contendo silica sdo quase completamente internalizadas ap6s 24 h
quando utilizadas na concentracdo de 24 pg/mL (Bittner et al., 2021), ja para NP de CaP
contendo FITC-BSA, um aumento de fluorescéncia relativo a incorporagao ¢ crescente até 4 h,
e mantem-se constante por 24 h (Gausterer; Schiiler; Gabor, 2021). NP de CaP na
concentracdo de 100 nMol/L podem ser observadas por MET no citoplasma de células
granulosas mesmo ap0s 72 h de tratamento (Liu et al., 2010), enquanto NP de CaP com tamanho
médio de 50 nm permanecem presentes em células precursoras de osteoblastos apos 24 h de

tratamento (O'doherty et al., 2020).
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Figura 18 - Avaliacdo da internalizagdo dindmica das NP de CaP em modelo 2D.
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das NP acido nucleico_Cy3 [100 nMol/L]. A coloragdo vermelha ¢é relativa ao corante Cy3 ligado ao acido
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background das imagens. O ensaio foi realizado em duplicata, n=1, **P = 0,0039.
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Na comparagdo por live-cell imaging da internalizacdio de NP de CaP de 60 nm e
Lipofectamina® por células HeLa, ¢ possivel identificar a presenga de ambas nos citoplasmas
celulares apos 72 h de incubagdo. Ainda que a incorporacao seja semelhante e as NP de CaP
apresentem uma menor eficiéncia de silenciamento do gene alvo que o vetor comercial, sdo
acompanhadas de uma menor citotoxidade, sendo descritas pelos autores como o vetor ideal
para aplica¢do in vivo (Chernousova; Epple, 2017).

No contexto do CP, nosso estudo corrobora com os dois trabalhos encontrados na
literatura utilizando a técnica. NP de CaP utilizadas para incorporacao do acido zoledronico sdao
observadas de maneira gradual e significativa ao final de 72 h no citoplasma de células de CP,
sendo indicadas como menos citotoxicas do que lipossomos’ e capazes de produzir maior efeito
antiproliferativo que o medicamento administrado de forma livre (Schiraldi ef al., 2014). A
edi¢do génomica por CRISP também parece ser favorecida por um sistema de NP de CaP, com
a liberagdo do contetido de maneira similar a Lipofectamina® 3000 e mais eficiente do que o
composto isoladamente ao longo de 12 h, sem causar toxicidade as células PC-3 (Wei et al.,
2022).

Para entdo avaliar o desempenho das NP de CaP na entrega de oligonucleotideos em
modelo 3D de CP, microtumores foram desenvolvidos. Modelos 3D podem ser produzidos por
diferentes técnicas, sendo as mais comuns: hanging drop, uso de placas com superficie pouco
aderentes ou afuniladas, levitagdo magnética, sistemas micro fluidicos, e baseados em scaffolds
(Foglietta et al., 2020), entretanto todos possuem como principais desafios 1) rendimento; ii)
uniformidade e reprodutibilidade, e iii) método de avaliagdo (Han; Kwon; Kim, 2021).

Entre os microtumores de CP ja descritos na literatura, os modelos originarios da
linhagem celular LNCaP apresentam nucleo necrético apos 7 dias de cultivo, indicando que o
cultivo prolongado leva a privacdo de nutrientes nas células, entretanto a regido periférica
mantém-se proliferativa e com elevada expressdao de Ki-67, além de possuirem perfil de
expressao de genes semelhante a tumores implantados em camundongos, e diferentes das
mesmas células cultivadas em 2D (Takagi et al., 2007). Microtumores monocelulares formados
por DU-145 e TRAMP-C1 também apresentam ntcleos necrdticos e um exterior proliferativo.
Além disso, neste estudo os autores foram capazes de identificar que os microtumores
apresentam conexoes cé€lula-célula, o que os difere de simples agregados celulares (Habra;

Pearson; Mcardle, 2023).
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A preparagdo de microtumores com tamanho e morfologia semelhantes para a correta
aquisi¢do de resultados foi descrita por Grayson et al. (2021) que obtiveram sucesso na
padronizacao ao cultivar as células DU145 e PC-3 em placas de micropogos. No mesmo estudo
também avaliaram a sensibilidade dos microtumores isolados e em co-cultura com fibroblastos
e FAC em relagdo a quimioterdpicos, demostrando que o resultado das culturas ¢ semelhante e
equiparavel. Microtumores em monocultura derivados das linhagens DU145 e PC-3 também
foram eficazes como modelos para avaliacao da atividade antitumoral da circuma (Boccellino
et al., 2022). Microtumores em monocultura com as linhagens LNCaP, C4-2 e¢ C4-2B
mostraram-se modelos adequados para avaliacdo de migracdo e invasdo celular mediados por
MMP-7 para presumir a progressdo metastatica em ossos (Grindel et al., 2018; Tellman ef al.,
2021). Diante destes achados, o modelo de microtumores foi escolhido para a realizagao deste
estudo através da semeadura das células C4-2B em placas comerciais com micropogos
afunilados. Os resultados estdo mostrados na Figura 19. Obteve-se um rendimento de cerca de
750 microtumores por processo de semeadura. O objetivo foi estabelecer modelos uniformes e
de facil reprodugao com alto rendimento, e uma estrutura que se mantivesse apos transferéncia
para demais compartimentos de ensaios funcionais, € que podem ser aprimorados para demais
técnicas, como encapsulamento por géis ou estabelecimento de co-culturas.

Apos o estabelecimento de microtumores uniformes com tamanho médio de 100 um
formados por cerca de 60 células C4-2B, foi realizado o ensaio de incorporacdo dindmica das
NP de CaP neste modelo utilizando os mesmos pardmetros do ensaio realizado no modelo 2D
(Figura 20). Analisando a parte central dos microtumores e ndo apenas as células migratorias
da extremidade, foi observado que a incorporagdao de NP 4cido nucleico Cy3 [100 nMol/L],
identificada pela presenca de moléculas em tom avermelhado nos compartimentos
intracelulares, ¢ gradual, porém ocorre de forma mais lenta que em 2D. Quando comparada ao
tempo inicial 0 h, a intensidade de fluorescéncia ¢ significativa apds 60 h de exposi¢do, o que
se deve a complexa e intricada estrutura dos modelos 3D.

A entrega de material genético as células para manipulagdo génica encontra desafios
especialmente em modelos 3D, ainda que este seja mais condizente com o observado em
pacientes, e portanto grande parte dos estudos de internalizacdo sao realizados em 2D seguidos
de estudos in vivo (Sokolova et al., 2019). Os agentes de transfeccdo comumente utilizados,
como Lipofectamina®, permitem a entrega do material apenas as células da superficie, da massa

tumoral evadindo-se a entrega as células do nucleo do modelo (Sokolova et al., 2019).
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Figura 19 - Estabelecimento dos microtumores.
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Figura representativa contendo os passos necessarios para a formagdo dos microtumores pela técnica utilizada.
Semeadura da linhagem C4-2B em placa com micropogos afunilados com a formagao de microtumores
uniformes apds 24 h de incubacdo. Imagens de campo claro nas objetivas de 4 x e 10 x em microscopio BZ-
X800E.

Sistemas de eletroporagdo também vém sendo utilizados para a modulacdo da expressdo
génica em modelos 3D, entretanto, devido as pulsa¢des intrinsecas a técnica apresentam entrega
irregular das moléculas (Wasungu et al., 2009; Pelofy et al., 2021; De Caro et al., 2023),
destacando a importancia do uso de nanocarreadores no modelo.

As NP de CaP podem penetrar nas estruturas 3D devido ao diminuto tamanho,
caracteristico materiais nanoestruturados (Sokolova et al., 2019; Bai et al., 2021; Daneshmandi
et al., 2022), além de serem favorecidas por um gradiente de transferéncia de massa realista

(Kim, 2005).



81

Figura 20 - Avaliacdo da internalizagdo dindmica das NP de CaP em modelo 3D.
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Internalizag@o dindmica (/ive-cell imaging). (A) Imagens representativas dos microtumores de C4-2B em
campo claro e canal Texas Red. Objetiva 20 X no microscopio BZ-X800E, barra de escala 50 pm. (B)
Fluorescéncia celular total corrigida com os valores de background das imagens. NP de CaP acido nucleico_Cy3
[100 nMol/L]. O ensaio foi realizado em triplicata, n=2, ***P < 0,001
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No presente estudo, observamos a presenga de moléculas de acido nucleico marcadas
com Cy3 nas células do interior dos microtumores, indicando a eficiéncia de entrega do
conteudo pelas NP de CaP em modelos 3D, que pode ser futuramente desatfiada com o aumento
da complexidade do modelo, com adi¢ao de outras linhagens celulares e hidrogéis para a

encapsulacdo do mesmo, retendo as células, tornando-o ainda mais realista.

5.2.2 Escolha do miR-224-5p

Uma vez identificada a internaliza¢ao das NP de CaP por células C4-2B, seguimos para
a identificacdo de um miRNA alvo a ser utilizado nesta linhagem. Para isso, analisamos
sequéncias de miRNA diferencialmente expressas entre as células C4-2B e LNCaP,
previamente identificadas pela técnica de Sequenciamento Massivo em Paralelo (SMP).

A linhagem LNCaP (do inglés, Lymph Node Carcinoma of the Prostate) foi estabelecida
em 1977 derivada de uma biopsia por aspiragdo de metastase em linfonodo subclavicular
esquerdo de paciente caucasiano de 50 anos de idade com confirmagao de CP (Horoszewicz et
al., 1980). As células sdo responsivas a androgenos, expressam RA e possuem doubling time
de 60 h (Horoszewicz et al., 1983).

A linhagem C4-2B ¢ derivada de LNCaP. Células LNCaP originais (passagem 29)
foram inoculadas nos flancos de camundongos juntamente com MS, uma linhagem humana de
fibroblasto 6sseo (passagens 25-33). Apos 8 semanas, os animais foram castrados por
orquiectomia. Os tumores estabelecidos apds 4 semanas da castragdo, deram origem a linhagem
C4. Tumores quiméricos de C4 com MS em animais castrados deram origem a linhagem C4-2,
linhagem com perfil resistente a castracao (Wu et al., 1994). As metéstases Osseas, originadas
pela administracdo de células da linhagem C4-2 por inje¢do subcutdnea em camundongos
castrados, resultaram em células da linhagem C4-2B (Thalmann ef al., 2000).

Andlises citogenéticas demonstraram que a C4-2B ¢ de fato derivada de LNCaP e possui
origem humana. A linhagem possui uma curva de crescimento mais acelerada (doubling time
24 — 36 h), maior potencial de formagdo de colonias e de invasdao que LNCaP, bem como
tumorigenicidade in vivo, e expressa PSA (Thalmann et al., 2000). A analise de transcriptoma
das células demonstrou que C4-2B possui 457 genes superexpressos € 246 sub expressos em
comparagdo com LNCaP, sendo estes especialmente relacionados a adesdo focal e interagdao
com ECM (Spans et al., 2014). Além disso, quando cultivada em meio de pré-mineralizacao, a

linhagem C4-2B retém até 8 vezes mais calcio do meio que LNCaP, e adquire um fendtipo de
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osteoblasto, com produ¢ao de proteinas osso-especificas como ALPL, BMP7, CBFA1, OPG e
RANKL. Estas propriedades das células tumorais contribuem para o componente osteoblastico
que caracteriza as respectivas lesdes metastaticas esqueléticas (Lin et al., 2001). Ainda, C4-2B
expressa VEGF de forma mais significativa que LNCaP (Yang, L. ef al., 2012) bem como RA,
RUNX2, e genes relacionados a sinalizagdo Wnt, e ndo expressa PTEN (Lim et al., 2010; Ge
etal.,2016; Yang et al., 2018; Kothari et al., 2019).

O estabelecimento de C4-2B a partir de LNCaP ¢ um processo tido como um modelo
ideal para avaliacao de progressao tumoral, uma vez que permite o acompanhamento das células
responsivas a androgenos e pouco oncogénicas a um perfil de resisténcia a castracdo e com
desenvolvimento de metastases Osseas, tal como ocorre em muitos pacientes com doenca
avancada (Spans et al., 2014).

A andlise da composicdo de miRNA nas células C4-2B e LNCaP resultou em 19
diferencialmente expressos entre as linhagens (Tabela 8). Destes 19 miRNA, os miR-29b-2-5p,
miR-101-3p, e miR-224-5p foram selecionados, de acordo com avaliacdo dos genes alvo
experimentalmente validados e relacionados a regulacdo da metastase Ossea, para a validacao

da respectiva expressao por RT-qPCR (Figura 21).

Figura 21 - Expressdo de miRNA entre as linhagens C4-2B e LNCaP.
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Expressdo relativa calculada pelo método de 24T de miRNA diferencialmente expressos entre as linhagens
LNCaP e C4-2B, identificados por SMP. Ensaio realizado em triplicada, n= 2, ***P < (,001.
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Tabela 8 - miRNA diferencialmente expressos entre as linhagens C4-2B e LNCaP.

C4-2B x LNCaP

miRNA Regulacao FC miRNA Regulacao FC
Down 0,142 Up 8,833
hsa-miR-593-5p
Down 0,166 Up 6,282
Down 0,181 hsa-miR-138-5p Up 4,579
hsa-miR-222-3p Down 0,246 Up 4,341
hsa-miR-7-5p
Down 0,324 Up 4,081
Down 0,154 Up 3,393
Down 0,440 Up 4,128
hsa-miR-345-5p
Down 0,166 Up 4,714
Down 0,151 Up 3,103
Down 0,278 hsa-miR-30a-5p Up 3,172
Down 0,160 hsa-miR-101-3p Up 3,091
Down 0,232 hsa-miR-361-5p Up 3,000
hsa-miR-221-3p
Down 0,236 | hsa-miR-103a-2-5p Up 2,818
Down 0,419 Up 2,679
hsa-miR-200c-3p
Down 0,417 Up 2,176
hsa-miR-425-5p Up 2,655
Down 0,201
hsa-miR-200b-3p Up 2,347
hsa-miR-4521 Up 2,306
hsa-miR-224-5p Down 0,288
hsa-miR-29b-2-5p Up 2,097
hsa-miR-99-5p Up 2,107
hsa-miR-17-5p Down 0,452
hsa-let-7b-5p Up 2,134

O miR-29b-2-5p, elevado em aproximadamente 2 vezes na C4-2B em relagdo a LNCaP,
¢ relacionado a um bom prognostico de pacientes com adenocarcinoma pancreatico ductal, e in
vitro inibe a proliferagdo celular, com aumento da parada do ciclo celular e apoptose devido a
expressao de p53 (Li et al., 2018). A superexpressao do miR-29 inibe a EMT e angiogénese em
células de cancer coloretal (Leng et al., 2021). A deplecdo do miR-29b em FAC esta associada
a ativagdo de p38-STATI em células de cancer de mama e aumento da proliferagdo, invasao, e

resisténcia a farmacos (Chou ef al., 2013; Liu et al., 2017), e ja foi descrito como sub expresso
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em tecidos tumorais de préstata quando comparados aos respectivos epitélios saudaveis (Walter
et al.,2013). O miR-29b parece diminuir a capacidade de invasao de células DU145 e PC-3 por
aumentar a expressdao de COLI1AI e COL3A1 (Ivanovic et al., 2018). A restauragao in vivo do
miR-29b com uma molécula mimética foi capaz de reduzir o crescimento tumoral nos animais
devido ao aumento de BCL2L11 (Sur et al., 2019).

O miR-101-3p, elevado na C4-2B em torno de 3 vezes, ¢ descrito como um supressor
tumoral no cancer renal por inibir a invasao celular e metéstase através de EZH2 (Dong et al.,
2021), e controlar a expressao de p53 (Park et al., 2022); no adenocarcinoma de pulmao, ¢
capaz de induzir a sensibilidade das células a radiacdo através de BIRCS5 (Meng et al., 2021);
em células de cancer coloretal, ¢ descrito como sub expresso e como capaz de inibir IL6ST,
STAT3A/B,e MYC (Sastre et al., 2019). Por outro lado, em exossomos circulantes de pacientes,
a expressdao do miR-101-3p ¢ descrita como elevada em relagdo a individuos controle. A
inibi¢do do miRNA em linhagens celulares de cancer coloretal foi capaz de diminuir o
crescimento ¢ migracao, e sensibilizar tumores em modelos de xenoenxerto para o tratamento
(Tao et al., 2021). Em linhagens de cancer de prostata LNCaP e PC-3, o miR-101-3p diminuiu
a invasao e proliferacdo levando as células a apoptose através da sinalizacdo PI3K/AKT/mTOR
(Gu et al., 2021). Entretanto o papel ainda incerto do acido nucleico € descrito por Duca et al.
(2021), ao identificar o miR-101-3p como superexpresso no plasma e no tecido tumoral dos
pacientes, sendo proposto como um biomarcador elevado para diferenciar CP metastatico de
CP ndo metastatico.

O miR-224-5p ¢ amplamente relacionado a progressao tumoral pela literatura e possui
124 genes validados experimentalmente (Quadro 1), segundo o MiRTarBase versao 9.0 (Huang
et al.,2022). Em células de cancer pancreatico, promove a proliferacao, migragao e invasao por
inibir PTEN (Peng et al., 2021). Em células de carcinoma hepatocelular, a superexpressao do
miR-224-5p ¢ mediada por E2F1 e induz a invasdo celular e EMT (Li; Wu; Sun, 2022). A
inibicdo do miRNA em células de cancer renal inibe a proliferacdo, migracao e invasao por
regular OCLN (Liu et al., 2022). A expressao do miR-224-5p ¢ relacionada com a resisténcia
a cisplatina em células de cancer de ovario (Zhao et al., 2014), e encontra-se elevada em células
e tecidos de cancer de mama (Wang et al., 2021). Ainda, exossomos de cancer de pulmao
possuem alta expressao do miR-224-5p, sendo capazes de promover a geracdo de tumor por

ter RA como alvo de regulacdo (Zhou et al., 2021).
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Quadro 1 - Genes alvo do miR-224-5p validados experimentalmente

Gene Referéncias Gene Referéncias

ABCCI (Xue et al., 2013) LONRF?2 (Karginov; Hannon, 2013)

(Hafner et al., 2010;
ADAPI Lipchina et al., 2011; MAP2K?2 (Karginov; Hannon, 2013)
Memczak et al., 2013)
(Hafner et al., 2010;
Kishore et al., 2011;
AKIRINI . MBD?2 (Yuan et al., 2013)
Whisnant et al., 2013;
Farazi et al., 2014)

AP2M1 (Mouillet et al., 2010) MEDI3 (Kishore et al., 2011)
APIS5 (Wang et al., 2008) MITF (Xue et al., 2013)
APLN (Wan et al., 2015) MOCS?2 (Chi et al., 2009)

ARL4D (Chi et al., 2009) MPDUI (Whisnant et al., 2013)
ARSB (Helwak et al., 2013) MYLIP (Hafner et al., 2010)

ASCCI (Chi et al., 2009) NCOA3 (Farazi et al., 2014)
BCL2 (Zhang, Y. et al., 2013a) NCOA6 (Mouillet et al., 2010)

C120rf49 (Hafner et al., 2010) NITI (Mouillet et al., 2010)
Cl7orf82 (Lipchina et al., 2011) NPTN (Kishore et al., 2011)
C8orf46 (Karginov; Hannon, 2013) NUFIP2 (Whisnant et al., 2013)
(Hafner et al., 2010;
CACNG7 Lipchina et al., 2011; PAK2 (Zhang, Y. et al., 2013a)
Memczak et al., 2013)
CASP3 (Cui et al., 2015) PDGFRB (Murakami et al., 2006)
. (Huang et al., 2012; Liu,
CASP7 (Cuiet al., 2015) PEBPI
H.etal., 2014)
CCNDI (Krell et al., 2016) PELII (Karginov; Hannon, 2013)
(Liao et al., 2013; He et
CD40 (Mees et al., 2009) PHLPPI
al., 2015)
(Zhu et al., 2010; Zhang,
CDC42 Y.etal,h 2013a;Keetal, PIGO (Xue et al., 2013)
2014)
(Zhang, Y. et al., 2013a;
CDH1 PRRG4 (Hafner et al., 2010)

Ling et al., 2016)
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Gene

Referéncias

Gene

Referéncias

CHACI

(Hafner et al., 2010;
Kishore et al., 2011)

PSMD3

(Whisnant et al., 2013)

CLDNI12

(Hafner et al., 2010;
Memczak et al., 2013;
Farazi et al., 2014;
Hamilton et al., 2016)

PTX3

(Rudnicki et al., 2014)

COoASY

(Hafner et al., 2010)

OKI

(Kishore et al., 2011;
Memczak et al., 2013)

COQ7

(Karginov; Hannon, 2013)

RABIS5

(Lipchina et al., 2011,
Whisnant et al., 2013)

COX6B1

(Hafner et al., 2010;
Kishore et al., 2011)

RABI9B

(Murakami et al., 2006)

CSTF2

(Hafner et al., 2010)

RACI

(Geng et al., 2016)

CXCR4

(Zhu et al., 2010)

RBM3

(Chi et al., 2009;
Karginov; Hannon, 2013)

DIO!

(Boguslawska et al., 2011)

RPLI5

(Hafner et al., 2010)

DPYSL2

(Hashimoto; Akiyama;
Yuasa, 2013)

SECI4LS5

(Hafner et al., 2010)

EDNRA

(Hildebrand et al., 2011)

SERPINE]

(Lipchina et al., 2011)

EFNA3

(Hafner et al., 2010)

SERPINF?2

(Upraity et al., 2014)

ENCI

(Kishore et al., 2011)

SLCI245

(Farazi et al., 2014)

EYA4

(Hildebrand et al., 2011)

SLC4141

(Karginov; Hannon, 2013)

F3

(Hafner et al., 2010;
Kishore et al., 2011;
Memczak et al., 2013;
Whisnant et al., 2013)

SLC4643

(Farazi et al., 2014)

F8A42

(Memczak et al., 2013)

SLC7A14

(Memczak et al., 2013)

F843

(Memczak et al., 2013)

SMAD4

(Yao et al., 2010; Wang et
al.,2013; Ling et al.,
2016)

FAMS84B

(Lipchina et al., 2011)

STARDS

(Lipchina ef al., 2011)

FEMIB

(Hafner et al., 2010;
Kishore et al., 2011)

TADA2B

(Whisnant et al., 2013)

FOSB

(Mouillet et al., 2010)

TCEALI

(Olaru et al., 2013)

GABARAPL3

(Karginov; Hannon, 2013)

TIALI

(Karginov; Hannon, 2013)
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Gene Referéncias Gene Referéncias
GALNTI1 (Gottwein et al., 2011) TMTC3 (Whisnant et al., 2013)
GIGYF1 (Whisnant et al., 2013) TNRC6A4 (Farazi et al., 2014)

GNB4 (Karginov; Hannon, 2013) TOMIL2 (Majoros et al., 2013)

(Hafner et al., 2010;
GORAB (Karginov; Hannon, 2013) TOMM?20 Kishore et al., 2011;
Lipchina et al., 2011)
GRPEL2 (Hafner et al., 2010) TPR (Lipchina et al., 2011)
HIPK3 (Chi et al., 2009) TRIBI (Lin, Z.-Y. et al., 2014)
(Farazi et al., 2014; (Memczak et al., 2013;
HNRNPC ) TXNIP .
Hamilton et al., 2016) Hamilton et al., 2016)
HNRNPF (Hafner et al., 2010) USP6NL (Whisnant ef al., 2013)
(Kishore et al., 2011; )
HOXB3 WRN (Whisnant et al., 2013)
Memczak et al., 2013)
] (Hafner et al., 2010;
HOXDI10 (Lietal., 2014) XPOI .
Kishore et al., 2011)
(Hafner et al., 2010;
HSP90AAI Memczak et al., 2013; YESI (Lipchina et al., 2011)
Krell et al., 2016)
IGFIR (Hafner et al., 2010) ZKSCANS (Whisnant et al., 2013)
IL20RB (Chi et al., 2009) ZNF135 (Lipchina et al., 2011)
ITGB3BP (Lipchina et al., 2011) ZNF207 (Kishore et al., 2011)
(Kishore et al., 2011; )
KBTBDS ZNF573 (Whisnant et al., 2013)
Memczak et al., 2013)
(Kishore et al., 2011; )
KCTD?2 ) ZNF585B (Kishore et al., 2011)
Farazi et al., 2014)
KDELRI (Xue et al., 2013)
KLK1 (White et al., 2010)
KLKI10 (White et al., 2010) .
. . (Whisnant et al., 2013;
(Hashimoto; Akiyama; ZWINT ]
KRAS Hamilton ef al., 2016)
Yuasa, 2013)
KRT74 (Karginov; Hannon, 2013)
LHFPL2 (Karginov; Hannon, 2013)
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Em relag¢do ao CP, ha poucos estudos de fungdo com o miR-224-5p. Um estudo in silico
propOs que a sub expressdo do miR-224-5p seria associada a progressdo tumoral devido a
regulagao de UAPI, HK2, CHITI, TOP2A4, ACLY e RRM?2 (Gan et al., 2018). Outros dois
estudos descrevem o miR-224 como sub expresso em amostras de tecido tumoral vs tecido
saudavel de pacientes (Mavridis; Stravodimos; Scorilas, 2013; Lin, Z. Y. et al., 2014).

No presente estudo, identificamos que a linhagem C4-2B possui expressao de miR-224-
5p cerca de 20 vezes reduzida em relacao a expressao em LNCaP, e portanto, foi o escolhido
como alvo para esta parte experimental. Entre os alvos ja validados experimentalmente,
encontra-se CDH1, gene codificador para producao de E-caderina. A transfec¢do de 10 nMol/L
de um inibidor de miR-224-5p foi capaz de aumentar a expressdo de CDH1, depois de 48h de
incubacdo, em células Huh7 (Zhang, Y. et al., 2013b). Xenoenxertos de células A549 com
superexpressdo do miR-224-5p possuem tamanho e massa significativamente maiores que 0s
controles, bem como menor expressdo de E-caderina (Zhou et al., 2021), e o uso de miR-224-
5p antagomiR produz tumores in vivo menores que os controles (Wu et al., 2022).

O gene codificador CDH1 esté localizado no cromossomo 16q22.1 e ¢ considerado um
supressor tumoral, uma vez que E-caderina assiste a adesao celular para a formagao de tecidos
organizados sem motilidade individual das células, quando esta complexada com cateninas. Em
1992, E-caderina ja fora descrita como diminuida em amostras de metdstases em comparagao
com amostras de tumores de CP primarios (Umbas ef al., 1992). E interessante relatar que niveis
de expressdo mais altos sdo encontrados no centro dos tumores, com uma perda nas regides
periféricas, onde as células estdo preparando-se para invadir os tecidos adjacentes (Kuniyasu et
al., 2000). A promocao da expressdo de E-caderina com uso de moléculas sintéticas, previne
EMT e diminui invasao celular de células C4-2B e expressao de Slug, Snail, e B-catenina (Deep
etal,2011).

Alteragdes genéticas ou epigenéticas na sinalizacdo da E-caderina estdo associadas a
perda da adesdo célula-célula e a estrutura celular, interagdes estromais aberrantes, EMT e
consequentemente, oncogénese € metastase (Shenoy, 2019). A delecdo de E-caderina em
células epiteliais prostaticas de ratos ¢ suficiente para induzir a neoplasia intraepitelial
prostatica, devido ao aumento de B-catenina livre e inducdo dependente de andrdgenos da
proliferagado celular (Olson et al., 2019).

O complexo E-caderina/B-catenina tem papel fundamental na manutengdo da

integridade epitelial, mas também esta relacionado a sinalizagdo Wnt. B-catenina ¢ um
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regulador chave na sinaliza¢do candnica Wnt, ao se translocar, pela ligacao a diversos cofatores,
do citoplasma para o nucleo, age como ativador de fatores de transcri¢do que resultam em um
subconjunto de efeitos celulares envolvendo adesdo celular, morfogénese tecidual, e
desenvolvimento tumoral (Clevers, 2006; Grigoryan et al., 2008; Tian et al., 2011).

Desordens na expressdo de B-catenina sdo associadas a diversos tipos de cancer (Arend
et al., 2013; Tian; He; Lei, 2014; Chiurillo, 2015; Yun et al, 2020). No CP, estudos
correlacionam a baixa expressao de f-catenina com um pior prognostico de CP localizados
(Aaltomaa et al., 2005; Said et al., 2023), entretanto, ¢ observado um aumento na expressao
com a progressdo para resisténcia a androgenos e metastases (De La Taille et al., 2003; Chen
et al., 2004; Schweizer et al., 2008; Wang; Chen; Xu, 2021).

Assim, considerando o papel dual mas essencial de E-caderina e B-catenina nas juncdes
celulares e para formagao de modelos 3D, a regulacdo do gene codificador CDHI por miR-224-
5p encontrado neste trabalho, e na possivel acdo durante a progressdo do CP para um estagio
metastatico ja sugerido na literatura, decidimos investigar o efeito no tamanho, na viabilidade
celular, e na regulagdo da expressdo proteica em microtumores de C4-2B apos a consistente
inibi¢do do miRNA com a respectiva molécula inibidora entregue por NP de CaP. Esta anélise

visa confirmar os efeitos sugeridos pelo baixo teor de miR-224-5p nas células.

5.2.3 Estudos funcionais

As NP de CaP contendo a molécula inibidora do miR-224-5p (NP AntagomiR) foram
preparadas conforme descrito no item 4.1.2 e adicionadas aos microtumores previamente
preparados e acondicionados sob colageno tipo I. O acondicionamento em coldgeno visa evitar
o descolamento dos microtumores. Assim, iniciou-se a aquisi¢ao de imagens realizadas durante
48 h. Ao final do tempo de incubagdo, as mesmas amostras foram utilizadas para o ensaio de

viabilidade celular (Figura 22).
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Figura 22 - Atividade funcional das NP de CaP em modelo 3D.
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(live-cell imaging) do tamanho dos microtumores ao longo de 48 h, imagens representativas em campo claro.
Objetiva 20 x no microscopio BZ-X800E, barra de escala 50 um. (B) Medida do volume dos microtumores,
através da relagao do eixo X e Y, vs Controle ***P < 0,001, vs NP Scramble * P < 0,05, ensaio realizado em
quadruplicata n=1. (C) Microtumores expostos a [100 nMol/L] de NP de CaP por 48 h e entdo corados com
calceina AM para identificagdo de células com atividade das enzimas entearases em verde, consideradas como
células viaveis, e com homodimero de etidio 1 em vermelho, relativa as células ndo vidveis com perda da
integridade da membrana plasmatica. Imagens de microscopio confocal e multifoton, barra de escala de 100 um.
(D) Porcentagem de células viaveis relativas ao niimero total de células identificadas em cada microtumor,
ensaio realizado em triplicata n=1.
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A inibicao do miR-224-5p através das NP AntagomiR resultou em microtumoes maiores
e menos compactos, relativos a uma maior migracdo, além de ndo causar toxicidade
significativa as células. Para realizacdo dos ensaios com os microtumores, estes nao foram
encapsulados, conforme descrito por Tellman et al. (2021), afim de ndo impedirmos a
penetracdo das NP de CaP e para que a migragdo espontanea das estruturas pudesse ser
observada, contudo, desta forma ¢é possivel que algumas células com maior capacidade
migratéria tenham movimentando-se para fora do campo ou mesclando-se com os
microtumores vizinhos, assim, priorizamos a medida apenas de células diretamente ligadas ao
nucleo dos microtumores, conforme demonstrado pela Figura 22A. Além disso, por serem
estruturas 3D de consideravel dimensdo vertical, observamos perdas celulares durante o
procedimento de coloracdo devido a agitagdo do meio no qual os microtumores estavam
inseridos.

A vantagem da organizag¢do espacial e interagdes entre as células deste modelo, também
pode ser um desafio (Chipangura ef al., 2023). No presente estudo, observamos que apesar de
obtermos rendimento, uniformidade, e reprodutibilidade adequadas durante a preparacao dos
microtumores, estes podem adquirir comportamento mais varidvel ao longo do periodo de
incuba¢do em diferentes condigdes, ao qual relacionamos com diversas razdes, como: a
densidade celular exata de cada microtumor; a distancia e comunicagdo com outros
microtumores; a heterogeneidade na distribuicdo das camadas de cé€lulas necroticas,
quiescentes, e proliferativas nas estruturas; além da necessidade de técnicas e softwares
atualizados e acessiveis para a correta avaliacdo deste tipo de organizacdo (Han; Kwon; Kim,
2021). Ainda que as técnicas possam ser aprimoradas, foi possivel observar o efeito
significativo decorrente das NP AntagomiR no modelo desenvolvido.

Por fim, buscamos compreender como a molécula inibidora do miR-224-5p entregue
pelas NP de CaP agiria na expressdo de E-caderina e B-catenina através da metodologia de
imunofluorescéncia indireta, utilizando actina F como padrdo. Através deste ensaio, ndo
identificamos uma alteracao significante na expressdo de E-caderina, entretanto detectamos
uma tendéncia ao aumento de P-catenina nos microtumores tratados com NP de CaP,

especialmente condizente com a inibi¢ao do miR-224-5p (Figura 23).
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Figura 23 - Expressdo de proteinas alvo do miR-224-5p em modelo 3D.
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multifotons dos microtumores da linhagem C4-2B expostos as NP de CaP [100 nMol/L] por 48 h. Anticorpos para E-
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caderina (cor vermelha), B-catenina (lilas), actina F (verde), e DAPI (azul). Objetiva de 60 X, barra de escala 50 pm.
(B) Intensidade total de fluorescéncia medida pelo software Imagel, ensaio realizado em quadruplicada, n=1.

No presente estudo, ndo observamos a diminui¢do de E-caderina pela modulagdo do
miR-224-5p conforme descrito pela literatura (Zhang, Y. et al., 2013b; Zheng et al., 2020; Zhou
etal.,2021; Wu et al., 2022). Todavia, a tendéncia ao aumento da expressao de B-catenina foi
condizente com estruturas 3D maiores, menos compactas ¢ mais migratorias. Uma vez que o
miR-224-5p tem como alvo o R4 em células de cancer de pulmio (Zhou et al., 2021), cuja
inibicdo promove a ativagdo da expressao de SMAD4 ¢ RUNX2 com inducao da osteogénese
(Cai et al., 2019; Cao et al., 2021; Ding et al., 2023), sugerimos que no CP metastatico dsseo,
aqui representado por microtumores da linhagem C4-2B, a inibi¢do do miR-224-5p simula um
ambiente de castracdo hormonal. Esta condi¢do induz a provavel redugdo da expressao do RA,
resultando em um aumento da sinalizagdo Wnt/B-catenina. Esta sinalizagao pode incluir a
ativacdo de BAMBI e induzir a osteogénese. Assim corroboramos a nossa hipotese levantada
durante a modulacdo do miR-205-5p, conforme rede proposta na Figura 24, ¢ justificamos a
elevada expressdo do miRNA em células LNCaP, que possuem carater menos agressivo € nao

relacionadas a metastase Ossea.

Figura 24 - Representacdo esquematica das hipoteses deste estudo.
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Vias afetadas pela modulacdo da expressao do miR-205-5p, através de molécula mimética, e do miR-224-5p
através de molécula inibidora, por NP de CaP, na sinalizagdo para a progressdo tumoral, resisténcia a androgenos,
e metastase 0ssea. R4 — Receptor de androgenos, BAMBI - do inglés, BMP and Activin Membrane Bound Inhibitor,



95

BMPs - do inglés, Bone Morphogemtic Proteins, BMPR - do inglés, Bone Morphogemtic Proteins Receptors,
SMADs - do inglés, Mothers Against Decapentaplegic Homolog Family, RUNX2 - do inglés, RUNX Family
Transcription Factor 2, VEGFA - do inglés, Vascular Endothelial Growth Factor A, ZEBI - do inglés, Zinc Finger
E-Box Binding Homeobox 1.

Os miRNA tém papel fundamental na regulagdo génica. No entanto, a distribuicao e
expressdo dos mesmos nao ¢ uniforme entre os tipos celulares, com a maioria apresentando
padrdes de expressao unicos e alguns até sendo expressos apenas em populacdes celulares raras
(Aboobaker et al., 2005; Landgraf et al., 2007; Martinez et al., 2008; Park et al., 2012). Esta
caracteristica torna-os alvos para estudos como biomarcadores e agentes terapéuticos,
entretanto, conforme evidenciado neste estudo, o0 mesmo miRNA descrito como oncogénico
em um estagio tumoral, pode ser descrito como supressor tumoral em outro estagio, dentro da
mesma doenga. Assim, ressaltamos a importancia de uma literatura extensa e bem
fundamentada a respeito das moléculas, com a qual acreditamos contribuir com o presente
estudo, afim de que possamos contar com sistemas que garantam a seguranga da terapia
relacionada a modulagdo génica e personalizada em aplicagdes clinicas.

Ademais, com os resultados aqui descritos, destacamos a biocompatibilidade ¢ a
eficiéncia de entrega de miRNA pelo nanocarreador proposto, gerando efeitos significativos
nas células alvos em 2D e 3D, sendo o primeiro estudo de nosso conhecimento a utilizar NP de
CaP para modulagdo dos miR-205-5p e miR-224-5p, contribuindo para a robustez da pesquisa

de terapia molecular por miRNA no cancer de prostata.
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6 CONCLUSOES

A partir dos resultados obtidos, pontuam-se as seguintes conclusoes:

Os miR-205-5p e miR-224-5p foram identificados através de analises de bioinformatica
apos ensaio de microarranjo e SMP respectivamente, com expressdao diminuida em
linhagens de cancer de prostata metastatico dsseo;

Microtumores de uma linhagem de cancer de prostata metastatico 6sseo foram
desenvolvidos;

Nanoparticulas hibridas de fosfato de célcio foram preparadas contendo as moléculas
referentes aos miRNA de interesse;

As nanoparticulas foram caracterizadas quanto ao tamanho, carga superficial,
morfologia, estabilidade, e capacidade de encapsulacdo de miRNA;

As nanoparticulas foram significativamente incorporadas pelas células alvo e pelos
microtumores, e sao capazes de promover a modulagao da expressao dos miRNA sem
causar toxicidade;

Através da restauragdo do miR-205-5p nas células alvo, observamos a diminui¢ao da
viabilidade celular, bem como a inibicdo de genes alvo relacionados a progressao
tumoral e metastase 0ssea;

Através da inibicdo do miR-224-5p nos microtumores para evidenciar a respectiva
sinalizagdo, um ambiente de castracdo hormonal mimético foi estabelecido, e
consequentemente, foram observadas estruturas maiores € com maior potencial para
migracao, além de uma tendéncia de aumento da expressao da proteina alvo envolvida
na sinalizag¢do para metastases;

Estabelecemos uma rede de sinalizagdes envolvidas no cancer de prdstata metastatico

0SS€0;

Assim, € possivel pensar neste trabalho como o inicio da prospec¢do de um vetor ndo viral,

\

biodegradavel e biocompativel para a entrega de RNAs de interferéncia a modelos

bidimensionais e tridimensionais de cultura celular, especialmente aqueles voltados a pesquisa

em cancer, devido ao tamanho ideal de particula para acumulagdo em tumores sélidos pelo

efeito EPR. Além disso, ampliamos o conhecimento a respeito dos miRNA citados e das vias

de sinalizacdo mediados pelos acidos nucleicos, identificando-os como importantes supressores

tumorais na metastase 6ssea, afim de corroborar para o avango em novos biomarcadores e



97

terapias que impactem significativamente a qualidade de vida dos pacientes acometidos pelo

cancer de prostata.

7 PERSPECTIVAS
Tem-se como perspectivas deste trabalho:

e Avaliacdo da expressdao proteica por Western Blot de RA, BAMBI, SMAD1/5/9,
VEGFA e ZEB1 em células PC-3 apos exposi¢ao as NP miR-205;

e Estabelecimento dos modelos de microtumores de C4-2B no Brasil;

e Modulagdo e confirmacdo da expressdo do miR-224-5p por RT-qPCR nas células C4-
2B e microtumores apos exposi¢cao as NP miR-224 mimético e NP AntagomiR com
uma variagdo na concentragdo de miRNA utilizado, considerando o tratamento do
modelo 3D;

e Avaliagdo da expressao génica de CDHI ¢ CTNNBI por RT-qPCR nas células C4-2B e

microtumores apos exposicao as NP miR-224 mimético e NP AntagomiR.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Kaywoards:
Prontate cancer
Castration nadstance

The progression to a castration-resistant prostate cancer can occur after treatment with androgen deprivation
therapy, resuking In poor prognosis and incffective therapy response. Hormone dependence tramsition hus been

assoclated with lecreased tumor vascularlzation. Considering that are U - in
:nm communication between tumor cells and the micromviroament, we examined the ngbsrnll: potential of exo-
-‘L: somes relcased from Pea cdl lines with distinciive profiles of androgy F through Eolation,
microscopy and uptake, mmmalmys follow up by microarray, RT-qPCR and bloiaformatics asalysis. HUVEC
cells treated with PC-3 { ind dent) sh d Incressed Invaslon and rube formation ability.

In onder to Identify microRNAs [mm.\t.lu) related o the angiogenic respanse, the characterization of exosomal
miRNA profile was performed. As result we suggest that the miR-27a-3p could be invalved in the pro-angiogenic

effect of PC-3 exosomes.

1. Introduction

Prostate cancer (Pca) is the second most incident cancer in men and
the [wr‘l.h mare common cancer averall in the globe [ ]. During initial
devel the prolif of cancer cells is dependent on andro-
gens, such as testosterone and dihydrotestosterone, a condition known
as androgen-respoasive (2], and androgen deprivation is indicated as a
treatment [3]. However, in advanced discase, cells can continue to
proliferate even in absence of androgens, the castrationresistant
(CRPC). Patients with organ-confined disease have five-year survival
nearly 100%, in © t to paticnts with atic disease, which
survival rate is 31% [4]. The late stage of Pca development, the meta-
static castration-resistant (mCRPC), is estimated in 10% to 50% of cases
progress within 3 years of diagnasis (5], with a five-year survival rate of
approximately 15% [&). This stage has no effective treatment and is the
malor cause of death in Pea.

Transition to androgen resistance is associated with increased tumor
vascularization [7]. No metabolically active tissue in the body is more
than a few hundred micrometres from a blood capillary [£.9], which is
formed by the process of anglogenesis, one of the hallmarks of cancer
[10], The expansion of a vascular network through the angiogenesis
process requires coordinated control of many cellular functions, which
are regulated by several growth factors and cytokines that can be
influenced by extraccllular components, as vesicles and exosomes
111-13].

Exosomes refer to small vesicles, ranging from 30 to 150 nm of
di with end ! origin, which may carry DNA, mRNA, miR.
NAs, lipids, and proteins [14). Exosomes release has been described as
an important component in the communication between tumor cells and
tumar microenvironments, much as fibroblasts, endothelial cells, and
cells of the immune system, p ing the modulation of activities in
recinient cells throush borizantal transfer of information 15,161,
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Simplc fm.mmar!.: Prostate cancer (PCa) is the second most incident cancer in men worldwide.
Despite having high cum rakes when locally confined, PCa has a high risk of mortality in advanced
stages, owing bo the few fmeatment options for the metastatic disease, which ocours muﬂ]}r in bones
Tumor progression seems o be melated to dergulation of microBNA (miEMNA) expression. These
small noncoding EMA moelecules act as postbranscriptional regulators of gene expression in doner
cells or distant sikes (by exosome transportstion), preparing the fotane metastatic niche. Identification
of suitable miFMAs may asset inan i:a.'rl}r and bess invasive diagnosis and dmg therapy, pi‘:uil:rv\:]"l,r
impacting patiént quality of life and improving our understanding of the molecular aspects of
bome metastacia.

Abstract: Bone metastatic prostate cancer (FCa) is associated with a high risk of mortality. Changes
in the e xpressiom Pa.l:bemﬂfm.iﬂ“ﬁj seerm b be nelabed ‘bﬁtaﬂ}r aspects L'd:'p:rﬁutah: cancer, as well as
its establishment and Pn.l]i.'Entil.n'l,. in:]ud.i.n.gﬂw necesEary SEps for metastagia Here we nmpilud,,.
for the first time, the important roles of miENAs in the development, diagnosis, and treatment of
bone me tastasis, fomsing om secent in vivo and in vikso studies. PCa exosomes ane proven b promobe
metastagic-relxbod events, such as osteoblast and csteoclast differentiation and proliferation. Aberrant
miRMA expression in PFCa may induce abnormal bone semode ling and support tumor deve lopment
Furthermore, miEMAs are capable of binding to multiple mENA targets, a dynamic property that
can be harnessed for the development of treatment tools, such as antagomiBs and miKMNA mimics,
which have emﬂﬂed as promising candidabes in PCa toe atment. FirLaJI_\l;. miEMNAs may Serve as
noniry asiv e biomarkers, as theny can be deteckd in Hasue and I:-ﬁ-d.lJ'_\r furids, ama hig:hl:.r stable, and
show differendial ey pression betvwesn nonmetastatic PCa and bone metastatic samples. Taltntuwul:he:.
the findings underscore the importance of miENA expression profiles and miENA-based tools as
rational technologies to increase the guality of life and longevity of patients.

Kgy'n'-n\rdl: buone meétastasis; bone microenvinonment; prostabe cancer; i BN A e oosevmens:
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ABSTRACT KEYWORDS
Iniropction: Ressarch in tumor treatment has shown promising 30 tumaor model;
results wsing extracellular vesicles (EVs) derlved from Immune  exiracollube wesdde thesapy,
cells. EVs derlved from M1 macrophages (proinflammatory), M1 mooophage
known as M1-EVs, have properties that sUppress tumor growth, — Teorema: mikkA
making them a promising treatment tool for Immune susceptible

tumors such as melanoma. Here, small unaltersd M1-EWs (M1-

sEVs) were employed In a 30 mouse melanoma model (melano-

gpherss) (o evaluate swoh activity.

Methods: Macrophages were polarized and Evs wers Isolated by
ultracentrifugation. The EWs cbialned were charadierized based on

size, with measurements performed by dynamic light scattering and

eliectron microscopy, and the profiles. of microRMAS were
anatyzed by microarray and PCR. Melanaspheares were used to evalu-

ate the cytotomcity of M1-5EVS. Pondering a possible future transpasl-

tion from the a mizde] 1 the human, human melanoma cells

were transfected with a specific miANA, and the Impact on cell pro-
liferation was evaluated,

Resulits: The |solated EV's showed a stre distribution between 50—

400 nm In dlameter, but preeminently In a range of 70-90nm.

M1-sEVs demonstrated a remarkable abllity o reduce cedl prolii-

eration and mmlra- In the melanospheres, leading to a decrease

In thelr volume. M1-5EVs coniained wnigue miENAS, Including

miR-F33-2p, which exhiblied slgnificant antltumor activities

according to bloinformatics anal;fsls Validation of the anfifumor

effects of mif-F9a-3p was obtalned by a functional evaluation,

L., by Inducing mIRNA overexprassion In human melanoma calls

(5K ~F8).

Comclusion: AlEnough furihier research would be advisable, the study

provides evidence sUPPOTnG the potantial of M1-SEVS and their

mIRMA koad as a possdiie tangefed Immune therapy for melansma.
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