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Resumo

Park R. O papel dos microRNAs -23b/-27b na progressdo do cancer de prdstata resistente a
castracdo: estudo in vivo [tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S&o
Paulo; 2019.

Introducdo: O Cancer de prostata metastadtico (mCaP) é uma doenca incurdvel com
progressdo para o mCaP resistente a castracdo (MCPRC) apds terapia de deprivacdo
androgénica. Os microRNAs (miR) -23b e -27b tem acdo antioncogénica e sdo suprimidos
neste contexto. O gene da ciclina G1 (CCNG1) codifica uma quinase dependente de ciclina
com potencial de inibicdo do crescimento e é um dos alvos dos miR-23b/-27b. Objetivos:
Estimular os miR-23b/-27b isoladamente e em conjunto para avaliar e comparar o
crescimento tumoral e a expressdo do gene alvo CCNG1 em relagdo ao grupo controle em
xenenxertos de PC-3M-luc-C6 em camundongos atimicos castrados. Métodos: Xenoenxertos
subcutaneos da linhagem celular PC-3M-luc-C6 foram implantados em camundongos machos
BALB/c nude. Os animais foram castrados 10 dias ap6s o implante e utilizamos injecfes
intratumorais para induzir o aumento da expressdo dos miR-23b/-27b separadamente e em
conjunto através de Pre-miR® especificos. Realizamos avaliacbes semanais da
bioluminescéncia (BLI) para avaliar o crescimento tumoral ap6s a castragdo. Utilizamos a
reacdo em cadeia de polimerase reversa em tempo real (QRT-PCR) para analisar a expressao
da CCNG1 e os animais foram sacrificados 21 dias ap6s a castracdo. Dividimos um total de
21 xenoenxertos nos seguintes grupos de tratamento: 4 no grupo controle, 5 no grupo Pro
miR-23b, 6 no grupo Pré miR-27 e 6 no grupo Pré6 miR-23b associado ao Pré miR-27b.
Resultados: Confirmamos o sucesso da transfeccdo dos miRs por gRT-PCR, e apresentamos
0 achado de superexpressdo relativa da CCNG1 em relagdo ao grupo controle em: 9%
(p=0,76), 46% (p=0,05) e 203% (p=0,01) nos grupos Pr6 miR-23b, Pr6 miR-27b e Pr6 miR-
23b associado ao Pré miR-27b respectivamente. Comparamos o crescimento proporcional de
cada tumor através da BLI, por meio da leitura no momento da castracdo ao final do
experimento. Obtivemos um crescimento de 13,5; 8,69; 5,96 e 9,98 vezes nos grupos:
controle, Pr6 miR-23b, Pr6 miR-27b e Pr60 miR-23b associado ao Pré miR-27b
respectivamente. Conclusdo: Demonstramos um modelo in vivo de CPRC que apresentou
supreexpressdo da CCNGL1 ap0s o tratamento intratumoral que aumentou a expressdo dos
miRs -23b e -27b. Este conjunto de miRs tem acdo antioncogénica descrita no contexto do
MCPRC e a sua estimulacdo neste contexto aumentou a expressdo da CCNG1. Nosso estudo
sugere que a CCNG1 deve apresentar uma acdo pro-apoptética quando superexpresso pelos
miRs-23b/-27 no CPRC.

Descritores: MicroRNA; Neoplasias de prostata resistentes a castragdo; Ciclina G1; Modelos
animais; Imagem molecular; Ensaios antitumorais modelo de xenoenxerto; Expressao génica.
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Summary

Park R. The role of microRNAs -23b/-27b in the progression of castration-resistant prostate
cancer: an in vivo study [thesis]. Sdo Paulo: “Faculdade de Medicina, Universidade de Sao
Paulo”; 2019.

Introduction: Metastatic prostate cancer (mPCa) is an incurable disease that invariably
progresses to castration-resistant mPCa (mMCRPC) after androgen deprivation therapy. The
microRNAs miR-23b/-27b have been reported as tumor suppressors and are underexpressed
in this context. The cyclin G1 gene (CCNG1) encodes a cyclin-dependent kinase with
potential growth inhibitory activity that is a potential target of miR-23b/-27b. Objectives: We
aim to explore a bioluminescent xenograft model of CRPC in castrated mice the effect
positive modulation of the miR-23b/-27b on CCNG1 expression and mCRPC growth.
Material and Methods: We injected subcutaneous xenografts of PC-3M-luc-C6 PCa cell line
in BALB/c nude male mice. We neutered the animals after 10 days and used intratumoral
injections up-regulating miR-23b/-27b separately and simultaneously through specific Pre-
miR™., We used weekly bioluminescence imaging (BLI) to assess tumor growth after
castration and real-time polymerase chain reaction (QRT-PCR) to analyze the expression of
CCNG1. We sacrificed the animals 21 days after castration. We randomized 21 xenografts in
experimental groups as follows: n=4 in the negative control group; n=5 in Pro miR-23b
group; n=6 in Pro miR-27b group and an n=6 tumors in the Pro miR-23b plus Pro miR-27b.
Results: We confirmed successful transfection of both miRNAs with overexpression of
CCNGL1 of 9% (p=0.76), 46% (p=0.05) and 203% (p=0.01) in the Pro miR-23b, Pro miR-27b
and Pro miR-23b plus -27b groups respectively. We compared the fold-change in BLI growth
by the end of experiment finding an increase of 13.5-fold, 8.69-fold, 5.96-fold and 9.98-fold
in groups Pro miR-negative control, Pro miR-23b, Pro miR-27b and Pro miR-23b plus Pro
miR-27b groups respectively. Conclusions: We showed an in vivo model with overexpression
of CCNGL1 upon artificial upregulation of miR-23b and -27b in CRPC. This cluster of
antineoplastic miRNA increased the expression of this cyclin, often described as oncogenic.
Our study suggests that CCNGL1 has a pro-apoptotic role when up-regulated by miR-23b/-27b
in CPRC.

Descriptors: MicroRNA; Prostatic neoplasms, castration-resistant; Cyclin G1; Models,
animal; Imagem molecular; Xenograft model antitumor assays; Gene Expression.
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1. INTRODUCAO



1.1  Céancer de Prostata

Foram estimados 164.690 novos casos de cancer de préstata (CaP) nos Estados
Unidos da América no ano de 2018, o que representa 19% do total de neoplasias
malignas esperadas para o ano'. No Brasil, dados mais recentes do Instituto Nacional de
Céancer estimam para 2018, 68.220 novos casos ou 66,12 casos novos a cada 100 mil
homens. Desta forma, excetuando-se o cancer de pele ndo-melanoma, o CaP é o tumor
maligno mais prevalente no sexo masculino e a segunda causa de 6bito por cancer no
Brasil?.

A andlise dos padrdes de incidéncia e mortalidade do CaP no mundo através de
dados coletados em 2012 revela que, de modo geral, os paises com maior Produto
Interno Bruto e melhores indices de Desenvolvimento Humano tém maior incidéncia do
CaP, porém, com taxas de mortalidade estaveis ou em declinio®. As demais diferencas
na incidéncia do CaP ao redor do globo sdo explicadas pela somatéria da distribuicao
etaria da populacdo, diferencas genéticas, ambientais e de estilo de vida com maior
incidéncia do CaP nos paises ocidentais em relacdo aos asiaticos®. Até o presente
momento, ndo existem recomendacBes dietéticas ou medicamentosas seguras para
profilaxia primaria do CaP*,

A faixa etdria mais acometida é a dos homens acima dos 65 anos, sendo este o
fator de risco mais bem estabelecido para o CaP, com apenas 1% dos novos casos em
pacientes abaixo dos 50 anos®. Classicamente, o antecedente familiar de primeiro grau
positivo com menos de 60 anos é um fator de risco que aumenta de 3 a 10 vezes 0 risco
de desenvolver o CaP®’. Entretanto apds a era do rastreamento ostensivo do CaP pelo
antigeno prostatico especifico (PSA), este fator de risco teve seu peso diminuido nas

formas mais graves do CaP com diagnosticos cada vez mais precoces®. Ainda ndo foi



demonstrado haver diferenca na taxa de sobrevida livre de recorréncia entre as formas
esporadica e familiar apds prostatectomia radical (PR)*°. Estudos genéticos ainda
investigam o papel de determinados genes envolvidos nas formas familiares como 0s
genes HOXB13 e 0 BRCA1/2, que estdo associados a maior risco de CaP112,

Em 1986, o PSA foi aprovado para a monitorizagdo da progresséo do CaP e em
1994, para o rastreamento’®. O PSA mudou o panorama do CaP com diagnostico
precoce e foi um dos fatores responsaveis pela queda de 40% na mortalidade desta
doenca nos Gltimos 25 anos nos EUA. Esse impacto se deve principalmente a forma
avancada do CaP, mas também a evolugdo do tratamento curativo também foi
responsavel por 22-33% desta queda®®.

O CaP tem seu risco estratificado clinicamente através da medida do PSA, toque
retal, bidpsia transretal da préstata e da cintilografia Ossea em casos de risco
intermediario e alto!®. A ressonincia magnética multiparamétrica de prostata tem
ganhado papel cada vez mais relevante na avaliacdo de neoplasia clinicamente
significativa. Este exame é capaz de avaliar a extensdo local da doenca e caracterizar
areas suspeitas, sendo muito Gtil em protocolos de vigilancia atival’. Pode ser indicada
em nova biopsia quando houver suspeita persistente, apesar de bidpsia prévia
negativa'®, e foi recentemente recomendada para direcionar bidpsia diagndstica inicial
pela associacao européia de urologial®?,

A classificacdo de Gleason foi estabelecida para determinar o grau de
diferenciacdo histolégica tumoral com 5 padrbes distintos, sendo que 0 bem
diferenciado tem o valor de 1 e o mais indiferenciado, o valor de 5. A somatoria do
padrdo mais comum e do padrdo mais agressivo encontrados na bidpsia determina a
pontuacgéo final. A classificacdo foi modificada com o passar dos anos e atualmente se

considera, para efeito diagnostico, o escore de Gleason a partir de 6 para confirmacéao



do CaP?.

A International Society of Urological Patology (ISUP), a partir dos recentes
estudos que questionam o sobretratamento do CaP nos casos de tumores mais
indolentes?>?, criou uma nova classificagdo denominada ISUP que tem valores que
variam de 1 a 5 e é mais representativa em relagdo ao prognostico do paciente?’. A
tabela 1 demonstra a nova classificacdo do Gleason segundo a ISUP?:

Tabela 1 - Correspondéncia entre a classificacdo de ISUP e o escore de Gleason.

ISUP Escore de Gleason

1 3+3
2 3+4
3 4+3
4 4+4

5 4+5, 5+4 ou 5+5

O tratamento curativo no CaP confinado ao 6rgdo pode ser feito pela PR ou pela
radioterapia e, em casos selecionados de baixo risco, pode ser manejado pela vigilancia
ativa®®. O tratamento local é extremamente eficaz, porém até 35% dos pacientes tratados
com PR terdo recorréncia bioquimica?’3%3!, definida pela elevagdo do PSA acima de 0,2
ng/mL. Apds a recidiva bioquimica, 24% desses pacientes devem apresentar progressao
sistémica com metastase® durante o seguimento clinico.

A despeito dos avancos no tratamento da doenca localizada e das discussoes
atuais a respeito do rastreamento e o sobrediagndstico®?, em série populacional de
1988 a 2009, os pacientes com doenca metastatica ndo tiveram ganho significativo de

sobrevida apesar da reducio de 65% de sua incidéncia no periodo®. Todavia, recentes



estudos clinicos controlados com novas drogas tém demonstrado aumento de sobrevida
do CaP metastatico (mCaP)33¢,

O mCaP é uma doenga incurdvel, com sobrevida em 5 anos de apenas 29,8%
com o tratamento de primeira linha baseado na castracdo, seja ela cirurgica ou
farmacoldgica. A patologia que inicialmente é responsiva a castracdo, invariavelmente
progride para a fase do CaP resistente a castracdo (CPRC) em periodo médio de 18 a 24
meses, com sobrevida média de 1,5 anos®’. Apesar do ganho de sobrevida através das
multiplas alternativas terapéuticas apresentadas nos ultimos anos como a Abiraterona, o
Radium Ra 223 e a Enzalutamida entre outros, o prognostico do CPRC ndo apresentou
mudancas drasticas.

Neste contexto, novos tratamentos que visam circundar 0os mecanismos de
resisténcia a castracdo sdo foco importante da pesquisa em CPRC®® e alteragGes
genéticas relacionadas ao receptor androgénico (RA) protagonizam a maior parte desses
mecanismos. Com a descoberta do microRNA (miR) nos anos 90%, esta molécula vem
sendo foco de estudos e sendo apontada como um alvo para uma terapia genética em

potencial.

1.2 O receptor androgénico e a resisténcia a castracao

O RA é um receptor nuclear codificado no cromossomo X, da mesma familia
dos receptores de estrogénio, mineralocorticoides e de progesterona. E um fator de
transcricdo dependente de seus ligantes 5-alfa-dihidrotestosterona (DHT) e
testosterona®.

A testosterona, produzida pelas células de Leydig no testiculo, circula na

corrente sanguinea ligada a globulina ligadora de horménios sexuais e em sua forma



livre. A forma livre da testosterona entra na célula prostatica e é convertida pela enzima
5-alfa-redutase em DHT, metabolito mais potente que a testosterona e que mantém o
trofismo e crescimento da célula prostatica. A combina¢do do RA com a DHT libera
proteinas inibitorias associadas ao receptor, o qual é dimerizado e internalizado para o
nacleo. No espaco intranuclear, 0 RA se liga aos elementos de resposta hormonal,
atuando em regides promotoras de genes alvo como o PSA, e finaliza a cascata de
processos que culminam nas respostas celulares necessarias para o crescimento e
sobrevivéncia da célula prostatica®.

Huggins e Hodges em 1941 demonstraram a eficacia da terapia de deprivacdo
androgénica no CaP*. No entanto, apds resposta inicial a castracdo em mais 80% dos
pacientes com mCaP, todos eles invariavelmente desenvolvem resisténcia & castragio*!
e 0s mecanismos para este fato séo variados e ainda tema importante de pesquisas.

Dentre os principais mecanismos de resisténcia a castracdo ja descritos até o
momento, temos: 0 aumento da sensibilidade do RA aos andrdgenos através do aumento
da conversdo de testosterona para o DHT, o aumento da producdo enddgena de
androgenos e o aumento da expressdo do RA na célula tumoral. Também existem
mutacdes em que o RA se torna promiscuo, sendo ativado por esterdides ndo
androgénicos, por antagonistas como a flutamida ou até por ligantes ndo esteroidais
como tirosina quinase e HER-2. Finalmente, a resisténcia pode ser também secundaria a
vias paralelas de proliferacdo totalmente independentes do RA*42,

Dentre as mutacdes do RA, a de maior relevancia clinica é a variante 7, pois esta
relacionada ao mecanismo de resisténcia a drogas como enzalutamida e abiraterona.
Esta variante ndo possui a regido ligante-receptor, mas € ativa constitutivamente,
mantendo a cascata de sinalizacdo que leva a proliferacdo celular. Sua importancia é

ainda maior porgue € passivel de ser detectada em exames séricos, sendo um potencial



biomarcador para estratificagdo prognostica no CPRC e para a predi¢do de resposta a

abiraterona ou a enzalutamida®>*.

1.3 MicroRNA

O microRNA (miR) é uma molécula de RNA que ndo é codificada, composta
por 19 a 25 nucleotideos e responsavel pela modulacéo pés transcricional de até 30% da
expressdo génica®. Sua acdo reguladora da expressdo génica influencia os processos de
proliferacdo celular, diferenciacdo e apoptose. Portanto, estd intimamente relacionada
com os processos que levam ao desenvolvimento do cancer®.

Estudos recentes demonstraram que diferentes estadios das neoplasias possuem
padrdes diferentes de expressdo de miR. Sendo assim, 0os miRs tém um grande potencial
de se tornarem biomarcadores e alvos de novos tratamentos*’. Estima-se que
representem 3 a 4% de todo genoma humano e cada miR possa ter cerca de 100
possiveis genes alvo®.

A acdo dos miRs permite um ajuste celular rapido e eficiente em sua expressédo
génica. E apesar das evidéncias iniciais mostrarem gque 0s miRs exercem somente um
efeito de regulagio negativa dos RNAs mensageiros (RNAmM)*°, diversas investigacoes
comprovam que 0s miRs também podem ter uma regulacdo positiva no seu RNAmM
alvo. A modulacédo positiva de um gene alvo através do miR pode ser feita de maneira
direta ou indireta, como por exemplo, ao reprimir um miR que inibe a expressao do
gene alvo®°L,

Cada miR pode possuir multiplos genes alvo em potencial, e dependendo do tipo
de tecido, das condicdes celulares especificas e cofatores, um mesmo miR pode exercer

um efeito de aumento ou mesmo de supressdo da expressdo de um gene. Deste modo, €



essencial contextualizar a acdo de cada miR. Dentro desta realidade, os miRs tém

protagonizado descobertas importantes nos estudos envolvendo o cancer®>°,

1.4 Biogénese do miR

Os miRs séo sintetizados pela RNA polimerase Il ou Ill, gerando um RNA
precursor longo e priméario chamado pri-miRNA com capacidade de codificar 1 ou mais
miRNAs maduros. Esta estrutura € processada pelo complexo microprocessador nuclear
Drosha em uma estrutura menor do tipo hairpin, denominada pré-miRNA, que €é entdo
transportada para o citoplasma pela proteina de transporte exportina-5°°.

No citoplasma, este pré-miRNA perde sua estrutura hairpin através da enzima
Dicer, tornando-se uma fita duplex contendo o miR e a sua fita complementar. Esta fita
dupla é entéo clivada novamente pela enzima Dicer e a fita complementar é geralmente
degradada, permanecendo 0 miR maduro de fita Unica. Este é entdo incorporado a um
complexo efetor denominado RISC (complexo silenciador induzido por RNA)®®7, e
levado para 0 seu RNAm alvo, quando ocorre a repressdo da traducdo da proteina ou o

aumento de sua expressao (Figura 1)°058,
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Figura 1 - Biogénese do microRNA®,

1.5 O miR e a resisténcia a castracéo

O mecanismo biomolecular da transicdo do CaP sensivel a castracdo (CPSC)
para a resisténcia a castracdo € um tema atual e linha de investigacdo de diversos
pesquisadores. Existem muitas evidéncias acerca do papel dos miRs nesta transicdo que
podem trazer alternativas diagnosticas® e terapéuticas nesta doenga®*61:62,

Diversos miRs estdo sendo estudados no CPRC e os miR-27b e miR-23b

apresentam subexpressdo em linhagens de CPRC%2-5¢,

1.6 miR-23b e miR-27b

Os miR-23b e miR-27b estdo localizados em um mesmo cluster no cromossomo

9 e em estudos que avaliaram o perfil de expressdo de miR em CPRC, se apresentaram
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subexpressos nos tumores primarios e principalmente nas lesdes metastaticas®®. Estudos
in vivo e in vitro com PC-3 demonstraram redu¢do da invasdo local e metéstases a
distancia com o aumento da expressdo dos miR-23b/-2705,

Novas evidéncias tém relacionado o aumento da expressdao dos miR-23b/-27b
com a supresséo da ciclina G1 (CCNG1)*"%". Descoberta em 1995, ela e tinica em sua
classe, uma vez que pode ser um regulador positivo ou negativo do crescimento celular
de neoplasias malignas*’. Sua superexpresséo foi implicada na tumorigénese em estudos
in vitro em tumores malignos de prdstata, mama e ovario® por mecanismo de feedback
negativo com a expressdo de p537°. Ela também foi descrita com acdo supressora
tumoral em diferentes contextos celulares através de outros mecanismos’®, como por
exemplo, ao interromper a fase G2/M do ciclo celular em resposta a lesdo de DNA e por
facilitar apoptose induzida por fator de necrose tumoral alfa (TNF-a.).

Em estudos in vitro, em um trabalho realizado por nosso grupo, demonstramos
taxa de apoptose elevada em cultura de células de CPRC ap6s 0 aumento da expressdo

dos miR-23b/-27b quando associado & administracio de flutamida’.

1.7 Justificativa

O CPRC ¢ a fase letal desta doenga para a qual ainda ndo temos um tratamento
curativo. Os miRs sdo objeto de muitos estudos e diversas evidéncias apontam um papel
de protagonismo dos miRs nos mecanismos oncogénicos e reguladores das diversas
fases do CaP.

Neste contexto, foi demonstrado que os miR-23b/-27b podem ser importantes
marcadores de resisténcia precoce a castracao. Alem disso, ndo ha trabalhos na literatura

relacionando os miR-23b/-27b com o gene alvo CCNG1 no contexto do CPRC. Deste
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modo, sdo necessarios estudos in vivo para avaliar se a resisténcia a castracdo seria

reversivel com a modulagdo destes miRs.
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2. OBJETIVOS
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Avaliar o efeito da modulagéo positiva dos miR-23b/-27b em xenoenxertos de
linhagem PC-3M-luc-C6 em camundongos atimicos castrados com o intuito de
comparar crescimento tumoral e expresséo do gene alvo CCNG1 em relagéo ao grupo

controle.
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3.METODOS
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3.1 Linhagem celular

Foi utilizada a PC3-M-luc-C6, linhagem celular proveniente da Caliper Life
Sciences (Hopkington, EUA) derivada de metastase 6ssea de CPRC modificada com o
gene que expressa luciferase.

As células foram acondicionadas em frascos de cultura de 25 cm? contendo meio
de cultura MEM (Life Technologies, Carlsbad, EUA), com soro fetal bovino (SFB) a
10% e solucdo antibiotica e antimicética (Sigma Co, St. Louis, EUA) a 1%. Os frascos
foram mantidos em estufa para cultura contendo atmosfera umida composta por 95% de
ar e 5% de CO; na temperatura de 37° C.

As células PC-3M-luc-C6 sio derivadas da linhagem celular de CPRC PC-3M e
apresentam a expressao constitutiva de um plasmideo com o gene da enzima luciferase,
que converte a luciferina em oxiluciferina, liberando energia luminosa. A reagéo
depende de adenosina trifosfato, portanto, apenas células viaveis emitirdo o sinal
luminoso. Esta bioluminescéncia (BLI) é captada pelo Xenogen - IVIS® Spectrum,
aparelno que mede o total de fdétons por segundo (p/s) que o tumor emite,

correlacionando sua intensidade ao volume tumoral biologicamente ativo.

3.2 Reagentes para modulacdo do miR

Os reagentes usados neste experimento estdo apresentados na Tabela 2. Pré-

miR® (Ambion, Austin, EUA) ou mimics sdo pequenos miRs sintéticos, similares aos

miRs bioldgicos maduros, sendo utilizados para aumentar a expressao do miR alvo.
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Tabela 2 - Tabela de reagentes utilizados para transfecgdo do pré-miR.

Reagentes Identificacdo do Ensaio
Mimic-miR-23b MC10711 (Ambion)
Mimic-miR-27b MC10750 (Ambion)

Pré-miR miRNA Precursor Negative Control ~ AM-17110 (Ambion)

Neste estudo, foram utilizados mimics para aumentar a expressao dos miR-23b/-
27b e para o grupo controle, o mimic Pr6 miR-negativo. Os tratamentos foram
realizados em 4 grupos: Pré miR-23b, Pré6 miR-27b, Pré miR-23b associado ao Pré miR
27b além grupo controle Pr6 miR-negativo.

A solucéo de tratamento foi preparada com 2 pg de miR em 3 pl de solugao, que
foi misturada a 22 pl de SFB e 25 ul de atelocolageno adicionados ao final e
centrifugados a 10.000 rpm por 1 minuto a 4° C. Esta solucdo final foi entdo
homogeneizada por rotacdo de 4 rpm por 20 minutos a 4° C. Para 0 grupo com
tratamento conjugado, foi mantido volume final de 50ul de cada injegao, tendo sido
reduzido o volume de PBS para 19 pl, contendo ao final, 2 ug de cada miR.

O tratamento foi realizado com um total de 3 doses injetadas com um intervalo

de 3 a 5 dias entre cada uma delas.

3.3 Modelo in vivo

Utilizamos camundongos atimicos machos BALB/c NUDE com 7 a 8 semanas de

vida para o implante subcutaneo de xenoenxertos de PC-3M-luc-C6.
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Injetamos 2 amostras de 1,5 x 10° células da linhagem PC-3M-luc-C6
suspendidas em 80 pl de meio de cultura sem antibidtico no subcutdneo da regido
lombar e da regido toracica do dorso dos camundongos como na figura 2. Optamos por

utilizar 2 enxertos por animal para utilizar menos animais e economizar recursos.

—1.5x 106 ¢élulas PC-3M-luc-C6

1.5 x 100 células PC-3M-luc-C6

Figura 2 - Local de injecdo dos xenoenxertos subcutaneos em regiao dorsal.

Foram utilizados 14 animais durante o trabalho, totalizando 28 xenoenxertos.
Cada grupo de tratamento apresentou um ndmero de tumores final utilizado para analise

como descrito na Tabela 3.

Tabela 3 - Grupos de tratamento e nimero de tumores tratados.

Grupo de tratamento NuUmero de tumores
Pro miR-23b 5
Pré miR-27b 6
Pro miR-23b + Pr6é miR-27b 6

Pré miR negativo 4




18

O tratamento foi iniciado 10 dias apds a inoculagdo subcutanea das células,
quando tumor era palpavel. Foi realizada a orquiectomia total bilateral via escrotal sob
anestesia com isoflurano inalatorio a 3%. No dia seguinte a castracdo, foi realizada a
primeira leitura da BLI no IVIS® além da primeira injecdo de uma série de 3 injecdes
intratumorais com intervalo de 3 a 5 dias contendo 2 pg de miR de cada tipo de

tratamento. O diagrama do experimento esté representado na figura 3.

Dia 0 - Injegdo de
células

Dia 10 - Castragdo
Cirurgica

Dia 11 - 12 Injegdo do
tratamento

Dia 15 - 22Injegdo do
tratamento

Dia 19 - 32Injecdo do
tratamento
Desde a castrag@o, foi realizada leitura
semanal da bioluminescéncia através do

IVIS® Dia 31 - Sacrificio

Figura 3 - Diagrama com programacao do experimento

Para as aplicagdes, utilizamos seringas de insulina com agulha de 0,3 mm de
didmetro diretamente no tumor, no Centro de Bioterismo da Faculdade de Medicina da
USP com os camundongos anestesiados com isoflurano inalatério a 3%.

Semanalmente foi realizada a injecdo de D-luciferina intraperitoneal na dose de

5 mg/Kg para analise da BLI através do IVIS® (figura 4). O crescimento tumoral foi
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avaliado utilizando o valor de BLI ao final do experimento comparado a primeira leitura
de BLI e a andlise estatistica, realizada comparando cada grupo de tratamento com o

controle.

Luminescence

Radiance
(pisecjcm3jsr)

Color Scale
Min = 3.09e6
Max = 5.87a7

Figura 4 - Exemplo da leitura de BLI através do IVIS®

Em estudos com xenoenxertos de CPSC em animais castrados, 0s tumores
adquiriram resisténcia a castracdo apos cerca de 2 a 4 semanas da cirurgia’®. Deste
modo, os animais foram eutanasiados em camara de CO> 21 dias ap6s sua castracao e
seus tumores foram removidos. Parte do tumor foi congelada em solugdo de RNA later
com nitrogénio liquido e a outra parte foi fixada em formol a 10% para analise em
parafina. As carcacas dos animais foram descartadas conforme o capitulo de Residuos

Infectantes do manual do LIM-HC-FMUSP.
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3.4 Extragdo do RNA e miRNA total

Os miR e RNA dos xenoenxertos foram extraidos com o kit de isolamento
miRVana miRNA® (Ambion, Austin, EUA) de acordo com as recomendacbes do
fabricante. Este kit permite o isolamento de todos os tipos de RNA, incluindo os miRs.

As preparagOes das amostras de tecido fresco foram realizadas em gelo para
prevenir a degradacdo por proteases, e foram maceradas no equipamento TissueLyser
LT (Qiagen, Germantown, EUA) com 500 pl do tampao de lise e 10% do volume total
de aditivo para homogeneizacdo. Apds a maceracdo, os tubos foram colocados no gelo
por 4 minutos e foram adicionados 500 pl de fenol-cloroférmio. Entdo, as amostras
foram agitadas em vortex e centrifugadas na velocidade de 10.000 g por 5 minutos em
temperatura ambiente. A fase aquosa foi transferida para um novo tubo e foi adicionado
um terco do volume de etanol 100% em temperatura ambiente. A solugdo foi entdo
transferida para o filtro (coluna GFX) e novamente centrifugada a 10.000 g por 1
minuto.

Neste momento, o filtro contém RNA e o filtrado, os pequenos RNA. Este filtro
foi entdo reservado. Ao filtrado que contém o miRNA, foram adicionados 2/3 do
volume de etanol e esta solucdo foi transferida para uma nova coluna, centrifugada, e o
filtrado resultante, descartado.

Os filtros com os RNAs e miRs foram lavados com solugdes proprias do Kit,
intercaladas com centrifugacgdes e, ap6s o descarte do filtrado, centrifugados por mais 1
minuto a 10.000 g para secagem da coluna. As colunas foram entdo repassadas para um
novo tubo e adicionados 50 pl de agua livre de RNase pré-aquecida a 95° C. Apoés 1
minuto em temperatura ambiente, as colunas contendo os miRs e os RNAs foram

centrifugadas e armazenadas a -80° C até sua utilizag&o.
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A pureza e concentragdo dos miRs e RNAs foram mensuradas em

espectrofotdmetro Nanodrop® (ND-1000, Wilmington, EUA) (260/280 nM).

3.5 Transcricéo reversa (RT)

Com o TagMan® miRNAs Reverse Transcription kit (Applied Biosystems,
Foster City, EUA), obtivemos o DNA complementar (cDNA) do miR. A solucdo de 200
ng/ul de miR foi diluida em 20 pl de agua e desta diluigdo, 1 pl foi submetida a
transcricdo reversa, adicionando 9 ul de mix contendo os seguintes reagentes do Kit:
0,15 ul de DNTP mix, 0,5 pl da enzima transcriptase reversa, 1,5 ul do tampéo da
enzima, 0,19 ul de inibidor de RNAse, 3,66 ul de agua livre de nuclease ¢ 1 ul de
primer stem-loop com sequéncia especifica para 0s miRs, totalizando 10 ul de cDNA. A
reagdo foi realizada em equipamento PCR Vertiti® (Applied Biosystems, Foster City,
EUA) seguindo os seguintes parametros: 30 minutos a 16° C, 30 minutos a 42° C e 5
minutos a 85° C.

A sintese do cDNA a partir do RNA foi realizada utilizando-se o kit High-
Capacity cDNA Reverse Transcription® (Applied Biosystems, Foster City, EUA) que
utilizou a Transcriptase reversa Multiscribe® e primers randémicos. O RNA total foi
entdo diluido em agua livre de nucleases em um volume final de 20 pl e concentragdo
de 500 pl/ng. A este volume foram acrescentados 4 pl de oligonucleotideos randomicos
(10X), 1,6 ul do mix de DNTPs (25X), 4 ul do tampao da enzima (10X), 2 pl da enzima
transcriptase reversa e 8,4 ul de agua livre de nuclease. A solucgao foi submetida a ciclos
de temperatura (25° C por 10 minutos, 37° C por 120 minutos e 85° C por 5 minutos) no
termociclador Vertiti® (Applied Biosystems, Foster City, EUA). Ao final das reacdes,

ambos 0s cDNAs foram armazenados a -20° C até o seu uso.
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3.6 Andlise de expressdo dos genes e miRNAs por PCR em tempo real quantitativo

A partir do cDNA dos miRs e RNAs, realizamos a reacdo em cadeia da
polimerase em tempo real quantitativa (QRT-PCR) no sistema ABI 7500 Fast qRT-PCR
no modo standard utilizando-se Master Mix PCR TagMan Universal (Applied
Biosystems, Foster City, EUA). A expressdo de miRs e RNAs individuais foram
analisadas utilizando-se primers sequéncia-especificos adquiridos pela Applied

Biosystems (Tabela 4).

Tabela 4. Primers utilizados para quantificacdo da expressdo dos miRNAs e genes pelo

método de gRT-PCR.

Genes e miRNAs | Identificacdo do ensaio

CCNG1 Hs00171112_m1l
Mimic-23b 000400
Mimic-27b 000409

RNU48 1006

S2-microglobulina Hs00984230_m1

Este protocolo utiliza dois iniciadores ndo fluorescentes e uma sonda com dupla
marcacdo que se anela a regido localizada entre os iniciadores. Esta marcagdo dupla é
formada por um fluoréforo que emite luz quando excitado e um quencher que absorve
luz emitida pelo fluor6foro. A sonda é quebrada pela Tag polimerase na etapa de
extensdo do iniciador anelado durante os ciclos da PCR. Esta quebra da sonda elimina a

absorcdo pelo quencher que pode ser entdo medida através de uma cdmera situada na
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parte superior do equipamento. A quantificacdo da emissdo absorvida pela cAmera ap6s
quebra da sonda permite a quantificacdo do miR e do RNA alvo contidos na reagdo apos
cada ciclo da PCR em tempo real.

Para amplificacdo dos fragmentos desejados, as reacdes foram feitas com 0,5 ul
de uma solugdo contendo um par de primer e a sonda (com a marcagdo), 5 ul do
TagMan Master Mix, 3,5 ul de agua livre de nuclease e 1 ul de cDNA, somando um
total de 10 pl para cada reacdo. As condigdes das reagdes foram: 2 minutos a 50° C, 10
minutos a 95° C e 40 ciclos de 15 segundos a 95° C e 1 minuto a 60° C.

O nivel de expressao dos genes foi obtido pela quantificagao relativa e dos niveis
de expressao em vezes determinado pelo método 2427 O gréfico logaritmico
produzido por este método padroniza a expressao do grupo controle com uma linha
basal representada pelo valor de 1. Sendo que a expressao relativa dos miRs e RNAs
sdo demonstradas em vezes, acima do valor 1 quando superexpressa e abaixo do valor 1
guando subexpressa.

Todas as reagoes foram realizadas em duplicata e o gene da f2-microglobulina
foi usado como controle endogeno da reagao para a expressdo dos genes e 0 RNU48 foi

utilizado como controle enddgeno para a expressao dos miRs.

3.7 Analise Estatistica

Os dados foram apresentados como média + desvio padrdo para as variaveis
quantitativas. A comparagdo entre os grupos foi realizada através do teste de Mann
Whitney.

Para analise estatistica foi utilizado o software SPSS19.0. Em toda anélise estatistica

foi adotado um nivel de significadncia de 5%, ou seja, foram considerados como
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estatisticamente significantes os resultados que apresentavam valor de p inferior a 5%

(p<0,05).

3.8 Etica
Nos experimentos animais, seguimos todas as normas éticas preconizadas pelo
Comité de Etica e Pesquisa Animal da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao
Paulo (FMUSP). O nosso estudo foi submetido e aprovado neste comité sob protocolo

no 018/15.

3.9 Financiamento
Nosso projeto foi realizado com apoio da Fundacdo de Amparo a Pesquisa do

Estado de S&o Paulo com auxilio a pesquisa sob o nimero 2015/03582-6.
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4. RESULTADOS
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4.1 Transfeccdo

Analisamos 0s tumores e selecionamos para anélise 0s animais que apresentaram
sucesso na transfeccdo confirmado por qRT-PCR. Os grupos de tratamento isolado Pro
miR-23b e Pr6 miR-27b apresentaram superexpressdo destes miRs de 182 vezes e 37
vezes maior que o grupo controle, respectivamente (Figura 5). No grupo de tratamento
conjugado, o tratamento com a mesma dose individual de miR apresentou aumento

importante da expressdo na ordem de 5.268 vezes no miR-23b e de 440 vezes no miR-

27b (Figura 5).
A) miR-23b B) miR-27b
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Figura 5 - Expressdo relativa dos miRs em cada grupo de tratamento com seu desvio
padrdo. A) Analise da expressdo do miR-27b entre os grupos de tratamento Pré miR-
27b e o grupo de tratamento conjugado apresentou um aumento de 182 vezes e 5.268
vezes respectivamente. B) Analise da expressdo do miR-23b demonstra um aumento de
37 vezes no grupo Pro miR-23b e de 440 vezes no grupo Pro miR-23b + Pro miR-27b.

4.2  Expressdo da CCNG1

A expressdo da CCNG1 apresentou aumento de 9% no grupo Pré6 miR-23b

(p=0,76). Nos grupos de tratamento Pré miR-27b e no grupo conjugado, a expressao da
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CCNGL1 apresentou um aumento estatisticamente significativo de 46% (p=0,05) e de

203% (p=0,01), respectivamente, como demonstrado na figura 6 e na tabela 5.

CCNG1

10

p=0,01

Expressdo Relativa

p=0,05
p=0,76

Pré miR-23b Pré miR-27b Pré miR-23b + -27b

Figura 6 - Expressdo relativa entre os grupos de tratamento e grupo controle,
mostrando um aumento de 9% (p=0,76) na expressdo da CCNG1 no grupo Pr6 miR-
23b. Os grupos Pré6 miR-27b e Pré miR-23b + Pr6 miR-27b apresentaram um aumento
estatisticamente significativo de 46% (p=0,05) e de 203% (p=0,01) respectivamente.

Tabela 5. Média e desvio padrao da expressdo da CCNGL1 nos grupos Pré miR.

Grupo Meédia de expressdo da CCNG1 Desvio Padrao
Pré miR-23b 1,09 0,34
Pré miR-27b 1,46 0,25
Pré miR-23b + 27b 3,03 0,35

4.3 Crescimento tumoral

Né&o encontramos diferengas significativas no crescimento tumoral entre o inicio

do experimento e seu final, quando comparamos 0s grupos de tratamento e o controle.
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Entretanto, o grupo controle foi o que apresentou a maior média de crescimento
tumoral, que foi de 13,58 vezes ao final do experimento. Enquanto nos grupos de
tratamento observamos um aumento de 8,69 vezes (p=0,43), 5,96 vezes (p=0,41) e de
9,98 vezes (p=0,55) quanto utilizamos o Pr6 miR-23b, Pr6 miR-27b e no grupo

conjugado Pré miR-23b e Pré miR-27b respectivamente (Figura 7).

Crescimento tumoral

16
14
12

p=0.55

10 p=0.43

p=0.41

Variagdo em vezes
(o]

Pré miR negativo Pré miR-23b Pré miR-27b Pré miR-23b +-27b

Figura 7 - Representacdo do crescimento final dos tumores em cada grupo. O grupo
controle cresceu 13,58 vezes 0s grupos de tratamento Pré miR-23b, Pré miR-27b e no
grupo conjugado Pré6 miR-23b e Pré6 miR-27b cresceram respectivamente 8,69 vezes
(p=0,43), 5,96 vezes (p=0,41) e 9,98 vezes (p=0,55).
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5. DISCUSSAO
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O CPRC é a fase terminal do paciente com CaP, que apesar dos avancos,
continua sendo um ponto de inflexdo de sobrevida na histdria natural do CaP®’. Novas
drogas conseguem atuar em diferentes vias da resisténcia a castracdo, como a
Abiraterona atraves da inibigdo seletiva da enzima CYP17Al e a Enzalutamida através
de bloqueio mais eficaz do RA. A Abiraterona bloqueia a sintese de andrdgenos nas
adrenais, no testiculo e nas células tumorais e a Enzalutamida, bloqueia a internalizacéo
do RA para o nlcleo™. A despeito desses avancos, estes tratamentos inevitavelmente
falham®>-3".", Mesmo com estas novas drogas, as mutagdes do tipo splicing alternativo
do RA como no caso da variante 7 do RA, ou mesmo mutacdes pontuais, podem ser
responsaveis pela falha do tratamento.

Nosso estudo demonstrou que em um modelo in vivo de CPRC, o estimulo dos
miR-23b e -27b levou ao aumento da expressio da CCNG1. A linhagem de
camundongo BALB/c nude foi escolhida por tratar-se de um animal sem timo e com
delecdo do gene FOXN1, provocando imunodeficiéncia celular secundéaria a reducdo de
linfécitos T. Esta caracteristica torna esses animais ideais para o implante de enxertos
heter6logos sem provocar rejeicdo celular pelo seu sistema imune. O modelo animal foi
inspirado em Mercatelli et al, que realizaram o tratamento de forma semelhante
demonstrando que este regime de injecdes intratumorais teve efeito desejado na
expressdo dos miRs alvo por pelo menos 4 semanas’”.

Nosso estudo utiliza uma linhagem celular bioluminescente para ter uma analise
mais fidedigna do crescimento neoplasico, com o beneficio de avaliar apenas células
tumorais viaveis que sdo capazes de processar a luciferina’®. O IVIS® é a plataforma
mais bem estabelecida na literatura para a obtengdo de imagens de BLI em modelos
animais e permite a avaliacdo da quantidade de células ativas no enxerto de maneira

nao-invasiva’,
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Os miR-23b/-27b no CaP estdo subexpressos nos tumores metastaticos e de
maior agressividade, sendo implicados principalmente na regulacdo da expressédo de e-
caderina, uma molécula de adesdo celular que é subexpressa no mCaP®#8L, Goto et al
sugeriram que o conjunto dos miR-23b/-27b tem o potencial de ser um marcador
prognostico e um preditor de tempo de progressdo para o CPRC®*. Mu et al
demonstraram que o0 aumento da expressdo de miR-27b resultou em efeito sinérgico
com drogas anticancerigenas em cancer de figado e rim através de ativacdo de apoptose
dependente de p53 e reduzindo a detoxificagdo celular da medicacdo através da enzima
CYP1B1%2. Majid et al estimularam a expressdo do miR-23b em xenoenxerto de CaP
com achado de retencdo das células tumorais nas fases GO/G1 do ciclo celular e
aumento das taxas de apoptose, evidenciando o potencial terapéutico da modulagéo
deste miR®,

No CaP, existem poucas evidéncias investigando a agressividade tumoral ou a
resisténcia a castracdo em relacdo a expressdéo da CCNGL, que se mostrou
superexpressa em amostras de CaP%%72,

A CCNGL1 é uma ciclina da familia da SRC quinase descrita inicialmente como
uma ciclina responsiva a p53%°%4. A proteina p53 é uma proteina nuclear supressora
tumoral regulada através de feedback negativo pela Mdm2, uma ubiquitina que bloqueia
a funcdo desta proteina, exportando ela do ndcleo para o citoplasma, onde esta proteina
é entdo degradada pelo proteossoma®.

A acdo oncogénica da CCNG1 foi implicada através da supressdo da p53
mediada pelo recrutamento da proteina fosfatase 2A que desfosforila a Mdm2,
aumentando a degradacdo da p537°. Apesar disso, novos estudos descobriram que esta
ciclina Unica possui a capacidade de se ligar a sitios distintos da Mdm2 podendo

provocar tanto a degradagio quanto a estabilizagio da p53%. Além desde mecanismo,
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Zhao et al comprovaram acdo intrinseca da CCNG1 com efeito pré apoptotico
totalmente independente de p53 além de interagdes com o gene ARF e com o fator de
transformacéo do crescimento beta (TGF-B) tanto in vivo quanto in vitro, ocasionando
reducéo da proliferagdo celular®®. Okamoto et al descobriram que a agio pro apoptdtica
mediada pelo TNF-o foi amplificada apds superexpressdo de CCNG1718°,

Encontramos um aumento da expressdo da CCNG1 em nosso modelo in vivo
principalmente quando estimulamos ambos miRs simultaneamente. Em estudo in vitro
realizado em nosso laboratdrio, Pimenta et al trataram linhagem celular de CPRC com
miR-23b ou miR-27b isoladamente, e nestas duas condi¢Ges apresentou expressao
elevada desde gene, corroborando os nossos achados in vivo. Neste estudo, s6 foi
demonstrado um aumento da taxa de apoptose quando o tratamento com o0s miR-23b e
miR-27b foi realizado em conjunto com a flutamida. Tal fato pode ser explicado pela
dependéncia de altos niveis de expressdao da CCNGL1 para que ela exerca sua acao pro
apoptatica intrinseca®.

Nossos achados ndo demonstraram diferenca estatisticamente significativa de
crescimento tumoral entre 0s grupos de tratamento. Porém todos os grupos tratados
apresentaram média de crescimento menor que o grupo controle, achado que pode ser
melhor esclarecido em estudo com maior nimero de tumores estudados.

A CCNG1 usualmente é descrita com acdo pro proliferativa, sendo que sua
expressao no contexto oncoldgico normalmente apresenta uma relagdo inversa com a
expressdo dos miR-23b e -27b e, dentro do contexto do CaP e do CPRC, os miR-23b e -
27b s&o sabidamente supressores tumorais. O peculiar em nosso estudo foi 0 achado que
em todos 0s grupos e, principalmente no grupo de tratamento conjugado, demonstramos
um aumento na expressao de CCNG1, o que pode sugerir um papel controlador do ciclo

celular desta ciclina multifacetada.
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Com o grande numero de alvos potenciais dos miRs, estudos exploratorios
muitas vezes despertam mais questdes acerca de mecanismos potenciais em doencas tdo
heterogéneas e complexas como o CaP do que respostas definitivas. Nosso estudo
apresentou uma proposta de tratamento epigenético, 0 que ja € uma realidade com
drogas em estudos clinicos de fase dois como Miravirsen® no tratamento da hepatite C
entre outros*®®’,

Portanto, nosso estudo, apesar de apresentar limitacdes inerentes aos estudos in
vivo, contribui com dados inéditos sobre o efeito da modulacdo positiva dos miR-23b/-

27b na expressdo da CCNGL1 no CPRC.

LIMITACOES DO ESTUDO

Nosso trabalho apresentou limitagcdes na forma de analisar o crescimento
tumoral. Medidas de BLI no dia do implante tumoral e a extensdo do experimento por
mais tempo poderiam permitir uma analise mais completa acerca do crescimento, porém
esbarrariam em questdes éticas pois 0s tumores em crescimento causavam sofrimento
importante aos animais. ldealmente, ensaios de apoptose a partir do tecido coletado
poderiam trazer informacgfes mais precisas acerca do efeito no ciclo celular do nosso

tratamento, porém, ndo temos protocolos no nosso laboratério para tal analise.

PERSPECTIVAS
Avaliar 0 eixo miR-23b/-27b - CCNG1 - p53 em estudo in vivo em modelo
castrado e em animais ndo castrados com avaliagdo do crescimento tumoral por BLI.

Explorar o efeito em ensaios in vitro do aumento da expressdo do CCNG1 através da



34

técnica de Repeticbes Palindromicas Curtas Agrupadas e Regularmente Interespacadas

(CRISPR) em linhagens celulares de CPRC.
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6. CONCLUSAO
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A modulagdo positiva dos miR-23b/-27b em xenoenxertos bioluminescentes de
CPRC provocou aumento da expressdo da CCNG1 no grupo miR-27b e especialmente
no grupo de tratamento conjugado.

O crescimento tumoral entre 0s grupos ndo apresentou diferenca estatisticamente

significativa apesar de menores medias de crescimento nos grupos tratados.
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Your manuscript entitled "Up-regulation of miR-23b427 b target cyclin G1 and reduce castration-resistant prostate
cancer growth.” has been successfully submitted online and is presently being given full consideration for publication
in Turmar Biology.

Your manuscript 1D is TUB-13-0042.

Flease mention the above manuscript 1D in all future correspondence or when calling the office for guestions. If there
are any changesin your street address or e-mail address, please log in to ScholarOne Manuscripts at
https o manuscripteentral comfumorbiology and edit your user information as appropriate.

You can also view the status of your manuscript at any time by checking your Author Center after logging in to
hitps: o manuscriptcentral. comfumarbiology.

Az part of our cormmitment to ensuring an ethical, transparent and fair peer review process SAGE is a supporting
member of ORCID, the Open Researcher and Caontributor 1D (hitps:Aorcid.org/). ¥We encourage all authors and co-
authars to use ORCID iDs during the peer review process. If you already have an ORCID D you can link this to your
account in ScholarOne just by logging in and editing your account information. If you do not already have an ORCID
iD' you may login to your ScholarOne account to create your unigque identifier and automatically add it to your prafile.

Thank you for submitting your manuscript to Tumaor Biology.

Sincerely,
Tumor Biolegy Editarial Office



