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RESUMO

Atualmente, os principais métodos de deteccdo e prognéstico
para o cancer de prostata sdo a concentracao sérica de antigeno especifico
da prostata (PSA) e o toque retal acompanhados da andlise histolégica.
Entretanto, o cancer de prostata é heterogéneo e a dosagem de PSA néo é
suficiente para diferenciar os cénceres indolentes e agressivos. Neste
sentido, existe uma clara necessidade por novos marcadores que sejam
capazes de identificar o cancer de préstata de maneira especifica.
Recentemente descobriu-se que 0s exossomos Sd30 componentes
importantes na comunicacéo entre células tumorais e 0 microambiente do
tumor, e que os microRNAs (miRNAS) exossomais vém apresentando
potencial de serem utilizados como biomarcadores de doengas. Neste
contexto, este estudo avaliou o perfil de expressdo de miRNAS presentes
em exossomos derivados de linhagens celulares humanas de céncer de
préstata, a fim de detectar novos biomarcadores ou alvos terapéuticos
para a doenca. Para isso, 0 RNA total obtido dos exossomos foi analisado
pela técnica de microarranjo. Como resultado foram identificados 88
miRNAs que podem ser utilizados em estudos futuros como candidatos
para o diagnostico especifico e ndo invasivo do cancer de préstata. Ainda,
foi realizada a validacdo da expressdo por RT-gPCR de 18 miRNAs,
confirmando que os miRNAs miR-205-5p, miR-6893-5p, miR-148a-3p e
miR-4286 sdo diferencialmente expressos entre 0s exossomos das
linhagens tumorais em relago a linhagem ndo tumoral; 0os MIRNAs miR-
141-3p, miR-328-5p e miR-7845-5p sdo diferencialmente expressos nos
exossomos da linhagem tumoral LNCaP; e por fim que os miRNAs miR-
24-3p, miR-27a-3p, miR-29b-3p, miR-183-5p, miR-195-5p, miR-424-5p
e miR-425-5p sdo diferencialmente expressos nos exossomos da
linhagem tumoral PC-3. Além disso, a analise de bioinformatica
identificou a relagcdo dos miRNAs com expresséo alterada nos exossomos
das linhagens tumorais de prostata com vias que regulam a apoptose e a
proliferacdo celular, além da relacdo dos miRNAs alterados nos
exossomos da linhagem tumoral independente de andrégeno PC-3 com a
via regulatdria hippo. Em concluséo, este estudo identificou um painel de
mMiRNAs exossomais diferenciais relacionados a importantes vias
moleculares no cancer, e, portanto, com potencial valor como
biomarcadores de diagnostico para o cancer de préstata.

Palavras-chave: cancer de prostata, exossomo, microRNA, biomarcador.






ABSTRACT

Currently, the main tools for detection and prognosis of prostate
cancer are the serum concentration of prostate specific antigen (PSA) and
histological analysis. However, as a heterogeneous disease the PSA level
of prostate cancer patients is not adequate to differentiate between
indolent and aggressive cancers. Hence, it is important identifying a new
specific diagnose markers for prostate cancer. Recently, exosomes have
been described to play an important role in the communication between
tumor cells and the tumor microenvironment; and exosomal microRNAS
(miRNAs) are potential biomarkers of the disease. In this context, this
study evaluated the expression profile of miRNAs present in exosomes
derived from human cell lines of prostate cancer in order to detect new
biomarkers or therapeutic targets for the disease. To do so, the total RNA
obtained from the exosomes was analyzed by the microarray technique.
As result, 88 miRNAs were identified and can be used in future studies
as candidates for specific and noninvasive diagnosis of prostate cancer.
The expression of 18 miRNAs was validated using RT-gPCR, which
confirmed that miR-205-5p, miR-6893-5p, miR-148a-3p and miR-4286
are differentially expressed among exosomes of cancer and non-tumoral
cell lines ; the miR-141-3p, miR-328-5p and miR-7845-5p miRNAs are
differentially expressed by LNCaP exosomes; and miR-24-3p, miR-27a-
3p, miR-29b-3p, MiR-183-5p, miR-195-5p, miR-424-5p and miR-425-5p
are differentially expressed by PC-3 exosomes. In addition,
bioinformatics analysis identified the relationship between altered
mMiRNAs in prostate cancer derived exosomes with pathways that regulate
apoptosis and cell proliferation, as well as the relationship between
altered miRNAs in the exosomes of the androgen independent cell line
PC-3 and hippo regulatory pathway. In conclusion, this study identified a
panel of differential mMiRNAs related to important molecular pathways in
cancer with potential value as diagnostic biomarkers for prostate cancer.

Key words: prostate cancer, exosome, microRNA, biomarker.
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1. INTRODUCAO

No Brasil, estima-se para o ano de 2019 a ocorréncia de
aproximadamente 600 mil novos casos de céancer, sendo o céncer de
préstata o mais incidente representando 31,7 % dos casos de cancer em
homens, ou seja 68 mil casos (INCA - INSTITUTO NACIONAL DE
CANCER, 2018). O aumento dos registros de cancer de prostata nas
Gltimas décadas tem relacdo direta com o maior acesso a informacao e aos
métodos de diagnostico. Atualmente, os métodos disponiveis para a
deteccdo de cancer de prostata sdo a dosagem sérica do antigeno
especifico da prostata (PSA, do inglés prostate-specific antigen) e o toque
retal, acompanhados da confirmacdo por analise histoldgica. A dosagem
de PSA surgiu em 1990 como um teste promissor na deteccdo de cancer
de proéstata, porém este método apresenta sensibilidade e especificidade
insuficientes para ser usado isoladamente. Devido a estas limitagdes, a
dosagem de PSA mesmo quando associada aos outros métodos gera um
alto indice de pacientes submetidos a bidpsias e tratamentos
desnecessarios. Além disso, existem evidéncias de que o rastreamento do
cancer de prdstata ndo reduz a mortalidade em decorréncia desta doenga,
e sim produz danos, tais como resultados falso-positivos, infecgdes
resultantes de bidpsias, ansiedade associada ao sobrediagnostico e
sobretratamento.

Um dos maiores desafios no diagnostico de cancer de prdstata é
a deteccdo especifica, uma vez que 0s mecanismos envolvidos no
desenvolvimento da doenca ainda ndo foram totalmente esclarecidos.
Além disso, mesmo quando detectado, atualmente ndo ha teste
diagndstico que permita determinar quais destes tumores irdo evoluir para
um cancer agressivo. E, portanto, fundamental a identificacio de novos
biomarcadores especificos para o cancer de prostata. Neste contexto, a
utilizacdo de microRNAs (miRNAs) como biomarcadores de cancer vem
despertando interesse no meio cientifico por exercerem um papel
importante na iniciacdo, desenvolvimento e progressdao de canceres em
diversos tecidos; e por estarem presentes em fluidos biolégicos como
sangue e urina permitindo um diagndstico ndo invasivo. Além disso,
recentemente descobriu-se que 0s ex0ssomos sao capazes de transportar
proteinas, mRNAs, miRNAs e DNA de maneira estavel, atuando como
componentes importantes na comunicagdo entre células tumorais e o
microambiente tumoral. Desta forma, miRNAS exossomais representam
uma interessante classe de biomarcadores para o diagnostico e
progndstico de cancer de prostata.
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Sendo assim, 0 objetivo deste estudo foi avaliar o perfil de
mMiRNAS presentes em exossomos derivados de diferentes linhagens de
cancer de prostata a fim de identificar novos e possiveis biomarcadores.
Para isto, foi utilizada a técnica de microarranjo a fim de identificar o
perfil de expressdo em larga escala e posterior validagdo por RT-gPCR,
além disso foram utilizadas ferramentas de bioinformatica para
correlacionar os dados de expressdo com diferentes vias moleculares.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Préstata

A prostata é uma glandula do sistema reprodutor masculino que
esta situada logo abaixo da bexiga, em frente ao reto, envolvendo parte
da uretra (Figura 1A). A funcdo da glandula é produzir uma parte do
fluido que compGe o sémen, auxiliando na motilidade e viabilidade dos
espermatozoides. A prostata apresenta em condi¢cdes normais uma
superficie luminal ondulada composta por duas camadas de células
epiteliais (Figura 1B): a camada basal, que apresenta células epiteliais
basais e células neuroenddcrinas, e a camada luminal, que apresenta
células colunares secretoras responsaveis pela producdo do PSA, da
fosfatase acida prostatica e da calicreina-2 humana que irdo compor o
liquido seminal (VERZE; CAIl; LORENZETTI, 2016).

Figura 1. Anatomia e organizac¢ao celular da proéstata.

A
Vesicula
seminal
Prostata
Uretra
B
i Célula
Limen secretora R
T A
By ooV
o X )
Gon \ — VA
D) = 7. ~— Membrana
9 = basal
Célula Célula
basal neuroenddcrina

(A) Estrutura anatbmica da prostata. (B) Organizacdo celular do epitélio da
préstata. Fonte: O autor.

A prostata pode ser dividida por dois sistemas: zonas e lobos. A
divisdo zonal classifica a prostata em trés zonas glandulares em funcéo
das diferencas histologicas: zona central, zona de transicdo e a zona
periférica (Figura 2A) (MCNEAL, 1981). Além das zonas glandulares,
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também existe a zona anterior que é composta por musculo e tecido
fibroso. Neste sentido, 70 % dos tumores de prdstata tem origem na zona
periférica enquanto que a zona de transicdo estd mais frequentemente
relacionada com a presenca de hiperplasia benigna da préstata (CHENG
et al., 2012). Na clinica, a prostata é dividida em lobos e esta divisdo ¢é
baseada no aspecto macroscdpico do 6rgdo: lobo anterior, posterior,
laterais e médio (Figura 2B) (VERZE; CAl; LORENZETTI, 2016).

Figura 2. Divisdo histoldgica e clinica da proéstata.
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(A) Diviséo zonal da préstata (B) Diviséo clinica da prostata. As linhas tracejadas
indicam o local onde ocorre com maior frequéncia a hiperplasia benigna da
prostata e o cancer de préstata (Imagens adaptadas de CARTER; COUZENS,
2013).

2.2. Cancer de prostata
2.2.1. Epidemiologia e fatores de risco

O cancer de préstata é o cancer mais incidente entre os homens em
todas as regides do Brasil, sem considerar o cancer de pele ndo melanoma
(INCA - INSTITUTO NACIONAL DE CANCER, 2018). Para o biénio
2018-2019, foi estimado 68,2 mil novos de casos de cancer de prostata.
Esse alto indice estd relacionado principalmente ao aumento da
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expectativa de vida, melhoria da qualidade dos sistemas de informacéo e
maior disponibilidade de métodos diagndsticos.

Entre os fatores de risco para o desenvolvimento do cancer de
préstata podem ser destacados: o envelhecimento, uma vez que 65 % dos
casos diagnosticados no mundo ocorrem em homens com 65 anos ou mais
(MONTIRONI et al., 2016); o histérico familiar — homens com parentes
de primeiro grau com cancer de prdstata tem cerca de 3 vezes mais risco
(KALISH; MCDOUGAL; MCKINLAY, 2000); a etnia, pois o risco de
cancer de prdstata é 1,6 vezes maior em negros (KHEIRANDISH;
CHINEGWUNDOH, 2011); o sedentarismo, a obesidade e o consumo de
carnes processadas (BOSTWICK et al., 2004). Entretanto, sabe-se pouco
sobre a maioria dos fatores de risco, uma vez que os resultados publicados
sdo contraditdrios, sendo que somente o envelhecimento, o histérico
familiar e a etnia tém associa¢des comprovadas.

2.2.2. Desenvolvimento e estadiamento do cancer de prdstata

O cancer de prostata mais comum é o adenocarcinoma acinar,
definido como um tumor epitelial invasivo que consiste de células
secretoras. Este tipo de tumor estd localizado em maioria na zona
periférica, embora 15-20 % ocorrem na zona de transicdo (EPSTEIN et
al., 1994; GUO et al., 2009). O estadiamento clinico do cancer de prostata
é baseado no sistema TNM (do inglés Tumor-Node-Metastasis) que
considera a localizagcdo do tumor, a disseminacdo em linfonodos, a
presenca de metastases distante, a dosagem de PSA e o escore de Gleason
ou grau da ISUP (do inglés International Society of Urological
Pathology) (BUYYOUNOUSKI et al., 2017).

De maneira resumida, durante o desenvolvimento do céncer de
préstata (Figura 3) as células cancerosas inicialmente apresentam
varia¢do no tamanho e na forma, mas continuam semelhantes as células
normais. Neste estadio, o cancer esta localizado em um lobo e pode ou
ndo ser detectado pelo exame de toque retal (Estadio I). No estadio Il, as
células cancerosas atingem mais de um lobo da prostata, podem ou nédo
ser detectadas no exame de toque-retal ou de imagem, e 0s niveis séricos
de PSA estdo entre >10 e <20 ng/mL. Em etapas posteriores as células
tumorais podem invadir os tecidos adjacentes, como as vesiculas
seminais, e as células variam ainda mais no tamanho e na forma (Estadio
111). No altimo estadio, a massa de células tumorais pode invadir drgaos
e tecidos vizinhos, linfonodos ou apresentar metastases distantes (Estadio
IV). Os locais de metdstase mais comuns sdo ossos da pelve, dorso,
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lombar, costelas, coluna cervical, fémur, crénio, sacro e Umero
(MONTIRONI et al., 2016). Neste estadio, 0 paciente pode apresentar
qualquer nivel sérico de PSA ou grau da ISUP. Os descritores completos
de cada estadio estéo listados no ANEXO A.

Figura 3. Estadios clinicos do cancer de prostata.
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2019)

O grau da ISUP consiste em uma atualizacdo do escore de
Gleason, ambos sdo sistemas de analise anatomopatoldgica dos tecidos
de préstatas obtidos por bidpsia. O escore de Gleason consiste da soma
das gradaces mais abundantes da amostra, com valores das gradacGes
variando de 1 a 5 e escore final de 2 a 10. Sendo que os tumores com
escore 2 sdo mais indolentes e os de escore 10 0s mais agressivos. No
novo sistema da ISUP, os tumores de grau 1 sdo bem diferenciados
(escore de Gleason <6 ), os de grau 2 sdo moderadamente diferenciados
(escore de Gleason 6-7), os de grau 3 e 4 sdo pouco diferenciados ou
indiferenciados (escore de Gleason 7-8), e por fim os tumores de grau 5
sdo indiferenciados (escore de Gleason 9-10) (MONTIRONI et al., 2016).

Além disso, o cancer de prdstata pode ser classificado em fungéo
da responsividade a andrdgenos. Durante o desenvolvimento inicial do
cancer de prdstata, a proliferacdo das células cancerosas é dependente de
andrégenos como a testosterona e a di-hidrotestosterona, sendo
denominado como andrdgeno-responsivo (CUNHA et al.,, 2004;
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MARKER et al., 2003). Por causa disto, o cancer de prostata androgeno
responsivo pode ser tratado com farmacos que blogueiam a producéo de
andrégenos ou a ligagdo do horménio com o receptor (HEIDENREICH
et al., 2014). Embora a maioria dos tumores regrida com esse tratamento,
em alguns casos as células podem continuar proliferando. Nestes casos o
cancer é denominado como castragdo resistente, andrégeno independente
ou refratario a hormdnio, ndo havendo terapia efetiva. Apesar de
proliferar independentemente dos niveis de testosterona circulante, a
maioria dos tumores independentes a andrégeno dependem da sinalizacdo
do receptor de andrdgeno. O desequilibrio da sinalizacdo do receptor de
andrégeno leva a proliferacdo das células tumorais, essa desregulacdo
pode ocorrer por varios mecanismos, incluindo mutacdes no gene,
amplificacdo e/ou superexpressdo (ZONG; GOLDSTEIN, 2013).

2.2.3. Mutagdes genéticas no cancer de prostata

O tratamento de cancer de prostata é igual em todos os casos de
metastase, porém os pacientes apresentam diferentes respostas, devido a
heterogeneidade molecular. Uma vez entendidas as alteracdes
moleculares pode-se desenvolver estratégias mais efetivas de tratamento.
Tomlins e colaboradores (2015) mostraram que aproximadamente 50%
dos tumores de prostata apresentam mutacdes envolvendo a familia de
fatores de transcricdo Ets, sendo o mais comum no ERG. Em
contrapartida os tumores sem mutagdes em Ets estdo relacionados com a
superexpressao do gene SPINK1 (10%) e/ou muta¢des envolvendo o gene
SPOP (6%) (BARBIERI et al., 2012; TOMLINS et al., 2008). Além
disso, mutagBes no gene supressor tumoral PTEN sdo frequentes em
tumores metastaticos levando a uma ativacdo aberrante da via PI3K/Akt
(POURMAND et al., 2007; TAYLOR et al., 2010), bem como mutacdes
no gene TP53 que sdo associadas a metastases e resisténcia a
quimioterapicos (BOOKSTEIN et al., 1993; EASTHAM et al., 1995;
ECKE et al., 2010; HIENTZ et al., 2017).

2.2.4. Mecanismos moleculares no desenvolvimento e progressdo do
cancer de préstata

A sinalizag&o via receptor de andrégeno, um fator de transcricéo
ativado por ligante, é central para a manutencéo da prostata e ja estd bem
estabelecida (CULIG; SANTER, 2014; GREEN; MOSTAGHEL;
NELSON, 2012; LONERGAN; TINDALL, 2011). Na auséncia de
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ligante, o receptor de andrégeno esté localizado no citoplasma, e quando
ligado a andrégenos é translocado para o ndcleo, onde induz a expressédo
de genes alvo, que levam a expressao de PSA e induzem a proliferacdo e
sobrevivéncia celular. Mutag6es no receptor de andrdgeno sdo comuns no
cancer de prostata, principalmente em tumores com proliferacéo
independente de andrégenos (LIU et al., 2008; TAYLOR et al., 2010). As
mutacdes podem por exemplo gerar a ativacdo da sinaliza¢do via receptor
de andrégenos mesmo com baixas quantidades do ligante. Além desta
sinalizacdo, outras vias vem sendo relacionadas com o desenvolvimento
e progressdao do cancer de prostata (Figura 4) (RAMALINGAM,;
RAMAMURTHY; NJAR, 2017).

Figura 4. Vias de sinalizacdo envolvidas com o cancer de prostata.
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Vias de sinaliza¢do envolvidas com o desenvolvimento e progressdo do cancer
de prostata. (1) Sinalizagdo Wnt/B-catenina, (2) sinalizagdo via receptor de
androgenos, (3) sinalizagdo via NF-«xB, (4) sinalizacdo via JAK/STAT e (5)
sinalizagéo via receptor tirosina cinase. DHT: di-hidrotestosterona; GF: fatores
de crescimento; AR: receptor de androgeno; IL-R: receptor de interleucina;
TNFR: receptor do fator de necrose tumoral. (Imagem adaptada de
RAMALINGAM; RAMAMURTHY; NJAR, 2017).

A via NF-xp estd frequentemente aumentada no cancer de
préstata, devido ao aumento de receptores do fator de necrose tumoral
(TNF) (SUH et al., 2002). Estudos recentes sugerem uma relagao entre a
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sinalizacdo do receptor de andrégeno e a via NF-xB, sendo que a
subunidade p65 do complexo de transcricdo de NF-kp pode aumentar a
expressao do receptor de andrdgeno e consequentemente dos genes alvo
levando a proliferacdo e sobrevivéncia das células tumorais prostaticas
(ZHANG et al., 2009).

Outra via relacionada ao cancer de préstata € a sinalizagdo ErbB,
referente aos receptores do fator de crescimento epidermal (EGF)
(PERALDO-NEIA et al., 2011). A expressdo aumentada do receptor de
EGF ja foi relacionada ao aumento da capacidade angiogénica e
metastatica no cancer de prostata, pois leva a ativacdo de genes
relacionados ao receptor de androgenos através da ativacdo da via
PI3K/Akt (WOODS IGNATOSKI et al., 2003). A via PI3K/Akt regula a
ativacdo do receptor de andrégenos através da fosforilacdo do receptor ou
ainda através da respectiva transcricdo (CARVER et al., 2011; LEE et al.,
2015). Cerca de 30-50% dos paciente com cancer de prostata possuem a
via PI3K/Akt aumentada, frequentemente esta ativagao pode ser resultado
das mutagdes no supressor tumoral PTEN, que regula negativamente esta
via (RAMALINGAM; RAMAMURTHY; NJAR, 2017).

O aumento da expressdo de B-catenina também é comum no
cancer de prostata, devido a sinalizacdo aberrante da Akt, que leva a
inativagdo de GSK3p, favorecendo a formagdo de B-catenina no
citoplasma (SHARMA; CHUANG; SUN, 2002). A B-catenina faz parte
da via canbnica de Wnt e na presenca de ligante leva a ativacdo dos fatores
de transcricdo LEF/TCF que estimulam a transcri¢cdo de varios genes
como Myc e ciclinas D (HUELSKEN; BEHRENS, 2002). A ativacédo
candnica de Wnt também pode levar a ativacdo dos fatores de transcri¢do
YAP/TAZ, componentes da via de sinalizacdo hippo (SALEM et al.,
2019). Além disso, o receptor de andrégeno pode se associar a STAT3 e
ativar a via promovendo efeitos proliferativos e anti-apoptéticos
(BISHOP et al., 2014).

2.3. Deteccdo do cancer de prostata

Atualmente, para a deteccdo e o acompanhamento de cancer de
préstata é utilizada a associacdo da dosagem do PSA e do exame de toque
retal, e quando estes estdo alterados o diagnostico confirmatdrio é
realizado por andlise histoldgica do tecido prostatico obtido por bidpsia.
Entretanto, a dosagem de PSA e o toque retal apresentam limitacdes
guanto a especificidade e sensibilidade. No exame de toque retal, somente
as porgdes posterior e lateral da prostata podem ser palpadas, enquanto
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gue a dosagem do PSA possui relacdo direta com a predigdo de cancer,
Ou seja, quanto mais alto o valor de PSA mais provavel a existéncia de
cancer de prostata. Entretanto, falta um consenso sobre o ponto de corte
clinicamente significativo, tendo autores propondo valores que variam de
4 a 10 ng/mL (PASQUIE et al., 2004). Além disso, a dosagem de PSA
ndo € conclusiva uma vez que apresenta baixa especificidade e
sensibilidade, sendo que porcentagens significativas de homens com PSA
abaixo de 4 ng/mL apresentaram cancer de prostata (THOMPSON et al.,
2003, 2004).

Como o PSA ¢é produzido também pelas células epiteliais
secretoras normais da prostata e ndo especificamente pela célula tumoral,
a dosagem pode estar alterada em funcdo de outras doengas ou durante
processos infecciosos e/ou inflamatérios. Ainda, o cancer de prdstata
pode estar presente em homens com valores normais de PSA,
especialmente nos casos de homens com histérico familiar da doenca
(CANBY-HAGINO et al.,, 2007; MONTIRONI et al., 2016). As
limitacbes descritas geram problemas de sobrediagndstico e
sobretratamento de céanceres clinicamente insignificantes (ETZIONI et
al., 2002; LOEB et al., 2014).

Desde a década de 90, quando a dosagem de PSA comecou a ser
utilizada, houve um aumento expressivo nos registros do cancer de
préstata (SIEGEL; MILLER; JEMAL, 2016). A utilizacdo da dosagem de
PSA também teve reflexos na taxa de sobrevida em 5 anos, que no fim da
década de 80 era de 83 % e passou a ser de 99 % em 2000. Apesar dos
altos indices de incidéncia de cancer de prostata, a prevaléncia é ainda
maior. Estudos baseados em autdpsia indicam que cerca de 60 % dos
homens acima de 79 anos tem céancer de prdstata latente (BELL et al.,
2015). Estes dados indicam que a grande maioria dos canceres de prdstata
ndo é clinicamente significativo. Portanto, quanto mais especifico for o
diagndstico de cancer de prostata, maior a reducdo de sobretratamentos
com a realizacdo de prostatectomia radical e radioterapia, 0s quais geram
efeitos adversos frequentemente desnecessarios. Atualmente, como
forma de evitar o sobretratamento, recomenda-se vigilancia ativa para
casos de cancer de prostata com baixo risco, nestes casos 0 tumor €
acompanhado anualmente através de bidpsias, toque retal e dosagem de
PSA, e tratado somente se a progresséo for detectada (HEIDENREICH et
al., 2014).

Desde a descoberta do PSA como biomarcador para o cancer de
préstata muito tem sido estudado sobre novos métodos capazes de
aumentar o valor diagndstico da molécula. O PSA é encontrado no sangue
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complexado a inibidores de protease ou na forma livre (fPSA, do inglés
free PSA) sendo que esta Ultima representa 5-35% do PSA total (tPSA).
O fPSA pode ocorrer de trés diferentes formas: pro-PSA, bPSA e iPSA.
A razdo ente o fPSA e o tPSA melhora a especificidade da deteccdo do
cancer de prostata, entretanto devido a instabilidade do fPSA este teste
apresenta variabilidades. Mais recentemente o teste de salde da préstata
(PHI, do inglés prostate health index) foi aprovado em 2012 pelo
Departamento de Salde e Servigcos Humanos dos Estados Unidos (FDA,
do inglés Food and Drug Administration). O PHI combina informagdes
de trés testes sanguineos (PSA, PSA livre e 0 P2PSA — uma forma de pro-
PSA) (LE et al., 2010). Este teste permite uma melhor definicdo em
relacdo a necessidade de uma biopsia em pacientes com niveis de PSA
entre 2 e 10 ng/mL e resultado normal do exame de toque retal
(GUAZZONI et al., 2011).

No mesmo ano da aprovacdo do PHI também foi aprovado pelo
US FDA o teste Progensa PCA3 (SAINI, 2016). Este teste tem sido
utilizado para deteccdo de céncer de prostata em homens com PSA
elevado e bidpsia negativa. O gene 3 do cancer de prostata (PCA3 do
inglés, prostate cancer antigen 3) € transcrito em um RNA longo ndo
codificante altamente expresso em células tumorais e pode ser detectado
em amostras de urina (DURAND et al., 2011). Um dos maiores desafios
para o diagnostico mais especifico do cancer prostata é a falta de
conhecimento sobre os mecanismos envolvidos no desenvolvimento da
doenca. Assim como, a falta de marcadores que identifiqguem os canceres
que podem evoluir para formas mais agressivas (BAZINET et al., 1992,
ARORA et al., 2004).

2.4. Vesiculas extracelulares: microvesiculas e exossomos

As vesiculas extracelulares, tais como 0s exossomos e as
microvesiculas, sdo secretadas no ambiente extracelular por diversas
células e apresentam grande importancia na comunicacdo paracrina
celular (RAPOSO; STOORVOGEL, 2013). Séo pequenas vesiculas que
contém fatores bioativos como lipidios, proteinas, RNA mensageiro
(mRNA) e microRNA (miRNA), mas diferem no tamanho e na
biogénese. Entretanto, a distin¢do entre exossomos e microvesiculas ndo
é clara em muitos trabalhos publicados na literatura, sendo que a maioria
identifica 0s exossomos como vesiculas nanométricas. Enquanto as
microvesiculas apresentam tamanho entre 100 e 350 nm e tem origem na
membrana plasméatica (LI et al., 2017), 0os exossomos apresentam
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tamanho entre 30 e 150 nm e tem origem nos corpos multivesiculares.
Estruturalmente, os exossomos consistem de uma bicamada lipidica
semelhante as membranas plasmaticas celulares e carregam proteinas,
mRNA, miRNA e DNA (Figura 5) (COLOMBO; RAPOSO; THERY,
2014; THAKUR et al., 2014).

Figura 5. Composi¢cao dos exossomaos.
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A biogénese dos exossomos tem inicio com a via endocitica da
celula e posterior formagdo dos corpos multivesiculares (Figura 6A). Na
maioria das células, o destino principal dos corpos vesiculares é a
degradacdo do contetdo ap6s a fusdo com os lisossomas. Entretanto,
alguns corpos multivesiculares fundem-se & membrana plasmética
liberando o conteldo de vesiculas, denominadas de exossomos, no
ambiente extracelular. O direcionamento para a membrana plasmaética
esta relacionado a presenca de certas moléculas como colesterol, cluster
de diferenciacdo 9 (CD9), complexo de histocompatibilidade de classe 1l
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(MHC-II, do inglés major histocompatibility complex) e o complexo de
proteinas ESCRT (do inglés endosomal sorting complexes required for
transport) (COLOMBO; RAPOSO; THERY, 2014).

Uma vez no ambiente extracelular os exossomos podem interagir
com receptores, serem endocitados ou fusionados a membrana plasmatica
de células alvo, induzindo alteragdes moleculares e fisiologicas (Figura
6B). Inicialmente, os exossomos foram descritos como responsaveis por
eliminar componentes inuteis para as células (HARDING; HEUSER,;
STAHL, 1983). Somente em 1996 foi descrito o papel dos exossomos na
comunicacao celular (RAPOSO et al., 1996), e atualmente, 0s mesmos
tém sido descritos como componentes importantes na comunicagdo entre
células tumorais e o microambiente, através da transferéncia horizontal
de informagdes (MARTINS; DIAS; HAINAUT, 2013). Recentemente,
foi descrito que os exossomos derivados de células tumorais direcionam
e preparam o futuro nicho metastatico através da transferéncia de
proteinas e genes oncogénicos para células ndo tumorais (COSTA-
SILVA et al., 2015; HOSHINO et al., 2015; PEINADO et al., 2012). A
comunicacdo intercelular via exossomos é de grande importancia na
tumorigénese do cancer de prdstata, ndo sé em relacdo ao processo de
metéastase (KARLSSON et al., 2016), mas também na resisténcia a
farmacos (CORCORAN et al., 2012), na angiogénese (CHOWDHURY
et al., 2015), na proliferacdo (HOSSEINI-BEHESHTI et al., 2016) e no
escape do sistema imune (ABUSAMRA et al., 2005).
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Figura 6. Biogénese dos exossomos.
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no citoplasma da célula alvo (4). Imagem adaptada de (RAPOSO;
STOORVOGEL, 2013).

No que diz respeito ao uso de exossomos e microvesiculas na
clinica, diversos trabalhos os relatam como potenciais biomarcadores
pouco invasivos (GUAY; REGAZZI, 2013; MELO et al., 2015). Estudos
mostram que, tanto proteinas, quanto miRNAs derivados de exossomos
encontrados na urina de pacientes com cancer de prostata, tem potencial
como biomarcadores (LV et al., 2013; GVERBYE et al., 2015).

2.5. RNAs nao codificantes

Cerca de 2% do genoma humano é codificado em proteinas, o
restante é formado por regibes transcritas em RNAs ndo codificantes
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(ncRNAs, do inglés non-coding RNASs) (TAFT et al., 2010). A familia de
ncRNAs desempenha fungdes importantes nos organismos tais como
auxiliar na sintese de DNA ou no rearranjo cromossémico, no
processamento e traducdo do RNA, na regulacdo da expressao génica e
na protecdo contra &cidos nucleicos de patdgenos (CECH; STEITZ,
2014). Os ncRNAs desempenham um papel importante no
desenvolvimento e na fisiologia normal dos organismos e quando
alterados estdo relacionados a diversas doencas tais como cancer,
desordens neuroldgicas e cardiovasculares (ESTELLER, 2011). Os
ncRNAs sdo particularmente importantes no cancer podendo atuar como
oncogenes ou supressores tumorais (ANASTASIADOU; JACOB;
SLACK, 2017).

Até a década de 90 eram conhecidas somente as classes de RNA
transportador e de RNA ribossomal, porém o avango das técnicas de
sequenciamento tem mostrado uma diversidade cada vez maior de
ncRNAs. Fazem parte da familia de ncRNAs classes como o CRISPR (do
inglés Clustered Regularly Interspaced Short Palindromic Repeats) que
atua como mecanismo de defesa contra DNA exdgeno em bactérias, 0s
ncRNAs longos (IncRNAs, do inglés long non-coding RNAs) envolvidos
na regulagdo epigenética, os microRNAs (miRNAS) responsaveis pela
regulacdo pds-transcricional da expressdo génica, os PIWI-interacting
RNAs (piRNAs) envolvidos na modificacdo da cromatina, os pequenos
RNAs nucleolares (snoRNAs, do inglés small nucleolar RNAS)
responsaveis por realizar modificagbes em outros RNAs e 0s pequenos
RNAs nucleares (SnRNAs, do inglés small nuclear RNAs) envolvidos no
processo de splicing (CECH; STEITZ, 2014).

2.5.1. miRNA

Os miRNAs séo pequenas moléculas de RNA néo codificantes de
19-23 nucleotideos, que atuam na modulagdo fina dos mRNA celulares,
com papéis fundamentais nos mecanismos de proliferacdo, diferenciacéo
e apoptose (LIN; GREGORY, 2015; WINTER et al., 2009). Até 2018,
2694 miRNAs foram identificados em humanos, embora a fungéo de
muitos ainda nédo tenha sido identificada (KOZOMARA; BIRGAOANU;
GRIFFITHS-JONES, 2019). Cada miRNA tem multiplos mRNA como
alvos e cada mRNA tem mdltiplos miRNAs reguladores (CHI et al.,
2009).

A biogénese dos miRNAs consiste em um processo complexo
envolvendo multiplas proteinas (Figura 7) (WINTER et al., 2009; HA;
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KIM, 2014). Inicialmente o0s genes sdo transcritos no ndcleo pela RNA
polimerase Il, formando uma longa cadeia com 70-110 nucleotideos (nt),
denominada como miRNA primario (pri-miRNA). Ainda, no nicleo o
pri-miRNA é processado pela endonuclease Drosha (uma RNase I11) para
formar os precursores de miRNA (pre-miRNA) com aproximadamente
70 nucleotideos em forma de grampo (hairpin). Uma vez formado, o pre-
miRNA ¢é exportado ativamente do nlcleo para o citoplasma pelo
complexo exportina-5 e Ran-GTP. No citoplasma, o pre-miRNA ¢é
processado pela Dicer (uma RNase Il citoplasmatica) para retirada da
alca (regido ndo pareada) e formacdo de uma dupla fita de mMiRNA com
aproximadamente 22 pares de nucleotideos. A dupla fita é desenrolada
por uma helicase e uma das fitas (mMiRNA maduro) é incorporada a um
complexo de indugdo do silenciamento denominado RISC (do inglés
RNA-induced silencing complex). Uma vez formado, o complexo liga-se
por complementariedade na regido nao traduzida 3’UTR do mRNA alvo.
O grau de complementariedade da ligagdo do miRNA com o0 mRNA
determina se 0 mRNA alvo serd degradado ou se a traducéo sera inibida
ou estimulada (BARTEL, 2004).
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Figura 7. Biogénese dos miRNAs.
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(Imagem adaptada de DO AMARAL et al., 2018).

Os miRNAs também podem ser liberados no ambiente extracelular
de diferentes formas, podendo estar associados a proteinas, lipidios ou
incorporados em pequenas vesiculas como os exossomos (COLOMBO;
RAPOSO; THERY, 2014). A deteccdo de miRNAs em exossomos
representa uma metodologia com potencial uso no prognostico,
diagndstico e na busca de biomarcadores envolvidos no desenvolvimento
do céncer.

Neste contexto, a deteccdo de miRNAs vem despertando interesse
por exercerem um papel importante na iniciacdo, desenvolvimento e
progressdo de canceres em diversos tecidos. A literatura descreve a
detecgdo de miRNAs como marcadores para varios canceres incluindo
cancer coloretal (OKUGAWA; TOIYAMA; GOEL, 2014), linfomas
(JARDIN; FIGEAC, 2013), cancer de pulmdo (ZHANG; YANG;
WANG, 2014; MACDONAGH etal., 2015; KANG; LEE, 2014) e cancer
de mama (TAVAZOIE et al., 2008;PARK et al., 2014; ZHONG et al.,
2015).

Além disso, outra caracteristica de grande interesse no uso de
miRNAs como marcadores de diagndstico é que sdo encontrados em
diversos fluidos biolégicos tais como soro, urina e saliva, de forma
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estavel, resistindo a degradacdo por ribonucleases e a alteragdes fisico-
guimicas severas. Devido a estas caracteristicas, 0s miRNAs estdo
atraindo fortemente a atencdo da comunidade cientifica, uma vez que
apresentam a maioria dos requisitos necessarios para um biomarcador,
considerando critérios clinicos e analiticos.

2.5.1.1. miRNAs e o cancer de prostata

O primeiro estudo utilizando miRNA como possivel biomarcador
de cancer de prostata mostrou que homens com cancer em estagio
avancado apresentam maior expressio do miR-141, estando
correlacionado a concentragdes elevadas de PSA no sangue (MITCHELL
et al., 2008). Em estudo de 2011, foi descrita a alteracdo na expresséo dos
miR-26a, -195 e let7i no soro de pacientes com cancer de prostata quando
comparado a pacientes com hiperplasia benigna, entretanto apresentavam
expressao igual aos de individuos saudaveis (MAHN et al., 2011). Outro
estudo descreveu que em estadios iniciais, 0 miR-125b estd down-
regulated e o miR-22 estd up-regulated, e juntamente parecem estar
relacionados com a progressdo do cancer de prostata (BUDD et al., 2015).
Em trabalho descrito por Fu em 2015 foi observado que a expressdo do
miR-631 é capaz de diminuir a capacidade de invasdo e migragdo das
células do cancer de prostata (FU et al., 2015). Em trabalho de Guzel foi
descrito pela primeira vez a presenga de miRNAs em amostras de
secrecdo prostatica, sendo que os miRNAs miR-361-3p, -133b e -221
estdo down-regulated e 0 miR-203 up-regulated em pacientes com cancer
de préstata (GUZEL et al., 2015).

Os estudos citados mostram a expressdo de miRNASs alterados em
pacientes com cancer de prostata, entretanto ndo sdo conclusivos, uma
vez que as amostras analisadas entre os estudos eram diferentes e os
pacientes avaliados apresentavam estadio da doenca e tratamentos
variados. Sendo assim, novos estudos S30 necessarios para a
caracterizacdo do perfil de expressdo dos miRNAs envolvidos no
desenvolvimento e na regulagdo génica do céncer de prostata,
possibilitando a confirmacdo e/ou descoberta de alvos terapéuticos e
biomarcadores.
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3. OBJETIVOS
3.1. Objetivo geral

Avaliar o perfil de expressdo de miRNAs exossomais derivados
de linhagens celulares de cancer de prdstata com diferentes perfis de
responsividade a androgenos e identificar possiveis biomarcadores de
diagnostico.

3.2. Objetivos especificos

« Isolar os exossomos derivados das linhagens humanas de cancer de
préstata LNCaP, PC-3 e da linhagem ndo-tumoral de células epiteliais de
préstata RWPE-1;

« Confirmar a identidade dos exossomos liberados por cada linhagem
celular;

« Avaliar, por meio da técnica de microarranjo, o perfil de expressao dos
miRNASs presentes nas células e nos exossomos de cada linhagem celular;
« Validar a expressdo dos principais miRNAs alterados pela técnica de
PCR quantitativo (RT-gPCR);

« Associar a expressdo dos principais miRNAs alterados com vias
alteradas no cancer de proéstata.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Linhagens e cultura celular

As linhagens celulares utilizadas neste estudo foram cedidas pela
professora Dr. Flavia K. Delella do Instituto de Biociéncias da
Universidade Estadual Paulista e estdo descritas na Tabela 1. As trés
linhagens foram cultivadas em meio RPMI-1640 acrescido de soro fetal
bovino (SFB) 10 % (v/v), 100 U/mL penicilina, 100 pg/mL de
estreptomicina, 10 mM de HEPES. As culturas foram mantidas em estufa
umidificada, a 37°C, em atmosfera de 5 % de didxido de carbono (COy).

Tabela 1. Caracteristicas das linhagens de prostata.

Responsividade

Linhagem Origem PSA . Mutagdes
a andrdgeno
RWPE-1 Prostata sadia Sim Sim -
Cancer de prostata -
sitio metastatico no . . RA,
LNCaP linfonodo Sim Sim PTEN
supraclavicular
Cancer de prostata - P53
PC-3 sitio metastético no N&o Né&o PTEI\i

tecido 6sseo

4.2. Isolamento dos exossomos

O isolamento dos exossomos foi realizado da mesma forma para
as trés linhagens conforme descrito por Théry e colaboradores (2006),
com modificacGes. As células foram cultivadas em garrafas de cultura de
175 cm? e ap6s atingirem 90% de confluéncia foram lavadas com tampé&o
fosfato-salino (PBS, do inglés phosphate buffered saline), e entdo
cultivadas em meio RPMI suplementado com 2 % de SFB depletado de
vesiculas. Apds 24 h, o sobrenadante da cultura celular foi centrifugado a
300 x g por 5 min para remocao de células, o sobrenadante foi novamente
centrifugado a 2.000 x g por 10 min para remover debris celulares e a
10.000 x g por 20 min para remocdo de corpos apoptdticos. Para o
isolamento das vesiculas, o sobrenadante foi centrifugado a 100.000 x g
por 70 min a 4°C, descartado e as vesiculas suspendidas em PBS e
armazenadas a 4°C. Este procedimento foi realizado durante trés dias
consecutivos e ao final, as vesiculas foram suspendidas em 10 mL de PBS
e centrifugadas novamente a 100.000 x g por 70 min a 4°C para remogéao
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de proteinas contaminantes. Por fim, as vesiculas foram ressuspensas em
pequenos volumes de PBS e armazenadas a -80°C até serem utilizadas.

Para esta etapa foram utilizadas a centrifuga Sorvall Evolution RC
e o rotor SS-34 disponivel no Laboratério de Pesquisa em Imunologia
(CCs, UFSC) e a ultracentrifuga Optima XE-100 com o rotor SW41Ti
disponivel no Laboratério Multiusuario de Estudos em Biologia
(LAMEB 1) da UFSC.

4.3. Microscopia eletronica de transmissdo (MET)

Para determinar a forma e o tamanho das vesiculas isoladas, as
amostras foram analisadas por meio de Microscopia Eletrénica de
Transmissdo (JEM-1011) no Laboratério Central de Microscopia
Eletronica (LCME) da UFSC. Para isto, a suspensdo de exossomos foi
diluida (1:1) em agua destilada e fixada com paraformaldeido 2 %. Em
seguida, grades de 200 mesh recobertas com Formar-carbono amorfo
foram depositadas sobre as amostras de exossomos durante 20 min. As
grades foram retiradas, lavadas em agua destilada e depositadas sobre
glutaraldeido 1 % em agua durante 5 min. Apo6s esta etapa as grades foram
lavadas em agua destilada, contrastadas com acetato de uranila 5 %
durante 5 min, novamente lavadas e deixadas para secar ao ar.

4.4. Espalhamento dinamico de luz

O tamanho médio das vesiculas isoladas foi determinado por
espalhamento dindmico de luz (DLS, do inglés dynamic light scattering)
utilizando o equipamento Zetasizer Nano ZS. As medicGes foram
realizadas em amostras diluidas em PBS (indice de refracdo: 1,330;
viscosidade: 0,88 e temperatura 25°C) utilizando cubeta de quartzo
(ZEN2112).

4.5. Extracdo de RNA total

O RNA total foi extraido utilizando o kit mirVana PARIS
(Thermo Fisher Scientific), de acordo com as instrugdes do fabricante. A
extracdo foi iniciada a partir da adigdo de 300 pL de tampé&o de lise celular
em 200 pL da suspensdo de exossomos, seguido de agitacdo.
Posteriormente, foram adicionados 500 pL de solucdo desnaturante,
seguido de agitacdo e incubacdo em gelo por 5 min. Em seguida foi
adicionado 1 mL de &cido-fenol:cloroférmio, seguido de agitacdo em
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vortex por 1 min e centrifugacdo a 12.000 x g por 5 min. Apds esta etapa,
500 pL da fase aquosa foram transferidos para um novo microtubo e
adicionados 625 pL de etanol absoluto. Esta mistura foi aplicada em uma
coluna com filtro de silica e centrifugada a 9.000 x g por 1 min. Na
sequéncia, foram realizadas trés etapas de lavagem, seguidas da elui¢do
do RNA com 60 pL de agua livre de RNase a 95 °C. O RNA total obtido
foi armazenado em freezer -80°C até utilizacéo.

4.6. Avaliacdo da concentragdo e qualidade do RNA total

As anélises de qualidade e concentracdo do RNA total foram
realizadas no espectrofotdbmetro NanoVue Plus e por eletroforese
microfluidica utilizando o kit RNA 6000 Pico (Agilent Technologies) no
equipamento 2100 Bioanalyzer. Amostras de RNA das células com RNA
Integrity Number (RIN) maiores do que 6 foram consideradas com
qualidade para as analises seguintes.

4.7. Microarranjo de miRNA

Para avaliacéo do perfil de miRNAs foram utilizadas laminas de
microarranjo, G3 Human miRNA Microarray, Release 21 (Agilent
Technologies) que permitem a deteccdo de 2549 sequéncias de miRNAs
humanos e 21 controles internos (KOZOMARA; GRIFFITHS-JONES,
2014). Todas as etapas foram realizadas conforme orientacdo do
fabricante. Nesta analise foram utilizadas duas replicatas bioldgicas.

Inicialmente, o RNA total foi concentrado em SpeedVac em
temperatura ambiente e pressdo a vacuo de aproximadamente 10 Torr.
Apos esta etapa, 0 RNA foi eluido em agua livre de RNase na
concentracdo de 25 ng/uL. Em seguida, foi iniciada a etapa de
desfosforilagéo, e para isto, foram adicionados 2 pL do mix contendo
enzima fosfatase, tampéo e o controle interno, em 2 pL de RNA. A
mistura foi incubada em termobloco a 37°C por 30 min. Em seguida, as
amostras foram desnaturadas com adi¢cdo de DMSO, incubadas a 100°C
por 7 min e apds, mantidas em banho com &gua e gelo. Por fim, foi
realizada a etapa de ligacdo da cianina-3. Nesta etapa, foi adicionado o
mix de ligacdo contendo a enzima ligase, a cianina-3 e o tampéo. A
mistura foi incubada a 16°C por 2 h. Ap6s o tempo de incubacdo, as
amostras foram secas em SpeedVac com aquecimento de 50°C, por 3 h e
pressdo de aproximadamente 10 Torr. As amostras secas foram
solubilizadas em 17 pL de agua livre de RNase, e adicionado 0 controle
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interno, um agente de bloqueio e o tamp&o de hibridizacdo. As amostras
foram incubadas a 100°C por 5 min, e imediatamente transferidas para
banho de agua e gelo por 5 min. A mistura foi aplicada na lamina de
microarranjo e incubada no forno de hibridizacdo com temperatura de
55°C, sob agitacdo, durante 20 h. Apds a etapa de hibridizagdo, as laminas
foram lavadas e rapidamente lidas no equipamento SureScan Microarray
Scanner. Os dados foram extraidos utilizando o software Feature
Extraction e os arquivos gerados foram analisados no software
Genepring.

Para a analise foram considerados apenas 0s miRNAs detectados
nas duas replicatas bioldgicas. Os miRNAs com Fold Change (FC) > 2
foram analisados quanto a diferenca estatistica utilizando o teste-t
moderado com corregdo de Benjamin-Hochberg ou Anova de uma via no
software GeneSpring. Valores de P < 0,001 foram considerados
estatisticamente significativos.

4.8. Sintese de cDNA e PCR quantitativo (QPCR)

As reacBes de poliadenilagdo e transcricdo reversa foram
realizadas utilizando o kit miRNA 1st-Strand cDNA Synthesis (Agilent
Technologies), conforme instru¢cbes do fabricante. As reacBes de
poliadenilagdo foram realizadas em volume final de 25 pL contendo 5 ng
de RNA das amostras de exossomos. As amostras de RNA foram
adicionados 4 pL de tampao, 1 pL de rATP e 1 pL da enzima poliA
polimerase. Ap6s, as amostras foram incubadas a 37°C durante 30 min e
95°C por 5 min. Em seguida, para sintese de cDNA, foram adicionados
0s seguintes componentes: 4 uL. de RNA poliadenilado, 2 uL de tamp&o,
0,8 uL de dNTP, 1 pL do iniciador adaptador, 1 pL da enzima
AffinityScript RT/RNase e 11,2 pL de agua livre de RNase. As amostras
foram incubadas a 55°C por 5 min, 25°C por 15 min, 42°C por 30 min e
95°C por 5 min. As amostras de cDNA foram diluidas 1:4 em agua livre
de RNase e armazenadas a -20°C.

A reacdo de qPCR foi realizada utilizando o kit miRNA QPCR
master mix (Agilent Technologies), conforme instru¢bes do fabricante.
As reacdes foram realizadas em volume final de 25 pL contendo 1 pL de
cDNA, 12,5 uL de master mix, 0,375 uL do corante de referéncia (diluido
1:50; v/v), 3,125 uM do iniciador universal antisenso, 3,125 puM do
iniciador senso especifico € 9,125 uL de agua livre de RNase. As reagdes
foram realizadas no equipamento StepOnePlus Real-Time PCR Systems
com o seguinte programa: denaturagao a 95°C por 10 min, seguido por 40
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ciclos de denaturacdo a 95°C por 10 s, hibridizacdo a 53°C por 15 s e
extensdo a 72°C por 20 s. Por fim, a especificidade das reacbes foi
analisada através das curvas de dissociacdo (53-95°C; 0,3°C/s).

As sequéncias dos iniciadores especificos estdo listadas na
Tabela 2. Para a determinacao da eficiéncia dos iniciadores foi utilizado
0 programa LinRegPCR (RAMAKERS et al., 2003). Os miRNAs de
referéncia foram selecionados apds analise de estabilidade da expressdo
utilizando o algoritmo normFinder (ANDERSEN; JENSEN; GRNTOFT,
2004). A expressdo dos miRNAs alvo foi normalizada pela combinagéo
da expressdo dos miRNAs de referéncia miR-197-5p e miR-6800-5p.
Todas as amostras foram analisadas em triplicatas técnicas e biol6gicas.
A andlise estatistica foi realizada nos dados de expressdo relativa
calculada utilizando o método 224 (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001). As
andlises estatisticas foram realizadas no software Graphpad Prism®
versdo 6.00 utilizando o teste-t ndo pareado. As diferencas na expressao
relativa foram consideradas significativas quando as variagcdes foram
superiores a 2,0 vezes e 0 p < 0,05. Os valores de FC foram calculados
utilizando o método 2-44¢4,

Tabela 2. Sequéncia dos iniciadores utilizados na gPCR.

miRNA Sequéncia dos iniciadores (5°-3”)
miR-125b-5p CCCTGAGACCCTAACTTGTGA
miR-141-3p GTAACACTGTCTGGTAAAGATGG
miR-148a-3p GTCAGTGCACTACAGAACTTTGT
miR-150-3p TACAGGCCTGGGGGACAG
miR-183-5p GTATGGCACTGGTAGAATTCACT
miR-195-5p GTAGCAGCACAGAAATATTGGC
miR-197-5p AGAGAGGGCAGTGGGAGG
miR-205-5p CTTCATTCCACCGGAGTCTG
miR-24-3p GCTCAGTTCAGCAGGAACAG
miR-27a-3p CACAGTGGCTAAGTTCCGC
miR-29a-3p GTAGCACCATCTGAAATCGGTTA
miR-328-5p CAGGAGGGGCTCAGGG
miR-424-5p GGCAGCAGCAATTCATGTTTTGAA
miR-425-5p GACACGATCACTCCCGTTGA
miR-4286 GACCCCACTCCTGGTACC
miR-4655-5p GGGATGGCAGAGGGTCG
miR-6510-5p AGGGGAGAGAGAGGAGTC
miR-6800-5p GTGACAGTCAGGGGCGG
miR-6893-5p GCAGGTGTAGGGTGGAGC
miR-7107-5p CTGGGGAGGAGGAAGGG

miR-7845-5p GACAGGGAGGGTCGTGG
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Os iniciadores foram desenhados conforme recomendacéo do kit miRNA QPCR
master mix.

4.9. Analise de enriquecimento de vias KEGG

A partir dos resultados obtidos no microarranjo e na analise do
perfil de expressdo por RT-gPCR, foram realizadas andlises de
enriquecimento das vias KEGG (Enciclopédia de Genes e Genoma de
Kioto) utilizando a ferramenta DIANA miRPath ver.3 (VLACHOS et al.,
2015b). KEGG é uma base de dados integrada, que retne informacdes
sobre funcbes e mecanismos moleculares formando uma representacéo
computacional de diferentes sistema biologicos (KANEHISA; GOTO,
2000). A anélise foi realizada com base nos dados de interacfes entre
mMiRNAs e mRNAs da base de dados Diana-Tarbase v7.0 no modo
intersec¢do de genes de dois ou trés miRNAs e correcdo FDR (False
Discovery Rate) (VLACHOS et al., 2015a).
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5. RESULTADOS
5.1. Isolamento e caracteriza¢do dos exossomos

Para identificar o perfil de miRNAs exossomais de linhagens de
cancer de prostata, foram isolados exossomos do sobrenadante da cultura
celular da linhagem de células epiteliais RWPE-1, da linhagem de cancer
de prostata dependente de andrégeno LNCaP e da linhagem de céncer de
prostata independente de androgeno PC-3. Os exossomos foram isolados
utilizando o método baseado em centrifugacbes seriadas e
ultracentrifugacdes e posterior avaliagdo de tamanho por MET e DLS.

As imagens de MET mostram que as vesiculas isoladas
apresentam formato arredondado e aparéncia cup-shaped (depressao
central) caracteristica de exossomos (Figura 8A). Os resultados obtidos
nas analises de DLS mostram que o tamanho das vesiculas variou entre
50 e 300 nm, com picos entre 80 e 100 nm e distribuicdo homogénea de
tamanho (Pdi 0,132 - 0,144) (Figura 8B-D). Com estes resultados pode-
se confirmar a identidade e a presenca majoritaria de exossomos na
populacdo de vesiculas isoladas das trés linhagens.

Figura 8. Aparéncia e tamanho dos exossomos isolados.
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exossomos determinados por DLS.
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Ap0s a etapa de caracterizagdo inicial, foi realizada a extracéo,
quantificacdo e avaliacdo da qualidade do RNA total dos exossomos e das
células das trés linhagens de prdstata. A analise realizada no equipamento
Nanovue indicou auséncia de contaminagdo por solventes, DNA e
proteinas (dados ndo apresentados). Porém néo foi possivel quantificar as
amostras de RNA exossomal, por estarem abaixo do limite de deteccédo
do equipamento que é de 5ng/uL. Por esta razdo foram utilizados os dados
de quantificacdo obtidos no equipamento Bioanalyzer. A analise de
qualidade realizada no Bioanalyzer mostrou que o contedo de RNA dos
€X0Ssomos é composto majoritariamente por pequenos RNAs (<250 nt) e
auséncia e/ou pequenas quantidades de RNA ribossomais (rRNA) 18S e
28S (Figura 9A), enquanto que nos eletroferogramas das células €
possivel identificar os picos referentes aos RNAs ribossomais, indicando
alta integridade do RNA celular (Figura 9B).

Figura 9. Qualidade do RNA total obtido dos exossomos e das células
das linhagens RWPE-1, LNCaP e PC-3.
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RNA isolados dos exossomos. (B) Géis virtuais e eletroferogramas obtidos no
Bioanalyzer para as amostras de RNA isolados das células. As setas verdes
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5.2. Andlise de expressdo de miRNAs pela técnica de microarranjo

A avaliagdo do perfil de expressdo de miRNAS nos exossomos e
células das linhagens de prostata foi realizada utilizando a técnica de
mMiRNA microarranjo. Foram avaliados 2549 miRNAs, referentes a
versdo 21 da base de dados de miRNAs. A andlise inicial da correlacéo
entre as replicatas bioldgicas indicou uma alta correlacdo (> 0,9) e,
portanto, todas as amostras foram incluidas no estudo. Em seguida, foram
realizadas as andlises de componentes principais (ACP, do inglés:
principal component analysis - PCA); de clusterizacdo hierarquica e
correlagdo de Spearman. Para a andlise da correlacdo das replicatas
biologicas e PCA foram utilizados os dados de expressdo dos 2549
miRNAs, enquanto que para as demais analises foram considerados
somente os miRNAs detectados nas duas origens (Figura 10A). Foram
detectados 181 miRNAs nas amostras das células e 441 miRNAs nos
exossomos, sendo que 169 miRNAs foram encontrados nas amostras de
ambas origens (Figura 10A). Todas as linhagens apresentaram miRNAs
Gnicos, mas a grande maioria dos miRNAs estd presente nas trés
linhagens (Figura 10B-C).

Figura 10. Diagrama de Venn do nimero de miRNAs detectados no
microarranjo.
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Diagrama de Venn ilustrando o nimero de miRNAs Unicos e compartilhados
entre as listas de miRNAs detectados nas duas replicatas biolégicas quando
comparado a origem celular ou exossomal (A) e as linhagens (B-C).

Os resultados obtidos na PCA e na clusterizacdo hierarquica
mostram que os dados do microarranjo sdo agrupados de acordo com a
origem, celular ou exossomal, e ainda mostram que o perfil de miRNAs
dos exossomos é mais variavel do que o das células (Figura 11A-B). A
baixa similaridade no perfil de miRNAs entre os exossomos e as células
correspondentes, bem como a maior correlagdo entre os exossomos das
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diferentes linhagens também pode ser observada na Figura 11C.
Interessantemente, a linhagem LNCaP apresenta maior semelhanga com
a linhagem ndo tumoral RWPE-1 independente da origem (célula e
exossomo) (Figura 11B).

Figura 11. Correlacéo e variabilidade dos dados de microarranjo.
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(A) Analise de componentes principais dos dados de intensidade normalizada. Os
eixos representam os trés principais componentes da analise de microarranjo em
relacdo a variabilidade dos dados. (B) Clusterizagdo hierarquica dos dados de
intensidade normalizada por origem (célula e exossomo) e por linhagem celular.
RWPE-1, linhagem ndo-tumoral de prdstata; LNCaP e PC-3, linhagens de cancer
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de prostata (C) Correlagdo de Spearman entre os dados de intensidade
normalizada das amostras de exossomos versus célula e entre os exossomos de
cada linhagem.

5.3. Identificacdo de miRNAs diferencialmente expressos nos
€X0Ssomos

5.3.1. miRNAs diferencialmente expressos entre as linhagens
tumorais e a linhagem ndo tumoral

Apo0s a andlise inicial dos dados foi realizada a identificacdo de
miRNAs com FC > 2 e expressao diferencial entre os exossomos da
linhagem n&o-tumoral (RWPE-1) e das linhagens tumorais (LNCaP e PC-
3) utilizando o teste-t moderado no software GeneSpring (p < 0,001). Os
resultados desta analise estdo apresentados na forma de mapa de calor
(heatmap) na Figura 12 e mostram 2 grupos de miRNAs separados
conforme a regulacdo da expressao, sendo 6 miRNAs down-regulated e
8 miRNAs up-regulated nos exossomos das linhagens tumorais.

O primeiro grupo inclui miRNAs detectados exclusivamente nos
exossomos da linhagem ndo-tumoral. Entre estes, 0 miR-205-5p
apresentou a maior intensidade de expressdo, sendo agrupado
separadamente dos demais miRNAs (miR-4476, miR-6840-3p, miR-224-
5p, miR-4709-3p e miR-6758-5p). O segundo grupo inclui 0 miR-4286,
detectado em todas amostras, além dos miRNAs miR-148a-3p, miR-183-
5p, miR-331-3p, miR-1260a, miR-425-5p, miR-125b-5p e miR-99a-5p
detectados exclusivamente nas amostras de exossomos das duas
linhagens tumorais. Os valores de fold change e os valores de p estdo
listados na Tabela 3.
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Figura 12. Perfil de expressdo dos miRNAs diferencialmente
expressos entre 0s exossomos de células tumorais e ndo-tumorais.
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No heatmap estdo apresentados os valores de intensidade de expressdo dos
miRNAs diferencialmente expressos com valor de p<0,001 e FC >2. A cor verde
indica auséncia de expressao, a cor preta indica baixa expressao e a cor vermelha
indica alta expressdo. O nimero ap6s o0 nome da linhagem indica a replicata

bioldgica.

Tabela 3. miRNAs alterados nos exossomos das linhagens tumorais

em relacdo a linhagem ndo tumoral.

Linhagens tumorais (LNCaP e PC-3) x ndo-tumoral (RWPE-1)

Regulagdo UP

Regulagdo DOWN

miRNA FC \g;'gr miRNA FC \gz'gr

MIR-125b-5p 42554  504E% | miR-4709-3p 22,32 0,004
miR-99a-5p 331,52 0,003 | miR-67585p 22,54  0,0014
miR-148a-3p 134,31  2,48E™ | miR-6840-3p 24,76 _ 0,0016
miR-1260a 10504  2,48E% | miR-224-5p 2547  0,0012
miR-331-3p 102,10 _ 0,0001 MiR-4476 66,26  0,0001
MiR-1835p 9324  0,0005 | mMiR-2055p 27375 248E™
miR-425-5p 8513  2,78E®

miR-4286 1051  0,0070

FC: fold change.
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5.3.1.1. Enriquecimento de vias KEGG

Os miRNAs diferencialmente expressos entre 0s exossomos da
linhagem néo tumoral RWPE-1 e das linhagens tumorais LNCaP e PC-3
foram analisados em funcéo do enriquecimento de vias KEGG utilizando
a ferramenta DIANA miRPath ver.3. A andlise foi realizada com base nos
dados de interagdes entre miRNAs e mRNAs da base de dados Diana-
Tarbase v7.0. Do grupo de miRNAS menos expressos, apenas trés
mMiRNAs apresentam dados de intera¢cbes com mRNA (miR-205-5p, miR-
4476 e miR-224-5p). Estes trés miRNAs apresentam duas vias KEGG
enriquecidas (modo interseccdo de genes; 2 miRNASs). A primeira esta
relacionada a biossintese de acidos graxos insaturados (p = 0,04), na qual
0s MiRNAs miR-205-5p e miR-224-5p interagem com 0 gene alvo
ELOVL5 (gene que codifica a elongase de acidos graxos de cadeia longa
5), e a segunda relacionada ao glioma (p = 0,04) na qual 0s mesmos
miRNAs interagem com o0s genes alvo E2F1 (gene que codifica o fator
de transcricdo E2F1) e CALML1 (gene que codifica a proteina calmodulina
1).

A analise de enriquecimento de vias KEGG dos 8 miRNAs mais
expressos nos exossomos das linhagens tumorais resultou em uma lista
com 25 vias (modo interseccdo de genes; 3 miRNAs), sendo que todos 0s
mMiRNAs apresentam dados de interacdo com mRNA (Tabela 4). Entre as
vias enriquecidas estao vias relacionadas com a sinaliza¢éo de p53, hippo
e ErbB, bem como vias que regulam proteoglicanos e relacionadas ao
cancer de prostata (Tabela 4 e Figura 13A). Considerando estas 4 vias, 37
genes alvo sdo regulados por pelo menos 3 miRNAs, 0s quais estdo
descritos na tabela 5. Entre estes, o gene SESN2 (gene que codifica a
proteina sestrina 2), relacionado a respostas em condicdes de estresse,
destaca-se, pois é regulado pelo maior nimero de miRNAs (6/8
miRNAs). Além disso, todas as vias tém em comum a interagdo com o
oncogene ciclina D1 (CCND1), sendo regulado pelos miRNAs miR-
4286, miR-183-5p, miR-425-5p e miR-99a-5p.
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Tabela 4. Vias KEGG enriquecidas relacionadas com 0s miRNAS
mas expressos Nos exossomos das linhagens tumorais.

Via KEGG Valordep | Genes | miRNAs
Fatty acid biosynthesis (hsa00061) 9,19E-22 1 3
Fatty acid metabolism (hsa01212) 1,40E+02 2 5
p53 signaling pathway (hsa04115) 8,14E+05 13 8
Proteoglycans in cncer (hsa05205) 5,01E+06 15 8
Hippo signaling pathway (hsa04390) 0,0002 14 8
Chronic myeloid leucemia
(hsaoszzogl 0,0005 10 8
Glioma (hsa05214) 0,0025 8 8
ErbB signaling pathway (hsa04012) 0,0032 8 8
Lysine degradation (hsa00310) 0,0040 4 7
MicroRNAs in cancer (hsa05206) 0,0040 19 8
Prostate cancer (hsa05215) 0,0040 10 8
Melanoma (hsa05218) 0,0040 8 8
Bladder cancer (hsa05219) 0,0046 7 8
Hepatitis B (hsa05161) 0,0054 15 8
FoxO signaling pathway (hsa04068) 0,0055 14 8
Viral carcinogenesis (hsa05203) 0,0055 16 8
Adherens junction (hsa04520) 0,0177 8 8
Endocrine and other factor-regulated
calcium reabsorption (hsa04921) 0,0194 4 5
Thyroid hormone signalin
pa%/hway (hsaO4919)g ’ 0,0219 10 8
AMPK signaling pathway (hsa04152) 0,0226 12 8
Insulin signaling pathway (hsa04910) 0,0239 12 7
Colorectal cancer (hsa05210) 0,0239 6 7
Central carbon metabolism in
cancer (hsa05230) 0,0239 6 !
HIF-1 signaling pathway (hsa04066) 0,0312 10 8
PI3K-Akt signaling pathwa
(hsa04151) ’ IP ! 0,0376 19 8
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Tabela 5. Genes relacionados as vias KEGG de sinalizacdo de p53,
hippo, ErbB, proteoglicanos e cancer de prostata, e regulados por
pelo menos trés miRNAs up-regulated nos exossomos das linhagens

tumorais.
Gene MiRNAs
ACTB miR-331-3p, miR-425-5p, miR-183-5p
AMOT miR-4286, miR-148a-5p, miR-1260a
CASP3 miR-1260a, miR-425-5p, miR-99a-5p, miR-1260a
CBL miR-148a-5p, miR-183-5p, miR-425-5p
CCNB1 miR-425-5p, miR-148a-5p, miR-183-5p
CCND1 miR-425-5p, miR-99a-5p, miR-183-5p, miR-4286
CDK®6 miR-331-3p, miR-99a-5p, miR-148a-5p
CDKN1A miR-99a-5p, miR-125b-5p, miR-4286, miR-148a-5p
CDKN1B miR-148a-5p, miR-125b-5p, miR-4286
CREB3L2 miR-125b-5p, miR-183-5p, miR-425-5p
ERBB2 miR-125b-5p, miR-331-3p, miR-1260a
EZR miR-148a-5p, miR-183-5p, miR-125b-5p
FRMD6 miR-148a-5p, miR-1260a, miR-183-5p
HIF1A miR-148a-5p, miR-183-5p, miR-1260a
IGF1R miR-99a-5p, miR-148a-5p, miR-183-5p
ITGAS miR-148a-5p, miR-183-5p, miR-331-3p
LATS2 miR-148a-5p, miR-183-5p, miR-425-5p
MAPK1 miR-148a-5p, miR-183-5p, miR-331-3p
MDM2 miR-148a-5p, miR-425-5p, miR-1260a
MOB1A miR-148a-5p, miR-1260a, miR-425-5p, miR-125b-5p
NRAS miR-148a-5p, miR-183-5p, miR-425-5p, miR-125b-5p
PMAIP1 miR-331-3p, miR-99a-5p, miR-125b-5p
PPP1CC rln2|5Rb1£l;3a5p miR-1260a, miR-331-3p, miR-183-5p, miR-
PPP2CA miR-183-5p, miR-425-5p, miR-125b-5p
PTEN miR-148a-5p, miR-425-5p, miR-183-5p
SERPINEL m:gﬁig:gbmlR-QQa-Sp, miR-125b-5p, miR-125b-5p,
SESN? miR-331-?fp, miR-1260a, miR-425-5p, miR-99a-5p, miR-
183-5p, miR-148a-5p
SESN3 miR-99a-5p, miR-148a-5p, miR-425-5p
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SMAD7 miR-183-5p, miR-125b-5p, miR-99a-5p

TGFBR1 miR-1260a, miR-331-3p, miR-425-5p, miR-148a-5p
THBS1 miR-425-5p, miR-99a-5p, miR-125b-5p, miR-148a-5p
TNFRSF10B | miR-1260a, miR-148a-5p, miR-125b-5p, miR-183-5p
YWHAB miR-148a-5p, miR-425-5p, miR-125b-5p

YWHAG m:s:iié:gbmlR-QS-Sp, miR-183-5p, miR-125b-5p,
YWHAQ miR-148a-5p, miR-425-5p, miR-125b-5p

ACTB miR-331-3p, miR-425-5p, miR-183-5p

AMOT miR-4286, miR-148a-5p, miR-1260a

Além destes genes, 0s mMiRNAS mais expressos nos exossomos
das linhagens tumorais interagem com outros genes importantes na
sinalizacdo do cancer de préstata, sendo que todos estdo relacionados com
as vias de sinalizacdo que regulam a proliferacdo celular (Figura 13B). O
gene do receptor do fator de crescimento de insulina 1 (IGFR1) é regulado
pelos mMiRNAs miR-148-5p, miR-183-5p e miR-99a-5, enquanto que 0s
MiRNAs miR-331-3p, miR-1260a e miR-125b-5p regulam o gene do
receptor HER2 (ERBB2). Os genes das proteinas inibitorias p21 e p27
(CDKN1A e CDKN1B respectivamente), do fator de transcricdo bZIP
(CREB3L2), do supressor tumoral PTEN (PTEN) e do inibidor de p53
(MDM2) também sdo regulados por pelo menos trés miRNAs (Figura
13B).
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Figura 13. Vias KEGG enriquecidas relacionadas aos miRNASs up-

regulated nos exossomos de linhagens tumorais.
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(A) Anélise de enriquecimento das vias KEGG utilizando a ferramenta DIANA
miRPath e a base de interagdes Diana-TarBase. Na tabela estdo apresentadas as
10 vias KEGG mais enriquecidas, o valor de p e o nimero de genes alvo e de
miRNAs envolvidos na via. (B) Via KEGG de sinaliza¢do no cancer de prostata
e interacdes miIRNA-mRNA. Caixa vermelha: gene alvo de trés ou mais
miRNAs. Linha pontilhada: interagdo miRNA:mRNA. GFR: receptor de fator de
crescimento; PI3K: enzima fosfatidilinositol-3-cinase; PKB/Akt: proteina cinase
B; GSK3: glicogénio sintase cinase 3; TCF/LEF: fatores de transcrigdo; CBP:

proteina ativadora de CREB.
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5.3.2. miRNAs diferencialmente expressos entre as linhagens
RWPE-1, LNCaP e PC-3

Em seguida foi realizada a identificacdo de miRNAs com FC > 2
e expressdo diferencial comparando os exossomos de cada linhagem,
utilizando o teste estatistico Anova de uma via no software GeneSpring
(p < 0,001). Foram identificados 30 miRNAs mais expressos e 12
miRNASs menos expressos nos exossomos da linhagem tumoral LNCaP
em relacdo aos da linhagem ndo tumoral RWPE-1; 21 miRNAs mais
expressos e 55 miRNAs menos expressos nos exossomos da linhagem
tumoral PC-3 em relacdo aos da linhagem néo tumoral RWPE-1; e 52
MiRNAS mais expressos e 20 miRNAS menos expressos Nos ex0ssomos
da linhagem LNCaP em relacdo aos da linhagem PC-3. A intensidade de
expressdo dos 83 miRNAs diferencialmente expressos estdo apresentadas
em forma de heatmap na Figura 14 e os valores de fold change e valores
de p estdo listados nas tabelas 6, 7 e 8.

Figura 14. Perfil de expressdo dos miRNAs diferencialmente
expressos entre os exossomos derivados das linhagens RWPE-1,
LNCaP e PC-3.
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As intensidades de expressdo dos miRNAs diferencialmente expressos estéo
plotados no heatmap. A cor verde indica auséncia de expressao, a cor preta indica
baixa expressdo e a cor vermelha indica alta expressdo. O nlimero ap6s 0 home
da linhagem indica a replicata bioldgica.
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Tabela 6. miRNAs alterados nos exossomos da linhagem LNCaP em
relacdo a linhagem RWPE-1.

LNCaP x RWPE-1

mMiRNA Regulacéo Fold change Valor de p

miR-99a-5p up 1813,3 3,13E%
miR-125b-5p up 4179 8,8 E®
miR-148a-3p up 165,7 0,0009
miR-195-5p up 91,1 0,0002
miR-1260a up 86,4 6,1E%
miR-425-5p up 70,8 1,40
miR-331-3p up 60,7 0,0007
miR-183-5p up 41,7 0,0001
miR-6874-5p up 78 0,0013
miR-4286 up 7,6 0,0014
miR-7845-5p up 5,4 0,0003
miR-4655-5p up 4,7 0,0004
miR-141-3p up 3,7 0,0001
miR-8089 up 3,6 0,0002
miR-6851-5p up 35 7,5E°05
miR-365b-5p up 3,4 0,0007
miR-200c-3p up 3,0 0,0004
miR-150-3p up 2,9 0,0002
miR-1234-3p up 2,7 0,0019
miR-3180 up 2,6 0,0008
miR-500a-3p up 2,5 0,0001
miR-1250-5p up 2,3 0,0012
miR-100-5p up 2,3 0,0001
miR-3621 up 2,2 3,7E%
miR-502-3p up 2,2 0,0002
miR-4754 up 2,2 7,99
miR-6726-5p up 2,1 2,3E%
miR-6721-5p up 2,0 0,0001
miR-4433a-5p up 2,02 0,0005
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miR-151a-5p up 2,0 0,0011
miR-7110-5p down 2,0 0,0008
miR-4497 down 2,2 0,0014
miR-328-5p down 2,6 0,0015
miR-8072 down 2,6 0,0013
miR-6893-5p down 2,9 0,0010
miR-4505 down 34 0,0012
miR-1587 down 34 0,0015
miR-1275 down 6,1 0,0008
miR-6785-5p down 10,5 8,9E%
miR-205-5p down 199,8 0,0015
miR-27a-3p down 268,3 0,0009
miR-24-3p down 352,6 0,0008

Tabela 7. miRNAs alterados nos exossomos derivados da linhagem
PC-3 em relacdo a linhagem RWPE-1.

PC-3 X RWPE-1

miRNA Regulacdo Fold change Valor de p
miR-125b-5p up 433,2 8,8E%
miR-424-5p up 210,3 0,0015
miR-183-5p up 208,0 0,0001
miR-221-3p up 207,2 0,0017
miR-331-3p up 171,5 0,0007
miR-196b-5p up 154,6 0,0017
miR-1260a up 127,5 6,1E%
miR-148a-3p up 108,8 0,0009
miR-425-5p up 102,2 1,4E°05
miR-100-5p up 86,1 0,0001
miR-99a-5p up 60,6 3,1E%
miR-29b-3p up 17,2 0,0008
miR-4286 up 14,4 0,0014
miR-151a-5p up 11,3 0,0014
miR-1273g-3p up 9,7 0,0008
miR-92a-3p up 9,5 0,0009
miR-22-3p up 3,3 0,0008
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miR-27a-3p up 29 0,0009
miR-24-3p up 2,8 0,0008
miR-6831-5p up 2,7 0,0009
miR-7107-5p up 2,1 0,0006
miR-150-3p down 2,2 0,0002
miR-6789-5p down 2,5 0,0012
miR-6858-5p down 2,8 0,0003
miR-328-5p down 2,9 0,0015
miR-3652 down 3,0 2,1E05
miR-6124 down 3,9 8,6E%
miR-6086 down 5,2 0,0006
miR-6893-5p down 5,2 0,0010
miR-4430 down 5,5 0,0014
miR-939-5p down 5,6 0,0007
miR-4487 down 57 0,0017
miR-3124-5p down 6,8 0,0005
miR-4497 down 8,4 0,0014
miR-4513 down 9,3 0,0003
miR-6829-5p down 11,9 0,0005
miR-4485-5p down 13,6 0,0011
miR-4271 down 16,0 2,1E%
miR-4257 down 16,7 4 8E%
miR-550a-5p down 28,6 0,0002
miR-1250-5p down 30,3 0,0012
miR-8089 down 34,7 0,0002
miR-3138 down 39,5 3,8E%
miR-7845-5p down 40,6 0,0003
miR-4433a-5p down 411 0,0005
miR-1234-3p down 48,1 0,0019
miR-3180 down 50,6 0,0008
miR-365b-5p down 51,7 0,0007
miR-3646 down 52,9 0,0001
miR-1238-3p down 61,7 0,0012
miR-4274 down 62,3 6,8E%
miR-502-3p down 64,5 0,0002
miR-6892-5p down 715 0,0002
miR-500a-3p down 82,7 0,0001
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miR-6874-5p down 82,9 0,0013
miR-3621 down 83,8 3,7E%
miR-198 down 85,6 0,0011
miR-6766-3p down 91,5 0,0001
miR-6851-5p down 100,4 7,6E05
miR-345-3p down 1113 4,1E
miR-6721-5p down 115,8 0,0001
miR-4632-5p down 125,6 0,0004
miR-200c-3p down 1278 0,0004
miR-3065-3p down 136,0 6,8E%
miR-7114-5p down 140,1 6,5E0°
miR-4754 down 140,2 7,9E°05
miR-6754-5p down 161,8 0,0001
miR-1343-5p down 163,2 0,0002
miR-4660 down 164,4 0,0001
miR-513b-3p down 181,3 8,4E°%
miR-4655-5p down 195,9 0,0004
miR-584-5p down 263,7 0,0001
miR-5196-5p down 333,2 0,0001
miR-141-3p down 339,9 0,0001
miR-205-5p down 375,0 0,0015
miR-6726-5p down 482,7 2,3E%

Tabela 8. miRNAs alterados nos exossomos derivados da linhagem
LNCaP em relacéo a linhagem PC-3.

LNCaP X PC-3
mMiRNA Regulagéo Fold change Valor de p
miR-141-3p up 1263,6 0,0001
miR-6726-5p up 1044.,6 2,3
miR-4655-5p up 933,0 0,0004
miR-6874-5p up 647,5 0,0013
miR-584-5p up 496,9 0,0001
miR-5196-5p up 493,3 0,0001
miR-200c-3p up 394,3 0,0004
miR-6851-5p up 354,3 7,5E%
miR-4754 up 311,2 7,987
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miR-513b-3p up 287,0 8,4E
miR-4660 up 276,6 0,0001
miR-3065-3p up 253,9 6,8E%
miR-6721-5p up 2414 0,0001
miR-7845-5p up 2227 0,0003
miR-500a-3p up 208,4 0,0001
miR-3621 up 188,3 3,7E®
miR-365b-5p up 178,4 0,0007
miR-345-3p up 176,4 4,1E0
miR-6754-5p up 165,5 0,0001
miR-6766-3p up 151,1 0,0001
miR-7114-5p up 148,0 6,5
miR-502-3p up 143,7 0,0002
miR-3180 up 136,2 3,8E%
miR-1234-3p up 133,0 0,0019
miR-8089 up 128,1 0,0002
miR-1343-5p up 118,1 0,0002
miR-1238-3p up 114,5 0,0012
miR-4632-5p up 1118 0,0004
miR-198 up 110,0 0,001
mMiR-195-5p up 93,7 0,0002
miR-4433a-5p up 82,9 0,0005
miR-6892-5p up 81,5 0,0002
miR-4274 up 80,5 6,8E%
miR-3138 up 74,4 3,8E%
miR-1250-5p up 72,5 0,0012
miR-3646 up 64,1 0,0001
miR-550a-5p up 39,4 0,0002
miR-99a-5p up 29,9 3,1E®
miR-4271 up 21,9 2,1E®
miR-4485-5p up 20,6 0,0011
miR-6829-5p up 20,1 0,0005
miR-4257 up 19,0 4,8E
miR-4430 up 9,7 0,0014
miR-3124-5p up 8,6 0,0005
miR-4487 up 7,7 0,0017
miR-150-3p up 6,4 0,0002
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miR-4513 up 6,3 0,0003
miR-939-5p up 59 0,0007
miR-6858-5p up 55 0,0003
miR-6086 up 52 0,0006
miR-6124 up 3,7 8,6E%
miR-4497 up 3,7 0,0014
miR-7110-5p down 2,1 0,0008
miR-6831-5p down 2,2 0,0009
miR-331-3p down 2,8 0,0007
miR-7107-5p down 3,0 0,0006
miR-1587 down 3,3 0,0015
miR-183-5p down 4,9 0,0001
miR-4505 down 5,0 0,0012
miR-92a-3p down 53 0,0009
miR-151a-5p down 5,6 0,0011
miR-22-3p down 5,7 0,0008
miR-6785-5p down 9,7 8,9E%
miR-1275 down 11,6 0,0008
miR-1273g-3p down 13,4 0,0008
miR-29b-3p down 20,5 0,0008
miR-100-5p down 37,4 0,0001
miR-196b-5p down 84,7 0,0017
miR-221-3p down 113,6 0,0017
miR-424-5p down 115,3 0,0015
miR-27a-3p down 783,1 0,0009
miR-24-3p down 1011,5 0,0008

5.4. Validagdo da expressdo por RT-qPCR
5.4.1. Selecdo dos miRNAs

Para a andlise de expressdo por RT-qgPCR foi inicialmente
realizada a escolha do miRNA de referéncia. Esta escolha levou em
consideragdo os valores de estabilidade calculados pelo algoritmo
normFinder a partir dos dados de intensidade normalizada obtida no
microarranjo. Os valores de estabilidade dos 165 miRNAs detectados no
microarranjo e que ndo apresentaram diferenca estatistica entre os grupos
estdo descritos na Tabela 9.



Tabela 9. Valores de estabilidade dos miRNAs detectados em todas

as amostras de exossomos e ndo significativos.

. Valor de
MIRNA 1 ostabilidade
MiR-197-5p 0,114
miR-2861 0,122
MiR-6749-5p 0,135
MiR-6763-5p 0,151
miR-135a-3p 0,159
miR-4634 0,160
miR-4499 0,164
miR-4721 0,167
MiR-6800-5p 0,201
MiR-6510-5p 0,209
miR-6085 0,221
miR-3909 0,240
MiR-3679-5p 0,241
MiR-6722-3p 0,269
MiR-26b-5p 0,269
miR-5703 0.271
MiR-6724-5p 0.274
MiR-6125 0,278
MiR-6728-5p 0,288
MiR-4516 0,290
miR-630 0,292
miR-188-5p 0,293
MiR-1207-5p 0,300
MiR-4687-3p 0,300
MiR-4463 0,301
MiR-4478 0,307
miR-134-5p 0,311
miR-4739 0,313
MiR-3656 0,329
MiR-5001-5p 0,330
MiR-3665 0,342

. Valor de
MIRNA estabilidade
miR-1224-5p 0,343
miR-3196 0,343
miR-6127 0,345
miR-937-5p 0,347
miR-3141 0,347
miR-16-5p 0,348
miR-671-5p 0,357
miR-6165 0,364
miR-4433b-3p 0,389
miR-1229-5p 0,391
miR-4433a-3p 0,392
MiR-4646-5p 0,393
miR-483-5p 0,393
miR-3960 0,396
miR-4281 0,397
miR-4763-3p 0,399
miR-6891-5p 0,400
miR-6089 0,410
miR-762 0,413
miR-1225-5p 0,419
miR-4417 0,421
miR-6812-5p 0,424
miR-4787-5p 0,427
miR-6087 0,428
miR-4270 0,433
miR-5006-5p 0,440
MiR-6740-5p 0,440
miR-1268a 0,443
miR-5787 0,444
miR-1915-3p 0,459
miR-320d 0,467
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. Valor de
MIRNA | tabilidade
miR-4442 0,468
miR-4700-5p 0,482
miR-6867-5p 0,494
miR-200b-3p 0,497
miR-6850-5p 0,502
miR-638 0,502
miR-6756-5p 0,506
miR-5739 0,510
miR-642b-3p 0,512
let-7g-5p 0,512
miR-6826-5p 0,522
miR-4466 0,526
miR-3663-3p 0,543
miR-6821-5p 0,544
miR-365a-3p 0,544
let-7d-5p 0,546
miR-3648 0,552
miR-7847-3p 0,554
miR-940 0,563
miR-6791-5p 0,565
miR-4515 0,586
miR-6088 0,588
miR-200a-3p 0,592
miR-4669 0,592
miR-3162-5p 0,596
miR-654-5p 0,598
let-7b-5p 0,605
miR-3188 0,618
miR-4707-5p 0,632
miR-6775-5p 0,636
miR-6076 0,637
miR-572 0,640
miR-7704 0,643
miR-3940-5p 0,644
miR-4298 0,647

. Valor de
MIRNA | estabilidade
miR-3195 0,649
miR-6794-5p 0,664
miR-765 0,666
miR-6068 0,696
miR-130a-3p 0,706
let-7f-5p 0,717
miR-1227-5p 0,731
miR-1185-1-3p 0,736
miR-662 0,755
miR-4459 0,762
miR-642a-3p 0,765
miR-8069 0,775
miR-8063 0,780
miR-15b-5p 0,798
miR-20a-5p 0,810
miR-7108-5p 0,828
miR-4665-3p 0,833
miR-1202 0,848
miR-6126 0,850
miR-4530 0,855
miR-601 0,856
miR-106b-5p 0,864
miR-6780b-5p 0,877
let-7a-5p 0,880
miR-6090 0,883
miR-15a-5p 0,887
miR-19b-3p 0,893
miR-1246 0,898
miR-7975 0,926
let-7e-5p 0,927
miR-4532 0,937
miR-4788 0,950
miR-6769b-5p 0,957
miR-4734 0,961
miR-107 0,966
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. Valor de
MIRNA | estabilidade
miR-7977 1,569
miR-1287-5p 1,590
miR-4672 1,648
miR-494-3p 1,675
let-7c-5p 1,727
miR-7641 1,828
miR-5100 1,893
miR-6879-5p 1,903
miR-29a-3p 2,589
miR-23a-3p 2,689

. Valor de
MIRNA | ostabilidade
miR-3162-3p 0,967
miR-4685-5p 0,976
miR-25-3p 0,980
miR-4485-3p 0,981
miR-6779-5p 0,982
miR-4507 0,990
miR-6779-5p 0,982
miR-4507 0,990
miR-4299 0,993
miR-1268b 1,011
miR-6869-5p 1,015
miR-6727-5p 1,018
miR-6778-5p 1,032
miR-4648 1,039
miR-6515-3p 1,040
miR-718 1,042
miR-6803-5p 1,060
miR-1249-3p 1,069
miR-4443 1,083
miR-6797-3p 1,116
miR-19a-3p 1,161
miR-7150 1,165
miR-17-5p 1,174
miR-634 1,200
miR-21-5p 1,204
miR-1228-3p 1,217
miR-6875-5p 1,331
miR-320c 1,348
miR-658 1,360
miR-103a-3p 1,393
miR-451a 1,447
miR-3198 1,465
let-7i-5p 1,498
miR-3135b 1,504
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Baseando-se nos valores de estabilidade e de intensidade, os
MiRNAs miR-197-5p, miR-6510-5p e miR-6800-5p foram selecionados
para validacdo por RT-gPCR (Figura 15A). Nese sentido, a estabilidade
dos 3 miRNAs, bem como a combinagdo (média) dos miRNAs, foram
analisadas utilizando os valores de Cq obtidos na gPCR. Como resultado,
a combinacdo entre 0 miR-197-5p e 0 miR-6800-5p apresentou 0 menor
valor de estabilidade (Figura 15B) e, portanto, foi utilizada para os
célculos de expressdo relativa dos miRNAS de interesse.

Figura 15. Intensidade e estabilidade de expressao dos miRNAs de
referéncia.
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(A) Valores intensidade e estabilidade de expressdo com base nos dados de
microarranjo. (B) Valores de Ct e estabilidade de expresséo com base nos dados
de gPCR. R1, R2 e R3: replicadas da linhagem RWPE-1; L1, L2 e L3: replicadas
da linhagem LNCaP; P1, P2 e P3: replicadas da linhagem PC-3.

Além disso, foram selecionados os miRNAs de interesse capazes
de diferenciar os exossomos de cada linhagem. Esta escolha utilizou a
combinagdo das 4 listas de miRNAs diferencialmente expressos nos
dados de microarranjo que resultou na identificagdo de 88 MiRNAs
alterados (Figura 16). Com base neste resultado, foram selecionados 18
miRNAs de interesse para a etapa de validagao da expressao pelo método
de RT-gPCR. A selecdo dos miRNAs levou em consideracdo 5 aspectos:
a capacidade de diferenciacdo das linhagens através da interseccdo das
listas de miRNAs diferencialmente expressos; a intensidade de expressao;
a regulagdo (up ou down); a andlise de de bioinformética; e os dados da
literatura.

A partir desta analise foram selecionados 8 miRNAs capazes de
diferenciar os exossomos da linhagem néo tumoral RWPE-1 das demais
linhagens tumorais (miR-125b-5p, miR-148a-3p, miR-183-5p, miR-205-
5p, miR-328-5p, miR-425-5p, miR-4286 e miR-6893-5p); 5 MiIRNAs
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capazes de diferenciar os exossomos da linhagem tumoral LNCaP (miR-
141-3p, miR-150-3p, miR-195-5p, miR-4655-5p e miR-7845-5p); e 5
mMiRNAS capazes de diferenciar os exossomos da linhagem tumoral PC-3
(miR-24-3p, miR-27a-3p, miR-29b-3p, miR-424-5p e miR-7107-5p).

Figura 16. Diagrama de Venn dos miRNAs diferencialmente
exXpressos N0 microarranjo.

LNCaP vs RWPE-1 ___LNCaP/PC-3 vs RWPE-1
LNCaP PC-3vs
vs PC-3 RWPE-1

Diagrama de Venn ilustrando o nimero de miRNAs Unicos e compartilhados
entre as listas de miRNAs diferencialmente expressos no microarranjo. Linha
pontilhada: interseccdo dos miRNAs das listas LNCaP e/ou PC-3 vs RWPE-1.
Linha cheia fina: intersec¢do dos miRNAs das listas LNCaP vs PC-3 e PC-3 vs
RWPE-1. Linha cheia grossa: interseccdo dos miRNAs das listas LNCaP vs PC-
3 e LNCaP vs RWPE-1.

5.4.2. Validacdo da expressao dos miRNAs diferencialmente
expressos entre as linhagens tumorais e a linhagem néo tumoral

Os resultados da analise de expressdo relativa por RT-qPCR e os
valores de intensidade obtidos do microarranjo dos 8 miRNAs validados
entre os exossomos da linhagem ndo tumoral e das linhagens tumorais
estdo apresentados na Figura 17. A partir da lista de miRNAs menos
expressos nos exossomos das linhagens tumorais foram validados dois
miRNAs: 0 miR-205-5p e 0 miR-6893-5p. A expressdo do miR-205-5p
estd 72 e 41 vezes aumentada nos exossomos da linhagem ndo tumoral
RWPE-1 em relacdo as linhagens LNCaP e PC-3, respectivamente
(Figura 17A). Da mesma forma, 0 miR-6893-5p apresenta uma expressao
4 e 3 vezes maior nos exossomos da linhagem ndo tumoral RWPE-1 do
que nas linhagens LNCaP e PC-3, respectivamente (Figura 17B).

Entre a lista de miRNAs mais expressos nos exossomos das
linhagens tumorais foram selecionados 6 miRNAs para a etapa de
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validacdo. A expressdo do miR-125b-5p esté 6 e 46 vezes aumentada nos
exossomos das linhagens tumorais LNCaP e PC-3, respectivamente
(Figura 17C). Além disso, os exossomos da linhagem LNCaP apresentam
uma expressdo 7 vezes maior do miR-148a-3p em relacdo a linhagem
RWPE-1, enquanto os exossomos da linhagem PC-3 apresentam uma
expressdo 141 vezes maior (Figura 17D). A expressdo do miR-183-5p se
mostrou aumentada apenas nos exossomos da linhagem PC-3, com um
aumento de 42 vezes (Figura 17E).

A expressdo do miR-328-5p apresentou um perfil diferente do
encontrado nos dados de microarranjo, estando aumentado 2 vezes nos
exossomos da linhagem tumoral LNCaP e diminuido 12 vezes nos
exossomos da linhagem tumoral PC-3 (Figura 17F). A expressdo do miR-
425-5p mostrou-se aumentada apenas nos exossomos da linhagem PC-3,
com um aumento de 75 vezes (Figura 17G). Por fim, a expressdo do miR-
4286 estd 5 e 265 vezes aumentada nos exossomos das linhagens tumorais
LNCaP e PC-3, respectivamente (Figura 17H).

A partir desta analise foi possivel confirmar que 5 dos 8 mMiRNAs
selecionados para validagéo apresentam diferenca de expressdo (FC > 2 e
p < 0,05) entre os exossomos da linhagem ndo tumoral RWPE-1 e das
linhagens tumorais LNCaP e PC-3. Além disso, dois miRNAs (miR-183-
5p e miR-425-5p) estdo diferencialmente expressos na linhagem PC-3 e
um miRNA (miR-328-5p) esta diferencialmente expresso na linhagem
LNCaP.
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Figura 17. Perfil de expresséo dos miRNAs alterados entre o0s

exossomos da linhagem ndo tumoral e das linhagens tumorais.
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Perfil de expressdo dos miRNAs miR-205-5p (A), miR-6893-5p (B), miR-125b-
5p (C), miR-148a-3p (D), miR-183-5p (E), miR-328-5p (F), miR-425-5p (G) e
miR-4286 (H). As colunas representam a média + desvio padrdo dos valores de
expressdo relativa obtidos por RT-gPCR. Os pontos azuis representam a média
dos valores de intensidade normalizada obtidos por microarranjo. Os asteriscos
indicam a diferenca estatistica entre os grupos. (Teste-t ndo pareado; *p < 0,05;
**p < 0,01; ***p < 0,001).
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5.4.3. Validacgdo da expressdo dos miRNAs diferencialmente
expressos na linhagem tumoral LNCaP

Os resultados da andlise de expressdo relativa obtidos por RT-
gPCR e os valores de intensidade obtidos por microarranjo dos 5 miRNAs
alterados nos exossomos da linhagem tumoral LNCaP estéo apresentados
na Figura 18. A expressao do miR-141-3p esta 3 e 8 vezes aumentada nos
exossomos da linhagem tumoral LNCaP em relacéo as linhagens RWPE-
1 e PC-3, respectivamente (Figura 18A).

A expressdo dos mMiRNAs miR-150-3p e miR-195-5p
apresentaram perfis diferentes do encontrado nos dados de microarranjo,
sendo que 0 miR -150-3p € expresso da mesma forma nos exossomos das
trés linhagens (Figura 18B). O miR-195-5p apresenta uma expressao 2
vezes menor em comparagdo com a linhagem RWPE-1 embora ndo seja
significativa e uma expressdo 42 vezes menor em relagdo a linhagem PC-
3 (Figura 18C).

Além disso, os exossomos da linhagem LNCaP apresentam uma
expressao 6 vezes maior do miR-4655-5p em relacdo a linhagem RWPE-
1, mas sem diferenga estatistica, e 58 vezes maior em relag&o a linhagem
PC-3 (Figura 18D). Por fim, a expressdo do miR-7845 esta aumentada 3
e 116 vezes em comparagdo com 0s exossomos das linhagens RWPE-1 e
PC-3, respectivamente (Figura 18E).

A partir desta anlise foi possivel confirmar que 2 dos 5 miRNAs
selecionados estdo diferencialmente expressos (FC > 2 e p < 0,05) nos
exossomos da linhagem tumoral LNCaP. Ainda, 0 miR-4655-5p apesar
de ndo apresentar diferenca estatistica em relacdo a linhagem RWPE-1
tem a expressdo aumentada. Além disso, 0 miR-195-5p esta
diferencialmente expresso na linhagem PC-3 e o miR-150-3p esta
expresso igualmente nas trés linhagens.
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Figura 18. Perfil de expressdo dos miRNAS alterados nos exossomos
da linhagem tumoral LNCaP.
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Perfil de expressdo dos miRNAs miR-141-3p (A), miR-150-3p (B), miR-195-5p
(C), miR-4655-5p (D) e miR-7845-5p (E). As colunas representam os valores de
expressao relativa obtidos por RT-qgPCR. Os pontos azuis representam os valores
de intensidade normalizada obtidos por microarranjo. Os dados de expresséo
relativa estdo apresentados como média + desvio padrédo. Os asteriscos indicam a
diferenga estatistica entre os grupos. (Teste-t ndo pareado; *p < 0,05; **p < 0,01;
***p < 0,001; ****p < 0,0001).

5.4.4. Validacéo da expressao dos miRNAs diferencialmente
expressos na linhagem tumoral PC-3

Os resultados da andlise de expressao relativa obtida por RT-
gPCR e os valores de intensidade obtidos por microarranjo dos 5 miRNAs
alterados nos exossomos da linhagem tumoral PC-3 estdo apresentados
na Figura 19. A expressdo do miR-24-3p esta 22 e 141 vezes aumentada
nos exossomos da linhagem tumoral PC-3 em relagdo as linhagens
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RWPE-1 e LNCaP, respectivamente (Figura 19A). Da mesma forma, o
miR-27a-3p apresenta uma expressdo 25 e 132 vezes maior nos
exossomos da linhagem tumoral PC-3 em relacédo as linhagens RWPE-1
e LNCaP, respectivamente (Figura 19B). Além disso, os exossomos da
linhagem PC-3 apresentam uma expressao 304 vezes maior do miR-29b-
3p em relacdo a linhagem RWPE-1 e 356 vezes em relacdo a linhagem
LNCaP (Figura 19C). A expressdo do miR-424-5p se mostrou aumentada
52 vezes em comparacdo a linhagem RWPE-1 e 225 vezes em
comparacdo a linhagem LNCaP (Figura 19D). Por fim, a expresséo do
miR-7107-5p ndo apresenta diferencas significativas embora esteja
aumentada 6 e 9 vezes em comparagdo com 0s exossomos das linhagens
RWPE-1 e LNCaP, respectivamente (Figura 19E).

Figura 19. Perfil de expressdo dos miRNAs alterados nos exossomos
da linhagem tumoral PC-3.
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desvio padrdo dos valores de expressao relativa obtidos por RT-gPCR. Os pontos
azuis representam a média dos valores de intensidade normalizada obtidos por
microarranjo. Os asteriscos indicam a diferenca estatistica entre os grupos.
(Teste-t ndo pareado; *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001).

A partir desta andlise foi possivel confirmar que 4 dos 5 miRNAs
selecionados para validaco estéo diferencialmente expressos (FC > 2 e p
< 0,05) nos exossomos da linhagem tumoral PC-3. Além disso, 0 miR-
7107-5p apesar de ndo apresentar diferenca estatistica tem um aumento
nos niveis de expressao quando comparado as demais linhagens.

Levando em consideracgdo os resultados da analise de expresséo
por RT-gPCR, ¢ possivel afirmar que os miRNAs miR-205-5p, miR-
6893-5p, mIiR-125b-5p, mMiR-148a-3p e miR-4286 diferenciam o0s
exossomos das linhagens tumorais LNCaP e PC-3 da linhagem néo
tumoral RWPE-1. Além disso, 0s miRNAs miR-328-5p, miR-141-3p e
miR-7845-5p diferenciam os exossomos da linhagem LNCaP, enquanto
0s miRNAs miR-183-5p, miR-425-5p, miR-24-3p, miR-27a-3p, miR-
29b-3p, mMiR-424-5p e miR-195-5p diferenciam o0s exossomos da
linhagem PC-3.

5.4.5. Enriquecimento de vias KEGG

Os miRNAs diferencialmente expressos nos exossomos da
linhagem tumoral LNCaP e PC-3 foram analisados em fungdo do
enriquecimento de vias KEGG utilizando a ferramenta DIANA miRPath
ver.3 e a base de dados Diana-Tarbase v7.0. Em relacdo ao grupo de
miRNAs alterados nos exossomos da linhagem LNCaP, apenas 0 miR-
141-3p apresentou dados de interacdes com mRNA, e por isso nédo foi
realizada a analise de enriquecimento.

A analise de enriquecimento de vias KEGG dos 7 miRNAs
diferencialmente expressos nos exossomos da linhagem PC-3 resultou em
uma lista com 36 vias enriquecidas (modo interseccdo de genes; 3
miRNAS), sendo que todos os miRNAs apresentam dados de interacdo
com mRNA (Tabela 10). Entre as vias enriquecidas destaca-se a via de
sinalizacdo hippo (p = 1,9e-12) envolvendo 27 genes e 0s 7 miRNAs
(Tabela 11). Destaca-se 0 miRNA miR-424-5p pois regula 21 dos 27
genes envolvidos nesta via.
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Tabela 10. Vias KEGG enriquecidas relacionadas com os miRNAs
mais expressos Nos exossomos da Iinhagem PC-3.

Via KEGG Valordep | Genes | miRNAs
Fatty acid biosynthesis (hsa00061) 3,42E-11 3 5
Hippo signaling pathway (hsa04390) 1,95E-01 27 7
Lysine degradation (hsa00310) 1,55E+03 11 7
p53 signaling pathway (hsa04115) 5,60E+04 21 7
Viral carcinogenesis (hsa05203) 7,94E+04 28 7
ECM-receptor interaction
(hsa04512) 2,25E+05 9 7
Chronic myeloid leucemia
(hsa05220) 4,14E+05 16 7
Pathways in cancer (hsa05200) 0,0002 47 7
Proteoglycans in cancer (hsa05205) 0,0005 29 7
Fatty acid metabolism (hsa01212) 0,0007 5 6
Bladder cancer (hsa05219) 0,0011 12 7
Cell cycle (hsa04110) 0,0012 25 7
Glioma (hsa05214) 0,0015 13 7
Thyroid hormone signaling pathway
(hsa04919) 0,0022 21 !
Hepatitis B (hsa05161) 0,0022 23 7
Colorectal cancer (hsa05210) 0,0029 12 7
Signaling pathways regulating
pluripotency of stem cells (hsa04550) 0,0035 23 !
Central carbon metabolism in
cancer (hsa05230) 0,0038 10 !
Neurotrophin signaling pathway
(hsa04722) 0,0072 22 7
PI3K-Akt signaling pathway
(hsa04151) 0,0098 42 7
Prostate cancer (hsa05215) 0,0116 17 7
Melanoma (hsa05218) 0,0123 11 7
Non-small cell lung cancer
(hsa05223) 0,0130 11 7
Bacterial invasion of epithelial
cells (hsa05100) 0,0137 13 !
Renal cell carcinoma (hsa05211) 0,0137 12 7
Endometrial cancer (hsa05213) 0,0137 9 7
HTLV-I infection (hsa05166) 0,0176 34 7
Insulin signaling pathway (hsa04910) 0,0177 22 7
Progesterone-mediated oocyte
maturation (hsa04914) 0,0177 16 !
Steroid biosynthesis (hsa00100) 0,0218 2 5
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Oocyte meiosis (hsa04114) 0,0230 16 7
TGF-beta signaling pathway

(hsa04350) 0,0268 10 6
Small cell lung cancer (hsa05222) 0,0286 14 7
Focal adhesion (hsa04510) 0,0349 28 7
Pancreatic cancer (hsa05212) 0,0439 12 7
Prolactin signaling pathway

(hsa04917) 0.0462 12 !

Tabela 11. Genes relacionados a via KEGG de sinalizagcdo hippo e
regulados por pelo menos trés miRNAs up-regulated nos exossomos
da linhagem PC-3.

Gene mMiRNAs

ACTB miR-425-5p, miR-24-3p, miR-424-5p, miR-29b-3p, miR-195-
5

AMOT mpiR-424-5p, miR-29b-3p, miR-195-5p

BIRC5 miR-424-5p, miR-27a-3p, miR-29b-3p, miR-195-5p

CCND1 miR-425-5p, miR-424-5p, miR-27a-3p, miR-29b-3p, miR-195-
5

CCND2 mF:R-424-5p, miR-29b-3p, miR-195-5p

CSNK1D | miR-24-3p, miR-424-5p, miR-27a-3p

CTNNB1 | miR-183-5p, miR-424-5p, miR-27a-3p, miR-29b-3p, miR-195-
5

DVL3 mpiR-424-5p, miR-29b-3p, miR-195-5p

FzD3 miR-183-5p, miR-425-5p, miR-27a-3p

FzZD6 miR-183-5p, miR-424-5p, miR-195-5p

GSK3B miR-24-3p, miR-424-5p, miR-27a-3p, miR-29b-3p

LATS1 miR-424-5p, miR-29b-3p, miR-195-5p

LATS2 miR-425-5p, miR-24-3p, miR-424-5p

LIMD1 miR-183-5p, miR-424-5p, miR-27a-3p

MOB1A miR-425-5p, miR-27a-3p, miR-29b-3p

MYC miR-24-3p, miR-424-5p, miR-29b-3p, miR-195-5p

PARDGB , MiR-27a-3p, miR-24-3p, miR-195-5p

PPP1CC miR-183-5p, miR-424-5p, miR-27a-3p, miR-195-5p

PPP2R1A | miR-424-5p, miR-27a-3p, miR-195-5p

PPP2R1B | miR-424-5p, miR-27a-3p, miR-195-5p

SMAD2 miR-24-3p, miR-424-5p, miR-29b-3p, miR-195-5p

SMAD7 miR-424-5p, miR-27a-3p, miR-195-5p

WWTR1 miR-24-3p, miR-27a-3p, miR-29b-3p
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YAP1 miR-424-5p, miR-27a-3p, miR-195-5p

YWHAB miR-425-5p, miR-27a-3p, miR-195-5p

YWHAG miR-425-5p, miR-24-3p, miR-27a-3p, miR-195-5p
YWHAQ miR-183-5p, miR-425-5p, miR-424-5p, miR-27a-3p

Parte da via de sinalizacdo hippo esta apresentada na Figura 20.
Os genes que codificam receptores de Wnt FZD3 e FZD6 séo regulados
pelos miRNAs miR-425-5p, miR-183-5p, miR-27a-3p e miR-183-5p,
miR-195-5p, miR-424-5p, respectivamente. Os genes das subunidades
beta, gama e tau (YWHAB, YWHAG e YWHAQ) da familia 14-3-3 sdo
regulados respectivamente pelos seguintes grupos de miRNAs: miR-195-
5p, miR-27a-3p e miR-425-5p; miR-195-5p, miR-27a-3p e miR-425-5p;
e miR-183-5p, miR-27a-3p, miR-424-5p e miR-425-5p. Os genes das
ciclinas D1 e D2 (CCND1 e CCND2) sdo reguladas pelos miRNAs miR-
195-5p, miR-27a-3p, miR-424-5p, miR-425-5p, miR-29b-3p e miR-195-
5p, miR-424-5p, miR-29b-3p respectivamente. Os genes que codificam
as proteinas DvI-3, WWTRI1, YAPI ¢ B-catenina (CTNNB1), as cinases
CSNK1D e GSK3, a proteina anti-apoptética BIRC5S e o proto-oncogene
MY C também sdo regulados por pelo menos trés miRNAs (Figura 20).



77

Figura 20. miRNAs diferencialmente expressos nos exossomos da
linhagem PC-3 e interagdes com a via KEGG de sinalizagéo hippo.
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transcricdo TEAD: fator de transcricdo; Sox2: fator de transcricdo; Axin2:
proteina axina 2; Nkd1: inibidor da via Wnt; Slug: proteina do gene SNAI2.

Levando em consideragdo todos os resultados, este trabalho
mostrou que alguns miRNAs exossomais das linhagens de préstata
RWPE-1, LNCaP e PC-3 apresentam perfis distintos que diferenciam as
linhagens tumorais. Além disso, identificou 88 miRNAs que podem ser
utilizados em estudos futuros como candidatos para o diagnostico
especifico e ndo invasivo do cancer de préstata. Ainda, validou a
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expressdo de 18 miRNAs, confirmando que 5 miRNAs sdo
diferencialmente expressos entre exossomos das linhagens tumorais e ndo
tumoral, 3 miRNAs séo diferencialmente expressos nos exossomos da
linhagem tumoral LNCaP, e 7 miRNAs séo diferencialmente expressos
nos exossomos da linhagem tumoral PC-3. Por fim, mostrou a relagéo dos
miRNAs alterados nos exossomos das linhagens tumorais de prdstata com
vias que regulam a apoptose e a proliferacdo celular, e a relacdo dos
miRNAs alterados nos exossomos da linhagem tumoral independente de
andrégeno PC-3 com importantes proteinas da via regulatéria hippo.
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6. DISCUSSAO

Na ultima década o uso de miRNAs exossomais como
biomarcadores de diagnostico e progressao no cancer de prostata vém
sendo amplamente estudado (CORCORAN; RANI; O’DRISCOLL,
2014; FILELLA et al., 2016; FOJ et al., 2017; PANIGRAHI et al., 2018).
Entretanto, quando comparados diferentes estudos frequentemente os
resultados séo contraditérios, pois utilizam diferentes tipos de amostras,
métodos de isolamento e de avaliacdo da expressdo génica, bem como
pacientes com diferentes estadios das doencas e tratamentos. Além destas
diferencas, distinguir os exossomos liberados por células tumorais
daqueles liberados por células ndo tumorais € um grande desafio. Com a
finalidade de acrescentar novas informagdes que possam contribuir com
a identificacdo dos exossomos derivados das células tumorais da prostata,
este trabalho analisou a expresséo de 2549 miRNAs em exossomos de 3
linhagens prostaticas e identificou 88 mMiRNAs com possivel valor
diagnostico.

As linhagens celulares utilizadas neste estudo foram selecionadas
em funcdo das diferencas no perfil de resposta a andrégeno sendo que a
linhagem ndo-tumoral de prostata RWPE-1 e a linhagem tumoral de
prostata LNCaP sdo responsivas a andrdgeno, enquanto a linhagem
tumoral de préstata PC-3 ndo responde a andrégeno. Além desta
carateristica, as trés linhagens avaliadas também apresentam outras
alteragdes que deverdo ser levadas em consideragdo em estudos futuros
de validacdo da expressdo dos miRNAS exossomais em amostras
bioldgicas como sangue e urina. A linhagem RWPE-1 é uma linhagem
proveniente do epitélio prostatico ndo tumoral e imortalizada com o
papilomavirus humano 18 (HPV18). Além disso, esta linhagem produz
PSA e responde a androgenos(CUNNINGHAM; YOU, 2015).

A linhagem LNCaP é proveniente de uma metastase de
adenocarcinoma encontrada no linfonodo, produz PSA e é responsiva a
andrégenos (CUNNINGHAM; YOU, 2015). Esta linhagem apresenta
uma mutagao no gene do receptor de andrégeno que permite uma maior
afinidade com outros compostos esteroidais além dos androgenos, tais
como estrdgenos, progestagenos e antiandrégenos (VELDSCHOLTE et
al., 1990).

A linhagem PC-3 é proveniente de uma metéastase 6ssea, ndo
produz PSA e ndo é responsiva a andrégenos apesar de expressar o
receptor de androgeno, estas caracteristicas sdo semelhantes as
encontradas em tumores de células neuroendécrinas pequenas
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(ALIMIRAH et al., 2006; TAI et al., 2011). Este tipo de tumor € raro e
extremamente agressivo, ndo responde as terapias hormonais comumente
utilizadas e ndo é associado ao aumento dos niveis de PSA (NADAL et
al., 2014). Entretanto, geralmente os tumores de células pequenas estéo
associados a adenocarcinomas, sendo mais comum em homens com
cancer independente de androégeno (10-20% dos casos). O diagnostico
inicial do cancer de células pequenas da prdstata é importante pois a
decisdo de tratamento é diferente dos casos de adenocarcinoma.
Entretanto, a terapia do carcinoma de prostata de células pequenas ainda
é baseada no carcinoma de pulmdo de células pequenas devido a falta de
informaces sobre a biologia deste tumor (PALMGREN; KARAVADIA,
WAKEFIELD, 2007).

Diante do panorama sobre as caracteristicas celulares analisadas
neste trabalho, o perfil de miRNAs exossomais das trés linhagens de
préstata foi determinado. Para isto, foram isoladas vesiculas do
sobrenadante das culturas celulares. As vesiculas isoladas foram
avaliadas em relacdo ao tamanho e morfologia, a fim de verificar as
respectivas identidades. Os resultados obtidos nas analises de MET e DLS
indicam a presenca majoritaria de exossomos, uma vez que o diametro
observado é caracteristico de exossomos obtidos por ultracentrifugacéo
(30-150nm) (COLOMBO et al.,, 2013), enquanto que para as
microvesiculas o diametro caracteristico é entre 100 e 350 nm (LI et al.,
2017) (Figura 8). Esta analise também permitiu avaliar a distribuicdo do
tamanho das vesiculas, cujos valores de Pdi obtidos variaram entre 0,132
e 0,144 (Figura 8). Este resultado indica que as amostras apresentam
distribuicdo de tamanho uniforme, uma vez que os valores de Pdi variam
de 0,0 (perfeitamente uniforme) a 1,0 (altamente disperso). Esta andlise
levou em consideracdo a faixa de valores considerada homogénea para
amostras de lipossomas (vesiculas lipidicas - Pdi < 0,3) (DANAEI et al.,
2018), uma vez que para exossomos esta discussdo ainda ndo foi
levantada. Além disso, nas imagens de MET é possivel observar vesiculas
com aparéncia cup-shaped devido ao grande contraste na periferia e no
centro. Esta aparéncia concava é um artefato devido ao encolhimento da
vesicula durante a fixacdo, uma vez que quando analisado em crio-
microscopia eletrbnica os exossomos apresentam formato arredondado
(RAPOSO; STOORVOGEL, 2013), caracteristicas ja bem estabelecidas
na literatura.

Exossomos isolados destas trés linhagens foram anteriormente
descritos por Hosseini-Beheshti e colaboradores em 2012. Este estudo
realizou o isolamento de exossomos das linhagens de prostata PC-3,
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DU145, VCaP, LNCaP, C4-2 e RWPE-1 por meio de ultracentrifugacdo
com gradiente de sacarose obtendo vesiculas arredondadas com diametro
entre 30 e 100 nm. Recentemente, utilizando a mesma metodologia, este
grupo de pesquisa isolou exossomos das linhagens LNCaP e DU145 com
diametro entre 30 e 200 nm (HOSSEINI-BEHESHTI et al., 2016). Em
ambos os trabalhos a identidade dos exossomos foi confirmada avaliando
também a presenca de marcadores especificos, tais como: proteinas de
choque térmico 70 e 90 (HSP70 e HSP90, do inglés heat shock protein),
CD9, CD63, Rab5, Alix (do inglés, ALG-2- interacting protein X) e
LAMP2 (do inglés Lysosome-associated membrane protein 2). Levando
em consideracdo o protocolo utilizado para o isolamento, os dados
publicados na literatura, a morfologia e tamanho das vesiculas obtidas, é
plausivel inferir que a populacdo de vesiculas obtidas neste trabalho,
cujos tamanhos variaram de 50 a 300 nm (Figura 8), é composta
majoritariamente por exossomos, com uma pequena contaminacao por
microvesiculas, ja que os tamanhos dos dois tipos de estruturas
sobrepdem-se.

Além disso, o perfil de RNA exossomal aqui encontrado mostra
a presenca majoritaria de pequenos RNAs (< 250 nt) (Figura 9). Este
resultado estd de acordo com o descrito na literatura para €x0ssomos
obtidos de diferentes linhagens celulares, incluindo de cancer de préstata
e de soro de pacientes com a doenca (HELWA et al., 2017; HESSVIK et
al., 2012; VALADI et al., 2007). Jenjaroenpun e colaboradores (2013)
mostraram a presenga dos RNASs ribossomais 18S e 28S nos exossomos
utilizando sequenciamento de nova geracdo mesmo com a auséncia dos
picos nos eletroferogramas. Embora os resultados encontrados neste
estudo estejam de acordo com a literatura, possiveis diferencas em relacéo
a presenca dos rRNAs nos exossomos podem ser resultantes dos
diferentes métodos de isolamento disponiveis, dos distintos tipos
celulares/famostras, da contaminagdo com outras vesiculas extracelulares
ou ainda pela presenca de uma subpopulacéo de exossomos com um perfil
diferente de RNA (WILLMS et al., 2016).

Os dados do perfil de expressdo de miRNAs obtidos pela técnica
de microarranjo mostraram uma interessante diferenga no perfil de
expressao dependendo da origem, dos exossomos ou das células. Foram
identificados miRNAs Unicos nos exossomos € uma baixa correlagdo
entre os exossomos e as células correspondentes (Figuras 10 e 11). Os
nossos dados, assim como outros estudos mostram uma baixa correlagdo
entre o perfil encontrado nos exossomos e nas células (GUDURIC-
FUCHS etal., 2012; MITTELBRUNN et al., 2011). Sabe-se que miRNAs
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especificos sdo direcionados para 0s exossomos e nem todos 0s miRNAs
celulares sdo incorporados nos exossomos. Entretanto, 0s mecanismos
gue controlam a selecdo e direcionamento dos miRNAs ainda ndo foram
totalmente elucidados. Até o momento, sabe-se que o direcionamento dos
miRNAs esta relacionado a via dependente de esfingomielinase neutra 2
(nSMase2, do inglés neutral sphingomyelinase 2), a via dependente de
ribonucleoproteinas nuclerares heterogéneas (hnRPs, do inglés
heterogeneous nuclear ribonucleoproteins), ao complexo RISC e
também com modificagdes na regido 3> do MIRNA (FRANK;
SONENBERG; NAGAR, 2010; KOPPERS-LALIC et al, 2014;
KOSAKA et al., 2013; VILLARROYA-BELTRI et al., 2013).

Além disso, a analise do perfil de miRNAs obtida no
microarranjo identificou 88 miRNAs diferencialmente expressos (FC > 2
e p <0,001), sendo que 14 miRNAs foram identificados na analise entre
exossomos de células tumorais e ndo-tumorais, e 83 mMIRNAs
identificados na andlise comparativa entre 0 0s ex0ssomos de cada
linhagem (Figuras 12, 14 e 15). Destes, 18 miRNAs foram selecionados
para a validagdo da expressdo por RT-qPCR. A validacdo da expressdo
dos dados de microarranjo é importante para garantir resultados
confidveis e reprodutiveis, uma vez que podem variar conforme a
plataforma utilizada. Embora a validacdo por RT-gPCR seja a
metodologia mais indicada, a escolha do gene de referéncia é crucial para
os dados de expressdo relativa, podendo também gerar resultados
incorretos (VANDESOMPELE et al., 2002). Neste sentido, estudos vém
buscando identificar miRNAs com expressdo estdvel em diferentes
condicbes. ZHAO e colaboradores (2018) identificaram que a
combinagdo do miR-16 e do miR-1228-3p ¢ adequada para a
normalizacéo da expressdo das linhagens de cancer de préstata PC-3, DU-
145, LNCaP e 22RV1. Neste trabalho, apesar destes miRNAs estarem
presentes nos exossomos, nao apresentaram bons valores de estabilidade.
Portanto, a escolha dos genes de referéncia foi realizada com base nos
valores de estabilidade calculados a partir dos dados de intensidade
obtidos no microarranjo (Figura 16).

Na etapa de validagdo, 15 dos 18 miRNAs analisados
apresentaram expressao diferencial entre as amostras (FC > 2 e p < 0,05),
sendo que 11 apresentaram perfis de expressdo semelhantes e 4 perfis
diferentes do encontrado na anélise de microarranjo. Diferencas entre os
resultados obtidos no microarranjo e RT-gPCR sdo descritas na literatura,
uma vez que as metodologias de deteccdo sdo muito diferentes e ambas
com Vérias etapas determinantes que podem influenciar os resultados, tais
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como hibridizag8o incorreta, eficiéncia e especificidade dos iniciadores e
normalizacdo dos dados (MOREY; RYAN; VAN DOLAH, 2006).

Entre os miRNAs alterados comparando aqueles oriundos dos
exossomos das linhagens tumorais e da linhagem ndo tumoral, foram
validados dois miRNAs com expressdo diminuida (miR-205-5p e miR-
6893-5), e 3 miRNAs com expressdo aumentada (miR-125b-5p, miR-
148a-3p e miR-4286) (Figura 17). Segundo a literatura, 0 miR-205-5p
atua como um supressor tumoral na prostata reduzindo a migracao,
invasdo e transicdo epitélio-mesenquimal (GANDELLINI et al., 2009,
2012; NORDBY etal., 2017; WATAHIKI et al., 2011). A expressao deste
miRNA é menor nos tecidos epiteliais tumorais de préstata comparado ao
epitélio normal, 0 mesmo perfil de expressao é encontrado em linhagens
de cancer de prostata (GANDELLINI et al., 2009; HESSVIK et al., 2012;
KRISTENSEN et al., 2016; WANG et al., 2013). Neste trabalho foi
demonstrado que a expressao do miR-205 esta diminuida nos exossomos
das linhagens de cancer de prostata. Essa diminuicdo também foi descrita
em amostras de urina e plasma de pacientes com cancer de préstata
(GHORBANMEHR et al., 2019; GUO et al., 2018).

Quanto ao miR-6893-5p, neste estudo foi demonstrado que a sua
expressao estd diminuida nos exossomos das linhagens tumorais de
prostata. Entretanto ndo foram encontrados relatos na literatura que
descrevem a relacdo deste miRNA com o cancer de prdstata. Estudos
mostram que este miRNA estd diminuido em amostras de soro de
pacientes com cancer de pancreas e do trato biliar (KOJIMA et al., 2015)
e aumentado em exossomos de células tronco tumorais de glioma
(TUZESI et al., 2017).

Em relagdo ao miR-125b-5p, existem divergéncias na literatura,
sendo que alguns estudos mostram uma expressao diminuida no cancer
de prostata quando analisado amostras de tumor e linhagens celulares
(BUDD etal., 2015; PORKKA etal., 2007; TONG et al., 2009), enquanto
outros mostram a expressdo aumentada (SHI et al., 2007). Este miRNA
atua como um supressor tumoral inibindo a expressdo do receptor ErbB2,
e durante a tumorigénese do cancer de prostata, cuja diminuicao permite
um aumento da expressdo do receptor ErbB (BUDD et al., 2015).
Entretanto, 0 miR-125b-5p também é descrito como um oncomir por
modular a via de sinalizagdo de p53 inibindo a apoptose (AMIR et al.,
2013). Neste estudo a expressdo do miR-125-5p esta aumentada nos
exossomos das linhagens tumorais de cancer de préstata. O mesmo perfil
de expressdo também foi encontrado no soro de pacientes com cancer de
préstata (MITCHELL et al., 2008).
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Neste estudo, a expressdo do miR-148a-3p esta aumentada nos
exossomos das linhagens tumorais de cancer de préstata. Segundo a
literatura 0 miR-148a-3p € andrdégeno responsivo e esta relacionado ao
aumento da proliferacdo das células no cancer, estando mais expresso em
amostras de tumor de pacientes com cancer de prdstata (JALAVA et al.,
2012; MURATA et al., 2010; SZCZYRBA et al., 2010). A expressdo
deste miRNA também estd aumentada no soro de pacientes com cancer
de prostata (DYBOS et al., 2018). J4, a expressdo do miR-4286, neste
estudo, foi apresentada como aumentada nos exossomos das linhagens
tumorais de prostata. Entretanto, ndo foram encontrados relatos na
literatura que descrevem a relacéo deste miRNA com o cancer de prdstata.
Por outro lado, estudos mostram que este miRNA estad diminuido em
amostras de sangue de pacientes com seminoma (RUF et al., 2014) e
aumentado no soro de pacientes com adenocarcinoma de es6fago com
pior prognostico (ZHAI et al., 2015).

Entre os miRNAs alterados nos exossomos da linhagem tumoral
LNCaP, estdo os seguintes miRNAs: miR-141-3p, miR-328-5p e miR-
7845-5p (Figura 18). J& a expressdo do miR-141-3p, neste estudo,
apresentou-se aumentada nos exossomos da linhagem tumoral LNCaP.
Entretanto, parece ndo existir um consenso sobre a regulagdo do miR-
141-3p no cancer de prostata. Relatos na literatura mostram que este
miRNA esta mais expresso no soro de pacientes com cancer de préstata
(MITCHELL et al., 2008), mais expresso em pacientes metastaticos em
comparagdo aqueles com tumor localizado (AGAOGLU et al., 2011;
BRASE et al.,, 2011; BRYANT et al.,, 2012) e menos expresso em
amostras de urina de pacientes com cancer de prostata (FREDSQE et al.,
2018). Além disso, outros trabalhos mostram que 0 miR-141-3p esta
diminuido em linhagens de cancer de prostata andrégeno-independente
em comparagdo com a linhagem ndo tumoral (HESSVIK et al., 2012;
LYNCH et al., 2016), assim como em carcinomas independentes de
andrégeno (PORKKA et al., 2007). Ainda, a expressdo aumentada do
miR-141-3p esta associada a fenotipos epiteliais e diminuida a fenétipos
mesenquimais (LIU et al., 2017), pois tem como alvo o fator de
transcricdo Zebl/2, reprimindo a transicdo epitélio-mesenquimal
(BRACKEN et al., 2009). A transicdo epitélio-mesenquimal promovida
pela baixa expressdo do miR-141-3p no cancer de préstata esta associada
ao aumento da expressdo do miR-424-5p (BANYARD et al., 2013).

Neste estudo a expressdo do miR-328-5p estd aumentada nos
exossomos da linhagem LNCaP. Lodes e colaboradores (2009)
mostraram que este MiIRNA estad aumentado no soro de pacientes com
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cancer de prostata grau 3 e 4, porém nao relacionou com a responsividade
a hormonio destes tumores. Quando transfectado em tumores derivados
da linhagem PC-3, 0 miR-328-5p atua inibindo o crescimento do tumor
através da regulacdo da expressao da proteina cinase 6 ativada por p21
(PAKS, do inglés p21 - activated protein kinase 6) (LIU et al., 2015a).
Por fim, 0 miR-7845-5p apresentou expressdo aumentada nos exossomos
da linhagem LNCaP. A funcéo e perfil de expressdo deste miRNA ainda
ndo estd elucidada, uma vez que ndo foram encontrados relatos na
literatura.

Entre os miRNAs alterados nos exossomos da linhagem tumoral
PC-3, estdo os seguintes mMiRNAs: miR-24-3p, miR-27a-3p, miR29b-3p,
miR-183-5p, MiR-195-5p, miR-424-5p e miR-425-5p (Figura 17, 18 e
19). Neste estudo a expressdo do miR-24-3p estd aumentada nos
exossomos da linhagem PC-3. Segundo a literatura a diminuicdo da
expressdo do miR-24-3p na urina esta relacionada a presenca do cancer
de préstata (FREDS@E et al., 2018, 2019), porém estudos mostram que
essa diferenca ndo é encontrada em amostras de soro (COCHETTI et al.,
2016). Outros estudos mostram que 0 miR-24-3p atua como supressor
tumoral na linhagem PC-3 inibindo a migracdo, invasao e proliferacdo via
regulacdo da proteina pl30Cas (KANG et al., 2017). O miR-24 é
transcrito juntamente com o0 miR-23a e 0 miR-27a como um cluster. O
miR-27a-3p também esta aumentado nos exossomos da linhagem PC-3.
Este miRNA esta aumentado em amostras de tecido e soro de pacientes
com cancer de prdstata, além de correlacionar com o mau progndstico da
doenca (GAO et al., 2018). Além disso, estudos mostram que 0 miR-27a-
3p atua como um oncomir nas células de prdstata por meio da regulacéo
dos supressores tumorais SPRY2 e proibitina (PHB) (FLETCHER et al.,
2012; GAO et al., 2018).

Neste estudo, ainda foi demonstrado que o miR-29b-3p apresenta
expressao aumentada nos exossomos da linhagem PC-3. Por outro lado,
foi mostrado que a expressao deste mMiRNA esta diminuida em amostras
de tecido de cancer de prostata (NISHIKAWA et al., 2014; ZHU et al.,
2018). Além disso, 0 miR-29b-3p atua como supressor tumoral
diminuindo a migracéo e invaséo celular (NISHIKAWA et al., 2014; RU
et al., 2012). Ndo foram encontrados relatos que descrevem o perfil de
expressao do miR-29b-3p em amostras de urina, soro e plasma de
pacientes com céncer de prdstata.

Neste trabalho, a expressdo do miR-183-5p apresentou-se
aumentada nos exossomos da linhagem PC-3. A fungdo e perfil de
expressdo deste miRNA ainda néo esta elucidada, uma vez que ndo foram
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encontrados relatos na literatura. Em relacdo ao miR-195-5p, neste estudo
foi demonstrado que a expressdo deste miRNA estd aumentada nos
exossomos da linhagem PC-3. O aumento nos niveis de expressao do
miR-195-5p no soro ja foi relacionado a presenca do cancer de prostata
localizado (MAHN et al., 2011). Além disso, estudos mostram que este
miRNA atua como supressor tumoral e tem a expressdo diminuida nas
linhagens de cancer de prostata PC-3 e DU145, sendo que a
superexpressao leva a regulacdo da expressdo da proteina rica em prolina
11 (PRR11) e de Fra-1 (CAl et al., 2018; WU et al., 2015).

O miR-424-5p é um oncogene que regula a ativacdo ndo candnica
de COP1 (gene que codifica a proteina ligase de ubiquitina 3) em tumores
deficientes do fator de transcricdo ETS ESE3/EHF (DALLAVALLE et
al., 2016). Recentemente 0 miR-424-5p foi relacionado com a promog&o
da transicdo epitélio-mesenquimal e o fenétipo metastatico em um
subclone da linhagem DU145 (BANYARD et al., 2013). Além disso, este
miRNA encontra-se aumentado em tecidos de cancer de prdstata
(DALLAVALLE et al., 2016).

Em relacdo ao miR-425-5p, as funcBes e perfil de expressdo
ainda ndo estdo bem elucidadas, com poucos relatos na literatura. No
entanto, 0 miR-425-5p foi relacionado com o cancer gastrico (ZHANG et
al., 2017), com o carcinoma de células escamosas do es6fago (LIU et al.,
2015b), carcinoma hepatocelular (FANG et al., 2017) e com 0 melanoma
(LIU et al., 2015c).

Para entender melhor a relacdo dos miRNAs alterados com o
cancer de prostata foram realizadas analises de bioinformatica que
auxiliaram na selecdo dos miRNAs a serem validados bem como na
identificacdo de mecanismos importantes relacionados a linhagem PC-3.
Para esta analise foi utilizada a base de dados KEGG, pois esta ferramenta
facilita o entendimento ao permitir a visualizagdo das interagdes de varias
moléculas descritas em estudos de sequenciamento. Entretanto, ainda séo
poucas as interacOes referentes aos miRNAS, por isso, em associacao foi
utilizada a base de dados Diana mirPath. Esta base de dados permitiu a
identificagdo de mRNAs regulados pelos miRNAs de interesse e a
combinacdo das informag6es das duas bases de dados foi utilizada para a
elaboracdo das imagens de enriquecimento de vias KEGG (Figuras 13 e
20). Segundo esta andlise, os miRNAs alterados nos exossomos da
linhagem PC-3 estdo relacionados com um grande ndmero de genes da
via hippo (Figura 19). A via de sinalizacdo hippo, por sua vez esta
relacionada a regulagéo do crescimento dos tecidos, através da modulagéo



87

da proliferacdo, diferenciacdo e migracao celular (MENG; MOROISHI,
GUAN, 2016). Alteragdes genéticas nos fatores de transcri¢do
YAP/TAZ-TEAD que fazem parte desta via estdo relacionadas a
transformacfes oncogénicas em diferentes tumores (PAN, 2010). Além
disso, esta via tem sido descrita por promover a proliferacdo celular
independente de andrégeno através da interagdo com o receptor de
androgenos. Por outro lado, sabe-se que na privacdo de andrdgenos, a
sinalizacdo Whnt facilita a fosforilacdo da proteina LAST1 via GSK-3f
estimulando a translocacdo do receptor de andrégeno e YAP para o
nicleo e consequentemente aumentando a proliferacdo celular
(AZZOLIN et al., 2012; KUSER-ABALLI et al., 2015; POWZANIUK et
al., 2004; SEO et al., 2017). Neste sentido, estudos mostram que 0s niveis
de YAP estdo correlacionados com o escore de Gleason e com 0s niveis
de PSA em pacientes com cancer de prostata (SHENG et al., 2015).

Portanto, pode-se dizer que os dados obtidos neste estudo estdo
em consonancia com a literatura, pois foi demonstrado que 0os miRNAs
exossomais da linhagem PC-3 regulam a expressdo dos receptores de
Whnt, da cinase GSK3, do fator de transcricdo YAP e da proteina LATS1,
indicando um possivel mecanismo de regulacdo da proliferacdo
independente de andrégeno (Figura 20). Visto que todos os miRNAs
alterados nos exossomos da linhagem PC-3 estdo relacionados com a via
hippo e que esta via esta relacionada a proliferacdo independente de
andrégeno, pode-se sugerir que este painel de miRNAS pode ser utilizado
em estudos futuros como biomarcador de diagndstico e progressdo do
cancer de préstata independente de andrdgeno. Além disso, uma vez que
a expressdo da YAP estd aumentada no cancer de prostata, pode ser
interessante 0 desenvolvimento de inibidores da atividade da YAP
utilizando terapias baseadas em RNA de interferéncia (mimics ou
antagomirs).

De maneira geral, assim como a dosagem de PSA apresenta um
grande nimero de falso-positivos e falso-negativos, a expressao alterada
de um nico miRNA pode néo ser suficiente para identificar ou classificar
0 cancer de prostata, uma vez que o cancer é uma doenca complexa que
pode ser originada e mantida por uma variedade de mecanismos
moleculares. Sendo assim, o uso de um painel de miRNAs pode aumentar
a sensibilidade e a especificidade da deteccao do cancer de préstata. Além
disso, atualmente a bidpsia do tumor € o Unico método diagnostico
definitivo e novas metodologias ndo invasivas sdo de grande importancia
na clinica. Neste sentido, 0os exossomos vém sendo estudados pois podem
ser isolados de diversos fluidos bioldgicos como sangue e urina, além de
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protegerem os miRNAs da degradacdo. Portanto, a identificacdo de um
painel de miRNAs diferenciais entre os exossomos das linhagens
analisadas neste estudo evidencia a relevancia clinica do uso dos miRNAs
exossomais como biomarcadores para identificar pacientes com cancer de
préstata.
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7. CONCLUSOES
Baseados nos principais resultados listados abaixo,

e Os resultados apresentados mostram que 0S €x0Ssomos das
linhagens de prostata RWPE-1, LNCaP e PC-3 apresentam
perfis distintos de miRNAs;

o Foram identificados 88 miRNAs diferencialmente expressos
entre 0s exossomos das trés linhagens na analise de
microarranjo;

e A validacdo da expressdo por RT-gPCR confirmou que os
mMiRNAs miR-205-5p, miR-6893-5p, miR-125b-5p, miR-148a-
3p e miR-4286 estdo diferencialmente expressos entre
exossomos das linhagens tumorais e da linhagem nédo tumoral;

e A validagdo da expressdo por RT-gPCR confirmou que o0s
miRNAs miR-141-3p, miR-328-5p e mIiR-7845-5p estao
diferencialmente expressos nos exossomos da linhagem tumoral
LNCaP;

e A validacdo da expressdo por RT-gPCR confirmou que o0s
miRNAs miR-24-3p, miR-27a-3p, miR-29b-3p, MiR-183-5p,
miR-195-5p, miR-424-5p e miR-425-5p estdo diferencialmente
expressos nos exossomos da linhagem tumoral PC-3;

e O painel de 15 miRNAs identificados na anélise de RT-gPCR
apresenta potencial para aplicagdo em estudos clinicos;

pode-se concluir que este estudo mostrou a relagdo dos miRNAs
alterados nos exossomos da linhagem tumoral independente de
andrégeno PC-3 com importantes proteinas da via regulatéria hippo,
sugerindo que estes miRNAs podem estar relacionados com a
aquisicdo ou manutencdo do fenétipo andrégeno independente.
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8. PERSPECTIVAS

e Realizar anélises de expressdo dos miRNAs identificados neste
estudo em amostras de plasma efou urina de pacientes
diagnosticados com diferentes tipos de cancer de prdstata e com
hiperplasia benigna da préstata;

e Validar a regulacdo entre mMiIRNA-mRNA dos genes
identificados na analise de enriquecimento de vias KEGG;

e Auvaliar o perfil de expressdo nas células RWPE-1, LNCaP e PC-
3 a fim identificar os miRNAs alterados;

e Desenvolver inibidores da atividade da YAP utilizando
estratégias baseadas em RNA de interferéncia (mimics ou
antagomirs).
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ANEXO A — Estadiamento e descritores do cancer de prostata

T
. extensao N M Grau da
Estadio do linfonodos | metéstase PSA ISUP
tumor
Tla-c, <10
| T2a NO Mo ng/mL 1
T2 NO MO <10 1
ng/mL
Tla-c, >10, <20
T2a NO Mo ng/mL !
>10, <20
lla T2 NO MO ng/mL 1
T2b-c NO MO <20 1
ng/mL
b T1-2 NO MO <20 2
ng/mL
<20
T1-2 NO MO ng/mL 3
llc <20
T1-2 NO MO 4
ng/mL
>20
Ila T1-2 NO MO ng/mL 1-4
I1b T3-4 NO MO Qualquer 1-4
Illc Qualquer NO MO Qualquer 5
IVa Qualquer N1 MO Qualquer | Qualquer
Vb Qualquer | Qualquer M1 Qualquer | Qualquer

Legenda: T1 — tumor clinicamente ndo aparente e ndo palpavel; Tla — tumor
diagnosticado por acaso e que ndo representa mais do que 5 % do tecido
analisado; T1c — tumor diagnosticado por pungdo de agulha, mas ndo palpavel,
T2 — tumor é palpavel e confinado a prostata; T2a — tumor ocupa a metade ou
menos de um dos lados da prostata; T2b — tumor ocupa mais da metade de um
dos lados da préstata; T2c — tumor ocupa ambos os lados da prostata; T3 — tumor
extra-prostatico que ndo invadiu estruturas adjacentes; T4 — tumor que invadiu
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estruturas adjacentes; NO — sem metastase nos linfonodos préximos; N1 —
metastase nos linfonodos proximos; MO — sem metastase distante; M1 —
metastase distante.



