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RESUMO

FORTES, G.N. Caracterizacao funcional do lincRNA PVT1 na linhagem
celular LNCaP de cancer de préstata. 2024. 27f. Trabalho de Conclusao de
Curso de Farmécia-Bioquimica — Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas —
Universidade de S&o Paulo, Séo Paulo, 2024.

Palavras-chave: Cancer de Prostata; RNAs longos nao codificadores; PVTL1.

O cancer de prostata (PCa) é um dos tumores mais diagnosticados no mundo e
possui alta taxa de mortalidade dentre os acometidos pela doenca. Seu
desenvolvimento é altamente dependente do receptor de andrégeno, um
receptor nuclear que medeia a sinalizacdo promovida pelos hormonios
androgénicos, controlando a transcricdo de genes por meio de sua ativagao ou
inibicdo nas células da prostata. Além disso, sabe-se que outros fatores
biolégicos estdo relacionados ao PCa, como a reprogramacado epigenética nao
mutagénica, sendo que essas mudancas desempenham papeis no inicio e na
progressdo de diversos céanceres, inclusive o PCa. Um dos possiveis
mecanismos envolvidos nessa reprogramacdo sao os RNA longos nao
codificadores (INcRNAs), acidos nucleicos com pelo menos 200 nucleotideos
que, embora ndo sejam traduzidos em proteinas, estdo associados ao
desenvolvimento de cancer pelo aumento de resisténcia a terapias, diminuicao
de apoptose, entre outros fatores. Dessa forma, o presente estudo busca
investigar os mecanismos celulares do cancer de prostata que sé&o
possivelmente afetados pelo PVT1, um IncRNA cuja associagdo com o receptor
de andrégeno ja foi demonstrada. Para isso, o PVT1 foi silenciado na linhagem
LNCaP de cancer de prostata, por meio da técnica de edicdo génica CRISPR-
Casl13d. Em seguida, foram avaliadas as respostas das células com relacédo aos
processos celulares de proliferacdo, apoptose e invasdo. Os testes de
proliferacdo celular demonstraram diferenca significativa na taxa de replicacao
das células com o lincRNA silenciado, comparadas ao grupo controle. Os
experimentos de Western Blot indicaram uma maior sensibilizacdo a apoptose
em células com knockdown do PVTL1. Por fim, resultados preliminares ndo
mostraram diferencas significativas nas taxas de invasdo entre as células
controle e knockdown. Tais achados experimentais poderao auxiliar na descricao
do PVT1 como um novo potencial alvo farmacoldgico.



1.INTRODUCAO

1.1.Cancer de Préstata

O céancer de préstata (PCa) € o segundo tipo de cancer mais diagnosticado
entre 0 sexo masculino e a quinta causa de morte relacionada a cancer no
mundo (SUNG et al., 2021). Dentre os fatores de risco, o principal é a idade,
sendo que cerca de 85% dos casos sao diagnosticados em pessoas acima de
65 anos, seguidos por descendéncia afro-americana, histérico familiar, niveis de
horménios androgénicos, dieta, entre outros (GANDAGLIA et al., 2021; PATEL,;
KLEIN, 2009).

O desenvolvimento do céancer de prostata € altamente dependente do
receptor de andrégeno (AR), um fator de transcricdo que induz a ativacao ou
inibicdo da expressdo de genes especificos da préostata por meio de sua
interacdo com centenas de coativadores ou correpressores (HEEMERS;
TINDALL, 2007).

Em situacBes fisiolégicas, a testosterona é convertida em di-
hidrotestosterona pela enzima 5a-redutase nas células da prostata. A ligacdo de
di-hidrotestosterona ao receptor de andrégeno induz a dimerizacao do AR, o que
permite sua ligacdo as regides promotoras de genes alvos. Moléculas
coativadoras e correpressoras se associam ao dimero do receptor de
andrégeno, facilitando ou impedindo, respectivamente, a transcricdo dos genes
alvo. A ativacdo ou repressdo de genes leva a respostas biolégicas como
crescimento e sobrevivéncia celular (FELDMAN; FELDMAN, 2001).

O PCa pode ser inicialmente assintomatico, sendo que, em alguns casos,
ndo € necessario tratamento. No entanto, quando presentes, 0s sintomas
apresentados podem ser: dificuldade em urinar e aumento da frequéncia e
vontade de urinar durante a noite. Na fase mais avancada, podem ocorrer
retencdo urinaria e dor nas costas, uma vez que o local mais comum de
metastase sdo os 0ssos (RAWLA, 2019).

Dentre os tratamentos mais recorrentes para o PCa, estdo a privagéo
androgénica com agonistas ou antagonistas do horménio, castracao cirdrgica ou
farmacoldgica (terapia hormonal); remocao parcial ou total da prostata
(prostatectomia); radioterapia e quimioterapia (SEKHOACHA et al., 2022). A
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terapia de privacdo androgénica € a primeira linha de tratamento, sobretudo para
cancer metastatico. Porém, em diversos casos hé progressdo gradual para o
fendtipo resistente a castracao (Castration-Resistant Prostate Cancer - CRPC)
(LITWIN; TAN, 2017).

No CRPC, muitos pacientes param de responder a terapia convencional com
os inibidores de andrégeno devido as mutagbes gendmicas no AR
(SEKHOACHA et al., 2022), como amplificacdes ou mutacdes do gene do AR,
superexpressdo da proteina do AR, variantes de splicing do AR, alteracdo das
funcdes de correguladores do AR, mutacdes aberrantes pos traducionais no AR

e aumento da sintese do horménio (HUANG et al., 2018).

1.2.RNAs longos néo codificadores

Com relacao aos estudos do cancer, desde 2000 sao conhecidas as “Marcas
do Cancer” (The hallmarks of cancer), evidenciando caracteristicas celulares
comuns e de extrema importancia entre os tumores, sendo elas: escape da
apoptose, promoc¢éao da angiogénese, potencial de replicacao ilimitado, invaséo
de tecidos e metéastase, proliferacdo independente dos estimulos propagados
por fatores de crescimento e insensibilidade aos sinais anticrescimento
(HANAHAN; WEINBERG, 2000).

Com o passar dos anos, outras caracteristicas foram exploradas, como a
reprogramacdo epigenética ndo mutagénica. As mudancas genéticas
(mutagbes) no DNA sempre foram consideradas os iniciadores de
transformacdes nas células cancerigenas. Porém, o que se conhece hoje, é que
as mudancas epigenéticas também desempenham um papel fundamental no
inicio e na progressao de diferentes tipos de cancer (HANAHAN, 2022).

Dentre um dos possiveis mecanismos envolvidos entre as modificacdes
epigenéticas estdo os RNAs longos ndo codificadores (INcCRNAS). Esses acidos
nucléicos sao transcritos a partir de regides amplamente difundidas no genoma
humano (DERRIEN et al., 2012), possuem 200 ou mais nucleotideos e ndo sao
traduzidos em proteinas (ESTELLER, 2011).

A funcdo dos IncRNAs ainda é pouco entendida. Atualmente, sao
conhecidos mais de cem mil IncRNAs humanos, mas apenas um pequeno

numero de IncRNAs, cerca de dois mil, foram funcionalmente estudados, e
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apenas uma pequena fracdo destes foi caracterizada em detalhe (MATTICK et
al., 2023) (RANSOHOFF; WEI; KHAVARI, 2018).

Dentre as funcdes ja descritas, estdo o controle da expressdo de genes
proximos, alteracdes da cromatina - impactando na replicacdo do DNA ou na
resposta ao dano e reparo do DNA, - regulacdo de RNAs mensageiros (MRNA)
- impactando splicing - e a traducado, entre outras. Além disso, os INncCRNAs
também vém sendo apontados como potenciais biomarcadores e alvos
terapéuticos (STATELLO et al., 2021).

Muitos IncRNAs tém sido funcionalmente associados a doencas humanas,
em particular o cancer (GUTSCHNER; DIEDERICHS, 2012). A participacéo de
IncRNAs na fisiopatologia de diversos tipos de céancer ja foi relatada, incluindo
glioblastoma, cancer de mama, cancer colorretal, cancer de figado e leucemias
(FANG; FULLWOOD, 2016).

A desregulagdo na expressdo de IncRNAs parece impactar importantes
processos celulares durante a tumorigénese, desencadeando aumento da
proliferacdo, resisténcia a apoptose, inducdo de angiogénese, promocao de
metastases e evasdo a repressores tumorais (BRUNNER et al., 2012,
GUTSCHNER; DIEDERICHS, 2012).

1.2.1. PVT1

O PVT1 (Plasmacytoma Variant Translocation 1) € um RNA longo néo-
codificante intergénico (lincRNA) e oncogénico (COLOMBO et al., 2015) que
estd superexpresso em diferentes tecidos tumorais, como préstata, bexiga,
mama e pancreas (DERDERIAN et al., 2019; HE et al., 2018; XIAO et al., 2018).

O grande interesse no estudo desse lincRNA se da pelas diversas e
complexas interagcdes dele com outras moléculas, a proximidade com o
oncogene MYC - ambos localizados no cromossomo 8 (ARUNKUMAR et al.,
2022) - e sua regulacao positiva em diferentes tipos de cancer (DERDERIAN et
al.,, 2019). Além disso, estudos com amostras clinicas de pacientes
demonstraram que o aumento da expressao de PVT1 esta correlacionado com
reducdo na sobrevida livre de doenca no cancer de proéstata (XIAO et al., 2018;
YANG et al., 2017), e com resisténcia a quimioterapicos em cancer de mama

triplo negativo, colorretal, pancreas, pulmao, entre outros (JASIM et al., 2024).
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Nosso grupo demonstrou recentemente que o PVT1l age junto com o
receptor de androgeno promovendo uma reprogramacao génica genome-wide
em células de PCa, suprimindo a expressdao de uma centena de genes
supressores de tumor e promovendo a expressdo de outras centenas de
oncogenes (VIDEIRA et al., 2021).

Dessa forma, decidimos estudar quais os impactos do lincRNA PVTL1 nos
processos celulares de PCa, incluindo proliferacdo, apoptose e invasédo. Os
achados fornecidos poderdao auxiliar na descricado do PVT1 como um novo

potencial alvo farmacoldégico.

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

e Realizar a caracterizacao funcional do lincRNA PVT1 em linhagem celular
de cancer de préstata (LNCaP), por meio do silenciamento génico desse
lincRNA e subsequente analise dos mecanismos celulares que podem ser

potencialmente afetados.

2.20bjetivos Especificos

e Cultivar a linhagem celular androgeno dependente LNCaP para otimizar
e confirmar o knockdown do PVT1 utilizando o sistema CRISPR-Cas13d,
ainda pouco descrito e ndo utilizado na literatura para a promoc¢ao do

knockdown deste gene;

¢ Avaliar nas células que sofreram o knockdown do PVT1 em comparacao
com as células controle-negativo:
- A taxa de proliferacao, através de ensaios com contagem e excluséo por
trypan-blue;
- A taxa de invasédo das células, por meio de ensaios de invasdo com a
utilizacao de fluoroblok inserts;
- O processo de apoptose por western blot para a deteccao da expressao

proteica de caspases.



3. MATERIAL E METODOS

3.1 Linhagens celulares e métodos de cultivo

As células andrégeno-dependentes LNCaP (ATCC CRL-1740™) foram
cultivadas em meio RPMI (Gibco, Thermo Fisher Scientific — EUA)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco, Thermo Fisher Scientific —
EUA), 4,5 g/L de glucose, 1,5 g/L de carbonato de hidrogénio sédico, 2,4 g/L de
HEPES, 1% de piruvato de sodio e solucdo de penicilina (100 U/ml)
/estreptomicina (100 U/ml) (Gibco, Thermo Fisher Scientific — EUA).

A linhagem foi cultivada em atmosfera imida com 5% de COza 37°C e as
manipulacdes foram realizadas em ambiente estéril. Os cultivos foram mantidos
em frascos de cultura de 75 cm? (Corning, EUA) até que uma confluéncia de
70% a 100% fosse atingida, quando entdo as células foram tripsinizadas com
solucéo de tripsina-EDTA (Gibco, Thermo Fisher Scientific — EUA) e repicadas
em um novo frasco em uma razdo que variou de 1:2 a 1:4, em média a cada 2

ou 3 dias.

3.2 Knockdown do PVT1

Para promover o silenciamento (knockdown) do lincRNA PVT1, foi utilizado
o sistema CRISPR-Cas13d, um complexo de alta performance desenvolvido
para a promocdo de knockdown em nivel pOs transcricional. O mecanismo
ocorre por meio da interferéncia em transcritos endégenos de RNA, com a
atividade RNase efetora sendo desencadeada por uma endonuclease do tipo
Cas (Casl13d), dirigida ao alvo por meio de um RNA guia (sgRNA) com
correspondéncia a um RNA alvo complementar (KONERMANN et al., 2018).

No presente estudo, o sistema CRISPR-Casl13d foi transduzido para as
células de interesse por meio de plasmideos lentivirais, de forma a permitir a
insercéo estavel do material genético no genoma de células hospedeiras, com a
expressdo de Casl3d sendo controlada pela adicdo de doxiciclina ao meio de
cultura (WESSELS et al., 2020).

Foi utilizado o plasmideo pLentiRNACRISPR (Addgene #138149) para
expressao de Casl13d e o pLentiRNAGuide (Addgene #138151) para expressao
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dos sgRNAs, o qual ja havia sido previamente clonado no laboratério com
diferentes sequéncias de sgRNA que alvejam o lincRNA PVT1. Para producao
das particulas virais, além dos plasmideos do sistema CRISPR-Cas13d, foram
utilizados os plasmideos pMD2.G (Addgene #12259), que expressa as proteinas
do envelope viral, e psPAX2 (Addgene #12260) como plasmideo empacotador.

A produgdo do sobrenadante lentiviral foi realizada previamente no
laboratério. Brevemente: o coquetel contendo pMD2.G, psPAX2 e o vetor para a
producdo da Cas13d ou do sgRNA foi transfectado em células da linhagem 293T
(ATCC® CRL-3216), com a utilizacao de lipofectamina 2000 (Thermo Fisher
Scientific, USA). Ap6s 48h da entrega do coquetel de transfeccdo as células, o
sobrenadante viral, no qual se concentram as particulas lentivirais formadas, foi
recolhido e filtrado em filtros de 0,45um para remocao de qualquer célula e debri
celular.

O sobrenadante viral foi entdo entregue a linhagem celular objeto de estudo,
LNCaP (ATCC® CRL-1740), para transducao do material genético viral contendo
toda a maquinaria para expressdo do sistema CRISPR-Casl13d no genoma
celular e consequente knockdown do PVTL1. As células foram transduzidas com
particulas lentivirais contendo a maquinaria para a expressao de Casl13d em
uma multiplicidade de infeccdo (MOI) de 0,006. Apds a devida sele¢cdo com a
droga Blasticidina (10 ug/mL) (Thermo Fisher Scientific — EUA), elas foram
transduzidas com as particulas lentivirais contendo a maquinaria para a
expressédo dos sgRNAs em uma MOI de 15. Em seguida, foram selecionadas
com a droga Puromicina (1 pyg/mL) (Thermo Fisher Scientific — EUA).

Duas sequéncias de sgRNAs, previamente clonadas e selecionadas como
boas produtoras de knockdown do PVT1, denominadas sg 13.4 e sg 17.10,
foram utilizadas nos ensaios funcionais. Além disso, uma sequéncia que nao
apresenta complementariedade com nenhuma regido do genoma humano foi
utilizada como controle, denominada CTRL. A expressdao de Casl3d é
dependente da indugdo pela droga Doxiciclina. Portanto, para promover
expressao de Casl13d e, consequentemente, o knockdown de PVT1, doxiciclina
foi adicionada ao meio de cultura a uma concentragao final de 2 pg/mL por 96h,
com reposicao de dose as 48h.
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3.3 Extracdo de RNA, sintese de cDNA e RT-gPCR

O RNA total foi extraido de aproximadamente 10° a 10° células, utilizando-
se 0 RNeasy Mini-Kit (Qiagen, EUA) segundo as instru¢des do fabricante. Para
sintese de cDNA, 250 ng a 1 ug do RNA total foram utilizados em 20 uL de
reacoes de transcri¢ao reversa (RT) com o SuperScript IV First Strand Synthesis
System (Invitrogen, EUA) e primers random hexamer (Invitrogen, EUA). Ciclos
de 23°C — 10 min, 50°C — 10 min, 80°C — 10 min foram aplicados.

As reacgOes de PCR quantitativo em tempo real (QPCR) foram realizadas
para checar a eficiencia do knockdown de PVT1. Foram usados primers
especificos para o PVT1 ou para os genes enddgenos GAPDH e ACTB e 2,5 uL
de cDNA diluido 1:4. As reacdes foram feitas em 10 pL finais de SYBR Green |
Master Mix (Roche) no equipamento LightCycler 480 Il (Roche), em trés
replicatas técnicas por amostra.

Tabela 1. Sequéncia dos primers que foram utilizados nas reacdes de gPCR

Primer Sequéncia 5’-3’

Forward CTTCCTTCCTGGGCATGG
ACTB

Reverse AGACAGCACTGTGTTGGCGTA

Forward CTCTCTGCTCCTCCTGTTCGA

GAPDH

Reverse ACGACCAAATCCGTTGACTCC

Forward TGGAATGTAAGACCCCGACTCT
PVT1

Reverse GATGGCTGTATGTGCCAAGGT

3.4 Ensaios de Proliferacao celular

Foram plaqueadas 3,5 x 10° células (LNCaP controle ou knockdown) por
poco em placas de 6 pocos, com 1,5 mL de meio por poco. Apds 48 horas (dia
zero), a proliferacao foi avaliada pelo Teste de Exclusdo por Trypan Blue, assim
como nos 5 dias subsequentes, com intervalo de 24 horas entre eles. Em cada
dia, um poc¢o por amostra foi tripsinizado, as células foram coradas com Trypan

Blue Stain 0,4% na proporcéo 1:1 e contadas em contador de células automatico
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(CountessTM Il FL, Thermo Fisher Scientific).

Foram realizadas seis diferentes contagens de cada condi¢ao (controle ou
knockdown) para garantir a acuracia do teste. Parte da amostra do ultimo dia
(dia 5) foi recolhida para extracdo de RNA e checagem do knockdown. As
medidas das contagens geradas, nas quais se considerou somente as células
vidveis (vivas), foram normalizadas por meio da divisdo entre a contagem da
amostra em determinado dia pela contagem da respectiva amostra no dia zero.

Trés réplicas bioldgicas foram realizadas.

3.5 Western Blot

As amostras (controle ou knockdown) foram incubadas overnight com
DMSO (controle) ou 1 pg/mL de Estaurosporina para indugéo de apoptose. As
células foram recolhidas em tampé&o de lise RIPA contendo Inibidor de Protease
(Protease Inhibitor Cocktail — PIC, cOmplete™ Mini, Roche). A concentracédo
proteica dos lisados celulares obtidos foi medida com o Micro® BCA Protein
Assay (Thermo Fisher Scientific, EUA) de acordo com as instrucdes do
fabricante.

Em seguida, 50 ug de proteina foram aplicadas em gel de poliacrilamida a
15% e separados em eletroforese SDS-PAGE. Apés a finalizagdo da corrida
eletroforética, o conteddo do gel foi transferido para a membrana de
nitrocelulose ou PVDF. Ao término da transferéncia, as membranas foram
lavadas uma vez com tampédo TBS-T, seguido de bloqueio em solu¢do com 5%
BSA por 3h em temperatura ambiente, com agitacao.

Apoés o bloqueio, as membranas foram incubadas overnight a 4°C com os
anticorpos primarios anti-tubulina (controle enddégeno), na proporcao 1:1.000
(Cell Signaling #2146S) ou anti caspase-3 (Cell Signaling #9662), na proporcao
1:500. Ao término da incubacdo, a membrana foi lavada trés vezes por 10 min
com TBS-T e incubada com o anticorpo secundario anti-rabbit IgG-Peroxidase
na razdo 1:10.000 (Sigma A6154) por uma hora em temperatura ambiente. Em
seguida, a membrana foi incubada com ECL™ Prime Western Blotting System

(Amersham, Cytiva) e foi realizada a imunodetec¢ao por quimioluminescéncia.
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3.6 Ensaio de Invasao Celular

O potencial de invaséo das células cuja expressao do PVT1 foi silenciada e
das células controle foi avaliado por ensaios transwell, com a utilizagdo de 24-
well Fluoroblok transwell inserts (Becton Dickinson, poros de 8 um) revestidos
de Geltrex (Gibco, Thermo Fisher Scientific) diluido na propor¢cdo 1:50 em
tampao de revestimento (0.01M Tris-HCI pH 8, 0.7% NacCl).

Trezentos microlitros do revestimento de Geltrex foram aplicados por
inserto, em duplicata técnica por amostra, seguido de incubacédo a 37°C por pelo
menos 3h. Ao final da incubacéo, as células (1,7 x 10°) foram ressuspendidas
em 300 pyL de meio sem soro fetal bovino e dispensadas sobre o revestimento
de Geltrex, enquanto na camara inferior (espaco entre o fundo do poco e o fundo
do inserto) foram adicionados 700 yL de meio com 20% de soro fetal bovino.
Além disso, 1,7 x 10° células de cada condicdo foram plagueadas em triplicata
técnica diretamente em outros poc¢os da placa, para controle do plaqueamento
(input).

Apos 48h de incubacgéo a 37°C e 5% de COg, as células dos insertos foram
coradas com calceina a 1 ug/mL e entdo foram capturadas 19 imagens em
posicdes pré-selecionadas (Figura 1) por microscopio de fluorescéncia. As
células do input foram fixadas com metanol 100%, coradas com solucéo de 0,1%
de Cristal Violeta (em 10% metanol) e lavadas 3 vezes com agua. Apés devida
secagem a temperatura ambiente, o corante foi eluido com acido acético 15% e
a absorbancia de cada poco foi medida (em triplicata) em leitor de placas a 595
nm (Molecular Devices SpectraMax Paradigm Multi-Mode Microplate Reader,
USA).

As imagens obtidas com o microscopio de fluorescéncia foram analisadas
no software ImageJ, para contagem automatica do numero de células. Os
valores obtidos foram plotados na forma de graficos, sempre se comparando
células controle versus knockdown. Os valores foram normalizados por meio da
divisdo do numero de células contadas em cada inserto pelo valor da

absorbancia média do input em cada amostra.

13



Figura 1: Esquema representativo de regides que foram fotografadas (estrelas)
em cada poco (circulo preto).

3.7 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram plotados na forma de graficos através do
software GraphPad Prism 8. A diferenca entre os grupos analisados - controle
versus knockdown - foi analisada aplicando-se o teste estatistico U de Mann-
Whitney. Foram considerados estatisticamente significativos os valores de p <
0,05.

4. RESULTADOS

4.1.Teste de Proliferagcéao celular

O trypan blue é um corante carregado negativamente que ndo penetra nas
células a menos que a membrana plasmatica esteja danificada. Desse modo, as
células que excluem o corante sdo consideradas viaveis. O teste de proliferacédo
celular com o trypan blue leva em conta a contagem de células coradas (mortas)
e ndo coradas (vivas) (TRAN et al., 2011). Dessa forma, é possivel aferir a
proliferacéo celular ao longo do tempo.

No experimento realizado, a contagem normalizada de células viaveis esta
indicada no eixo y versus o tempo no eixo x. E possivel perceber que ha uma
tendéncia maior de proliferacdo da amostra controle (CTRL) versus as amostras
knockdown (KD - sg 13.4 e sg 17.10). Os resultados sugerem uma correlacao
entre o nivel de knockdown e a taxa de proliferacédo, isso é, quanto menor a

expressdo do PVT1, menor é o nivel de proliferacdo (Figura 2A e 2B).
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No dia 5, ultimo dia do experimento, parte das células foi recolhida para
verificacéo do knockdown de PVT1 por meio de RT-gPCR. E possivel observar
reducao estatisticamente significativa na expressao de PVT1 nas células KD (sg
13.4 e 17.10) em comparacao com as células CTRL (Figura 2B). Entretanto, a
reducédo na expressao de PVTL1 nas células KD sg 17.10 néo foi tdo pronunciada,
em comparagdo com as células KD sg 13.4, o que poderia explicar a maior
proliferacdo dessas células e a ndo significAncia estatistica dos dados na

comparacao da curva de proliferacdo de sg17.10 com o controle (Figura 2A).
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Figura 2. Proliferacdo das células LNCaP ap6s o knockdown do PVTL1. (A)
Curvas de proliferacéo de acordo com a contagem do nimero de células viaveis.
Os dados foram normalizados pela contagem das células viaveis no dia zero.
Pontos e barras de erros sdo representativos da média X desvio padrdo. (B)
Expressao relativa do PVT1 em células LNCaP CTRL e KD (sg 13.4 ou sg 17.10).
As barras e barras de erro sdo representativas da média  desvio padrdo. As
andlises estatisticas foram realizada pelo teste Mann-Whitney. Os graficos séo
representativos de replicatas bioldgicas (n = 3); * = p < 0,05.

4.2 .\Western Blot

As caspases sao as efetoras principais da via de apoptose. A Caspase-3
inativa (pré-caspase-3) € processada por clivagem auto proteolitica ou clivagem

por outras proteases dando origem a forma ativa da enzima (PORTER,;

JANICKE, 1999).
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Conforme apresentado na Figura 3, que demonstra a revelacdo das
amostras transferidas para membrana de nitrocelulose, as bandas referentes a
expressao de B-tubulina apresentaram o tamanho esperado de 55 kDa e est&o
homogéneas entre as amostras. Ja com relacdo as bandas da pré-caspase-3
(35 kDa), é possivel perceber uma diminuicdo de expressdo na amostra KD (sg
13.4) + ESTAURO em comparacao com todas as outras amostras. As bandas

referentes a caspase-3 clivada ndo foram detectadas (Figura 3).

Figura 3. Expressdo de pro-caspase-3 em membrana de nitrocelulose.
Deteccao da expressédo de B-tubulina (55kDa) e pro-caspase-3 (35 kDa) nas
amostras LNCaP CTRL e KD (sg 13.4) apds o tratamento com estaurosporina
(ESTAURO).

Um novo experimento de western blot foi realizado com as mesmas
amostras, mas dessa vez em membrana de PVDF, visto que esta possui uma
forca de retencdo maior, e consequentemente, mais afinidade com proteinas
(GOLDMAN; HARPER; SPEICHER, 2016). A expressao da proteina controle (3-
tubulina (55 kDa) foi novamente homogénea entre as amostras. A pro-caspase-
3 (35 kDa) demonstrou o mesmo padrdo observado anteriormente, com
diminuicao de expressao na amostra KD (sg 13.4) + ESTAURO em comparacao
a todas as outras amostras. As bandas da caspase-3 clivada (17 kDa) foram
detectadas, com maior expressdo nas amostras ESTAURO em relacdo as
amostras CTRL. Na amostra KD (sgl13.4) + ESTAURO, no entanto, esse

aumento foi mais evidente (Figura 4).
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Figura 4. Expressédo de pro-caspase-3 e caspase-3 clivada em membrana
de PVDF. Detecgédo da expressao de B-tubulina (55kDa), pré-caspase-3 (35
kDa) e caspase-3 clivada (17 kDa) nas amostras LNCaP CTRL e KD (sg 13.4)
apoés o tratamento com estaurosporina (+ESTAURO).

th

Os resultados mostram que sob tratamento com estaurosporina, as células
knockdown (KD sg 13.4 + ESTAURO) apresentam menores niveis de pré-
caspase-3 e mais caspase-3 clivada que as células knockdown sem tratamento
(KD sg 13.4 - ESTAURO). As células knockdown tratadas (KD sg 13.4 +
ESTAURO) também apresentam menos pré-caspase-3 e mais caspase-3
clivada que as células controle tratadas (CTRL + ESTAURO). No entanto, os
resultados sdo mais pronunciados nas amostras que tem a expressao de PVT1
silenciada em comparacéo as amostras CTRL. Esses resultados indicam que o
knockdown de PVT1 parece tornar as células de PCa mais suscetiveis a
apoptose.

Além disso, nas amostras sem o estimulo pré-apoptético da estaurosporina,
a expressao da caspase-3 clivada foi maior nas células knockdown (KD sg13.4
- ESTAURO) em comparacdo com as células controle (CTRL - ESTAURO),
indicando que o knockdown de PVT1 por si s, mesmo na auséncia de um
estimulo pro-apoptotico, parece causar alguma ativacao da via de apoptose nas
células LNCaP.

O knockdown de PVT1 foi avaliado nas amostras por meio de RT-gPCR. E
possivel se observar reducéo na expressao de PVT1 em todas as amostras KD

(sg 13.4), sobretudo no tratamento com estaurosporina (Figura 5).
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Figura 5. Expressao relativa do PVT1 nas amostras tratadas com
estaurosporina. Cada coluna se refere a média de trés replicatas técnicas.

4.3.Teste de invasao celular

O ensaio de migracdo e invasdo celular avalia o potencial metastatico da
célula pela migracdo da célula em camaras separadas por meio de uma
membrana porosa (KRAMER et al., 2013).

Foram realizados testes com diferentes tempos para avaliar a invasao das
células da linhagem LNCaP e, por fim, optou-se por utilizar o tempo de 48 horas.
Além disso, foram selecionados 19 campos a serem fotografados para garantir
gue todo o poco seria analisado, evitando-se analisar regibes com maiores
concentracfes de células de maneira tendenciosa e, assim, diminuir a exatidao
do teste.

Os resultados mostram que n&o houve diferenga na invasao do pogo inferior
entre as células knockdown (sg 13.4 e sg 17.10) e as células controle (CTRL)
(Figura 6).
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Figura 6: Invasao das células LNCaP apds o knockdown de PVT1. Os dados
foram normalizados pela absorbancia média do input (células plaqueadas e
coradas com cristal violeta). Barras e barras de erro sdo representativas da
média L desvio padrdo. A andlise estatistica foi realizada pelo teste Mann-
Whitney. As barras sdo representativas de replicatas biolégicas (n = 3); n.s. =
nao significativo.

5. DISCUSSAO

5.1.Céancer de prostata e PVT1

Sabe-se que células LNCaP possuem o AR significativamente associado
com mais de 600 IncRNAs, inclusive com o lincRNA PVT1 (DASILVA et al.,
2018), cuja atuacdo como esponja de miRNAs no citoplasma (DERDERIAN et
al., 2019), acdo na metilacédo de genes especificos (LIU et al., 2016), bem como
atuacdo em outros mecanismos oncogénicos ja foram demonstradas.

Videira et al. (2021) mostraram que nas células LNCaP, o PVT1 se associa
tanto ao AR, quanto ao EZH2, um dos componentes do complexo PRC2. O
knockdown de PVT1 promoveu um aumento da expressao de genes que Sao
reprimidos por andrégenos, incluindo um conjunto de genes supressores de
tumor (VIDEIRA et al., 2021). Esses resultados indicam que o PVT1 esta
envolvido em uma regulacdo transcricional a nivel genome-wide e justifica o
interesse de nosso grupo em continuar estudando os efeitos desse linCRNA no
PCa.
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5.2.Teste de proliferacéo celular

O teste de proliferacdo com trypan blue leva em conta a diferenciagéo entre
células viaveis (vivas) e mortas. Desse modo, as células vivas possuem
membranas celulares intactas que ndo permitem a internalizacdo do corante,
enquanto as células mortas permitem e sdo, portanto, coradas (STROBER,
1997). Esse teste se mostrou eficiente para a linhagem LNCaP pois, embora
essa linhagem seja aderente, as células se soltam facilmente da superficie do
frasco de cultura, o que torna a utilizacdo de outras metodologias para o teste
de proliferacdo invidveis, como por exemplo a fixacdo e coloracdo seguida de
medida de absorbéncia. A utilizacdo da metodologia de contagem pelo trypan
blue se demonstrou ideal para a linhagem LNCaP, conferindo maior
confiabilidade na quantidade de células analisadas e, consequentemente, no
resultado final do experimento.

Sendo o PVT1 um oncogene, seria esperado uma reducdo na proliferacédo
celular das células com knockdown desse gene, como j& foi demonstrado em
diversos tipos de cancer (ONAGORUWA et al., 2020), bem como no proprio
cancer de prostata in vitro (LIU et al., 2016) e in vivo (ZHU; DU; GU, 2020), onde
o silenciamento de PVT1 foi obtido com outra técnica, usando siRNA.

Nesse sentido, os nossos dados de silenciamento de PVT1 com CRISPR-
Cas13d corroboram os da literatura, pois indicam essa reducao de proliferacao
nas células que sofreram o knockdown de PVT1. E possivel observar também
uma relacdo entre taxa de expressdo de PVT1 e taxa de proliferacdo: quanto
maior o knockdown produzido e, portanto, menor a expressao de PVT1, menor

€ a proliferacao celular.

5.3.Deteccédo da apoptose

As caspases se encontram na forma de proenzimas inativas, sendo ativadas
pela clivagem proteolitica em um residuo de aspartato ap6s receberem um sinal
de apoptose. Algumas caspases sao iniciadoras da morte celular e, apds sua
ativacao, elas ativam as caspases executoras, como a caspase-3 (pro-caspase-

3, 35 kDa), que se converte em caspase-3 ativada (19 kDa e 17 kDa) e que ira
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efetuar o processo de apoptose pela clivagem de substratos celulares essenciais
para a sobrevivéncia (BELMOKHTAR; HILLION; SEGAL-BENDIRDJIAN, 2001).

A estaurosporina é um alcaloide microbiano e um potente inibidor da
proteina-quinase C (TAMAOKI et al., 1986). Essa molécula ja foi descrita como
uma estimuladora da via de apoptose em diversas linhagens celulares. Embora
0 mecanismo exato nao seja totalmente esclarecido, ele parece estar
relacionado com a via de apoptose mitocondrial com envolvimento das caspases
(ZHANG; GILLESPIE; HERSEY, 2004).

Nesse sentido, a maior deteccdo de caspase-3 clivada na amostra
knockdown tratada com estaurosporina indica que o silenciamento de PVT1
promove um aumento de sensibilidade das células a apoptose. Além disso, nas
amostras sem o estimulo pro-apoptético, a deteccdo da caspase-3 clivada foi
maior nas células knockdown em comparacao com as células controle, indicando
gue o knockdown de PVTL1 por si s6, mesmo na auséncia de um estimulo pro-
apoptotico, parece causar alguma ativacdo da via de apoptose nas células de
PCa LNCaP.

Tais resultados sdo semelhantes a relatos da literatura que demonstram que
o silenciamento do PVTL1 levou a uma regulacdo positiva de caspase-3 clivada
em cancer de proéstata in vitro (YANG et al., 2017) e aumento da atividade da
caspase-3 em cancer de bexiga in vitro (ZHOU et al., 2015). Além disso, a
superexpressao do PVT1 regulou negativamente a apoptose em linhagem
celular de cancer géastrico (ZHANG et al., 2015) e cancer de ovario (LIU et al.,
2015).

Embora tenha sido possivel detectar a expressdo de caspase-3 integra e
clivada no experimento realizado com a membrana de PVDF, a expressao da
forma clivada poderia ficar mais evidente aumentando-se a quantidade total de
proteina aplicada e/ou aumentando-se o gradiente de concentracao do gel, de
forma a reter proteinas de menor tamanho (O’'DONOVAN et al., 2003), como os
fragmentos da caspase-3 de 19 kDa e 17 kDa. Poderia, ainda, se utilizar um
anticorpo especifico para a deteccdo da caspase-3 na forma clivada, uma vez

que o anticorpo utilizado nos experimentos foi mais sensivel para a pro-caspase.
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5.4.Teste de migracéao e invasao celular

Nos ensaios de migracao e invasao celular, as células sdo analisadas por
um processo in vitro que mimetiza a acdo in vivo do processo fisiopatoldgico de
metastase. Para isso, duas camaras sao separadas por um gel e um
quimioatrativo (por exemplo, o soro fetal bovino) € adicionado na camara inferior.
Essa mimetizagdo é valida pois um tumor invasivo precisa degradar a matriz
extracelular para se desprender do local de origem e metastatizar. A invasao do
teste é quantificada pela contagem das células que atravessaram a membrana
permeavel em direcdo ao quimioatraente (MARSHALL, 2011).

Uma vez que o PVT1 € um oncogene, esperava-se que o knockdown dessa
molécula promoveria reducdo na taxa de invasao celular em relacéo as células
controle. No entanto, o resultado encontrado ndo aponta diferenca na invasao
das células knockdown em relacdo as células controle.

O processo de metastase é complexo e envolve diversos fatores, vias e
genes, envolvendo processos como angiogénese, falta de adesdo ao sitio
primario, invasao, entre outros, sendo considerado fenotipicamente heterogéneo
(BRODLAND; ZITELLI, 1992).

Além disso, a linhagem celular LNCaP possui uma baixa taxa de invaséo e
€ considerada minimamente invasiva, quando comparada com outras linhagens
de préstata, como a PC-3, por exemplo. Parte desse comportamento se deve ao
fato da LNCaP possuir expressdo da molécula de adesdo E-caderina,
responsavel por manter a unido das células, enquanto a PC-3 ndo possui (KIM;
WIRTZ, 2011).

Nesse sentido, uma investigacdo mais profunda em relacdo a genes e/ou
vias afetados pelo knockdown do PVT1l poderia explicar os resultados
encontrados. Soma-se a isso a possibilidade de estudar linhagens celulares de
cancer de prostata que sao consideradas mais invasivas como a PC-3 e DU-145
(HOLLAS et al., 1992).
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6. CONCLUSAO

O knockdown do IncRNA PVT1 estabelecido pela metodologia de CRISPR-
Cas13d se mostrou eficiente para os processos que foram analisados e € uma
metodologia nova na literatura para esse gene e linhagem celular.

Os resultados de proliferagdo celular e apoptose confirmam dados da
literatura, demonstrando que o PVT1 € um oncogene. Os resultados de invasao
celular, por outro lado, demonstraram as dificuldades desse tipo de teste com a
linhagem LNCaP e ndo apontam para uma tendéncia de menor invasédo ap0s o
knockdown de PVT1, como era de se esperar para um oncogene. Novos
caminhos necessitam ser explorados, como por exemplo a analise das
mudancas nos niveis de expresséao de diferentes genes envolvidos no processo
de metéastase.

Os achados aqui demonstrados poderao auxiliar na descricdo de um novo
potencial alvo farmacoldgico para o PCa e fortalecem a utilizacéo j& empregada
do PVT1 como biomarcador e como indicador de mau prognostico do cancer de

préstata.
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