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RESUMO PARA SOCIEDADE

A fome é um problema grave no Brasil e no mundo, e esta longe de ser resolvido. Além disso,
ha outro desafio: mesmo quem consegue se alimentar muitas vezes depende de comidas
industrializadas, como salgadinhos, refrigerantes e fast-food. Esses alimentos s@o cheios de
acucar, gordura e produtos quimicos, mas pobres em nutrientes. Eles até ddo a sensacdo de
“encher a barriga”, mas ndo fornecem as vitaminas € minerais que O COrpo precisa para
funcionar bem. O resultado? Doencas como obesidade, diabetes e até cancer estdo aumentando.
E como se 0 corpo estivesse sendo abastecido com combustivel de méa qualidade: funciona por
um tempo, mas acaba sofrendo danos. A alimentacao é ainda mais critica para gestantes e bebés.
Pesquisas mostram que, quando uma mae ndo se alimenta bem durante a gravidez e a
amamentacao, isso pode afetar a saude do filho para o resto da vida. Por exemplo, estudos com
animais revelaram que a falta de proteina nessa fase atrasou o desenvolvimento da prostata e,
quando esses animais envelheceram, tiveram maior risco de cancer. E como construir uma casa
com materiais ruins: a estrutura fica fragil e propensa a problemas no futuro. Para entender
melhor doengas como o cancer, cientistas investigam moléculas que agem como interruptores,
ligando ou desligando genes especificos. Imagine que cada gene é uma receita para fazer uma
proteina, e essas proteinas definem como as células funcionam. Descobrimos que um desses
“interruptores” influencia genes que ajudam células cancerosas a se espalhar e sobreviver no
corpo. Isso explica por que alguns tumores sdo tdo dificeis de tratar. Em nosso estudo, 0s
resultados mostraram que esse “interruptor” influencia em genes envolvidos com respostas
hormonais, proliferagdo celular e metabolismo. Esses achados reforgam a importancia de
politicas publicas para combater a fome, especialmente em gestantes, garantindo uma nutri¢do
adequada para prevenir problemas de saude a longo prazo. Além disso, entendendo moléculas
envolvidas no desenvolvimento do cancer, podemos buscar novas formas de prevencao,
tratamento e melhorar a qualidade de vida dos pacientes.
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RESUMO

A abordagem DOHaD (Origem Desenvolvimentista da Salde e da Doenga) busca estabelecer a
correlacdo entre a incidéncia de doencas na vida adulta e no envelhecimento com os eventos ocorridos
durante o inicio do desenvolvimento. Um de seus modelos mais utilizados para estudos de DOHaD ¢ a
submissdo de roedores a restri¢ao proteica materna (RPM). Estudos experimentais demonstram que essa
condicdo é responsavel por inibir o desenvolvimento da prostata e aumentar a incidéncia de cancer de
prostata (CaP) com o envelhecimento. Uma das principais consequéncias desses eventos sao as
alterac@es epigenéticas que acompanham a prole ao longo da vida, como 0os RNAs ndo codificantes e 0s
microRNAs. Atualmente, nosso grupo de pesquisa dedica-se a compreender, de maneira global, os
mecanismos moleculares e epigenéticos alterados na préstata de animais submetidos &8 RPM. Com base
nos dados de sequenciamento transcriptomico e de small RNA sequencing, foi possivel identificar
miRNAs diferencialmente expressos (DE) na prostata ventral (PV) de animais submetidos a RPM.
Dentre os miRNAs identificados, 0 miR-184 foi selecionado para validagao e caracterizagdo funcional
em células prostaticas devido a sua relevancia potencial. Os alvos preditos do miR-184 revelaram
enriquecimento em vias relacionadas ao processamento de proteinas, sistema imune, metabolismo
energético, crescimento celular e resposta hormonal. Além disso, os alvos regulados pelo miR-184 e
expressos na PV estavam associados a processos cruciais, como a estabilidade do citoesqueleto e
transporte intracelular, desenvolvimento prostatico e sinalizacdo hormonal, além de adesdo celular e
remodelacdo do citoesqueleto. Alteracdes genéticas, como amplificacdes e dele¢des nesses alvos,
também foram observadas, indicando sua relevancia potencial no contexto de alteracGes programadas
pela RPM. Esses resultados indicam que periodos criticos do desenvolvimento, como a ma nutricdo
materna, programam alteracOes epigenéticas e celulares de longo prazo. A desregulagdo precoce de
genes essenciais, modulada pelo miR-184, pode contribuir para a formagcdo de um microambiente
prostatico vulneravel, favorecendo desordens teciduais e o desenvolvimento de cancer de préstata na
vida adulta.

Palavras-chave: cancer, prdstata, epigenética, miRNA, DOHaD.



ABSTRACT

The DOHaD (Developmental Origins of Health and Disease) approach seeks to establish a correlation
between the incidence of diseases in adulthood and aging with events that occurred during early
development. One of the most widely used models for DOHaD studies is the submission of rodents to
maternal protein restriction (MPR). Experimental studies demonstrate that this condition is responsible
for inhibiting prostate development and increasing the incidence of prostate cancer (PCa) with aging.
One of the main consequences of these events are the epigenetic alterations that accompany the offspring
throughout life, such as non-coding RNAs and microRNAs. Currently, our research group is dedicated
to understanding, in a global way, the molecular and epigenetic mechanisms altered in the prostate of
animals subjected to MPR. Based on transcriptomic sequencing and small RNA sequencing data, it was
possible to identify differentially expressed (DE) miRNAs in the ventral prostate (VP) of animals
subjected to maternal protein restriction (MPR). Among the identified miRNAs, miR-184 was selected
for validation and functional characterization in prostate cells due to its potential relevance. The
predicted targets of miR-184 revealed enrichment in pathways related to protein processing, immune
system, energy metabolism, cell growth and hormonal response. Furthermore, the targets expressed in
PV were associated with crucial processes, such as cytoskeletal stability and intracellular transport,
prostate development and hormonal signaling, as well as cell adhesion and cytoskeletal remodeling.
Genetic alterations, such as amplifications and deletions in these targets, were also observed, indicating
their potential relevance in the context of changes programmed by MPR. These results indicate that
critical periods of development, such as maternal malnutrition, program long-term epigenetic and
cellular alterations. Early dysregulation of essential genes, modulated by miR-184, may contribute to
the formation of a vulnerable prostate microenvironment, favoring tissue disorders and the development
of prostate cancer in adulthood.

Keywords: cancer, prostate, epigenetics, miRNA, DOHaD.
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1. ENUNCIADO DA PROBLEMATICA

Nas ultimas décadas, diversos estudos investigaram o0s impactos do ambiente no
desenvolvimento da prole. A literatura mostra a relagdo entre exposi¢cdes a fatores adversos
como consumo de drogas, alimentacao desbalanceada, estresse e doencas metabolicas durante
0 periodo intrauterino e/ou a primeira infancia e a maior incidéncia de doencas crénicas nao
transmissiveis na vida adulta (Justulin et al., 2023; Mericq et al., 2017). Em 1976, Ravelli et
al. analisaram o impacto da restricdo alimentar em filhos de mulheres expostas a escassez
alimentar durante o cerco nazi-germanico a Holanda, no final da Segunda Guerra Mundial
(1944-1945). Este evento, conhecido como o Inverno da Fome Holandesa, limitou a ingestéo
diaria de alimentos a 400-800 calorias, inclusive para gestantes, e teve consequéncias
duradouras para a saude das geracdes subsequentes.

Anos mais tarde, o epidemiologista inglés David Barker e colaboradores foram pioneiros
em descrever a correlacdo entre condi¢des adversas na gestacao e problemas de salde na vida
adulta. Eles investigaram acerca de individuos das regiGes mais pobres da Inglaterra e Pais de
Gales e encontraram uma associacdo positiva entre a desnutri¢do infantil e o aumento da
mortalidade neonatal, bem como da mortalidade por doengas cardiacas na vida adulta (Barker
e Osmond, 1986). No final da década de 1980, os autores demonstraram que recém-nascidos
de baixo peso corporal, nascidos entre 1911 e 1930 na regido de Hertfordshire, Inglaterra,
tinham 2,7 vezes mais a probabilidade de morrer em decorréncia de doengas cardiacas em
comparagdo com recém-nascidos de peso adequado para a idade gestacional (Barker et al.,
1989). Barker propds que a restricdo de crescimento intrauterino e pds-natal poderia ser um
fator de risco importante para o desenvolvimento de hipertensdo e doencas cardiacas,
originando a chamada Hipdtese de Barker, ou “origens fetais da saude e da doenca” (FOAD,
do inglés Fetal Origins of Adult Disease). Segundo esta hipotese, condi¢cdes adversas durante
periodos criticos do desenvolvimento, como restri¢cdes nutricionais e outros fatores de estresse,
podem impactar a estrutura e o funcionamento de 6rgaos e sistemas no corpo (Barker et al.,
1990), conceito que posteriormente passou a ser conhecido como Programagdo Fetal (PF)
(LUCAS, 1991).

A relevancia desse conceito no campo da salude despertou grande interesse na comunidade
cientifica e incentivou a criacdo da sociedade internacional Developmental Origins of Health
and Disease (DOHaD). Essa sociedade retne instituicbes de pesquisa e politicas publicas na
Europa, América do Norte, regides do Pacifico e paises em desenvolvimento, como o Brasil
(Schulz, 2010), que buscam entender a correlagdo entre os mais diversos tipos de fatores que

impactam no desenvolvimento e na satde. Enquanto FOAD se concentrava nos efeitos na prole
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relacionados a condic¢des parentais durante a gestacdo, o DOHaD abrange uma maior janela de
susceptibilidade/oportunidade, desde o desenvolvimento dos gametas até a primeira infancia, e
que irdo impar na saude adulta e no envelhecimento.

1.1  Programacdo Fetal por Restricdo Proteica Materna

A restricdo proteica materna (RPM) em ratas durante a gestacao e/ou lactagdo é um modelo
experimental frequentemente utilizado em investigagdes sobre PF (Jahan-Mihan et al., 2015;
Langley-Evans et al., 1994, 2020). Nesse contexto, pesquisas tém evidenciado a relacéo entre
a RPM durante a gestacdo e o baixo peso ao nascimento da prole (Colombelli et al., 2017;
Santos et al., 2019), além de provocar altera¢cGes na composi¢do do leite materno (Bautista et
al., 2019). Individuos com baixo peso e tamanho ao nascimento apresentam um crescimento
pos-natal acelerado (catch-up growth), e por volta do DPN 70 recuperam 0s parametros
biométricos a niveis equivalente ao grupo controle. Contudo, a literatura demonstra que o catch-
up growth estéa associado a maior probabilidade de desenvolver resisténcia a insulina e diabetes
tipo 2 na vida adulta (Berends et al., 2013, 2018), maior sensibilidade em relagcdo a presséo
arterial pela ingestdo de sal e aumento na incidéncia de acidente vascular cerebral em ratas
hipertensas (Otani et al., 2004), afeta o metabolismo energético (Rees, 2019) e impacta
negativamente a resposta do organismo a condicdes adversas (Martins et al., 2018). A RPM se
apresenta como um fator importante para o desenvolvimento de sindromes metabdlicas na prole
ao longo de sua vida (Jahan-Mihan et al., 2015).

Além das modificacdes no metabolismo, a RPM provoca efeitos especificos em diferentes
orgdos. No figado, ha uma diminuicdo na proliferacdo celular e alteracbes no padrdo de
expressdo génica dos hepatdcitos, assim como mudancas no perfil antioxidante (Campisano et
al., 2017; Martin et al., 2018; Ramadan et al., 2013; Ribeiro et al., 2024). O pancreas apresenta
uma reducdo no namero de células B e na secre¢do de insulina (Alejandro et al., 2019; Sosa et
al., 2023). Em relacdo ao sistema nervoso central, a RPM altera a estrutura, a bioquimica e a
quantidade de neurdnios no cérebro (Gould et al., 2018). No sistema renal, observa-se uma
diminuicdo do nimero de néfrons ao longo da vida (Rizzi et al., 2017), enquanto no sistema
respiratdrio, h& uma reducéo no nimero de alvéolos pulmonares, diminuigdo da vascularizacéo,
alteracOes na producéo de surfactante, e impactos na acdo de metaloproteinases de matriz, além
de modificagdes no perfil protebmico pulmonar tanto no inicio da vida quanto no
envelhecimento, afetando a estrutura dos pulmdes, a agdo antioxidante e o sistema imunologico
(Liu et al., 2014; Khazaee et al., 2019; Fioretto et al., 2024). No sistema reprodutor, pesquisas
recentes relataram diversos impactos da RPM, como a reducdo da distancia ano-genital na prole

masculina (Santos et al., 2019), diminuicdo da taxa de fertilidade e alteracdes no inicio da
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puberdade (Zambrano et al., 2014), além de reducdo do peso testicular, desorganizacao celular
dos tubulos seminiferos, diminuicdo da expressao do receptor de andrégeno nos testiculos e
comprometimento da espermatogénese (Rodriguez-Gonzalez et al., 2012a, 2012b, 2014).
Também foram observadas alteracdes morfoldgicas e estereologicas no epididimo (Cavariani
et al., 2019; Santos, T. de M. et al., 2019) e modificacbes na prostata (Colombelli et al., 2017,
Portela et al., 2021; Santos et al., 2020; Santos et al., 2019).

Também vale ressaltar que a PF ndo é um ultimato para a saude do individuo ao longo da
vida, e ainda pode servir como uma janela de oportunidade de acdo na prevencao de
probleméticas na salde (Falcdo-Tebas et al., 2020; Nobile et al., 2022; Ren et al., 2024).

Dessa forma, a RPM se destaca como um modelo eficaz para investigar os efeitos de
insultos nutricionais precoces sobre a satde a longo prazo, com evidéncias substanciais de que
condicdes adversas durante a gestacdo e lactacdo desempenham um papel critico na
programacéo fetal. Esses estudos demonstram que a RPM néo apenas afeta o desenvolvimento
estrutural e funcional de diversos sistemas — incluindo os metabdlico, hepatico, renal,
respiratorio, nervoso e reprodutivo —, mas também compromete a capacidade do organismo

de responder adequadamente a desafios ambientais ao longo da vida (Figura 1).

Impacto Ambiental na Remodelagao de Orgaos

Proliferacao Celular l

Efeitos adversos na proliferagao, diferenciagao e maturagao
l celular, resultando em o6rgaos menores e com menos

Diferenciacao Celular unidades funcionais.

Desbalango em:
¢ Perfil de Expressao Génica;
e Secrecao Hormonal;
¢ Respostas Hormonais;

3 > E B = =7 =5 15 = ¢ Funcgéo de Transporte;
@] M BB AR MR AR NA NAE AR AR BR AR BN « Integridade Celular.

A resposta ao ambiente futuro e o
11 envelhecimento serao comprometidos.

Figura 1. Impacto do ambiente na remodelacéo tecidual. Sob condi¢cdes ambientais adversas, mudancas no perfil
de expressdo génica, desbalanco na secre¢do hormonal e comprometimento da integridade celular sdo observadas.
Efeitos cascata incluem reducdo na proliferacdo e diferenciacao celular, resultando em 6rgdos com menor nimero
de unidades funcionais e gerando consequéncias a longo prazo, como resposta prejudicada a estimulos ambientais
e aceleracdo de disfungdes associadas ao envelhecimento. Adaptado de Langley-Evans, 2020.
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1.2  Epigenética e Programacao Fetal

O termo "epigenética" foi introduzido por Waddington, em 1942, para descrever as
interacdes entre genes e o ambiente que moldam o desenvolvimento de um fendtipo. Desde
entdo, o conceito evoluiu e passou a ser definido como alteracdes reversiveis e herdaveis no
genoma que modulam a expressao génica e o fenotipo celular, sem alterar a sequéncia primaria
de nucleotideos do DNA (Deans e Maggert, 2015; Fernandez-Twinn et al., 2015). Os principais
mecanismos epigenéticos incluem a metilacdo do DNA, realizada pelas enzimas DNA
metiltransferases (DNMTSs); as modificacdes pds-traducionais de histonas, promovidas por
enzimas como histona acetiltransferase (HAT) e histona desacetilase (HDAC) ocasionando em
regulacédo pre-transcricional; e a regulacdo mediada por RNAs ndo codificantes. Entre esses, 0s
microRNAs (miRNAs) se destacam como reguladores epigenéticos cruciais da expressao
génica, desempenhando papéis centrais na modulacdo de processos celulares e fenotipicos
(Allis e Jenuwein, 2016; Heerwagen et al., 2010).

Os miRNAs sédo uma classe de pequenos RNAs néo codificantes, com cerca de 18-25
nucleotideos, que desempenham um papel crucial na regulacdo pds-transcricional da expressao
génica. Eles atuam ao se ligarem a sequéncias complementares em moléculas de mMRNA,
predominantemente na regido 3'UTR, levando a repressdo da traducdo ou a degradacdo do
mRNA-alvo (Winter et al., 2009), como representado na Figura 2. Essa regulacdo fina é
essencial para diversos processos biologicos, como desenvolvimento, diferenciacdo celular,

apoptose e proliferacdo celular (Bartel, 2004; He e Hannon, 2004).
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Figura 2. Esquema representativo da biogénese e mecanismos de atuacdo do miRNA. Transcricdo do gene de
miRNA em pri-miRNA, seguida de clivagem por Drosha/DGCR8 para gerar pré-miRNA. Exportacdo para o
citoplasma e clivagem por Dicer, em associagdo com TRBP, resultando em miRNA maduro carregado no
complexo RISC (Ago2). Degradacdo do mRNA alvo (complementaridade perfeita) ou repressdo traducional
(complementaridade parcial). Adaptada de WINTER et al., 2009.

Estudos tem demonstrado que os mMiRNAs desempenham um papel central na
carcinogénese e na progressdo tumoral, o que levou a classificacdo de muitos deles como
OncoMiRs ou miRNAs oncogénicos. Esses miRNAs atuam promovendo a tumorigénese por
meio da regulacdo negativa de genes supressores de tumor ou da regulacdo positiva de
oncogenes (Calin e Croce, 2006; Esquela-Kerscher e Slack, 2006). Por outro lado, alguns
miRNAs também sdo considerados miRNAs supressores de tumor, pois inibem oncogenes e
reduzem o crescimento tumoral. Além disso, alteracBes na expressdo de miRNAs estdo
associadas a eventos epigenéticos, mutacdes gendmicas, amplificacbes ou delecBes
cromossémicas, que ocorrem durante a progressao do cancer. A desregulacdo dos miRNAs tem
sido correlacionada com aspectos especificos da biologia tumoral, como invasdo, angiogénese,
resisténcia a tratamentos e adaptacdo metabdlica (Peng e Croce, 2016).

Compreender e elucidar os mecanismos epigenéticos representa um dos principais desafios
para entender as respostas fenotipicas relacionadas ao DOHaD (Goyal et al., 2019; Wadhwa et
al., 2009). Embora esses mecanismos sejam amplamente explorados no contexto do
desenvolvimento embrionario e da carcinogénese, os dados associados ao DOHaD e a RPM
ainda séo limitados. Essa caréncia de estudos torna-se especialmente relevante, considerando
que a janela de programacao torna o embrido e o feto suscetiveis a uma variedade de influéncias,
como a nutricdo materna e a exposicdo a toxinas ambientais, que impactam 0s niveis de
expressao génica, a metilacdo de regides promotoras no DNA e a expressdo de microRNAS
(Heerwagen et al., 2010; Ho et al., 2017; Keleher et al., 2018; Scarano et al., 2019).

1.3 Aspectos Reprodutivos

A maior parte dos estudos sobre PF tem focado predominantemente em alteracGes
metabolicas, enquanto investigacdes sobre as fungdes reprodutivas em animais submetidos a
RPM permanecem limitadas. Além disso, devido aos desafios hormonais e de outras naturezas,
a maioria das pesquisas concentra-se nos efeitos na prole masculina, com uma escassez ainda
maior de estudos que avaliem as fémeas. Essa disparidade evidencia uma lacuna significativa
a ser preenchida no conhecimento produzido sobre as diferencas entre 0s sexos no contexto da
PF.
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Na prole feminina submetida a RPM, estudos apontam baixas reservas ovarianas (Winship
et al., 2018), além de alteracbes na expressdo de leptina, aromatase e receptores de
gonadotropinas, comprometendo o desenvolvimento folicular (Silva Faria, da et al., 2010), o
qual também leva a reducdo do numero de foliculos primordiais e prejuizos na comunicacao
celular ovariana (Zhao et al., 2024).

Estudos com prole masculina de ratos submetidos & RPM demonstram a reducéo da
distancia ano-genital (DAG) ao nascimento, um marcador de diferenciacdo sexual relacionado
a exposicdo intrauterina a andrégenos (Colombelli et al., 2017; Rinaldi et al., 2013). Também
foram observadas alteracbes como atraso na instalacéo da puberdade (Weissenbruch, van et al.,
2005), reducdo da fertilidade (Marcelly De Souza Santos et al., 2004; Zambrano et al., 2005) e
variacdes nos niveis séricos de testosterona em diferentes periodos: pos-natal (Colombelli et
al., 2017; Rodriguez-Gonzalez et al., 2012b), puberdade (Zambrano et al., 2005), fase adulta
(Rodriguez-Gonzaélez et al., 2012b, 2014) e envelhecimento (Portela et al., 2020; Santos et al.,
2019; 2020). Esses efeitos reprodutivos incluem ainda uma reducdo na contagem de
espermatozoides e na fertilidade no DPN 270, atribuida a diminui¢do no nimero de células de
Sertoli e a desorganizacédo dos tubulos seminiferos (Zambrano et al., 2005). Outros fatores que
podem contribuir incluem alteracBes na proliferacdo e maturacdo das células germinativas,
aumento do estresse oxidativo e redugdo das defesas antioxidantes nos testiculos e esperma
(Bautista et al., 2017; Rodriguez-Gonzélez et al., 2012b, 2014). Além disso, o epididimo
apresenta reducao no peso, na vascularizacao e na maturacdo dos ductos (Cavariani et al., 2019;
Santos et al., 2004).

Esses dados cientificos reforcam que a RPM afeta diretamente ndo apenas a morfogénese,
mas também a funcdo dos drgdos reprodutivos em idade reprodutiva e compromete a

capacidade reprodutiva durante a idade adulta (Rodriguez-Gonzélez et al., 2014).

1.4  Prostata

A prostata € uma glandula exdcrina acesséria do sistema reprodutor masculino, cujo
desenvolvimento e homeostase sao regulados pelos androgenos (Cunha et al., 1985; 2018). Essa
glandula fica localizada ao entorno da uretra, logo abaixo da bexiga, e secreta um fluido
proteolitico complexo, composto por fosfatase acida, acido citrico, fibrinolisina, enzimas
especificas e outros elementos que compde o fluido seminal (Marker et al., 2003). Essa secre¢édo
desempenha um papel crucial no sucesso reprodutivo, pois liquefaz o ejaculado, fornece
nutrientes e enzimas, e cria gradientes i6nicos que alcalinizam o canal vaginal, favorecendo a

motilidade espermatica (Wernert et al., 1990).
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O desenvolvimento da prostata em humanos inicia-se por volta da 10? semana gestacional,
enquanto em roedores ocorre nos dias 17 (camundongos) e 18 (ratos) do desenvolvimento
embrionario (Cunha et al., 1987, 2018). Esse processo segue um padrdo conservado conhecido
como morfogénese de ramificacdo, em que brotos epiteliais surgem do seio urogenital (SUG)
e se estendem para o mesénquima circundante (Francis e Swain, 2018; Thomson, 2008). Em
ambas as espécies, a maturacao prostatica é completada na puberdade (Marker et al., 2003). O
desenvolvimento inicial da préstata € impulsionado pela producdo de testosterona pelas células
de Leydig fetais, acompanhada de um pico hormonal no 15° dia gestacional (Cunha et al., 2018;
Timms, 2008). Esse aumento nos niveis de testosterona ativa receptores de andrdgeno (AR) em
regides especificas do epitélio do SUG, iniciando mudancas intracelulares que determinam as
células precursoras da prostata a formacéo dos brotos e lobos prostaticos (Prins e Putz, 2008;
Scarano et al., 2018; Toivanen e Shen, 2017).

Em roedores, o crescimento, ramificacdo e canalizacdo dos ductos prostaticos ocorrem
ap0s 0 nascimento, enquanto em humanos, esses eventos ocorrem grande parte in Utero (Cunha
et al., 1987; Prins e Putz, 2008; Zhu et al., 2007). A citodiferenciacdo prostéatica, etapa final do
desenvolvimento, ocorre com o reinicio de picos hormonais durante a puberdade, culminando
na maturacdo funcional e estrutural da glandula (Cunha et al., 2018; Francis e Swain, 2018;
Marker et al., 2003; Prins e Putz, 2008), conforme representado na Figura 3.

Prostate
Morphology

Prostate Budding Buds ramification and Maturation
Development cannalization  cytodifferentiation

Development R
Periods in Fetal Neonatal Pubertal “Adult

rats

Development
Periods in Fetal Pubertal

humans

Figura 3. Desenvolvimento prostatico em ratos e humanos, destacando semelhancas e diferencas na morfogénese
de ramificacdo nos diferentes estagios. Periodos do desenvolvimento: Fetal, neonatal, puberal e adulto. Processos-
chave: brotamento (budding), ramificac&o e canalizag&o, citodiferenciacdo e maturagéo. Adaptado de Prins e Putz,
2008.

2. Cancer de Préstata
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A prostata é amplamente estudada na area médico-cientifica devido a alta prevaléncia de
patologias relacionadas, destacando-se a Hiperplasia Prostatica Benigna (HPB) e o cancer de
prostata (CaP) (Banerjee et al., 2018). Segundo estatisticas da Global Cancer Observatory de
2022, 0 CaP é o terceiro tipo de cancer mais frequente entre as pessoas com prostata no mundo,
superado apenas pelo de pulmé&o e o colorretal, além de representar a oitava principal causa de
morte por cancer em individuos do sexo masculino. Estatisticas de 2023 mostram cerca de
1.467,854 novos casos, sendo a maioria em paises desenvolvidos e em pessoas acima de 65
anos (Bray et al., 2018; GLOBOCAN, 2022).

No Brasil, o Instituto Nacional do Céncer (INCA) estimou 65.840 novos casos de CaP em
2020 e projeta um aumento para 71.730 novos diagnosticos no periodo trienal de 2023 a 2025.
Ainda em 2020, 15.841 6bitos por cancer de prostata foram registrados, sendo equivalente a
15,30 mortes a cada 100 pessoas com prostata (INCA, 2020; 2023). A Figura 4 ilustra esses
nameros, que reforcam a necessidade de estratégias eficazes de rastreamento, prevencdo e
tratamento para mitigar os impactos dessa doenca, que permanece sendo uma das principais

preocupac0es relacionadas ao cancer no contexto global e nacional.

| Incidence | Mortality

Lung
Breast
Colorectum

Lung
Colorectum
Liver

Prostate 1467 854 Breast
Stomach Stomach
Liver Prostate (4th) Pancreas
Thyroid Oesophagus
Cervix uteri Prostate 397430

Bladder Cervix uteri

NHL Leukaemia Prostate (8th)
Oesophagus NHL
Pancreas Brain CNS
Leukaemia Bladder
Kidney Ovary
Corpus uteri Lip, oral cavity
Lip, oral cavity Kidney
Melanoma Multiple myeloma
Ovary Larynx
Brain CNS Corpus uteri
Larynx Gallbladder
Multiple myeloma Nasopharynx

Distribui¢ao proporcional dos dez tipos de cancer mais incidentes estimados para 2023 por

sexo, exceto pele nao melanoma*

Prostata 71.730 30,0% Homens Mulheres ~ Mama feminina 73610 30,1%
Cdlon e reto 21.970 9,.2% Colon e reto 23.660 9,7%
Traqueia, bronquio e pulmao 18.020 7,5% Colo do dtero 17.010 7,0%
Estomago 13.340 5,6% Traqueia, bronquio e puimdo  14.540 6,0%
Cavidade oral 10.900 4,6% Glandula tireoide 14.160 5.8%
Esdfago 8.200 3,4% Estomago 8.140 3,3%
Bexiga 7.870 3,3% Corpo do Gtero 7.840 3.2%
Laringe 6.570 2,7% Qvario 7310 3,0%
Linfoma nao Hodgkin 6.420 2,7% Péncreas 5.690 23%
Figado 6.390 2,7% Linfoma nao Hodgkin 5.620 23%

*Nameros arredondados para maltiplos de 10.

Figura 4. Dados epidemiolégicos sobre incidéncia e mortalidade do cancer no mundo e no Brasil. O cancer de
préstata é o terceiro mais incidente no mundo e primeiro no Brasil, sendo o oitavo mais letal em pessoas com préstata
no mundo.

Nos ultimos anos, estudos de nosso grupo investigaram os efeitos da RPM no
desenvolvimento prostatico e suas consequéncias ao longo do envelhecimento. Colombelli et

al. (2017) relataram que a prostata ventral (PV) de ratos submetidos & RPM durante a gestacdo
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elou lactacdo apresentava reducdo no tamanho dos &cinos glandulares, na angiogénese
prostatica e nos niveis séricos de testosterona e IGF-1 nos DPNs 10 e 21, indicando atraso no
desenvolvimento glandular. Em idade avancada, Santos et al. (2019; 2020) observaram maior
incidéncia de lesdes prostaticas no DPN 540, como displasia epitelial, neoplasia intraepitelial
prostatica (PIN) e carcinoma in situ, associadas a um estado de estrogenizacao caracterizado
por aumento dos niveis de estrégeno materno e da prole no DPN 21 e pela elevacdo da
proporcéao estrogeno/testosterona no DPN 540. Além disso, Santos et al. (2020) identificaram
alteracdes no perfil protedbmico da prostata, com enriquecimento de vias moleculares ligadas a
sinalizacdo estrogénica, funcdes do reticulo endoplasmatico e metabolismo energético. Portela
et al. (2020) demonstraram, no DPN 540, aumento do estresse oxidativo intraprostatico e
desregulacdo de biomarcadores associados ao CaP. Mais recentemente, Fioretto et al., (2024)
demonstraram aumento de células imunes associado a RPM, agravado pelo consumo pds-natal
de aclcar, enquanto Mattos et al. (2025, em revisdo — no prelo) reportaram alteracGes
estereoldgicas, inflamatdrias e de estresse oxidativo no lobo dorsolateral prostatico.

Apesar desses avancos, a compreensdao mecanistica do fenbmeno ainda exigia mais
investigacOes a niveis epigenéticos, incluindo um olhar mais aprofundado da relacdo entre a
desregulacdo de microRNAs em estagios iniciais da vida e no CaP. Quando olhamos para 0s
mecanismos epigenéticos envolvidos na carcinogénese, estudos demonstram que o estrogeno
pode modular a expressdéo de miRNAs que participam da regulagdo da carcinogénese,
especialmente em canceres hormdnio-dependentes, como 0s de mama e préstata. Um exemplo
notavel é o miR-21, frequentemente superexpresso nesses tipos de cancer, onde esta associado
ao crescimento tumoral, resisténcia a apoptose e a eficacia dos tratamentos (Ribas et al., 2009;
Zhou et al., 2014). Em células tumorais de mama e prostata tratadas com horménios, observou-
se a desregulacdo de miRNAs envolvidos no controle do crescimento e da proliferacéo celular
(Bhat-Nakshatri et al., 2009; Nakamura et al., 2020).

No contexto do DOHaD, Scarano e colaboradores (2019) expuseram ratas prenhes a
ftalatos — moléculas que mimetizam a acéo do estrogeno — em concentragdes ambientais e
toxicas, e observaram a modulacdo do miRNA-184 na PV, além do aumento da expresséo desse
mesmo MiRNA em células prostaticas tratadas com ftalatos (Cavalca et al., 2022).

Buscando se aprofundar nos mecanismos envolvidos na carcinogénese e no
desenvolvimento prostatico associados a RPM, Santos et al., (2022) realizaram o
sequenciamento e andlises transcriptdbmicas e de small RNA-seq, relatando alteracfes na
expressao do miR-18a-5p na PV de animais envelhecidos submetidos a RPM. Esse microRNA

foi associado a uma rede regulatéria envolvendo o P4hb, uma isomerase crucial para o
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dobramento proteico no reticulo endoplasmatico, potencialmente contribuindo para processos
carcinogénicos. Em 2023, Portela et al. observaram uma correlagéo negativa entre o miR-206,
superexpresso na PV de ratos jovens submetidos a RPM, e receptores estrogénicos, além de
aumento da deposicdo de coldgeno na matriz extracelular. Por fim, Baptista et al. (2024)

identificaram clusters de piRNAs ligados ao envelhecimento e ao CaP associados a RPM.

3. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DO TEMA

Frente as crescentes estatisticas ligadas ao cancer no mundo, a fome e a desnutri¢cdo sempre
foi um problema recorrente na histéria da humanidade. Ainda hoje, apesar de todo avanco
tecnoldgico e cientifico, este continua sendo um grande problema a ser sanado. A Figura 5
ilustra 0 aumento da fome no Brasil e no mundo nos Gltimos anos. E importante destacar o
alarmante dado da disparidade de sexo na alimentacao, sendo o sexo feminino mais atingido
pela inseguranca alimentar em todos os locais do mundo (OXFAM, 2022; FAO, ONU, 2024).

3
2005 2005 2007 MO XS W00 WL WU X1 NI NI X6 007 20

prevalence of undemourshment (et axis)  ~@=fumber of undernor
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33,1
. ~
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2022 o i b e
algum grau de inseguranca alimentar

Figura 5. Estatisticas da fome que segue crescendo nos Gltimos trés anos no mundo (A). Estatistica demonstrando
0s niveis de inseguranca alimentar no Brasil em 2022 (B). A prevaléncia da inseguranga alimentar manteve-se

consistentemente mais elevada entre as mulheres do que entre 0os homens, a nivel mundial e em todas as regides
©).
Ha cerca de 30 anos, William Gardner hipotetizou que - “The origins of prostatic diseases,

including carcinoma, are to be found in the in utero influences upon the developing prostate”-
o CaP teria origem em fatores presentes durante o desenvolvimento embrionario, incluindo
influéncias hormonais e a exposicéo a fitoestrégenos na dieta materna (Gardner, 1995).

Com o intuito de caracterizar o papel funcional do miR-184, associando-0 as origens

desenvolvimentistas do céancer de prdstata, buscamos associar dados bioinformaticos e
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experimentais que, em conjunto com informacgdes epidemioldgicas e estatisticas sobre a
nutricdo materna durante a gestacdo e lactagdo, destaquem a importancia de politicas publicas
focadas na prevencdo e no combate ao CaP. Essas politicas devem ndo apenas priorizar o
tratamento da doenca, mas também adotar intervengdes nutricionais ao longo da vida como uma
estratégia preventiva. Apesar de ser um estudo base, seu potencial de translacdo para dados
epidemiologicos reforga a grande relevancia e originalidade do estudo, assim como seu

potencial de busca por biomarcadores do CaP.

4, OBJETIVOS
4.1  Objetivos gerais

O objetivo desse trabalho foi avaliar o papel da rede de regulacdo do miR-184 e seus alvos
preditos na PV de animais submetidos a RPM no DPN 21, bem como caracterizar o papel
funcional desse miRNA em células prostaticas humanas benignas e tumorais, associando-o a

origem desenvolvimentista do cancer de prostata.

4.2  Objetivos especificos

» Identificar miRNAs expressos na PV de ratos;

» Avaliar o impacto da RPM na expressdo de miRNAs na PV no inicio da vida;

» Correlacionar os miRNAs diferencialmente na PV de animais submetidos a RPM com
os dados de pacientes humanos com CaP;

» ldentificar alvos preditos dos miRNAs e correlacionar com o papel metabélico;

» Validar a expressao do miR-184 na PV de animais submetidos a RPM;

» Validar a expressdo dos alvos preditos do miR-184 na PV de animais submetidos a
RPM;

» Realizar ensaios que mimetizam a expressdo do miRNA-184 em células prostaticas
benignas (PNT2) e tumorais (LNCaP e PC3);

» Correlacionar o impacto do miR-184 na viabilidade de células benignas (PNT2) e
tumorais (LNCaP e PC3);

» Auvaliar o impacto do miR-184 no potencial de migracéo de células prostaticas benignas
(PNT2) e tumorais (LNCaP e PC3);

5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais (etapa prévia)
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315 Foram utilizados ratos da linhagem Sprague Dawley, com peso entre 250 e 300 g, machos
316 e fémeas adultas, fornecidos pelo Centro de Bioterismo da Universidade Estadual de Campinas,
317  Campinas, SP. O protocolo N° 5119280121 aprovado pelo Comité de Etica no Uso de Animais.
318  Os animais e suas proles foram mantidos no Biotério de Roedores do Setor de Morfologia, em
319 caixas de polietileno, com dois animais por caixa, utilizando substrato de maravalha
320 autoclavada. As condi¢des de manejo incluiam controle de luminosidade e temperatura média
321  de 25°C, além de agua filtrada e racdo ad libitum. Apos um periodo de adaptacéo, ratas com 3
322  meses de idade foram colocadas em caixas junto com machos, utilizando o sistema de harém,
323 3 fémeas para 1 macho, para o acasalamento. A prenhez foi confirmada por esfregago vaginal
324 e 24 ratas foram alocadas aleatoriamente em caixas individuais, divididas em dois grupos
325  experimentais: o grupo Controle (CTR, n=12), que recebeu uma dieta padrdo com 17% de
326  proteina durante a gestacdo e lactacdo, e o grupo de Restricdo Proteica Gestacional e
327  Lactacional (GLLP, n=12), que foi alimentado com uma dieta com 6% de proteina durante o
328 mesmo periodo. Ambas as dietas eram isocaldricas e normossddicas (0,20%), utilizando a ragdo
329  AIN-93 modificada (Reeves et al., 1993), conforme detalhado na Tabela 1. Imediatamente ap6s
330 onascimento, foi padronizado o numero de filhotes para oito por rata, mantendo uma proporcao
331  de 1:1 entre machos e fémeas (4 machos e 4 fémeas), a fim de evitar alteragcbes no cuidado
332  materno com a prole. Para a fase experimental, foram selecionados seis filhotes (um macho de
333 cada mae) que foram eutanasiados no DPN 21. No momento da eutanasia, a PV foi dissecada.
334  coletada, pesada e congelada a - 80°C, até 0 momento de extracdo de RNA total para ensaios
335  subsequentes.
336 Tabela 1. Composicéo das dietas oferecidas aos animais durante o processo experimental.
Ingredientes Normoproteica Hipoproteica
(17 % de proteina (6 % de proteina
g/kg) g/kg)

Caseina (84% de proteina) 202 71,5

Amido 397 480

Dextrina 130,5 159

Sacarose 100 121

L-cistina 3 1

Fibra pH 101 ou pH 102 (microcelulose) 50 50

Oleo de soja 70 70

Mistura de sais AIN93G** 35 35

Mistura de vitaminas AIN93G** 10 10

Cloridrato de Colina ou Bitartarato de 2,5 2,5

Colina
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** para reconhecer composicao detalhada do mix de sais e vitaminas, consultar (REEVES;
NIELSEN; FAHEY, 1993). A dieta é elaborada pela empresa PragSolucdes (PragSolugdes, Jad, SP,

Brasil)
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5.2  Analises in silico

Os dados de transcriptoma (GSE180674) e small RNA-seq (GSE180673) da PV de animais
no DPN 21 submetidos a RPM utilizados para as analises in silico foram obtidos da plataforma
Gene Expression Omnibus (GEO), depositadas anteriormente pelo proprio grupo de pesquisa.

5.2.1 Identificacdo dos miRNAs diferencialmente expressos na PV de animais
submetidos a RPM

Foram analisadas 3 amostras do grupo CTR (n=3) e 4 amostras do grupo GLLP (n=4).
Uma vez baixado, os arquivos FASTQ foram pré-processados para a remocao de adaptadores
e filtragem de qualidade, com base no indice de qualidade Phred (>20), utilizando o Cutadapt
e FastQC. As leituras de sequéncia foram alinhadas ao genoma de Rattus novergicus (versao
Rnor_6.0) usando o alinhador Spliced Transcripts Alignment to a Reference (STAR) e espécies
de RNA néo codificantes anotadas quantificadas com base em loci genémicos (Capece et al.,
2015; Dobin et al., 2013a). Utilizando a plataforma Oasis (https://oasis.dzne.de), foram
quantificadas pequenas espécies de RNA ndo codificantes anotadas, bem como a previsao de
novas moléculas de miRNA usando o algoritmo miRDeep2 (Friedl&nder et al., 2012).

5.2.2 ldentificacdo dos mMRNAs diferencialmente expressos na PV de animais
submetidos a RPM

Foram analisados os dados transcriptdmicos da PV de animais no DPN 21 dos grupos CTR
(n=5) e GLLP (n=4). Esses dados foram extraidos do banco de dados GEO, como arquivos raw
Illumina MRNA-Seq FASTQ. Os dados brutos foram analisados em termos de qualidade de
leitura por meio do software FastQC
(https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) para avaliar as a qualidade das
leituras. Posteriormente, os arquivos foram filtrados para a remocao de sequencias adaptadoras
usando o software Trimmomatic (v. 0.36) (Bolger, Lohse e Usadel, 2014). Apds o
reprocessamento da qualidade de leitura, as sequéncias foram alinhadas contra o genoma de
referéncia de Rattus norvegicus (Genome assembly: Rnor_6.0GCA _000001895.4) obtido
através do Ensembl (http://useast.ensembl.org/index.html) por meio de o software STAR (v.

2.5.1a) (Dobin et al., 2013b). Os arquivos resultantes foram processados atraves do software
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Feature Counts (Liao et al., 2014) para obter read counts e Cufflinks para obter fragmentos por
kilobase de transcri¢do por milhdo (FPKM), para analise de especificidade de agrupamento
(Trapnell et al., 2013).

5.2.3 Analise de expressao diferencial de miRNAs e mRNAs

A andlise de diferencial de expressdo (DE) de miRNAs e mRNAs foi realizada utilizando
a linguagem de programacdo R, por meio do pacote DESeq2 (Love et al., 2014), amplamente
utilizado por sua robustez estatistica em analises transcriptdmicas. Para determinar 0s genes
DE, foram aplicados critérios de selecdo que incluiram um Log> Fold Change (FC) absoluto
maior ou igual a |+0,66| e um False Discovery Rate (FDR) ajustado maior que 0,05.

5.3  Identificacdo de miRNAs desregulados em pacientes humanos com Cancer de
Préstata

Os dados globais de expressdo dos miRNAs nos canceres de prostata foram adquiridos
através do dataset Prostate Adenocarcinoma PRAD (n = 550, 52 amostras controlem e 498
tumorais) advindos do TCGA e baixados pelo pacote TCGAbiolinks (versdo 4.2.0), do
Bioconductor em linguagem R (COLAPRICO et al., 2016; MOUNIR et al., 2019) Foram
considerados miRNAs diferencialmente expressos (miRNAs DE) down-regulado ou up-
regulado com <-1.0 Log2FC > 1.0, respectivamente, ¢ FDR < 0,05.

5.4  Andlise de predicéo de alvos e selecdo do miRNA para os estudos funcionais em
células prostaticas humana

A predigdo de alvos para os miRNAs foi realizada utilizando o miRWalk 3.0
(http://mirwalk.umm.uni-heidelberg.de/), uma plataforma que permite prever interacdes entre
miRNAs e mMRNAs em diversas espécies, neste caso, aplicada a Rattus norvegicus (Dweep e
Gretz, 2015). Foram considerados como alvos preditos aqueles que apresentaram significancia
estatistica com p > 0,05, permitindo uma ampla identificacdo de possiveis interacoes
regulatdrias. Apos essa etapa, integramos os dados preditos ao nosso banco de transcriptoma,
com o objetivo de cruzar as informac0es e identificar mMRNAs desregulados na PV de nossos
modelos experimentais. Nesse cruzamento, priorizamos as interagcbes onde a expressao do
miRNA e do mRNA apresentava uma relagdo inversa, refletindo os mecanismos classicos de
regulagdo pos-transcricional.

Para selecionar um miRNA para analises subsequentes in silico, in vivo, e in vitro,

consideramos 0s seguintes critérios: (1) desregulagdo do miRNA na PV dos nossos animais, (2)
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desregulacdo observada em pacientes humanos com CaP, (3) magnitude do Log2FC
identificada no RNA-seq, (4) conservacdo evolutiva do miRNA entre Rattus norvegicus e
humanos (verificada no banco de dados miRBase, http://www.mirbase.org/), e (5) numero total
de alvos preditos associados a0 miRNA em analise. Esses critérios permitiram ndo apenas a
escolha de um candidato relevante para investigacdo, mas também forneceram uma base

translacional robusta para a validagédo funcional em contextos experimentais.

55  Associacdo dos alvos do miRNAs com pacientes com CaP

Para dar mais informagGes translacionais no nosso modelo, buscaremos estabelecer a
relacdo entre os alvos dos miRNAs com vias moleculares e 0 impacto na carcinogénese
prostatica humana. Os alvos preditos do miR-184 foram usados para a identificacdo das vias
moleculares, componentes celulares, funcdes moleculares e processos bioldgicos, tais analises
foram realizados através da ferramenta Kobas 3.0 (Ai e Kong, 2018)
(http://kobas.cbi.pku.edu.cn/index.php), que usa os bancos de dados Gene Ontology (GO)
(http://geneontology.org/) e Protein Annotation Through Evolutionary Relationship
(PANTHER) (http://pantherdb.org/), bem como a analise de vias associadas pelo Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) (Kanehisa et al, 2019)
(https://www.genome.jp/kegg/). Além disso, iremos utilizar o algoritmo do banco de dados
Cbioportal (https://www.cbioportal.org/) para anélise de sobrevida e avaliagdo de risco em
pacientes do conjunto de dados Prostate Adenocarcinoma advindos do The Cancer Genome
Atlas (PRAD-TCGA). Essa ferramenta nos permite a associacdo entre a expressdao dos
marcadores moleculares identificados no carcinoma de prostata in situ com a sobrevida de

pacientes com CaP.

5.6  Eventos genéticos em alvos regulados pelo miRNA-184

A ferramenta cBioPortal for Cancer Genomics (https://www.cbioportal.org/) foi
empregada para a visualizacao e analise de dados genémicos relacionados ao cancer. Utilizando
perfis moleculares dos tecidos, incluindo informagfes sobre eventos genéticos, epigenéticos,
expressdo génica e protedbmica (Cerami et al., 2012), a plataforma possibilitou a avaliagdo de
genes desregulados em tumores e as alteragcdes associadas a esses genes nos pacientes com
cancer. A analise foi realizada por meio da visualizacdo de dados em OncoPrint, permitindo

observar as alteracBes genéticas

5.7 Analise estatistica
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Os testes estatisticos foram realizados utilizando o software GraphPad Prism® (versdo
5.00, Graph Pad, Inc., San Diego, CA). Os resultados foram submetidos ao teste de normalidade
de Shapiro-Wilk.

6. RESULTADOS
6.1  Analise dos dados de sequenciamento
Na andlise dos dados de sequenciamento de miRNAs da PV de ratos no DPN 21
submetidos a RPM (GSE180673), foram identificados 20 miRNAs DE. Desses, 6 miRNAs
miRNAs diferencialmente expressos na PV do grupo GLLP no DPN21
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apresentaram expressdo reduzida, enquanto 14 mostraram-se com expressdo aumentada. A

Figura 6 ilustra esses miRNAs DE, acompanhados de seus respectivos valores de Log2FC.

Figura 6. Gréafico de barras mostrando a expressdo dos miRNAs diferencialmente expressos na PV de animais
submetidos a RPM no DPN21. Barras negativas representando os downregulados, e positivas representando os
upregulados.
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A andlise de dados do transcriptoma revelou a presenca de 408 genes diferencialmente
expressos (DEGs). Dentre eles, 86 genes apresentaram expressdo reduzida, enquanto 322
exibiram aumento de expressao. A Figura 7 apresenta um heatmap que destaca a distribuicdo
da expressdo desses DEGs nas amostras dos dois grupos experimentais, evidenciando clusters

distintos de regulacdo génica entre as condi¢Ges normais e de restricéo.
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Figura 7. Heatmap representando os niveis de expressdo génica na PV dos grupos CTR e GLLP. As colunas
representam amostras biol6gicas, enquanto as linhas correspondem aos genes analisados (A). Volcano Plot
ilustrando a distribuicdo dos genes com base no Log2 Fold Change. Cada ponto representa um gene, sendo que 0s
destacados em azul s&o significativamente alterados (B). As cores indicam variages na expressdo génica: azul

representa reducédo, enquanto vermelho indica aumento na expresséo .

A andlise de predicdo identificou 29.363 genes como potenciais alvos preditos para os
20 miRNAs DE. Ao integrar esses dados com os DEGs identificados no estudo, considerando
uma relacdo de expressdo oposta entre miRNAs e mRNAS, observou-se que 19 dos 20 miRNAsS
regulavam 73 mRNAs. A interagdo entre essas moléculas foi representada por meio de uma
rede visual ilustrada na Figura 8, destacando possiveis conexdes regulatorias.
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Figura 8. Gréfico de circusplot mostrando a interacdo entre os miRNAs diferencialmente e seus alvos preditos
que foram identificados no transcriptoma, note que 0os miRNAs e mRNAs apresentam sentidos opostos de
expressao.

6.2  Integracdo com banco de dados de CaP humano

Analisando os datasets de miRNAs em pacientes humanos com CaP, foram identificados
245 miRNAs DE. Ao compara-los com os miRNAs desregulados de nosso estudo, observaram-
se 3 MiRNAs (miR-184, miR-410-3p e miR-708-5p) comumente desregulados. O miR-184 e o
miR-410-3p exibem padrdes de expressao opostos no inicio da vida em relacdo ao CaP humano,
enguanto o miR-708-5p, desde o inicio da vida, apresenta 0 mesmo padrdo de expressao
observado em pacientes com cancer (Figuras 9A e 9B). Ao comparar as sequéncias dos
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476  miRNAs entre ratos e humanos, verificou-se que essas moléculas possuem sequéncia
477  conservada entre murinos e humanos (Figura 9C).
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478 Figura 9. Diagrama de Venn entre os miRNAs diferencialmente expressos de amostras de ratos jovens submetidos

479  aRPM e de pacientes acometidos com CaP disponivel no The Cancer Genome Atlas (A). Padrdo de expressdo dos
480 miRNAs em comum (B). miRNAs diferencialmente expressos em comum entre os datasets e evolutivamente
481 conservados genéticamente (C).

482
483 6.3  Alvos preditos e desregulados na PV

484 A seguinte tabela ilustra oito alvos preditos do miRNA-184 que estdo DE na PV de
485  ratos submetidos a RPM.
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Tabela 2. Alvos preditos do miR-184 e que estdo desregulados na PV de animais submetidos a RPM

Fold Change
Gene  mRNA (Log2) °"®"%Y Name
Gan -1,121641144 -20.2 Gigaxonin
Prir -0,912718309 -21.0 Prolactin Receptor
Kbthd8 -0,831026536 -18.6  Kelch Repeat and BTB Domain Containing 8
Membrane Bound O-Acyltransferase Domain
Mboat2 -0,828208787 -18.8 Containing 2
Dtna -0,790379919 -23.0 Dystrobrevin Alpha
Nbeal1 -0.76748 -20.1 Neurobeachin Like 1
Nt5dc3 -0.73908 -19.2 5-Nucleotidase Domain Containing 3
Microtubule Associated
Monooxygenase, Calponin and LIM Domain
Mical2 -0.7373 -19.7 Containing 2

6.4  Enriquecimento de alvos preditos do miRNA-184

36

Dentre os miRNAs comumente desregulados e com sequéncia evolutivamente conservada,

destaca-se 0 miR-184, cuja expressao esta frequentemente reduzida em tecidos tumorais e em

linhagens celulares de cancer de prostata, em comparagdo com tecidos normais. Com base nisso

e nos estudos com exposicédo a disruptores endocrinos, selecionamos 0 miR-184 para prosseguir

com a caracterizacéo.

A Figura 10 apresenta as vias moleculares enriquecidas pelos genes alvos do miRNA-184.

sendo o primeiro cluster de vias associados a processamento de proteinas e sistema imune (C1),

um segundo cluster de vias associados ao metabolismo energético, em especial o metabolismo
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497  lipidico (C2), e por ultimo vias associadas ao crescimento e resposta hormonal, principalmente
498  via prolactina (C3).

Jak-STAT signaling pathway
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499 Figura 10. Andlise de enriquecimento funcional dos alvos preditos do miRNA-184. O gréafico apresenta as vias

500 enriquecidas, categorizadas em diferentes clusters.

501
502 6.5  Eventos genéticos associados aos alvos

503 Em conjunto, esses genes regulados pelo miR-184 estdo desregulados em 411 dos 494
504  pacientes humanos com CaP, representando 83,2% das amostras do TCGA (Figura 11. A). Os
505  principais eventos associados a esses genes incluem o aumento da expressdo génica, além de
506 fenbmenos gendmicos de amplificacdo e delecdo. O gréfico de oncoprint gerado representa

507 cada evento e gene separadamente (Figura 11. B).
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508 Figura 11. Gréafico oncoprint representando os estudos de origem que evidenciam a desregulagdo dos genes-alvo
509 regulados pelo miRNA-184. As alteragcBes genéticas incluem mutagdes missense e truncantes, variantes

510 estruturais, amplificacGes e delecdes, além da expressao diferencial de mMRNA (alta e baixa).
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O grafico a seguir (Figura 12) demonstra a taxa de sobrevivéncia dos pacientes com as

alteracdes acima mencionadas. Apesar de p-value=0.309, a taxa de sobrevivéncia do grupo com

0s genes alterados, ao passar do tempo, decai para menos de 70%, enquanto 0 grupo com 0s

genes ndo alterados decai para cerca de 85%.

‘00\--wm -

- Latsrrr—+—+—

90%

80%

60%

S0%

40%

abability of Overall Surviva

30%

20%

10%

T0% —

Logrank Test P-Value: 0.308

W Altered group

B Unaltered group

0%

1] 10 20 30 40 50 80 70 80 90 100 110 120 130

Overall Survival (Months)
MNumber at risk (n)
Altered group
Unaltered group 8 51 32 z3 15 9

411 35 296 218 152 98 76 39 3 16 13 10 4
1 0 0

140 150 160

1
0 0

Figura 12. Curva de Kaplan-Meier representando a probabilidade de sobrevivéncia global em meses para 0s

grupos com e sem alteragcdes nos genes-alvo regulados pelo miRNA-184.

6.6  Validacdo por RT-qPCR

Os genes Prlr, Nt5dc3 e Mical2 foram selecionados para terem sua expressao validadas

na PV dos animais no DPN 21 submetidos a RPM. N&o foi observada diferenca significativa

na expressao génica entre 0s grupos CTR e GLLP em todos dos genes avaliados, conforme

demonstrado na Figura 13.
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Figura 13. Gréaficos de barra representativos da expressdo génica de mRNA alvos selecionados para validagdo in

vivo. N&o houve diferenca significativa entre o grupo CTR e GLLP na expressdo de ambos 0s genes.

7. DISCUSSAO
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Foram identificados 20 miRNAs DE na PV de ratos jovens submetidos a RPM. Destes, 14
mIRNAS apresentaram expressdo aumentada, enquanto 6 miRNAs exibiram reducdo na
expressdo. Esse padrdo diferencial sugere que a RPM induz alteragdes significativas na
regulacdo pds-transcricional, potencialmente impactando vias celulares criticas associadas a
homeostase tecidual e a funcio prostatica, como sugere os estudos (Rinaldi et al., 2018). E
possivel que os mMIRNAs com expressdao aumentada estejam associados a respostas
compensatdrias ou adaptativas ao ambiente intrauterino adverso, enquanto os miRNAs com
expressdo reduzida possam refletir a supressdo de vias especificas relacionadas ao
desenvolvimento normal da PV.

Padrdes de alteracdo na expressdo génica induzidos pela RPM ja foram descritos em genes
relacionados ao metabolismo lipidico nos hepatocitos (Kim et al., 2023), bem como em genes
mitocondriais do figado e musculo esquelético, indicando possiveis déficits na bioenergética
celular (Mortensen et al., 2010). Além disso, a literatura também relata modificacGes
significativas na expressdao génica nos rins, refletindo impactos na programagdo do
desenvolvimento renal (Welham et al., 2005). No presente estudo, a analise dos dados de
MRNAs identificou 408 genes DEGSs entre 0s grupos experimentais, dos quais 86 apresentaram
expressao reduzida e 322 exibiram aumento de expressdo. Esse padrdo destaca que a RPM
também promove alteracdes substanciais na regulacdo génica da prdstata, com potenciais
implicacGes no desenvolvimento e na salde ao longo da vida. Outro ponto a destacar € a
variacdo em clusters de expressdo entre as amostras do mesmo grupo, o que pode refletir a
variabilidade do modelo animal mesmo em contextos experimentais isolados e idénticos.

A andlise de predicdo de alvos revelou que 19 dos 20 miRNAs DE que regulam 73 dos
MRNAs DE, reforcando o importante papel dos miRNAs na modulacéo da expressao génica
em resposta & RPM e destacando a complexidade das interacdes regulatorias no modelo
experimental. A rede apresentada ilustra essas conexdes, permitindo identificar miRNAs com
alta relevancia funcional modulando vias criticas como crescimento e remodelacdo tecidual,
estresse oxidativo e sinalizacao inflamatdria. Essa complexa rede comp®e o cenario de atraso
no desenvolvimento prostatico desses animais no DPN21, podendo predispor ao
desenvolvimento de desordens ao envelhecimento.

A comparagdo entre os miRNAs DE na PV de animais submetidos a RPM e aqueles
identificados em pacientes humanos com CaP revelou trés miRNAs DE em comum: miR-184,
miR-410-3p e miR-708-5p. O miR-708-5p mantém o mesmo padrao de expressao entre o inicio
da vida e o CaP humano, enquanto 0 miR-184 e 0 miR-410-3p exibem padrdes de expressao

opostos. Essa divergéncia nos padrdes sugere que os impactos da RPM na regulacdo desses
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miRNAs podem refletir adaptacbes compensatdrias ao ambiente intrauterino adverso, que
subsequentemente evoluem para desempenhar papéis distintos na tumorigénese. Além disso, a
conservacdo das sequéncias desses miRNAs entre ratos e humanos também reforca sua
importancia funcional, uma vez que a manutencdo evolutiva de sequéncias geralmente esta
associada a alvos e vias biologicas criticas (Bartel, 2018). Isso também sugere que modelos
murinos sdo adequados para explorar os mecanismos pelos quais a RPM impacta esses
miRNAs, além de facilitar o estudo de suas fungdes especificas no contexto do desenvolvimento
prostatico e da carcinogénese. O padrdo de expressao persistente do miR-708-5p ao longo da
vida e sua associacdo consistente com o CaP humano indicam que ele pode desempenhar um
papel precoce no desenvolvimento, e sustentado na predisposic¢éo a tumorigénese. O miR-708-
5p tem um papel supressor tumoral no cancer de prostata, com expressao reduzida associada a
pior prognostico, progressdo tumoral e recidiva. Ele atua regulando negativamente o CD44, um
marcador de células-tronco tumorais associado a fenotipos agressivos. Além disso, 0 miR-708-
5p suprime a proteina KPNA4, que facilita a translocacdo de fatores oncogénicos como NF-xB
para o nucleo, reduzindo assim a proliferacdo e metastase (Monteleone e Lutz, 2017; Saini et
al., 2012). O miR-410-3p desempenha um papel complexo no cancer de préstata, com
evidéncias apontando para sua fungdo como regulador da transicéo epitelial-mesenquimal e de
processos associados ao comportamento agressivo do tumor. Este microRNA pode apresentar
um papel bifésico, variando entre promover e inibir a progressao do cancer dependendo do
contexto celular e molecular (Asante et al., 2023; Carbache et al., 2024).

Os estudos sobre 0 miRNA-184 o caracterizam como sendo associado a inibicdo de
processos criticos como proliferacdo, migracdo e invasao celular (Walter et al., 2013). No CaP,
evidéncias sugerem que 0 miR-184 atua como um supressor tumoral, regulando negativamente
a proliferacdo, migracdo e invasdo de células cancerigenas, 0 que 0 posiciona como um
potencial biomarcador para diagnostico e alvo terapéutico (Tan et al., 2021; Zhou et al., 2017).
Essa funcdo é atribuida a sua capacidade de regular negativamente genes oncogénicos e vias
relacionadas a progresséo tumoral. Estudos ainda revelam a associacdo de IncRNAs formando
uma esponja e suprimindo o miR-184, levando ao aumento da expressdo do oncogene c-Myc e
da sinalizagdo no eixo miR-184/IGF1-R, contribuindo para a promog¢do do crescimento e
proliferacéo das células tumorais (Wang et al., 2018; Xie et al., 2021). Outro aspecto relevante
é que estudos relacionados ao DOHAD mostraram que a prole de ratas expostas a ftalatos
durante a gestacdo apresenta desregulagcdo do miR-184 no DPN 120 (Scarano et al., 2019).
Sabe-se que os ftalatos sdo disruptores enddcrinos que mimetizam a atividade estrogénica nos

organismos, uma condicdo que é semelhante ao ambiente intraprostatico da prole de ratos
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submetidos a RPM, conforme descrito por Santos et al. (2019) em estudos anteriores de nosso
grupo, que evidenciam um aumento na razdo estrégeno/testosterona. Desse modo, 0 miRNA-
184 foi escolhido como objeto de estudo para os ensaios subsequentes.

Os alvos preditos do miRNA-184, desregulados na PV de animais expostos a RPM no
inicio da vida, estdo associados a processos celulares criticos para a homeostase prostatica. O
gene Gan, por exemplo, desempenha um papel na estabilidade do citoesqueleto e no transporte
intracelular. Estudos demonstram que 0 aumento de sua expressdo esta vinculado a acumulacéo
toxica de microtubulos e a falhas no transporte axonal, comprometendo a integridade estrutural
das células (Ding et al., 2006). Na RPM, a desregulacdo do Gan pode refletir uma resposta
adaptativa ao estresse nutricional, levando a alteragdes precoces na organizacao celular que
predispdem a disfuncBes prostaticas tardias. Ja o Prlr, que codifica o receptor de prolactina,
estd intrinsecamente ligado ao desenvolvimento prostatico, a sinalizacdo hormonal e a
promocao de processos neoplasicos (Ramirez-de-Arellano et al., 2021; Robertson et al., 2003).
A prolactina atua sinergicamente com androgenos e estrégenos, modulando vias como JAK-
STAT e MAPK, que regulam proliferacdo celular e sobrevivéncia (Bole-Feysot et al., 1998;
Sackmann-Sala & Goffin, 2015). A desregulacdo do Prlr em modelos de RPM sugere que a
exposicdo intrauterina a condicbes adversas pode reprogramar permanentemente a
sensibilidade hormonal da préstata, aumentando o risco de hiperplasia ou carcinogénese na vida
adulta. Esse achado é especialmente relevante para nosso modelo de RPM, no qual observamos
um perfil de estrogenizacdo, sugerindo que a desregulacdo do miR-184 e sua interacdo com o
Rprl podem estar associadas tanto ao atraso no desenvolvimento prostatico quanto a respostas
inflamatorias exacerbadas. Essa hip6tese é respaldada pela correlagdo entre a modulacdo do
Rprl pelo miR-184 e a desorganizagdo microambiental observada, reforcando a importancia de
investigar mecanismos epigenéticos na interface entre nutricéo fetal, desregulacdo hormonal e
carcinogénese. Genes como Dtna e Mical2, por sua vez, estdo envolvidos na adesao celular e
no remodelamento do citoesqueleto. Altera¢es no Dtna podem comprometer a integridade das
juncbes célula-matriz, afetando a coesédo tecidual (Ervasti & Campbell, 1993), enquanto o
Mical2, ao modular a dindmica dos filamentos de actina, influencia a motilidade celular e a
invasividade tumoral (Frémont et al., 2017).

Na RPM, a desregulacdo desses genes pode levar a um microambiente prostatico
desorganizado, facilitando a instalag@o de lesdes pré-neopléasicas. A desregulacdo coordenada
desses alvos no inicio da vida aponta para um mecanismo de programacdo molecular induzida
pela RPM, no quais alteraces epigenéticas ou transcricionais reconfiguram redes regulatorias

essenciais. O miR-184 emerge como um regulador importante nesse processo, potencialmente
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orquestrando a expressao de genes que conectam estresse nutricional e desorganizacéo tecidual.
Por exemplo, a supressdo do miR-184 pode levar a superexpressdo do Prir e do Gan,
exacerbando respostas proliferativas e desequilibrios no citoesqueleto, enquanto a modulagéo
do Dtna e do Mical2 pode alterar a comunicacdo célula-microambiente.

O conjunto de vias enriquecidas pelos alvos do miR-184 estd diretamente associado a
homeostase da glandula prostatica, abrangendo trés eixos principais: (1) processamento de
proteinas e modulacdo do sistema imune, (2) regulacdo do metabolismo energético e (3)
controle do crescimento celular e resposta hormonal. No eixo de controle do crescimento
celular e resposta hormonal, o aumento do nivel de estrogeno e a alteracdo na razdo
estrogeno/testosterona (Santos et al., 2019; Portela et al., 2023) podem potencializar a ativagdo
do receptor de estrogeno alfa (ERa), que, conforme demonstrado por Prins et al. (2001; 2006),
induz proliferacdo desordenada de células epiteliais prostaticas. Esse desequilibrio hormonal
cria um ambiente favoravel a hiperplasia e a instalacédo de lesbes pré-neoplasicas, especialmente
quando combinado a desregulacdo de genes-alvo do miR-184 envolvidos na sinalizacdo
proliferativa, como por exemplo o Prlr. Além disso, a elevacdo do IGF-1 e da insulina foram
demonstradas, sendo moléculas-chave no metabolismo energético e na sinalizacdo mitogénica,
podendo amplificar vias como PI3K/AKT e MAPK, que regulam crescimento celular e
sobrevivéncia. Essa convergéncia entre hormonios e fatores metabdlicos ressalta a interconexao
entre os eixos de regulacdo do metabolismo energético e resposta hormonal, sugerindo uma
sinergia entre desregulacdo enddcrina e uma possivel reprogramacdo molecular mediada pelo
miR-184, com impactos profundos no desenvolvimento e na fisiologia da prostata. No contexto
do processamento de proteinas e modulagdo imune, o aumento do estrogeno e da inflamacéo
associada a desregulacdo imune (Santos et al., 2019) podem exacerbar o estresse do reticulo
endoplasmatico (RE), jacomprometido pela RPM (Santos et al., 2022). O RE, central na sintese
e dobragem de proteinas, € sensivel a alteragdes nutricionais e hormonais. A sobrecarga de
estrogeno e a sinalizacao desregulada de insulina/IGF-1 podem agravar o acumulo de proteinas
mal enoveladas, ativando respostas de estresse como a via UPR (Unfolded Protein Response),
que, quando croénica, promove apoptose e inflamag&o. Esse cendrio favorece um microambiente
prostatico propicio a danos epiteliais e reparo disfuncional, etapas que precedem a
carcinogénese. A regulacdo do metabolismo energetico, por sua vez, é diretamente impactada
pela elevagéo da insulina e do IGF-1, que modulam a captacéo de glicose e a biogénese lipidica.
A prostata, como glandula dependente de androgenos e metabolitos lipidicos para sua fungéo
secretoria (Cunha et al., 1987, 2018), torna-se vulnerdvel a desajustes nesse equilibrio. A

superestimulacdo de vias anabolicas pela insulina/IGF-1 pode levar a um estado de
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hipernutricdo celular, promovendo acumulo de lipidios e alteragdes na homeostase redox, que,
combinadas a desregulacdo de genes do miR-184 envolvidos no metabolismo, potencializam
danos oxidativos e disfuncdo mitocondrial. As alteracbes hormonais induzidas pela RPM —
aumento de estrogeno, testosterona, IGF-1 e insulina — atuam em sinergia com as vias
reguladas pelo miR-184 para reprogramar a homeostase prostatica. O eixo hormonal-
metabdlico amplifica a proliferacdo celular e o estresse do RE, enquanto a desregulagdo imune
e metabdlica cria um terreno inflamatorio e genotoxico. Essa rede de interacdes explica como
insultos nutricionais precoces podem estabelecer assinaturas moleculares que predispdem a
alteracOes estruturais e funcionais na prdéstata, culminando em maior risco de carcinogénese
com o envelhecimento.

A analise do oncoprint evidencia uma heterogeneidade gendmica nos genes-alvo do
miRNA-184 em pacientes com CaP, destacando eventos como amplificacGes, delecdes
profundas e mutaces (missense e truncantes). Dentre os genes analisados, Mical2 (37%) e
Mboat2 (34%) apresentaram as maiores taxas de alteragédo, seguidos por Gan (34%) e Nbeall
(22%), enquanto Prlr (7%) e Dtna (21%) mostraram alteracfes menos frequentes, porém
relevantes. Amplificacbes em genes como Mboat2 e Mical2 podem potencializar a
superexpressdo de oncogenes, enquanto delecdes profundas em Nbeall e Dtna sugerem a perda
de genes supressores tumorais, criando um ambiente molecular propicio a progressao tumoral
(Abeshouse et al., 2015). A elevada prevaléncia de alteragfes nos alvos do miR-184 em 83,2%
dos pacientes avaliados, reforca seu potencial como biomarcador para
caracterizacdo/subtipagem molecular do CaP. Essa desregulacdo pode estar associada a
mecanismos criticos da carcinogénese, como a modulacdo de vias de proliferacdo celular e
reparo de DNA. Por exemplo, alteragdes no Prir podem impactar vias de sinalizagdo como
JAK-STAT, relacionadas ao crescimento celular e inflamacdo, enquanto amplificacdes em
Mical2 estdo ligadas a remodelacéo do citoesqueleto e invasividade tumoral. A heterogeneidade
observada ressalta a necessidade de estratégias personalizadas, que considerem o perfil
molecular especifico de cada tumor, visando intervir em mecanismos-chave como a
desregulacdo do miR-184 e suas redes de interacdo génica.

A auséncia de diferencas significativas na expressao dos genes alvo do miR-184, avaliada
por RT-qPCR, apesar das predi¢cdes in silico e de evidéncias prévias de desregulacdo em
modelos de RPM, pode ser contextualizada por maltiplos fatores metodologicos, bioldgicos e
técnicos. Primeiramente, é importante considerar que a regulacdo por miRNAs frequentemente
ocorre em nivel pés-transcricional, atuando mais na inibicdo da traducdo do que na degradagao

do mRNA. Isso significa que, mesmo sem alteragdes detectaveis nos niveis de mRNA
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(mensurados por RT-gPCR), a expressao proteica dos genes alvo pode estar comprometida.
Estudos classicos, como os de Bartel (2004), destacam que miRNAs podem modular a sintese
proteica sem afetar significativamente a abundancia do transcrito, o que reforca a necessidade
de complementar a analise com técnicas como Western blot ou ensaios de perfil ribossdmico
para avaliar a traducdo. Outro ponto critico é a heterogeneidade celular da prostata ventral,
composta por populagdes epiteliais e estromais com fungdes distintas. Se a desregulagéo do
miR-184 ocorre preferencialmente em um subtipo celular, a analise de tecido homogeneizado
pode mascarar diferencas localizadas. Abordagens como microdisseccao a laser ou cultivo de
células isoladas poderiam esclarecer se a regulacédo é especifica a determinadas subpopulagdes.
Fatores técnicos também devem ser revisados. A limitagcdo inerente as predi¢des in silico
também merece destaque. Ferramentas como TargetScan e miRDB, embora Uteis, geram uma
proporcdo consideravel de falsos positivos, ja que algoritmos preditivos ndo capturam
totalmente a complexidade das interagdes mMiRNA-mRNA in vivo. Validag6es funcionais, como
ensaios de luciferase reporter, sdo necessarias para confirmar a ligacdo direta do miR-184 aos
genes alvo. Além disso, a redundancia de miRNAs pode compensar a funcdo do miR-184,
diluindo seu efeito aparente. Por exemplo, outros miRNAs com sequéncias semelhantes ou
alvos sobrepostos podem manter a expressdo génica estavel, mesmo com a desregulacdo do
miR-184. No contexto da RPM, é possivel que mecanismos adaptativos temporarios
normalizem a expresséo génica em fases iniciais, enquanto alteragdes latentes sé se manifestem
tardiamente. Esse fendmeno é consistente com a hipotese de "programacdo fetal”, na qual
insultos pré-natais estabelecem assinaturas moleculares que predispdem a doencas na vida
adulta (Barker, 1990). Aparentes contradi¢des entre dados de mMRNA e fen6tipos observados
podem, portanto, refletir uma desconexdo temporal entre eventos moleculares iniciais e suas
consequéncias fisioldgicas. Por fim, a auséncia de diferencas no RT-qPCR nao invalida o papel
do miR-184 no modelo experimental, mas ressalta a necessidade de integrar abordagens
complementares. A andlise protedmica, por exemplo, poderia revelar se a tradugdo dos genes
alvo esta comprometida, enquanto o sucesso dos ensaios funcionais in vitro permitiriam testar
sua influéncia direta na expressdo génica. Em sintese, resultados negativos em RT-gqPCR séo
uma oportunidade para refinar hipoteses e metodologias, aprofundando a investigacao sobre o0s
mecanismos de regulacdo do miR-184 e sua interacdo com redes génicas complexas. A
integracdo de multiplas camadas de evidéncia (transcrito, proteina, funcéo) sera fundamental
para elucidar como a RPM reprograma a homeostase prostatica e predispe a alteragdes

patoldgicas ao longo da vida.
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Esses achados reforcam a hipétese de que a RPM atua como um "primeiro hit" em um
modelo de multiplos estagios para carcinogénese prostatica, onde alteracdes precoces criam um
terreno molecular favoravel a progressao de lesdes. A partir desses dados, podemos afirmar que
periodos criticos do desenvolvimento, como a ma nutricdo materna, programam alteragdes
epigenéticas e celulares de longo prazo. A desregulagcdo precoce de genes essenciais,
potencialmente modulada pelo miR-184, contribui para a formagdo de um microambiente
prostatico vulneravel. A perda ou reducdo de sua expressdo pode criar condigcdes favoraveis
para a desordem tecidual e o desenvolvimento de CaP na vida adulta. Ja no contexto do CaP, a
reducdo do miR-184 pode contribuir para o0 aumento da proliferacdo celular descontrolada e a
susceptibilidade a eventos oncogénicos.
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9. DESAFIOS E ADAPTACOES NO DESENVOLVIMENTO DO TRABALHO
Nesta secdo, relato os principais desafios e imprevistos enfrentados durante a execugéo

deste trabalho, bem como as estratégias adotadas para supera-los.

9.1 Morosidade na Importacdo de Reagentes

A burocracia associada a importa¢do de insumos cientificos representou um entrave
significativo, demandando aproximadamente trés meses entre a solicitacdo de compra e o inicio
dos experimentos. Essa realidade, infelizmente comum na pesquisa brasileira, reforca a

necessidade de planejamento contingencial em projetos com prazos restritos.

9.2  Contaminagdes no Laboratdrio de Cultura Celular

Durante a realizacdo do projeto, o Laboratorio de Cultura Celular multiusuario do DBEF
enfrentou contaminacgdes recorrentes por Mycoplasma e bactérias, que exigiram interrupcdes
periddicas para quarentena, tratamento, descarte de amostras comprometidas e reposicéo de

recursos. Esses episddios impactaram diretamente a cronologia experimental.

9.3  Interrupcéo por Estégio no Exterior (BEPE/FAPESP)

Entre junho e setembro de 2024, realizei um estagio de pesquisa no exterior através do
programa BEPE/FAPESP. Embora a experiéncia tenha sido enriquecedora para o
desenvolvimento  técnico-cientifico, 0s experimentos vinculados ao  mestrado

permaneceram paralisados durante esse periodo, exigindo replanejamento ao retornar.

9.4  Dificuldades na Transfeccdo com o Mimético do miRNA-184

Os experimentos de transfeccdo em linhagens prostaticas benigna (PNT-2) e tumorais
(LNCaP e PC-3) apresentaram desafios técnicos persistentes. Foram testada, conforme descrito
na literatura, combinacdes variaveis de:

e Concentragdes do mimético: 10, 20, 30, 50 e 70 nM;

e Linhagem celular: foram utilizadas as trés linhagens propostas;

e Tempos de incubacéo: 5, 10, 15 e 30 minutos;

e Confluéncia celular: 60%, 75% e 90%.

Apesar das multiplas abordagens, ndo foi possivel observar significancia estatistica

entre o grupo CTR e os grupos transfectados com o mimético do miRNA-184 (Figura 13). Uma
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maior expressdo de miRNA-184 era esperada nos grupos transfectados. Novos protocolos estéo

em teste para garantir o sucesso do experimento.

miRNA-184
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1

Fold Change
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<

Figura 14. Gréfico de barra representativo da expressdo génica do miRNA-184 em experimentos de
transfeccdo celular em diferentes concentragdes. N&o houve diferenca significativa entre os grupos

experimentais.

10. INTERNACIONALIZAQAO (BOLSA ESTAGIO DE PESQUISA NO
EXTERIOR - FAPESP)

O estagio realizado no Cukierman’s Lab, no Fox Chase Cancer Center, na Filadélfia,
Pensilvania, foi uma experiéncia transformadora em minha carreira. Ter a oportunidade de
aprender e aplicar técnicas avancadas de biologia molecular e celular, cada uma contribuindo
de maneira Unica para o aprimoramento das minhas habilidades em pesquisa experimental, foi
extremamente enriquecedor.

O knockdown por CRISPRi com dCas9 destacou-se como uma ferramenta
indispensavel, permitindo a criacdo de novas linhagens celulares fundamentais para estudos em
genética e na interacdo com a matriz extracelular. Além disso, adquiri expertise na producgéo de
matrizes 3D derivadas de fibroblastos, capazes de recriar microambientes celulares semelhantes
aos tecidos naturais, possibilitando a investigacdo de comportamentos celulares em condicoes
fisiolégicas mais realistas. Trabalhar com fibroblastos associados ao cancer me deu uma nova
perspectiva de estudo, com um olhar para 0 microambiente tumoral e suas interacdes,
abrangendo meu conhecimento para além das células epiteliais.

No campo da microscopia, aprofundei meus conhecimentos em imunofluorescéncia e
microscopia confocal, técnicas essenciais para a analise detalhada da organizacdo e espessura
das fibras da matriz em alta resolugéo (Figura 14). Essa abordagem permitiu uma compreenséo

mais profunda da arquitetura da matriz extracelular e sua influéncia na dinamica celular. Além
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disso, o ensaio de sobrevivéncia celular foi uma ferramenta importante para avaliar a
viabilidade e a resiliéncia das células sob diferentes condi¢Bes experimentais, especialmente no
contexto do microambiente tumoral.

Por fim, a aplicacdo do ensaio ELISA expandiu meu repertorio técnico ao possibilitar a
quantificacdo precisa de proteinas especificas, complementando as analises celulares com

dados moleculares sobre citocinas pro e anti-inflamatérias que compbe o microambiente

tumoral.
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Figura 15. Imagem em microscopia confocal de laminas

A matriz extracelular produzidas por CAFs.
Imunoflorescéncia para fibronectina, a fim de avaliar a espessura e alinhamento das fibras nos grupos CTR (AZ
Parental), tratado com inibidor de TGF-p (TGF-B INH) e linhagem com knockdown para colageno VI (COL6A2
KD NT).

Essa experiéncia foi enriquecedora em diversos aspectos—intelectual, profissional e
pessoal. Conhecer pessoas incriveis e seus diferentes jeitos de trabalhar. Novos lugares,
idiomas, culturas e gastronomias, ampliando minha visdo de mundo, tornando-a mais diversa e

empatica. Sem davida, foi uma jornada de aprendizado excepcional.



