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RESUMO PARA SOCIEDADE

A situacdo da fome no mundo hoje é preocupante, afetando criancas, idosos e mulheres
gravidas. Muitas vezes, essas pessoas consomem menos alimentos do que precisam, e quando
conseguem comer, geralmente sdo alimentos ricos em carboidratos. E crucial que as mées
recebam uma nutricdo adequada durante a gravidez e amamentacdo para garantir a saude
futura de seus filhos. Pesquisas mostram que a falta de nutrientes nesses periodos pode levar a
problemas de salde, como doengas cardiacas, diabetes e até cancer quando as criangas
crescem. Minha pesquisa focou em como a falta de proteinas durante a gravidez e
amamentacao afeta os filhos na idade adulta, resumindo o conceito chamado DOHaD. Utilizei
ratas como modelo de estudo e investiguei como essa falta de proteinas poderia afetar os
filhotes no futuro. Essa pesquisa ndo s6 nos ajuda a entender melhor como a nutricdo das
maes impacta a saude dos filhos no futuro, mas também pode auxiliar no desenvolvimento de
maneiras de prevenir e tratar doencas. E fundamental que politicas publicas e programas de
salde promovam uma alimentacdo adequada, especialmente durante a gravidez e
amamentacdo, para garantir a satde das futuras geracdes. Além disso, o conhecimento sobre
0s piRNAs pode contribuir para criar formas de detectar doencas precocemente e fornecer
tratamentos mais acessiveis, melhorando assim a sade e qualidade de vida das pessoas.
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RESUMO

A Origem Desenvolvimentista da Saiude e Doenga (DOHaD) visa estabelecer correlacbes
entre a exposicdo a condicBes adversas em periodos criticos do desenvolvimento fetal e na
primeira infancia e o surgimento de doencas cronicas ndo-transmissiveis, incluindo alguns
tipos de canceres, como o cancer de prostata (CaP). Com isso, diversas alteracbes em
marcadores epigenéticos tém sido apontados como potenciais agentes envolvidos na origem
desenvolvimentista do CaP. Os RNAs que interagem com proteinas PIWI (piRNAS) atuam no
controle de elementos transponiveis (ETs) mantendo a integridade do genoma. Sabe-se que a
desregulacdo de ETs pode ser desencadeada por diferentes situac@es de estresse, corroborando
para a investigacdo do possivel papel dos piRNAs na glandula prostatica sob a Otica do
conceito DOHaD, no qual ainda ndo foi amplamente explorado. O objetivo desse trabalho foi
detectar e caracterizar a expressdo piRNAs na prostata ventral (PV) da prole de ratos Sprague
Dawley com 21 dias pds-natal (DPN21) e ao DPN540, que foram submetidos a restri¢éo
proteica materna durante a gestacéo e lactacdo, visando compreender o impacto no final do
desenvolvimento prostatico e no envelhecimento. Para isso foram coletadas as PVs dos
animais, sendo direcionadas para andlises histologicas e extracdo de RNA para o
sequenciamento de small non-coding RNAs (sncRNAs). Apds a filtragem das bibliotecas, os
clusteres de piRNAs foram preditos no genoma mRatBN7.2 juntamente com a anotacdo de
elementos transponiveis. Para a investigacdo da expressdao de piRNAs em préstata, os dados
foram correlacionados com RNAseq obtidos publicamente de testiculo, tecido onde essas
moléculas sdo encontradas. Como resultado, nas analises morfoldgicas no inicio da vida, 0s
animais do grupo RPGL apresentaram um atraso do desenvolvimento da glandula prostética,
com aumento do compartimento estromal e epitelial, e diminui¢do do compartimento luminal.
No envelhecimento, foi possivel observar no grupo RPGL, uma diminuicdo no
compartimento luminal e aumento estromal. Além disso, houve atrofia epitelial caracteristica
do envelhecimento em ambos os grupos experimentais, no entanto, foi observado aumento da
incidéncia de carcinoma in situ, nos animais do grupo RPGL. Utilizando os dados de small
RNA sequence obtidos da préstata nos grupos controle e restrito (no DPN 21 e 540) foram
identificados nos animais jovens 66 clusters de piRNAs expressos no grupo CTR e 61 no
grupo RPGL. Ja nos animais envelhecidos foram identificados 58 clusters nos animais no
grupo controle e 53 clusters no grupo RPGL. Dentre esses clusteres, 23 sdo comuns em todos
0s grupos. Foram encontrados 8 clusteres de piRNAs expressos tanto em préstata como em
testiculo. Por fim foi avaliada a expressdo dos genes das proteinas PIWI nas amostras de
préstata de ambos 0s grupos e idades (Riwi, Rili e Rili2). Nos animais jovens ndo ha diferenca
de expressdo para nenhum dos genes avaliados. Entretanto, nos animais envelhecidos, houve
um aumento da expressdo de Riwi e uma diminuicdo de Rili, ambos no grupo restrito.
Portanto, conclui-se que houve variagdes no perfil de expresséo de clusteres na glandula
prostatica frente a condicdo de desnutricdo proteica materna, indicando a participacdo dos
piRNAs no desenvolvimento da préstata em ambiente de restricéo.

Palavras-Chave: DOHaD; Prostata Ventral; piRNA.



ABSTRACT

The Developmental Origins of Health and Disease (DOHaD) aims to establish correlations
between exposure to adverse conditions in critical periods of fetal and early childhood
development and the emergence of chronic non-communicable diseases, including some types
of cancer, such as prostate cancer. (CaP). Therefore, several changes in epigenetic markers
have been identified as potential agents involved in the developmental origin of PCa. RNAs
that interact with PIWI proteins (piIRNAs) act to control transposable elements (TEs),
maintaining the integrity of the genome. It is known that the deregulation of ETs can be
triggered by different stress situations, supporting the investigation of the possible role of
piRNAs in the prostate gland from the perspective of the DOHaD concept, which has not yet
been widely explored. The objective of this work was to detect and characterize piRNA
expression in the ventral prostate (\VP) of the offspring of Sprague Dawley rats at 21 postnatal
days (DPN21) and at DPN540, which were subjected to maternal protein restriction during
pregnancy and lactation, aiming to understand the impact on the end of prostate development
and aging. For this purpose, the PVs of the animals were collected and sent for histological
analysis and RNA extraction for the sequencing of small non-coding RNAs (SnhcRNAS). After
filtering the libraries, piRNA clusters were predicted in the mRatBN7.2 genome along with
the annotation of transposable elements. To investigate the expression of piRNAs in the
prostate, the data were correlated with RNAseq publicly obtained from the testis, the tissue
where these molecules are found. As a result, in morphological analyses at the beginning of
life, animals in the RPGL group showed a delay in the development of the prostate gland,
with an increase in the stromal and epithelial compartment, and a decrease in the luminal
compartment. During aging, it was possible to observe in the RPGL group a decrease in the
luminal compartment and stromal increase. Furthermore, there was epithelial atrophy
characteristic of aging in both experimental groups, however, an increased incidence of
carcinoma in situ was observed in animals in the RPGL group. Using small RNA sequence
data obtained from the prostate in the control and restricted groups (at PND 21 and 540), 66
clusters of piRNAs expressed in the CTR group and 61 in the RPGL group were identified in
young animals. In aged animals, 58 clusters were identified in animals in the control group
and 53 clusters in the RPGL group. Among these clusters, 23 are common in all groups. 8
clusters of piRNAs were found expressed in both prostate and testis. Finally, the expression of
PIWI protein genes was evaluated in prostate samples from both groups and ages (Riwi, Rili,
and Rili2). In young animals, there is no difference in expression for any of the genes
evaluated. However, in aged animals, there was an increase in Riwi expression and a decrease
in Rili, both in the restricted group. Therefore, it is concluded that there were variations in the
expression profile of clusters in the prostate gland in the context of maternal protein
malnutrition, indicating the participation of piRNAs in the development of the prostate in a
restricted environment.

Keywords: DOHaD; Ventral Prostate; piRNA.



Sumario

1. INTRODUGAO ...ttt ettt 15
1.1 RESTRICAO PROTEICA MATERNA E OS IMPACTOS SOBRE A PROLE .................. 16
1.2 RELACAO ENTRE DOHAD E PROSTATA ....vviiiitiieitie et stee st ste e 18
1.3 RESTRICAO PROTEICA MATERNA COMO FATOR DE RISCO PARA A ORIGEM
DESENVOLVIMENTISTA DO CANCER DE PROSTATA ...ttt snve e 20
1.4 CORRELACAO ENTRE RNAS NAO-CODIFICANTES (NCRNAS) E O
DESENVOLVIMENTO DO CAP ...ttt ettt ettt st sate e snre e e snae e s nneeeenneeens 21
1.5 PIWI- INTERACTING RNAS E CORRELAGAO COM ELEMENTOS
TRANSPONIVEIS. ... uteiitieeitteestee e steeeeaee e s tteeasteeeaataeeaateeeateeeabeeesnbeeesnbeeessteeessbeeessaeeesnreesaneeas 23
1.6 PIRNAS: PROSTATA X TESTICULO ...utviieiiiiieeecciiiee e et ettt e e nree e e 27
1.7 ESTUDOS INTEGRATIVOS “MULTIOMICOS” APLICADOS AO CONCEITO DOHAD
.............................................................................................................................................. 28
2. JUSTIFICATIVA E RELEVANCIA DA TEMATICA.....oeoeeeeeeeeeeereeeees 29
3. OBUIETIVOS ...t e et e s st e e e s bbe e e e e enrees 30
3.1 OBIETIVO GERAL ...ttt e itie ettt e ettt ste e st e st e e sate e e sate e e snte e s sabe e s sateessbeeesabeeesnneeans 30
3.2 OBJIETIVOS ESPECIFICOS ... .uuiieiiittieeeeitreeeesitieeeessstteeeesstseeesssssaseesssnsesesssnsssseesns 30
4, MATERIAIS E METODO .......oiieeeieeeeeeeeeeeeeeeeeeteeee et eses s eeseen e 30
4.1 ANIMAIS DE EXPERIMENTAGAO ....cciiviiiitiie et e sitee e stee e siee e stee e stee e snte e snaee s nnneeans 30
4.2 ANALISE MORFOLOGICA ...cuvtieitieeectiee sttt e s etee e s stte e s stae e tee s snbae e snbee s snteeesnaeessnneeens 31
4.3 EXTRACAO DE RNA TOTAL E SEQUENCIAMENTO ....ccciiiveeiiieeiieeesiieeesineeessneeans 32
4.4 IDENTIFICACAO E ORGANIZACAO DOS CLUSTERES DE PIRNAS NO GENOMA DE
RATTUS NORVEGICUS ..veiiiiieeiiiiitttiee e e e e e s s sitttbeeeeeeesssasatbbaaeeeaeessssasastbeeesaeesssasatbbaseeeseessssasssrrens 32
4.5 ANALISE DE DADOS DE TESTICULO ...ccciiuiiiieiiiiieeeeiieee e e seinre e e e esiree e e s stnee e e s snaneee s 33
4.6 ANALISE DA EXPRESSAO DOS GENESDE PIWI ....coovviiiiiieceecee e 33
4.7 ANALISE ESTATISTICA coeeii ittt ettt ettt et e e e st e e e e anarae s 34
5. RESULTADOS ... .ottt e e e e e et e e e e enaes 34
5.1 PARAMETROS BIOMETRICOS DA PROLE .......cuutiiiiiiiiee s ciireeeesstiiee e e esiteee e sinnee e 34
5.2 CARACTERIZACAO DOS PIRNAS EM PROSTATA E COMPARACAO COM
L =S 1 [ U TSRO 36
5.3 COMPOSICAO DOS CLUSTERES DE PIRNA EM RATTUS NOVERGICUS ................ 39
5.4 EXPRESSAO DOS GENES DE PIWI EM AMOSTRAS DE PROSTATA......coceviiiieeeenns 41
B. DISCUSSAD .....oouiieeeeeeeeeeeeee ettt 42
7. CONCLUSAO ..ottt ves ettt 47
REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ooeeveeeeeeeeee e 48

MATERIAL SUPLEMENTAR. ...t 57



© 00 N o o b~ W N -

10
11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

1. INTRODUCAO

Com base na Organizacdo Mundial da Sadde (OMS) desde 2020 aproximadamente
149 milhdes de criangas menores de 5 anos apresentaram atraso no desenvolvimento e 45%
das mortes foram relacionadas a desnutricdo (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2021).
Nas Gltimas décadas, esforcos tém sido destinados ao entendimento de como a exposicdo a
condicdes adversas durante o inicio da vida aumentam a incidéncia de doencas cronicas na
vida adulta dos descendentes. A exposicdo materna a tais condi¢des, como consumo de drogas
(licitas e ilicitas), alimentacdo inadequada, fatores de risco ambientais, estresse, além de
doencas podem afetar de maneira irreversivel o desenvolvimento do embrido/feto,
comprometendo a qualidade de vida com o envelhecimento (MERICQ et al., 2016).

Um dos primeiros estudos a indicar a hipoOtese para esta associacdo foi publicado por
Forsdahl, que correlacionou a alta taxa de mortalidade por doenca arteriosclerética observada
na populacdo adulta a incidéncia de mortalidade infantil ocorrida na Noruega na década de
1920. Apesar da falta de dados para comprovar tal correlacdo, o autor destacou que esta
populacdo enfrentou um periodo de pobreza com grande deficiéncia nutricional durante os
primeiros anos de vida (FORSDAHL, 1977). Entretanto, foi o epidemiologista inglés David
Barker, a partir de estudos publicados na década de 1980, quem consolidou a hipdtese de que
doencas cronicas ndo transmissiveis poderiam ter origem no inicio da vida. Barker e seus
colaboradores demonstraram correla¢do positiva entre ma nutricdo infantil e o aumento da
incidéncia de mortalidade neonatal e por doengas cardiovasculares na vida adulta em regides
pobres da Inglaterra e do Pais de Gales (BARKER, D. J.P.; OSMOND, 1986). Em outros
estudos, Barker e seu grupo demonstraram que o baixo peso no nascimento estava associado
ao risco 2,7 vezes maior de Obito por doencas cardiovasculares com o envelhecimento
(BARKER, D J et al., 1989, 1990). Esses resultados suportaram a Hipdtese da “Origem Fetal
das Doengas Adultas” (Fetal Origin of Adult Diseases) ou FOAD, também conhecida como
Hipdtese de Barker (BARKER et al., 1990) que a época sugeriu que a exposicao intrauterina a
condicdes adversas e poderia alterar o desenvolvimento do embrido/feto, com consequente
aumento da incidéncia de doencgas na vida adulta.

Contudo, o termo "Programacdo Fetal” (PF) foi proposto para descrever o0s
mecanismos pelos quais a exposic¢do a eventos criticos no inicio da vida poderia influenciar o
desfecho de saude e doenca. A exposicdo a estimulos ou insultos durante periodos de alta
vulnerabilidade, como no inicio da vida, pode desencadear prejuizo do desenvolvimento

somatico, atraso e/ou alteracdo na diferenciacdo celular, levando a adaptacéo/perda de funcao
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em diferentes 6rgdos na vida adulta (LUCAS, 1991). Nesse contexto, Hales e Barker (1992)
também propuseram a Teoria do Fendtipo Poupador (Thrifty Phenotype) no qual o
desenvolvimento fetal responde a disponibilidade nutricional, desencadeando uma resposta
adaptativa que promove o crescimento de érgdos-chave para a sobrevivéncia, como o cérebro,
em detrimento de outros. Essa condi¢do pode estar relacionada ao desenvolvimento do
diabetes tipo 1l, onde a desnutricdo fetal esta relacionada ao atraso da morfogénese do
pancreas enddcrino, com faléncia acentuada das células-beta pancreéaticas ao longo da vida
(HALES; BARKER, 1992). Esses dados fomentaram a criacdo de uma sociedade
internacional, destinada aos estudos sobre esta tematica, denominada Developmental Origins
of Health and Disease (DOHaD Society), que conta com instituicdes de pesquisa e de apoio a
politicas publicas na Europa, América do Norte e regides do Pacifico, bem como em paises
em desenvolvimento (SCHULZ, 2010).

Para investigar como os fatores ambientais afetam o desenvolvimento humano,
Ravelli e colaboradores (1976) examinaram o impacto da restricdo alimentar nas criancas
nascidas de mdes que enfrentaram escassez alimentar durante o cerco alemdo a Holanda no
final da Segunda Guerra Mundial (1944-1945). Esse episédio é conhecido como "Inverno da
Fome Holandesa" (Dutch Hunger Winter), caracterizado por uma ingestéo alimentar limitada
a 400-800 calorias por dia, incluindo gestantes (RAVELLI; STEIN; SUSSER, 1976). Esses
estudos demonstraram que na vida adulta os individuos, cujas maes sofreram restri¢ao
alimentar, apresentaram padrdes diferentes de composicdo corporal dependendo da fase da
gestacdo em que haviam sido expostos a desnutricdo materna. O trimestre inicial era
responsavel por maior indice de obesidade quando comparadas ao Ultimo trimestre,
demonstrando que, além do impacto negativo da desnutricdo materna sobre a prole, seus
efeitos dependem do periodo gestacional em que o insulto ocorre (HALES; BARKER, 1992).
Os dados dessas populagdes permitiram compreender como a alimentagdo materna impacta na
salde humana, corroborando a hipotese de Barker. Varios outros estudos baseados em
evidéncias clinicas e experimentais tém suportado o conceito DOHaD (HOFFMAN;
REYNOLDS; HARDY, 2017).
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7. CONCLUSAO

Constatamos pela primeira vez a presenca de piRNAs e genes relacionados a esta via
na prostata na prostata de Ratos (Rattus norvegicus). Ainda, observamos um nimero maior de
clusteres de piRNAs expressos nos animais jovens em relacdo aos envelhecidos.
A composicdo desses clusteres também é alterada, tendo clusteres especificos sendo
expressos no grupo RPGL540, o que pode indicar o impacto da dieta associada ao
envelhecimento. Houve uma mudanca na expressdo de clusters de piRNA na PV como
consequéncia da RPM. Isso sugere a participacdo dessas sequéncias no comprometimento do
crescimento da prdstata, podendo estar contribuindo para a carcinogénese prostatica no
envelhecimento. Além disso, os ETs nos clusteres de piRNA expressos estdo mais ou
menos abundantes dependendo da idade e mediante ao cenario de restricdo proteica
materna durante o desenvolvimento e lactacdo. Portanto, vinculado ao conceito
DOHaD, este estudo ndo apenas identifica os piRNAs, mas também caracteriza seus
mecanismos na prostata no contexto de desnutricdo proteica materna e o impacto sobre a
prole no envelhecimento. Por fim, todos esses fatores abrem diversas perspectivas para
futuras abordagens terapéuticas, explorando o potencial dos piRNAs como biomarcadores da

origem desenvolvimentista do CaP.
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