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Objetivo: O estudo proposto tem como objetivo construir vetores lentivirais que
modulem a expressdo do RNA ndo codificante DD3“*3em células de cancer de prdstata

(CaP) visando testa-lo como potencial alvo terapéutico para esta neoplasia.

Metodologia: Foram construidos vetores lentivirais ndo indutiveis pLVTHM contendo
duas sequéncias sShRNA complementares ao trancrito DD3 P¢*% (cuja expressdo é
especifica em tecidos prostaticos). Células LNCaP (que expressam o DD3%A% em altos
niveis) foram transduzidas com os vetores lentivirais contendo os shRNA. Estudos
funcionais in vitro (viabilidade celular, freqtiéncia de células GFP+, nivel de expressao
de RNAm por PCR em tempo real) foram realizados para avaliar o possivel efeito da
diminuicdo da expressdo do DD3”°A® induzida pela interferéncia com os shRNAs. Os
efeitos especificos da acdo do shRNA do DD3P*3foram determinados ao comparar com
os efeitos promovidos em células ndo transduzidas, células transduzidas com vetores
contendo seqiéncias inespecificas de sShRNA (scrambles) ou com o vetor vazio (sem
sequéncia de shRNA clonada). Atualmente, estamos construindo vetores lentivirais
indutiveis controlados por doxiciclina denominados pInducer 11 e pinducer 13 contendo
uma sequéncia ShRNA complementares ao DD3 P°A® e uma seqiiéncia inespecifica de
shRNA (scramble).

Resultados: A transducdo de células LNCaP com os lentivirus ndo indutiveis gerados

mostrou-se eficiente, com elevado percentual de células GFP positivas na leitura por
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citometria de Fluxo (cerca de 80%). Foi observada uma diminuicdo de até 60% no
percentual de células GFP positivas transduzidas com uma das sequéncias de shRNA
especifica para DD3 P43, O nivel de expressdo do DD3 P43 diminuiu em até 70% quando
comparado com células controle ndo transduzidas com vetores virais. Do mesmo modo,
foi possivel observar a diminuicdo da viabilidade das células transduzidas com uma das

sequéncias de shRNA especifica para DD3 P43,

Conclusao: Os resultados supracitados sugerem que a expressao da sequéncia de ShRNA

especifica para DD3 P°A3induz as células LNCaP a morte.
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