' UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA

POS-GRADUAGAO EM GENETICA E BIOQUIMICA

EXPRESSAO DIFERENCIAL DO GENE PBRM1 E SUA QUALIFICAGCAO
CLIiNICA EM TUMORES DE PROSTATA

Aluna: Sara Teixeira Soares Mota

Orientadora: Profa. Dra. Thaise Gongalves de Araujo

Co-Orientadora: Dra. Lara Vecchi

UBERLANDIA - MG
2017

1



' UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA

POS-GRADUAGAO EM GENETICA E BIOQUIMICA

EXPRESSAO DIFERENCIAL DO GENE PBRM1 E SUA QUALIFICAGAO
CLIiNICA EM TUMORES DE PROSTATA

Aluna: Sara Teixeira Soares Mota

Orientadora: Profa. Dra. Thaise Gongalves de Araujo

Co-Orientadora: Dra. Lara Vecchi

Dissertagcao apresentada a
Universidade Federal de
Uberlandia como parte dos
requisitos para obtencdao do
Titulo de Mestre em Genética e
Bioquimica (Area Genética).

UBERLANDIA - MG
2017

111



Dados Internacionais de Catalogacao na Publicacdo (CIP)
Sistema de Bibliotecas da UFU, MG, Brasil.

MO17e
2017

Mota, Sara Teixeira Soares, 1993

Expressdo diferencial do gene PBRM1 e sua qualificagdo clinica em
tumores de prdstata [recurso eletrdnico] / Sara Teixeira Soares Mota. -
2017.

Orientadora: Thaise Gongalves de Aratjo.

Coorientadora: Lara Vecchi.

Dissertacdo (mestrado) - Universidade Federal de Uberlandia,
Programa de P6s-Graduacdo em Genética e Bioquimica.

Modo de acesso: Internet.

Disponivel em: http://dx.doi.org/10.14393/ufu.di.2018.800

Inclui bibliografia.

Inclui ilustragdes.

1. Genética. 2. Préstata - Cancer. 3. Biomarcadores tumorais. 4.
Cromatina. I. Aradjo, Thaise Gongalves de, (Orient.). II. Vecchi, Lara,
(Coorient.). III. Universidade Federal de Uberlandia. Programa de P6s-
Graduacdo em Genética e Bioquimica. I'V. Titulo.

CDU: 577.1

Angela Aparecida Vicentini Tzi Tziboy — CRB-6/947



' UNIVERSIDADE FEDERAL DE UBERLANDIA
INSTITUTO DE GENETICA E BIOQUIMICA

POS-GRADUAGAO EM GENETICA E BIOQUIMICA

EXPRESSAO DIFERENCIAL DO GENE PBRM1 E SUA QUALIFICACAO
CLINICA EM TUMORES DE PROSTATA

ALUNA: SARA TEIXEIRA SOARES MOTA

COMISSAO EXAMINADORA

Presidente: Profa. Dra. Thaise Gongalves de Araujo (Orientador)

Examinadores:
Profa. Dra. Elisdngela de Paula Silveira Lacerda

Universidade Federal de Goias

Profa Dra. Yara Cristina de Paiva Maia

Universidade Federal de Uberlandia

Profa. Dra. Renata Pereira Alves-Balvedi (suplente)
Universidade Federal do Tridngulo Mineiro

Profa Dra. Vivian Alonso Goulart (suplente)

Universidade Federal de Uberlandia

Data da Defesa: / /

As sugestbes da Comissado Examinadora e as Normas PGGB para o formato da
Dissertagao/Tese foram contempladas

Profa. Dra Thaise Gongalves de Araujo

v



“Construi amigos, enfrentei derrotas, Venci obstaculos, bati na porta da vida e disse-
lhe: N&o tenho medo de vivé-la!” (Augusto Cury).

“Ter fé é assinar uma folha em branco e deixar que Deus nela escreva o que quiser”
(Santo Agostinho).

Muitos Dizem Que ng Sorte,
Eu Sempre Soube Que Foi e E Deus...



AGRADECIMENTO

Obrigado a todas as pessoas que contribuiram para meu sucesso e para meu
crescimento como pessoa. Sou o resultado da confianga e da forga de cada um de
vocés (Augusto Branco).

Agradego cada pessoa que de maneira direta ou indireta colaboraram para que esse
sonho fosse realizado.

Primeiramente a Deus por ser essencial em minha vida, meu guia e socorro na hora
da angustia. Seu folego de vida em mim foi meu sustento e me deu coragem para
questionar realidades e propor sempre um novo mundo de possibilidades.

Aos meus grandes exemplos de dedicagéo, carinho e amor meus pais, Maria
Aparecida e Veneraldo. Vocés sdo minha inspiragéo e meu porto seguro. Obrigada
por tudo que fizeram para que eu chegasse até aqui e por me darem meus maiores

presentes, meus queridos irmaos Samuel, Clara e Ezequiel.

Agradego a vocés meus irm&os por serem tao presentes na minha vida, vocés a
fazem ter mais sentido.

Ao meu amor Iric por permitir estar vivendo esse lindo sonho ao seu lado.
Amo vocés!!!

A minha orientadora Profa. Dra. Thaise Gongalves de Araljo que vem me
acompanhado desde a graduagéo. Obrigada pela oportunidade e pela confianga, por
tantos ensinamentos e pela paciéncia demostrada nesta fase de concluséo! Obrigada
por acreditar em mim e por participar ativamente nesse processo de minha formagéo

académica e pessoal!

A minha co-orientadora Dra. Lara Vecchi, que principalmente nessa fase final se
mostrou tao eficaz e importante, que ndo mediu esforgos para me ajudar. Obrigada
por seu companheirismo, pela sua paciéncia, por seus ensinamentos e seu apoio.
Além dos inumeros momentos prazerosos ao longo dessa jornada.

Ao Prof. Dr. Luiz Ricardo Goulart que além de disponibilizar o laboratdrio, me auxiliou
com tantos ensinamentos e conselhos.

As minhas amigas Peppas pig e ao meu querido George, por tantos momentos
divertidos e risadas. Obrigada por sempre estarem prontos para me aconselhar e
ajudar. Vocés fizeram os meus dias mais radiantes!

vi



Obrigada a minhas grandes amigas: Barbara, Bel, Cris e Paty. “Amigo fiel é prote¢éo
poderosa, e quem o encontrar, tera encontrado um tesouro. Amigo fiel ndo tem prego,
e 0 seu valor é incalculavel. Amigo fiel € remédio que cura, e 0s que temem ao
Senhor o encontrardo” (Eclo 6,14-16).

Ao demais amigos do laboratério de Nanobiotecnologia pela aprendizagem diaria e
por tantos momentos agradaveis. Principalmente a Dra. Luciana Bastos pela
dedicacao ao laboratério.

A todas as pessoas que contribuiram do Hospital Ac Camargo, principalmente a Dra.
Sthephania e a Sueli, pela ajuda com as IHC.

Ao Dr. Bruno do Hospital de Clinicas da UFU que de Ultima hora atendeu meu pedido
para as analises de [HC.

Aos orgaos de fomento: CNPq, CAPES e FAPEMIG por financiar este trabalho.

E a todos aqueles, que o pouco espago me impede de enumera-las, que contribuiram
para minha formacao profissional e pessoal!

vil



SUMARIO

LISTA DE ABREVIATURAS E SIMBOLOS.........cccouvemicmreenseensesssesssessssesssesns 1
3 S 111 4
= 1S 1 - X O 5
1. INTRODUGAO........cceeerecteteceeseessesaessesaesaessesaesaessessessessesssssssssssssssssssssssesansns 7
1.1 Cancer de Prostata .........uveiii i 7
1.2 O complexo SWI/SNF no cancer de prostata..........ccccooeeeeeivieeiiicciineeee, 10
1.3 0 GENE PBRMHT ...ttt 13
2 © 1 = 18 | Y 1 16
2.1 ODJEtiVO Geral: ... ... 16
2.2 Objetivos ESPECITICOS: ......ouvuuiiiiii e 16
3. MATERIAL E METODOS ......cceoiireerireeessessesesseesessssessssssssssssssessssssssssssssnes 17
3.1 Triagem dOS PACIENTES .......uuuiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 17
3.2 CUIUIA CEIUIAT ... eeenenennnnee 19
3.3 Extracdo de RNAtotal.......cooeemei e 19
3.4 TranSCriCA0 REVEISA .......cceeeeieiiiie ettt 19
3.5 Quantificagao transcricional relativa por qQPCR ... 20
3.6 IMUNONISTOQUIMICA .....cceiii e 21
3.7 WeStern DIOTHNG ......uuueiiiiiiiiiiiiiiiie e 22
3.8 IMUNOFIUOIESCENCIA .......ueiiiiiiiiiiiiiiiti e 22
3.9 Analises EstatistiCas .........oooeuiiuuiiii e 23
4 RESULTADOS.......cooiiiiiieeeeeteeeeeesesssssssssssssssssss s s s s ss s s s s s s s nsssssnssssnssssnsnnnnnnnnnnnnnnnnns 24
4. DISCUSSAOD......ocoiceereirecteiresaessessessessessessessessessessessessessessessessessessessesssssessens 32
5. CONCLUSAOQ.......cceeceereteteeeseesaesaesaessessessesaessesaessessessessessssssssessessessessesnnns 38
| (0 1 39
REFERENCIAS.......cooitrtrertrerereresssssasssssssssssssssssssssssss s s s ssssssssssssssssssssssssssssnssanes 40

viil



A

AR
ARID1
ATP
ATPase
B2M
BAF
BAH
BET
BRD
BRG1
BRM
BSA

C

CaP
cDNA
DEMEM
DEPC
DP

DTT
E-caderina
EGF
FGFR2
FITC

G
H3K14Ac
HMG-box
HPB
IgG

KCI

kDA

LISTA DE ABREVIATURAS E SiMBOLOS

Adenosina

Receptor nuclear de hormdénio Androgénico
Dominio 1 de interagdo rica em AT
Trifosfato de Adenosina
Adenosinatrifosfatases

Beta-2-microglobulina

Complexo Fator Polibromo Associado a BRG-1 ou a BRM

Domino Bromo Adjacente

Dominios extra-terminais
Bromodominios

Gene 1 relacionado a Brahma

Gene Brahma

Albumina de soro bovino

Citosina

Cancer de Prostata

Acido Desoxirribonucleico complementar
Meio Dulbecco MEM

Dietil pirocarbonato

Desvio Padrao

Ditiotreitol

Caderina epitelial tipo 1

Fator de crescimento epidérmico
Receptor do Fator de Crescimento de Fibroblasto 2
Isotiocianato de fluoresceina

Guanina

Acetilagdo em residuos de Lisina 14 da Histona 3
Grupo de Alta Mobilidade

Hiperplasia Prostatica Benigna
Imunoglobulina G

Cloreto de potassio

Quilodaltons



KH2PO4
KLF6
IncRNA
MmRNA
NazHPO4
NaCl

p21

p53

pb

PBAF
PBRM1/BAF180
PBS
PCA3
PSA
PTEN
gPCR
RNA

rpm
RPMI

RT

SDS
SWI/SNF
T
TMPRSS2-ERG

TNM
VEGF

Fosfato monopotassico

Membro dos Fatores de Transcricdo da familia Kruppel
Acido Ribonucléico longo nédo codificante

Acido Ribonucléico mensageiro

Fosfato dissédico

Acido Cloridrico

Inibidor de cinase dependente de Ciclina 1A
Proteina Tumoral p53

Pares de base

Complexo Fator Polibromo Associado a BAF

Gene Polibromo-1

Tampao Fosfato-Salino

Antigeno prostatico 3

Antigeno Prostatico Especifico

Fosfatase e homologo de tenséo

Reacdo em Cadeia da Polimerase em Tempo Real
Acido Ribonucléico

Rotagdes por minuto

Meio produzido pelo Instituto Memorial do Roswell Park
Transcricao Reversa

Dodecil sulfato de sodio

Tipo de acoplamento/ Sacarose nao-fermentavel

Timina

gene produto da fusdo entre protease transmembranar, serina

2 (TMPRSS2) e o fator de transcricédo ETS (ERG)]
Tumor-Linfonodo-Metastase
Fator de Crescimento Endotelial Vascular



RESUMO

O Céncer de Prostata (CaP) é o sexto tipo de cancer mais comum e mais
dominante na populagdo masculina e a segunda maior causa de morte, apos o
cancer de pulmao. Diversos mecanismos encontram-se envolvidos no surgimento
e progressao do CaP, sobretudo aqueles que regulam a expressao de diferentes
genes. A proteina Polibromo-1 (PBMR1/BAF180) € a uma das subunidades que
dao especificidade ao complexo de remodelagem da cromatina SWI/SNFB
(PBAF) e mutacdes dentro dos dominios de PBRM1 sao descritas em diversos
tipos de canceres. Porém, seu papel no CaP ainda nao foi descrito. Por meio de
gPCR avaliamos os niveis transcricionais dos dominios do gene PBRM1 no tecido
e sangue periférico de pacientes com CaP e hiperplasia prostatica benigna (HBP)
e em quatro linhagens celulares, incluindo uma nao neoplasica (RWPE), uma
horménio responsiva (LNCaP) e duas hormdnio refratarias (PC3 e DU145). Em
seguida experimentos de imunohistoquimica foram realizados para avaliar o
comportamento da proteina PBRM1 em pacientes com CaP. Ensaios de Western
Blotting e imunoflorescéncia confirmaram o perfil da proteina nos compartimentos
celulares. Os dominios do gene PBRM1 se apresentaram diferencialmente
expressos no CaP e HPB e nas linhagens prostaticas. O BRD1 (Bromodominio 1)
foi capaz distinguir pacientes com cancer daqueles com a doenga benigna, além
de correlacionar com TNM. A proteina foi encontrada no nucleo, citoplasma e
membrana de pacientes com CaP. Sua expressao mais elevada no nucleo foi
significativamente maior quando o PSA foi 2 10ng/mL e em pacientes com maior
grau de Gleason. Nas linhagens celulares, PBRM1 também foi encontrada em
diferentes compartimentos e tamanhos, sendo que na RWPE a proteina
apresentou-se completa e no nucleo, em LNCaP também completa, mas no
citoplasma. Ja nas PC3 e DU145, foi localizada nos dois compartimentos de
forma truncada. PBRM1 pode estar envolvido no desenvolvimento e progressao
de tumores prostaticos, regulando diferentes eventos associados a biologia
tumoral. Dado seu papel na modificagdo da cromatina, a definicdo dos
mecanismos envolvidos em seu comportamento pode levar a novas estratégias
de tratamento do CaP. Sendo assim, nossos resultados fornecem uma base para

um estudo genético molecular biologicamente significativo e clinicamente
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relevante. Vale ressaltar que nao se trata apenas de um estudo visando a
identificacdo de biomarcadores, mas, sobretudo, evidencia eventos chaves na

compreensao molecular do CaP.

Palavras-chave: Cancer de prostata, PBRM1, expressdo diferencial, AR,

remodelagem da cromatina.



ABSTRACT

Prostate cancer (PCa) is the sixth most common and most dominant cancer in the
male population and the second largest cause of death after lung cancer. Defined
as heterogeneous tumor, several mechanisms are involved with its onset and
progression, especially those that alter the expression of different genes.
Polybromo-1 (PBRM1/BAF180) protein is one of the subunits that gives specificity
to the SWI / SNF chromatin remodeling complex and mutations within the PBRM1
domains are described in several types of cancers. However, its role in PCa has
not been described yet. Using qPCR we evaluated the transcriptional levels of
PBRM1 domains in the peripheral blood and tissue of patients with PCa and
benign prostatic hyperplasia (BPH) and also in four cell lines, including a non-
neoplastic (RWPE), a hormone responsive (LNCaP) and two hormones refractory
(PC3 and DU145). Subsequently immunohistochemistry experiments were
performed to evaluate the behavior of PBRM1 protein in patients with PCa.
Western blotting and immunofluorescence assays confirmed and validated the
protein expression profile in the cell compartments. PBRM1 domains were
differentially expressed in PCa and BPH and in prostatic lines. BRD1 was able to
distinguish cancer patients from those with benign disease, besides correlating
with TNM. The protein was found in the nucleus, cytoplasm and membrane of
patients with PCa. Higher expression in the nucleus was significantly when the
PSA was = 10ng / mL and in patients with a higher degree of Gleason as well. In
the cell lines, PBRM1 was also found in different compartments and sizes. In
RWPE the protein was full-length and in the nucleus, in LNCaP also full-lenght, but
in the cytoplasm. In PC3 and DU145, it was located in the two compartments in a
truncated form. PBRM1 may be involved in the development and progression of
prostatic tumors, regulating different events associated with tumor biology. Given
its role in modulating chromatin, defining mechanisms involved in its behavior may
lead to new strategies for the treatment of PCa. Therefore, our results provide a
basis for biologically significant and clinically relevant molecular genetic study. It is
worth highlighting this is not only a study that aims the identification of biomarkers,

but, mainly, it shows key events in the molecular understanding of PCa.



Keywords: Prostate Cancer, PBRM1, differential expression, AR, remodeling
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1. INTRODUGCAO

1.1 Cancer de Préstata

Mundialmente, o Céncer de Prostata (CaP) € o sexto tipo de cancer mais
comum e mais dominante na populagdo masculina. No Brasil, € o segundo
carcinoma mais frequente, apds o cancer de pele ndo-melanoma, e a segunda
maior causa de morte, apés o de pulmao. Nos ultimos anos, houve um grande
aumento na incidéncia da doenga e para o ano de 2016/2017 estima-se 61.200
novos casos. Diversos motivos estao relacionados a esse crescente numero de
Nnovos casos, entre esses a evolugdo nos métodos diagnosticos, a melhoria na
qualidade dos sistemas de informacgdes e o rastreamento da doenca por meio da
dosagem dos niveis do antigeno prostatico especifico (PSA) e do exame de toque
retal (BRASIL, 2017).

Embora esse aumento no diagnodstico tenha se mostrado relevante, na
pratica clinica existem grandes dificuldades a serem superadas, para que as
técnicas de investigagdo sejam menos invasivas e mais eficazes (IPEKCI et al.,
2015). Nesse sentido, identificar o CaP em seus estagios iniciais se mostra crucial
para a cura, uma vez que o tumor permanece confinado ao seu 6rgao de origem.
O diagnéstico tardio pode levar a consequéncias graves, incluindo dificuldades na
terapia e maior risco de recorréncia, reduzindo a sobrevida global e livre de
doenca nos pacientes (SHARMA et al., 2017).

As estratégias atuais para o tratamento do CaP se baseiam nas
caracteristicas anatbmicas e patoldgicas, como o estadiamento da doenca
(sistema TNM) e a classificacdo histolégica por Gleason (RODRIGUES et al.,
2017). O sistema TNM descreve o tamanho do tumor primario e se este invadiu
tecidos adjacentes (T), além de avaliar o comprometimento linfonodal (N) e a
presenca de metastase (M). O progndstico e a estratégia terapéutica estao
fortemente relacionados ao estagio no momento do diagndstico, especialmente, a
distincao entre CaP localizado (T1-T2) e doenga localmente avangada (T3-T4)
(BOESEN, 2017).

A analise patoldgica de uma peca tumoral da prostata geralmente identifica
tecido glandular benigno, regides com neoplasia intra-epitelial e outras

concernentes a adenocarcinoma bem diferenciado com distintos niveis de



agressividade. Nesse sentido, o sistema de Gleason visa estabelecer o grau de
diferenciagcao do tumor, em que sdo pontuadas as duas lesdes mais prevalentes
e, posteriormente, somadas em um valor geral. O mais elevado significa um
carcinoma menos diferenciado e, consequentemente, com potencial mais
agressivo (GROZESCU e POPA, 2017).

Entretanto, na rotina clinica, apenas a analise microscopica das lesdes nao
se mostra suficiente para predizer a evolugao da doenca e a resposta a terapias.
Portanto, um marcador especifico para o CaP com alta sensibilidade e
especificidade é de grande importancia e utilidade para complementar e facilitar
decisdes no diagndstico (JIANG et al., 2013). Principalmente, que seja capaz de
diferenciar individuos assintomaticos ou com doengas benignas, para assim
diminuir procedimentos cirurgicos desnecessarios e determinar uma melhor
conduta diante do tumor maligno. Portanto, a identificacdo e o estudo de
marcadores moleculares que possam diagnosticar e melhor caracterizar os
pacientes s&o cruciais para 0os avangos em pesquisa basica e aplicada (URQUIDI
et al., 2012; NARAYAN et al., 2017).

Biomarcadores, sejam para diagndéstico e/ou prognéstico, sao utilizados no
CaP com o intuito de aumentar a sobrevida global e livre da doenga. O objetivo
final seria ndo s6 moléculas precisas e adequadas para a identificacdo precoce,
mas também para a triagem de homens com maior risco de desenvolver a doenga
em sua forma mais agressiva (SHARMA et al., 2016). Um biomarcador tumoral
ideal possui relagao direta com o processo oncogénico, correlacionando-se com o
tamanho do tumor e permite a sua caracterizacao (GAUDREAU et al., 2016; LIU,
2017).

De acordo com Hanahan e Weinberg (HANAHAN e WEINBERG, 2011)
existem seis alteragcdes na fisiologia celular que induzem as transformacgdes
celulares malignas: evasao a apoptose, potencial replicativo ilimitado,
insensibilidade a inibicdo de fatores de crescimento, angiogénese continua,
mecanismos de invasdo e metastase celular e auto-suficiéncia a fatores de
crescimento. Diferentes eventos moleculares convergem, portanto, para definir o
prognostico e predi¢gao da doenga de modo que sua elucidagao se torna crucial na
compreensao dos mecanismos de controle da diferenciacao epitelial e
transformacdo oncogénica (LINDSEY e LANGHANS, 2014). Diante da



diversidade genética dos tumores de prostata, o entendimento da complexidade
em nivel transcricional é, portanto, desafiadora. De fato, a detec¢ao de alteragbes
moleculares certamente influenciam as decisées clinicas, ao permitir melhor
compreender o tumor e suas progressivas alteragées (WYATT et al., 2013).

Alguns genes sao descritos como biomarcadores de progndstico, ao
correlacionar seus niveis de expressao com canceres mais agressivos, na doenga
metastatica e na recorréncia do tumor, tais como PTEN (Fosfatase e homdlogo de
tensdo), E-caderina (caderina epitelial tipo 1), PCA3 (antigeno prostatico 3) e
TMPRSS2-ERG [gene produto da fusdo entre protease transmembranar, serina 2
(TMPRSS2) e o fator de transcricao ETS (ERG)] (LEYTEN et al., 2014; BERG,
2016; NAM et al., 2016; WISE et al., 2017). Estes marcadores sao capazes de
distinguir os tumores indolentes daqueles que provavelmente progredirdo para
estadios mais avancados (FILELLA e FOJ, 2016). Entretanto, o controle da
expressao génica é um elemento do transcriptoma, cuja complexidade é
significativamente ampliada por eventos de splicing alternativo, o qual se
apresenta cada vez mais importante em diferentes mecanismos moleculares. A
desregulacao desse processo pode estar envolvida em todas as vias neoplasicas,
como o crescimento, apoptose, invasao, metastase, angiogénese e no
metabolismo celular (WYATT et al., 2013; OLTEAN e BATES, 2014).

Por se tratar de um evento altamente regulado, erros no processamento do
mRNA podem resultar em mudangas na estrutura proteica, gerando moléculas
nao funcionais ou aberrantes, ou transcritos instaveis. Além disso, a introducao de
cédons de parada leva ao bloqueio da tradugdo de forma prematura, o que
ocasiona transtornos mediados por mutagdes nonsense. Todos esses eventos
estédo correlacionados com a biologia tumoral (DONALDSON e BEAZLEY-LONG,
2016; RUSSO et al., 2016).

Diversas proteinas implicadas nas alteragcées malignas da fisiologia celular
sdo produtos do splicing alternativo. Algumas evidéncias correlacionam este
mecanismo com a pratica clinica (LAPUK et al., 2014). No CaP sao descritos
genes que expressam isoformas relacionadas a condigdo maligna, como o
receptor nuclear do horménio androgénico (AR), o fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), o receptor do fator de crescimento de fibroblasto 2 (FGFR2), a

Ciclina D1 e um membro dos fatores de transcrigdo da familia Kruppel (KLF6).
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Assim, elucidar o papel dessas isoformas no CaP certamente auxiliara nao
somente na sua detecgdo, como também no manejo clinico dos pacientes
acometidos pela doenca (LAPUK et al., 2014).

O melhor entendimento da biologia do tumor da prostata, em especial de
eventos de splicing alternativo, pode revelar novos acontecimentos na
transformagao maligna e culminar na determinagdo de assinaturas genéticas. A
pesquisa por isoformas que possam desempenhar um papel critico na progressao
do tumor oferece, portanto, a oportunidade de desenvolver estratégias inovadoras
para a intervencao terapéutica, que possam ser direcionadas seletivamente para

as células neoplasicas.

1.2 O complexo SWI/SNF no céancer de préstata

As células malignas, inclusive as prostaticas, apresentam um grande numero
de alteragbes somaticas, o que garante vantagens seletivas no microambiente
tumoral e assim, contribuem para seu fendtipo alterado. Algumas dessas
modificagdes genéticas incluem mutagdes pontuais, delegdes, amplificagbes e
translocacdes. Outras mudancas sao epigenéticas, incluindo modificacbes
quimicas em histonas e no DNA e, consequentemente, na arquitetura da
cromatina (GUREL et al., 2008; HANAHAN e WEINBERG, 2011).

A estrutura da cromatina é regulada por duas classes gerais de complexos:
aqueles que modificam covalentemente as caudas das histonas e aqueles que
remodelam os nucleossomos por processos dependentes de ATP. Juntos, essas
classes cooperam na regulacdo dinamica da estrutura da cromatina e,
consequentemente, influenciam na expressado de inumeros genes. Complexos
dependentes de ATP sdo, por sua vez, divididos em familias baseadas na
composicao quimica de suas subunidades incluindo os complexos: SWI/SNF,
ISWI, INO80, SWR1 e NURD/Mi2/CHD. Diversas evidéncias sugerem que 0O
complexo SWI/SNF desempenha um amplo papel na supressao de tumores, uma
vez que mutagdes capazes de inativar suas subunidades tém sido identificadas
em diferentes canceres. Entretanto, os mecanismos pelos quais essas mutagdes
direcionam a tumorigénese ainda permanecem obscuros (LU e ALLIS, 2017).

Nos seres humanos, a familia SWI/SNF de remodelagem da cromatina é
formado por SWI/SNF A ou BAF (Fator Polibromo Associado a BRG-1 ou a BRM)
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e SWI/SNF B ou PBAF (Fator Polibromo Associado a BAF). Cada um destes
complexos € constituido por duas subunidades cataliticas ATPase mutuamente
exclusivas: a BRM (SMARCAZ2) ou a subunidade BRG (SMARCA4); um conjunto
de subunidades altamente conservadas centrais: SNF5, BAF155 e BAF170; e,
finalmente, subunidades variadas que conferem especificidade para cada um
destes complexos. A subunidade ARID1A (BAF250A e SMARCF1) ou ARID1B
compde o BAF. A subclasse PBAF possui BAF180 (também conhecido como
PBRM1), BAF200 e BRD7 (Figura 1A) (MOHRMANN e VERRIJZER, 2005;
WILSON e ROBERTS, 2011; OIKE et al., 2013; WU e ROBERTS, 2013).

Funcionalmente, o SWI/SNF pode regular a expressdo génica por dois
mecanismos propostos, mas ainda nao validados. Apds reconhecer a cromatina,
o complexo interrompe a ligagdo do DNA a histona ao mobilizar o nucleossomo e
reposicionar o material genético; ou ejetando o nucleossomo, inserindo/ retirando
histonas da cromatina (Figura 1B). Assim, o DNA permanece livre para interagir
com fatores de transcricdo, co-ativadores e co-repressores (WILSON e
ROBERTS, 2011; HELMING et al., 2014).

a BAF PBAF
g Brocun)_(BAF200)
{Egm AARIDI ool
BAFS3 BAFS3 (BRGY B;\m&o
(AorB \(erRMha A or B) (AorB)Z \

BRO7)
(smss? sAmo\

= ~ v BAFA
BAF60 “ESNFER 7 BAF60 SNFSH
A Bor ) A B.Cor D) (ABor (|\ LB Co 0)

BAFS57 l AFST )

T
Ligacdo do complexo SWI/SNF e
rup1ura DNA e histena

N
Propagacio da alca

Deslizamento / \Ejecaodonucleossomo /'
adjacente o

3 l\'> J\ : ,'? \.’J?\ ,7
k_)\.s\_,N\_)\ =) \)
( .L} )

=

Figura 1 - Estrutura molecular do complexo SWI/ SNF. a) Composi¢ao dos complexos SWI / SNF
— A (BAF) e SWI / SNF — B (PBAF). b) Mecanismos de remodelagem da cromatina. Os estagios
do processo incluem adesdo do SWI / SNF ao DNA, a liberacao do complexo DNA-histona, a
criacédo de um lagco de DNA que se propaga em todo o nucleossomo e reposicionamento do DNA
em relagao ao nucleossomo. Fonte: WILSON e ROBERTS, 2011 (adaptado).
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O funcionamento e expressao de muitas das subunidades de SWI/SNF sao
descritas no CaP, regulando diretamente o0s receptores androgénicos,
correlacionando com o prognostico da doenga ou auxiliando em sua deteccao
(LINK et al., 2008; SHEN et al., 2008; LIU et al., 2010; HANSEN et al., 2011;
PRENSNER et al., 2013). As subunidades cataliticas BRM e BRG1 do complexo
SWI/SNF, por exemplo, foram avaliadas quanto ao seu papel diagnostico. A
expressdo de BRG1 foi significativamente maior nos tecidos tumorais do que em
benignos e BRM menos expressa nas amostras malignas. Ambas se
correlacionaram com o desenvolvimento e a progressdo da doenca (LIU et al.,
2010). Além disso, Shen e colaboradores também descreveram a perda de
expressédo da proteina BRM associada a vantagens proliferativas induzidas por
androgenos no CaP (SHEN et al., 2008).

De fato, o complexo de remodelagem da cromatina SWI/SNF tem sido
sugerido como fundamental para a atividade dos fatores de transcricdo dos
receptores de andrégeno. Em estudo anterior, a subunidade BAF57 facilitou a
interagcéo direta com o receptor, de modo que a interrupgéo da ligagcdo AR-BAF57
se mostrou capaz de cessar a expressdao de genes dependentes de AR, bem
como diminuir a proliferagao de células tumorais AR-positivas (LINK et al., 2008).

O complexo SWI/SNF também encontra-se envolvido com o funcionamento
de RNAs nao codificantes. O INncRNA SChLAP1 ¢é altamente expresso em tumores
da prostata mais agressivos, estd correlacionado com um menor tempo de
recorréncia € com maior risco de progressao e mortalidade dos pacientes e,
interessantemente, envolvido na regulacdo da subunidade SNF5. SChLAP1 se
associa a SNF5 e impede a ligagdo do complexo no DNA, prejudicando a
capacidade de SWI/SNF em regular adequadamente a expressao de genes
(PRENSNER et al.,, 2013). Ja a proteina Smarcc1 ou BAF155 também
apresentaram uma maior expressao no CaP, e tém sido implicadas na
diferenciacdo, progressdo, metastase e recorréncia bioquimica do tumor
(HEEBOLL et al., 2008; HANSEN et al., 2011).

Tomados em conjunto, estes estudos mostram a importancia do complexo
SWI/SNF no CaP, sobretudo na regulagao androgénica (SHEN et al., 2008). Além

disso, cada subunidade desempenha um papel distinto e importante no processo
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de regulacdo e compreender suas fungdes certamente permitira melhor elucidar

0s mecanismos relacionados a doenca.

1.3 O gene PBRM1

A proteina humana Polybromo-1 (PBMR1 / BAF180), que confere
especificidade para PBAF, é responsavel por eventos criticos na transformagao
oncogénica como o controle do ciclo celular e a transcricdo de genes que
respondem ao estrogeno. O gene PBRM1 esta localizado na regido 3p21, onde
0Ss genes supressores de tumores da mama, pulmao e rim ja foram mapeados
(HORIKAWA e BARRETT, 2002; MORRIS e LATIF, 2017).

Esta proteina contém 1689 aminoacidos e seis bromo-dominios em tandem
(BRDS), dois dominios de homologia bromo-adjacentes (BAH) e um grupo de alta
mobilidade (HMG). Os bromo-dominios sao compostos por cerca de 100
aminoacidos e se ligam a residuos de lisina modificados por acetilagdo nas
histonas; os dominios BAH estdo implicados em interagcbes entre as proteinas
componentes do complexo e o dominio de HMG se liga ao DNA nucleossomal.
Assim, PBAF coordena multiplos papeéis centrais na remodelagem da cromatina,
recrutando proteinas efetoras especificas e alterando as interagcbes DNA-histona
para controlar as fungdes génicas (THOMPSON, 2009).

Os seis BRDs atuam em conjunto e contribuem para a afinidade de PBRM1
pela cromatina e consequentemente a PBAF. A perda da expressdao de PBRM1
faz com que PBAF se assemelhe a BAF, mostrando mais uma vez a sua
importancia para a especificidade do complexo. Porter e Dykhuizen (2017)
sugeriram um modelo para a unido de PBAF com a cromatina, o qual envolve
diretamente seus BRDs. Primeiramente o BRD2 se ligaria a H3K14Ac ancorando
o0 complexo a cromatina. A partir dai os demais BRDs reconheceriam qualquer
local de acetilagdo nas proximidades e estabilizariam a interacédo de PBAF com a
cromatina (Figura 2) (PORTER e DYKHUIZEN, 2017).
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Figura 2 — Modelo proposto referente a ligagcao
dos bromodominios do gene PBRM1 com os
residuos de aminoacidos acetilados das histonas.
Fonte: Porter e Dykhuizen, 2017

O gene PBRM1 tem sido descrito frequentemente mutado no cancer,
indicando o seu papel como um possivel supressor de tumor (BROWNLEE et al.,
2012). Mutagbes em PBRM1 sao frequentes em carcinomas de células renais,
chegando a ser identificadas em 40% dos casos e em, aproximadamente, 4% dos
tumores de mama. Resultados demonstraram o papel fundamental desse gene na
regulagéo do ciclo celular ao atuar na expressédo da proteina p21 e, portanto, na
transicédo da fase G1 para S do ciclo celular (XIA et al., 2008; IBRAGIMOVA et al.,
2013; LEE et al., 2016).

A perda de expressao da proteina de BAF180 foi recentemente associada
com a progressao do carcinoma renal de células claras, ao regular vias
associadas com a instabilidade cromossdmica e a proliferagdo celular. Existem
também evidéncias de que BAF180 esteja implicada na regulacédo da senescéncia
replicativa mediada por p53 (BURROWS et al., 2010; PAWLOWSKI et al., 2013).
Costa e seus colaboradores (2014) demonstraram que a perda da expressao de
BAF foi associada a fatores progndsticos no cancer renal, como estagio clinico e
tamanho do tumor, influenciando significativamente na recorréncia e sobrevida
dos pacientes. Porém seu papel no CaP ainda nao foi descrito.

Neste estudo, avaliamos os niveis transcricionais dos dominios do gene
PBRM1 no tecido e sangue periférico de pacientes com CaP e hiperplasia
prostatica benigna (HBP) e em quatro linhagens celulares, incluindo uma nao
neoplasica (RWPE), uma horménio responsiva (LNCaP) e duas horménio
refratarias (PC3 e DU145). Nossa estratégia de quantificagdo da expresséo

diferencial dos dominios do PBRM1 incluiu ensaios de qPCR, a fim de verificar
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suas possiveis associagdes com a ocorréncia do tumor e estimar sua correlagao
com o desenvolvimento maligno. Em seguida experimentos de imunohistoquimica
foram realizados para avaliar o comportamento da proteina PBRM1 em pacientes
com CaP. Ensaios de Western Bloting e imunoflorescéncia confirmaram e
validaram o perfil da proteina nos compartimentos celulares.

Os dominios do gene PBRM1 se apresentaram diferencialmente expressos
no CaP e HPB e nas linhagens prostaticas. O BRD1 foi capaz distinguir pacientes
com cancer daqueles com a doenga benigna, além de correlacionar com TNM. A
proteina foi encontrada no nucleo, citoplasma e membrana de pacientes com
CaP. Sua expressao mais elevada no nucleo foi significativamente maior quando
o PSA foi = 10ng/mL e em pacientes com maior grau de Gleason. Nas linhagens
celulares, PBRM1 também foi encontrada em diferentes compartimentos e
tamanhos, sendo que na RWPE a proteina apresentou-se completa e no nucleo,
em LNCaP também completa, mas no citoplasma. Ja nas PC3 e DU145, foi
localizada nos dois compartimentos de forma truncada.

Em particular, nossos resultados demonstraram que eventos de splicing
alternativo possivelmente influenciam a tumorigénese. Além disso, nosso objeto
de estudo, o PBRM1, pode estar envolvido na progressao de tumores prostaticos,
regulando diferentes eventos. De modo geral, as alteragdes nos complexos de
remodelagem da cromatina, que possuem um papel central na transcricdo e no
acesso ao DNA, se mostram importantes para compreender a biologia do tumor.
Vale ressaltar que ndo se trata apenas de um estudo visando a identificacao de
biomarcadores, mas, sobretudo, evidencia eventos chaves na compreensao

molecular do CaP.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral:
Avaliar o perfil de expressdo do gene PBRM1 em tumores de préstata e sua

relagdo com a agressividade do tumoral.

2.2 Objetivos Especificos:

e Avaliar quantitativamente a expressdao dos dominios do gene PBRM1 no
sangue periférico e tecidos de pacientes com e sem tumor e também nas
linhagens de prostata.

e Avaliar a expressao da proteina PBRM1 em tecidos prostaticos malignos.

e Estabelecer a correlagdo entre os resultados de expressao génica/proteica e
os dados histopatologicos dos pacientes.

e Compreender o papel de PBRM1 na biologia tumoral avaliando sua expressao
em diferentes linhagens celulares da proéstata.

e Demonstrar uma correlacdo com a localizagdo e o tamanho da proteina com a

progressao e agressividade nas linhagens prostaticas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Triagem dos pacientes

Este estudo foi desenvolvido no Laboratério de Nanobiotecnologia da
Universidade Federal de Uberlandia (UFU), em parceria com o Servigo de
Urologia do Hospital de Clinicas. Amostras de sangue periférico de 51 individuos,
sendo 27 diagnosticados com CaP e 24 com HPB, e de tecidos de 40 pacientes,
sendo 27 CaP e 13 HPB, foram coletadas. Os niveis de PSA foram obtidos
através do Sistema IMMULITE 1000 para detecgao quantitativa (Healthcare
Diagnostics Inc.), considerando valores normais entre 0 e 4,0 ng/mL e avaliados
também acima ou abaixo de 10 ng/mL (MCGUIRE et al., 2012). Foram incluidos
no estudo homens que nao tinham sido submetidos a quimioterapia pré-
operatdria, radiagao ou terapia hormonal.

A classificagao dos pacientes foi feita de acordo com parametros clinicos e
laboratoriais como mostra a Tabela 1. Pacientes com CaP foram submetidos a
prostatectomia radical e com HBP a prostatectomia transvesical. Todos os
procedimentos foram realizados sem dor adicional para os pacientes, € 0s riscos
e beneficios potenciais foram devidamente esclarecidos. Este estudo foi
submetido ao Comité de Etica em Pesquisa na Universidade Federal de

Uberlandia, e aprovado sob o numero 005/2001.
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Tabela 1: Caracteristicas clinicas e hormonais dos pacientes analisados considerando as amostras de tecido

e sangue periférico.

Tecido
CaP HPB
Caracteristicas No. % No. % p
Idade (anos)
Média + DP 65,6 + 6,1 70,9 + 8,2 <0,0399Y
Mediana (Variagdo) 62 (51-77) 71 (59-87)
<65 11 41 4 31 0,5418%
265 16 59 9 69
PSA (ng/mL)
Média + DP 9,57 + 6,77 8,75 + 6,27 0,2721Y
Mediana (Variagdo) 7,88 (2,161-33,1) 8,4 (2,5-24.28)
<10 17 63 8 62 0,4653%
210 10 37 5 38
Gleason score
<7 13 48
7 14 52
TNM
pT1 1 4
pT2 19 70
pT3 7 26
Sangue periférico
Pacientes CaP Pacientes HPB
Caracteristicas No. % No. % p
Idade (anos)
Média + DP 63,8 + 6,2 68 +7,77 <0,0135Y
Mediana (Variagdo) 64 (50-78) 70,5 (50-82)
<65 16 59 8 33 0,0641%
265 11 41 16 67
PSA (ng/mL)
Média + DP 10,1 +6,9 8,15+ 4,08 0,2856Y
Mediana (Variagdo) 7,88 (2.5-33.1) 6,905 (2.5-18.16)
<10 15 56 16 67 0,4172%
210 12 44 8 33
Gleason score
<7 13 48
>7 14 52
TNM
pT1 - -
pT2 22 81
pT3 5 19

Y teste de Mann-Whitney; 1 teste de Qui-quadrado; p<0,05 foi considerado significante.
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3.2 Cultura celular

Para as andlises em linhagens celulares foram utilizadas as células
tumorais PC3 e DU145, ambas horménio-independentes e as células LNCaP,
caracterizadas como horménio-dependentes. Como controle n&o-tumorigénico foi
utilizada a linhagem RWPE. As linhagens PC3 e LNCaP foram cultivadas em
meio RPMI 1640 e a DU145 em meio DEMEM, ambos enriquecidos com soro
fetal bovino a 10% e 100 mg/mL de gentamicina. A linhagem RWPE foi cultivada
em meio de queratinécitos enriquecido com Fator de crescimento epidérmico
(EGF), extrato de pituitaria, soro fetal bovino a 10% e 100 mg/mL de gentamicina.

Todas foram incubadas a 37°C com 5% de CO:2 até atingirem 80% de confluéncia.

3.3 Extracao de RNA total

O mRNA foi extraido em duplicatas e todas as solu¢des foram preparadas
com agua de DEPC. Para as amostras de sangue, apds a separagao do soro, as
células foram precipitadas utilizando uma solugao salina contendo nove partes de
cloreto de aménio 0,144 M a uma parte de bicarbonato de amédnio 0,01 M. A
mistura foi centrifugada a 3000 rpm durante 15 min. Em seguida utilizou-se
isotiocianato de guanidina e fenol-cloroférmio de acordo com os procedimentos
descritos anteriormente (NEVES et al., 2013). O RNA foi precipitado durante a
noite com isopropanol a -20°C, lavado com etanol a 75% e ressuspensso em 25
pL de agua DEPC.

Os mRNAs dos tecidos dos pacientes e das linhagens celulares RWPE,
LNCaP, DU145 e PC3 foram extraidos seguindo o protocolo do reagente
TrizolReagent® (Invitrogen). A qualidade do RNA total foi analisada por
eletroforese em gel de agarose 1,5%, corados com GelRed (Uniscience) assim
como pela razdo das leituras espectrofotométricas a 260 e 280 nm. As
quantificacdes foram realizadas em espectro de microvolumes no comprimento de
260nm. Em seguida, o &cido ribonucléico foi armazenado a -80°C para

subsequentes analises.

3.4 Transcrigao Reversa
A transcricao reversa foi realizada para cada amostra, utilizando 1ug de
RNA total, 10U de inibidor de RNase (/nvitrogen), 40U de MMLV-RT
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(AmershamBiosciences), 1X de Tampao da MMLV-RT (AmershamBiosciences),
200pM de dNTPs (dGTP, dATP, dTTP e dCTP) e 126 pmoles de
oligonucleotideos hexameros. O volume final de cada reagéo foi completado para
20pul com agua tratada com DEPC. A solucéo foi incubada em termociclador PTC-
100 (MJ Research) a 37°C por 1 hora e aquecida a 95°C por 5 minutos para
desnaturacdo do hibrido RNA-cDNA.

3.5 Quantificagao transcricional relativa por gPCR

As quantificagdes relativas do gene PBRM1 em relagdo ao gene de referéncia
B2M (Beta-2-microglobulina) (ARAUJO et al., 2014) foram realizadas por PCR em
tempo real utilizando o software ABI PRISM 7300 Sequence Detection System
(Applied Biosystems - Carlsbad, CA, USA). A reacgado foi preparada para um
volume final de 10uL, contendo 5uL de Power SYBR_Green PCR Master Mix
(Applied Biosystems - Carlsbad, CA, USA), 2uL de cDNA (1:4) e 0,5uM de
oligonucleotideos especificos para cada regido do gene PBRM1 (Tabela 2).
Foram construidas curvas de dissociacdo e padrao para todos os iniciadores. A
eficiéncia da PCR (E) foi calculada de acordo com a equacao: E = (10-1/slope — 1)
x 100 para validar a quantificagao relativa baseada no método de CT comparativo

entre pacientes com CaP e pacientes com HPB.
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Tabela 2: Sequéncias dos oligonocleotideos iniciadores utilizados para as amplificagées dos diferentes
dominios do gene PBRM1.

Alvo Sequéncia 5’-3’ Amplicon (pb)
(direto/reverso)

BRD1 GGGCACCAAAGCGAAGAAAT 271
TCATCATCATCTTCGTCATCTGCT

BRD2 CAGAAACTGCCTTCTAAAGTGCAA 94
CATTGCCCAGAGGATACAGAATG

BRD3 CCATATCACTACAACAGATCCGAAC 199
ATATCGTCTCTCCTGGCAAGC

BRD4 ATGAGGAGGGCTCCCAGGTT 128
CTACTCAGCTTGAGTTTGGGAGAA

BRD6 AGAGATTCTTCTTTCACCGGCA 154
GAGAAGCTGAAAAGAGTGAAGATTC
C

BRD5 TTCTCCCAAACTCAAGCTGAGTAG 506
GGGAAGATGCTACAGCGATTCTT

BAH2 GTCCTCGTGTGGGCAGAATT 192
ACAACACAGCACACTTTCCGAG

BAH1 GTGTGTGGTCATGTTTGTCAAGGA 147
ACTGAGCTGATGGGCATGGT

HMG-box  GATGAGGGCTGTGATTAAGGC 291
ATGCCTGCAACAGGTGTCAAC

BRD: bromodominios; BAH: dominios bromo-adjacentes; HMG-box: dominio de alta mobilidade.

3.6 Imunohistoquimica

Amostras de tecido prostatico de 66 pacientes detectados com CaP foram
avaliadas quanto a positividade para a proteina PBRM1. A idade média dos
pacientes foi 60,97 anos (+8,23 variando de 44 a 78 anos) anos, 0s niveis séricos
médios de PSA antes da cirurgia foram de 6,3 ng/mL (+5,33 variando entre 0 a 24
ng/mL) e pés-cirurgia de 0,16 ng/mL (+0,71 variando de 0 a 4,64). A classificagao
histolégica de acordo com a pontuagdo de Gleason foi agrupada em Gleason
menor que 7 (45,5%) e Gleason maior ou igual a 7 (55,5%).

As placas de TMA contendo amostras de tecido de 1 mm de diametro e 4 mm
de espessura foram incubadas durante a noite com anti-PBRM1 (Sigma) diluidas
em PBS-BSA 1% (p/v) na concentracdo de 1:25. As laminas foram reveladas,
subsequentemente, com polimero NovolLink (LeicaBiosystems) de acordo com as
recomendagdes do fabricante. Em seguida a reagao foi desenvolvida com DAB

(Sigma). As laminas foram contra-coradas com Hematoxilina de Harris (Ventana)
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e montadas em pelicula Entellan neu (Merck). A coloragao foi quantificada em
scanner digital Aperio ScanScope XT (Leyca Biosystems) utilizando os algoritmos
PixelCount V9.0 e IHC. A quantificacdo nuclear, citoplasmatica e de membrana de
PBRM1 nos tecidos da prostata foram classificadas pela intensidade e a extensao

da coloracéo.

3.7 Western blotting

Os extratos proteicos citoplasmaticos e nucleares foram obtidos a partir de
5x10% de células RWPE, LNCaP, DU145 e PC3, utilizando-se o kit NE-PER
Nuclear and Cytoplasmic Extraction Reagent kit (Thermoscientific) conforme as
instrucdes do fabricante. A concentracdo protéica foi determinada pelo método
BCA (BCA™ Protein Assay; Thermo Scientific™ Pierce™).

As proteinas foram resolvidas em gel de poliacrilamida 10% com tampao
de corrida (Tris base 125 mM, Glicina 125 mM e SDS 0,1% (p/v) em &gua
destilada), seguida pela transferéncia para membrana de nitrocelulose (Hybond,
GE Healthcare) em sistema wet (GE HealthCare). Apds esse procedimento, a
membrana foi bloqueada por 1 hora com leite desnatado a 5% (p/v) em PBS 1X
(Tampéao Fosfato-Salino, Na2HPO4 1,2 mM, KH2PO4 1,2 mM, 137 mM NaCl e 2,7
mM KCI em pH 7,4) e posteriormente incubada com o anticorpo anti-PBRM1
(1:1000, Sigma). Em seguida, foi utilizado o anticorpo secundario anti-lgG de
camundongo (Thermoscientific) marcado com peroxidase. Por fim, as proteinas
foram detectadas por quimiluminescéncia (ECL detection reagents® - GE

HealthCare) em filmes de autoradiografia (GE HealthCare).

3.8 Imunofluorescéncia

As células RWPE, LNCaP, DU145 e PC3 foram fixadas com 3% de
paraformaldeido e em seguida foram permeabilizadas em solugdo de PBS-BSA
1% adicionado 0,1% de Triton, e incubadas com anticorpo anti-PBRM1 (1:50,
Sigma). A marcagao para PBRM1 foi obtida apds utilizagdo do anticorpo anti-IgG
de camundongo conjugado com FITC (Abcam). Os nucleos foram contrastados
com TO-PRO-3® lodide (1:1000, Invitrogen). A localizacdo de PBRM1 foi avaliada
por microscopia confocal com sobreposi¢édo das imagens obtidas no microscépio
Zeiss LSM510.
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3.9 Analises Estatisticas

Para as analises estatisticas dos transcritos de PBRM1 nos pacientes foram
utilizados o teste Mann-Whitney. A partir do cut off estabelecido para cada uma
das amostras foram obtidas as curvas ROC e os valores de Odds ratio
comparando-se CaP com HPB. Testes de correlagdo canénica foram conduzidos
para estabelecer as correlagbes entre os niveis de mRNA e os parametros
clinicos como idade do paciente no diagnostico, estadiamento pelo sistema TNM,
escore de Gleason e niveis de PSA sérico.

Para os resultados obtidos nas linhagens celulares, foi utilizado o teste t-
student. Considerando os dados de imunohistoquimica, o teste qui-quadrado foi
empregado para a avaliagdo de significancia. Foram considerados
estatisticamente significantes valores de P <0,05. Foram utilizados os programas

R, Bioestat e o GraphPad Prism, versao 7.0.
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4 RESULTADOS

A hipotese central que motivou esse estudo foi que o gene PBRM1
encontra-se diferencialmente regulado no CaP, sobretudo correlacionado a
agressividade tumoral. Para isso analisamos os niveis de mRNA e de proteinas
tanto em pacientes quanto em linhagens tumorais. Considerando o papel de seus
dominios, testamos primeiramente nossa hipotese avaliando os niveis
transcricionais de cada um em pacientes com CaP e HPB.

Verificamos que o BRD1 apresentou-se 6,9 e 36,9 vezes significativamente
mais expresso no CaP no tecido e no sangue, respectivamente (Figura 3A-B). De
acordo com os limites de medianas e quartis que diferenciaram o grupo de
pacientes com CaP daqueles com HPB, foi estabelecido um cut off para cada
dominio. Esse valor foi utilizado no calculo de Odds Ratio e no teste diagnéstico
baseado em curva ROC, sendo 0,0013 para tecido e 0,1207 para sangue
periférico, o que evidenciou as AUCs de 70% e 68%, respectivamente (Figura 3C-
D). Nesse sentido, quando os niveis transcricionais do BRD1 se mostraram
superiores, 0s pacientes apresentaram uma chance aumentada de 5,667 e 3,33
vezes de desenvolver a doenca nas amostras analisadas (Figura 3E). O BRD3
também se apresentou 9,8 vezes mais expresso no CaP em amostras de tecido
(p=0,0406).
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Figura 3 —Niveis de expressdao do mRNA dos dominios do gene PBRM1. Quantificacéo relativa do
mRNA dos dominios de PBRM1 no cancer de préstata (CaP) e amostras benignas (HPB) no tecido (A) e
no sangue (B). Curva ROC obtida para os niveis de transcricdo do BRD1 para amostras de tecido (C) e
sangue (D). Os valores foram calculados para cancer de préstata versus hiperplasia prostatica benigna.
Em (E) a tabela dos valores obtidos para o calculo de Odds Ratio para BRD1, com cut off de 0,0013 para
o tecido e de 0,1207 para o sangue. * P <0,05. BRD: bromodominios; BAH: dominios bromo-adjacentes;
HMG-box: dominio de alta mobilidade; AUC: area sob a curva.

Para explorar as interagcdes entre os diferentes dominios e os dados
clinicos dos pacientes (idade, PSA, Gleason e TNM) foram conduzidas analises
de correlagdo canbnica. Em amostras de tecido, BRD3 e BAH1 se agruparam,

assim como TNM, Gleason e HMG-box, o que evidencia seu funcionamento
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coordenado. Interessantemente, o BRD1 correlacionou com o estadio T3 e,
portanto, com tumores localmente avangados (Figura 4A).

Para as analises em sangue periférico, os dados diferiram, com BRD3
agrupando-se com BAH2 (Figura 4B). Além disso, BRD6 correlacionou com idade
superior a 65 anos e Gleason maior ou igual a 7 e BAH1 com Gleason e TNM e
BAH com TNM e Gleason elevados no sangue (Figura 4C). Portanto, nota-se, em
geral, que em CaP ha uma maior quantidade de transcritos para PBRM1 e uma
expressao diferencial de seus dominios que, por sua vez, correlacionou com a

agressividade do tumor.
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BAH2 -0.062 -0.190 0.150 0.083 0.025 -0.256 -0.138 -0.107
HMG-box -0.099 0.020 0.280 -0.098 -0.136 0171 -0.171 -0.081

*p<0.05;*p <0.01
Figura 4 — Correlagao candnica entre os dominios de PBRM1 e os dados histopatolégicos dos
pacientes. Gréafico de correlagdo candnica para os niveis de mRNA dos dominios do gene PBRM1 e os
dados clinicos em amostras de tecido (A) e sangue (B). Matriz de correlagao obtida pela correlagdo candnica

(C). Nos graficos estao listados os mesmos parametros demonstrados na tabela. * p< 0,05 e ** p< 0,01. BRD:
bromodominios; BAH: dominios bromo-adjacentes; HMG-box: dominio de alta mobilidade.

Para avaliar o papel desses dominios na biologia do CaP, foram
conduzidos experimentos em quatro linhagens prostaticas incluindo uma nao

neoplasica, uma hormoénio responsiva e duas horménio refratarias. Todos os
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bromodominios mostraram-se mais expressos nas células LNCaP comparadas as
RWPE (Figura 5A-E), corroborando com os dados verificados nos pacientes, em
que ha maiores niveis de mRNA naqueles diagnosticados com a doenga. Além
disso, na linhagem tumorigénica hormdnio-responsiva, 0s niveis relativos de
MRNA foram superiores as linhagens PC3 para todos os BRDs. Para as DU145,
essa diferenga nao foi verificada para BRD2 e BRDG6. Estes dois dominios
também se apresentaram 7,8 e 3,4 vezes mais expressos em PC3 comparados
as RWPE, respectivamente. Apenas o BRD1 diferenciou as células horménio-
refratarias, apresentando-se 1,7 vezes mais expresso em PC3. O dominio BRD5
apresentou niveis relativos de mRNA muito baixos (dados ndo mostrados), por
isso ndo apresentou significancia entre as linhagens. O perfil transcricional se
repetiu entre os bromodominios sendo menores em RWPE, crescendo
significativamente em LNCaP e decrescendo novamente em PC3 e DU145.

Esse comportamento também foi identificado nos dominios bromo-
adjacentes (Figura 5 F-G). BAH1 foi mais expresso em LNCaP comparado as
demais linhagens. Além disso, foram identificados mais transcritos em PC3 em
relacago a RWPE e DU145 (5,3 e 2,1 vezes respectivamente). Para BAH2 os
niveis de mRNA foram estatisticamente significantes apenas quando comparados
a LNCaP (superior as demais células avaliadas). O comportamento transcricional
desses dominios se assemelha aos BrDs, identificando maiores niveis de mRNA
em RWPE, os quais aumentam em LNCaP e diminuem em PC3 e DU145. Além
disso, os niveis de BAH2 sao superiores a BAH1, exceto nas PC3 (Figura 5H).

Portanto, ao analisarmos apenas as células tumorais, houve uma perda
dos transcritos para BRDs e BAHs nas linhagens nao responsivas a tratamento
hormonal. O comportamento mudou em relagdo ao HMG-Box, o qual se
apresentou em maiores niveis nas linhagens hormonio-refratarias (Figura 5l) seno
6,7 e 5,2 vezes mais expresso na PC3 e 3,8 e 2,9 em DU145 comparadas a
RWPE e LNCaP, respectivamente. Interessantemente, o0s transcritos
apresentaram uma curva ascendente relacionada a agressividade tumoral. A
quantificacdo nado se mostrou significativa apenas quanto as linhagens néo-

tumorigénicas foram comparadas as LNCaP.
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Figura 5 — Expresséao relativa dos transcritos dos dominios do gene PBRM1 nas linhagens RWPE,
LNCaP, PC3 e DU145. Quantificagao relativa do mRNA obtida para os bromodominios: BRD1 (A), BRD2 (B),
BRD3 (C), BRD4 (D), BRD6 (E) e dominios bromo-adjacentes BAH1 (F), BAH2 (G). O perfil do
comportamento dos transcritos dos BAHs entre as linhagens estdo representados em (H). Niveis de mRNA
para o dominio de alta mobilidade HMG-box (I). * p< 0,05 e ** p< 0,001. BRD: bromodominios; BAH: dominios
bromo-adjacentes; HMG-box: dominio de alta mobilidade.

PBRM1 é detectado no nucleo, citoplasma e membrana de células tumorais

Objetivando elucidar o comportamento dessa subunidade no CaP, foram
realizados ensaios de imuno-histoquimica para a deteccdo de PBRM1 em
pacientes diagnosticados com a doenca. A proteina foi identificada tanto no
nucleo, quanto no citoplasma e membrana (Figura 6A-D) e a intensidade de
marcacao definida como baixa e elevada.

Avaliando os dados dos pacientes, a maior marcagao nuclear mostrou-se
significativamente correlacionada com o PSA = 10ng/mL e com pacientes com
maior grau de Gleason, e, portanto, com tumores altamente indiferenciados.
Esses dados corroboram os anteriores, em que os niveis de PBRM1 foram

associados a tumores mais avangados. Nao foi verificada correlacdo com a idade
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e PSA pods-operatorio. Além disso, as demais marcagbes para citoplasma e
membrana também n&o apresentaram dados estatisticamente significantes
(Figura 6E).

E Nucleo Citoplasma Membrana
Alta Baixa Alta Baixa Alta Baixa
Idade N (%) N (%) N (%) N (%) N (%) N (%)
<65 30(454) 12(18.2) 20(304) 22(33.3) 23(34.8) 19(28.8)
=265 12(18.2) 12(182) 10(15.1) 14(21.2) 12(18.2) 12(18.2)
Valor de p 0.0707 0.4177 0.7998
PSA-pre
<10 33(50) 24(36.3) 26(394) 31(47) 28(42.5) 29 (43.9)
210 9(13.7) 0 4 (6) 5(7.6) 7 (10.6) 2(3)
Valor de p 0.0120° 0.6179 0.1061
<4 14 (21.2) 9 (13.7) 9(13.7) 14(21.2) 13(19.8) 22(33.3)
24 28 (424) 15(22.7) 21(31.8) 22(33.3) 10(15.1) 21(31.8)
Valor de p 0.7918 0.3112 0.7973
PSA-pos
<0.01 18 (27.3) 15(22.7) 17(25.7) 16(24.3) 16(24.3) 17(25.7)
>0.01 24 (36.3) 9(13.7) 19(288) 14(21.2) 19(28.8) 14(21.2)
Valor de p 0.1002 0.4025 0.3111
Gleason
<7 13(19.8) 17(25.7) 16(24.3) 14(21.2) 16(24.3) 14(21.2)
27 29(439) 7(106) 14(21.2) 22(33.3) 19(28.8) 17 (25.7)
Valor de p 0.0019" 0.1775 1.0000

Figura 6 — Imunohistoquimica para a proteina PBRM1 em tecidos com Cancer de prostata. Intensidade
de marcacgéo alta (A) e baixa (B) da protaina PBRM1 em todos compartimentos celulares. Nucleo com
intensidade alta e citoplasma e membrana baixa (C). Intensidade de nucleo baixa e citoplasma e
membrana alta (D). Tabela (E) de correlacio das marcacoes da PBRM1 nos diferentes
compartimentos celulares com os dados histopatolégicos dos pacientes. *p < 0,05.
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Ensaios celulares novamente foram realizados para validar e melhor
compreender o comportamento dessa molécula no CaP. Os resultados de
Western blotting (Fig 7A) e imunofluorescéncia (Fig 7B) revelaram que, de fato,
essa proteina pode ser encontrada em diferentes compartimentos celulares.
Entretanto, apresentou, mais uma vez, um comportamento divergente entre as
linhagens. Na linhagem RWPE foi detectada a proteina completa localizada
predominantemente no nucleo. Ja na linhagem LNCaP, onde maiores niveis
transcricionais dos BrDs e BAHs foram quantificados, a proteina completa
também foi detectada, contudo citoplasmatica. Por fim, na linhagem PC3
verificou-se a presenca de PBRM1 truncada e intensamente marcada no nucleo.
Os transcritos para HMG-box também foram maiores nessa linhagem. As células
DU145 demonstraram comportamento semelhante a PC3. Esses resultados
revelam a regulacao diferencial de PBRM1 no CaP e, o mais interessante, de fato

relacionada a biologia tumoral.
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Figura 7 — Marcacdao de PBRM1 nas diferentes linhagens prostaticas RWPE, LNCaP, PC3 e DU145.
Western blotting (A) de PBRM1 em extratos proteicos de citoplasma e membrana (C+M) e nucleo (N). Actina
e Laminina A foram usadas como controles de reagéo. A localizagdo imunofluorescente (B) de PBRM1 nas
células foi analisada por coloragdo com anti-PBRM1 (verde), enquanto os nucleos foram contra-corados com
TO-PRO-1 (azul). Imagens mescladas (verde-agua) confirmaram a localizagéo nuclear de PBRM1.
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4. DISCUSSAO

Nés realizamos ensaios para a detecgdao dos niveis transcrionais e
protéicos de PBRM1 em pacientes com céncer de prostata e em linhagens
prostaticas para avaliar sistematicamente o papel dessa molécula no surgimento
e progressédo da doenga. Os resultados se mostraram complementares e ainda
evidenciaram o perfil da proteina em células horménio-responsivas e horménio-
refratarias. Nas primeiras foi detectada a proteina completa e citoplasmatica e na
linhagem PC3 verificou-se a presengca de PBRM1 truncada e intensamente
marcada no nucleo. Trata-se de uma proteina com diferentes dominios
(bromodominios, dominios bromo-adjacentes e HMG-box) e, como sugerido por
nossos resultados, com comportamento peculiar no CaP.

Os BRDs sao moddulos proteicos, evolutivamente conservados,
responsaveis por interagées proteina-proteina por meio de liga¢des acetil-lisinas.
Sao encontrados em uma ampla variedade de proteinas e em quase todos os
tecidos, e por isso estao envolvidos em diferentes eventos celulares associados a
regulacdo da expressao génica. Desempenham diversas fungdes cataliticas,
como metiltransferases, acetiltranferases, helicases e atividades ATPasicas
associadas a remodelagem da cromatina (ZENG e ZHOU, 2002; FUJISAWA e
FILIPPAKOPOULQOS, 2017).

Muitas proteinas contendo BRDs s&o descritas desreguladas no cancer.
Considerando nosso objetivo, mutacdes ja foram mapeadas dentro de BRDs em
PBRM1 vinculadas a diferentes tumores (BARBIERI et al., 2013; FUNG et al.,
2015; STUHLMILLER et al., 2015; GHOSHAL et al., 2016; HUANG et al., 2016;
PORTER e DYKHUIZEN, 2017). Em um primeiro momento, avaliamos o perfil de
expressado de seus seis BRDs em pacientes com CaP e HPB e em diferentes
linhagens celulares. Esses dominios atuam em conjunto e contribuem com a
afinidade de PBRM1 pela cromatina. Embora sejam capazes de se ligar a
qualquer substrato acetilado, s&o responsaveis por recrutar, segmentar, reter ou
orientar o complexo PBAF a regides especificas na cromatina (ZENG e ZHOU,
2002; FILIPPAKOPOULQOS et al., 2012). Portanto, modificagdes nesses dominios

podem alterar o perfil regulatério do complexo e, consequentemente, estarem
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envolvidas com a transformacgao e progressao tumorais, sobretudo em neoplasias
da proéstata, até entdo nao avaliadas.

Tanto em amostras de tecido quanto em amostras de sangue, o BRD1 foi
capaz de diferenciar CaP e HPB. Ja foi descrito que BRD1, BRD3 e BRD4 se
ligam a uma ampla gama de peptideos acetilados em todas as histonas. O BRD2
tem uma interagao especifica com H3K14ac, ancorando e estabilizando PBAF na
cromatina e BRD6 esta implicado na especificidade de PBRM1. Nesse cenario,
diferentes combinagdes de BRDs podem se ligar a sequéncias promotoras
distintas (ou em locais de dano de DNA), uma vez que a necessidade por cada
um varia conforme o padrao de modificagcbes na cromatina. (BROWNLEE et al.,
2012; FILIPPAKOPOULOS et al.,, 2012; PORTER e DYKHUIZEN, 2017). Um
perfil de expressédo pode estar envolvido a uma situagcéo patologica especifica e,
consequentemente, diretamente associado a caracteristicas da doenga.

Isso se mostra razoavel, uma vez que verificamos que os niveis de
transcritos para BRD1 foram mais elevados em pacientes com tumores
classificados como T3 e os de BRD6 foram maiores em pacientes com grau de
Gleason superior ou igual a 7. Mutacdes ja foram encontradas dentro de BRD1
em outros tipos de canceres, como no cancer de mama (BAl et al., 2017), pulmao
(KAUR et al., 2016), rim (PORTER e DYKHUIZEN, 2017) e bexiga(HUANG et al.,
2015) correlacionadas com um pior prognostico do paciente (PAWLOWSKI et al.,
2013; HUANG et al., 2015; KIM et al., 2015; MO et al., 2015) e sabe-se que o
BRD6 apresenta peculiaridades estruturais que direcionam todo o complexo
(PORTER e DYKHUIZEN, 2017). Fato € que os resultados apresentados sugerem
um perfil associado a um alto risco de doencga disseminada, com Gleason e TNM
elevados (FILELLA e FOJ, 2016) o que os tornam moléculas terapéuticas
promissores para a supressao de células malignas (GHOSHAL et al., 2016; JAIN
e BARTON, 2016). A familia de bromodominios e extra-terminais (BET), incluindo
o BRD3, BRD2 e BRD4 ja foram alvos de terapia, por controlarem a proliferagao e
progressao tumorais (BAl et al., 2017; ZHOU et al., 2017).

Os dominios BAH dentro de PBRM1 estao envolvidos nas interagdes com
outros componentes do complexo PBAF e/ou com proteinas de ligagdo ao DNA
(GOODWIN e NICOLAS, 2001; YANG e XU, 2013). Neste estudo, a expressao

relativa de mRNA do BAH1 em sangue foi maior em pacientes com tumores
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indiferenciados (Gleason >7) e localmente avangados (T3). Sugere-se que BAH1
possa estar envolvido no reconhecimento e transcricdo de genes oncogénicos e,
consequentemente, na formacgao de heterocromatina em regiées correspondentes
a genes supressores de tumor (ZHU et al., 2015).

As analises de correlagbes canbnicas agruparam a expressao dos
dominios de PBRM1 com fatores progndsticos. Esses dados nos fornecem um
melhor entendimento da intricada rede molecular associada ao CaP, e que, de
fato, existe um comportamento especifico de PBRM1 nesse tumor, suportando
nossa hipotese. Em amostras de tecido, BRD3 e BAH1 se agruparam, assim
como TNM, Gleason e HMG-box.

O grupo HMG-box coordena a transcricdo, coordenando a ligacdo dos
fatores regulatérios as sequéncias alvo e estabilizando os promotores (UEDA e
YOSHIDA, 2010; MONTE et al., 2016). Realiza um papel importante em muitos
processos relacionados ao cancer, cuja expressao aumentada ja foi descrita em
muitos tipos de canceres, como rim, ovario, pancreas e gastrico (ISHIGURO et al.,
2005; STROS, 2010; YANG et al., 2012; GUO et al., 2016; CAI et al., 2017).
Neste estudo, as correlagdes obtidas sugerem seu envolvimento na regulagao de
vias concernentes a agressividade e progressao do CaP, incluindo a androgénica
e expressao de PSA.

Em estudos anteriores a associacdo de outros marcadores com 0s niveis
séricos de PSA aumentou a sensibilidade desse antigeno para diferenciar os
pacientes com CaP daqueles com HPB (NEVES et al., 2013; ARAUJO et al.,
2014; NUNES et al., 2016). Compreender a regulacdo dessa via certamente
auxilia na compreensao da biologia do CaP. Para melhor entender o
comportamento de PBRM1 em diferentes situagbes tumorais, analises de
expressdo também foram conduzidas em linhagens celulares.

As células LNCaP apresentaram maiores niveis transcricionais dos BRDs e
BAHs comparadas as n&o neoplasicas, corroborando nossos resultados com
amostras de pacientes. Além disso, esses niveis foram superiores comparados as
linhagens hormdnio-refratarias. Ja para HMG-box, os transcritos foram maiores
em DU145 e PC3. A superexpressao desse dominio confirma estudos anteriores

que mostraram seu importante papel no desenvolvimento e progressdo de
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tumores (WUNDERLICH e BOTTGER, 1997; LEE et al, 2010; PELUSO e
CHIAPPETTA, 2010; ZHANG et al., 2011; BARREIRO-ALONSO et al., 2016).

Nas analises protéicas, PBRM1 mostrou-se completa e citoplasmatica nas
LNCaP e em RWPE completa e nuclear. Sabe-se que PBRM1 permite a
transcricdo de varios genes envolvidos com a parada do ciclo celular (LEE et al.,
2016) e, portanto, seu estado integro e nuclear sugere sua fungcéo regulatoria
relativa a inibicdo de tumor em linhagens n&o neoplasicas. A localizagdo no
citoplasma associa-se, provavelmente, a funcido dessa proteina em eventos de
sinalizagdo celular, contudo, ainda nao descritos. Resultados anteriores
demonstraram que PBRM1 ¢é alvo da degradacgao proteica proteossomal induzida
por p53 em carcinoma renal positivo para esse supressor de tumor (MACHER-
GOEPPINGER et al., 2015). Células LNCaP expressam p53, sugerindo que a
localizag&o citoplasmatica possa estar envolvida em processo de degradacédo do
complexo. Essas células sdo responsivas ao tratamento hormonal, e AR e p53
coordenam o crescimento andrégeno-dependente no CaP (CRONAUER et al.,
2004).

Nas células PC3 e DU145, que representam uma forma mais agressiva da
doenca, PBRM1 além de localizar-se no nucleo, apresentou-se de forma
truncada. Ha relatos de PBRM1 mutado em carcinomas de rim, por apresentar
cédons de parada prematuros, o que compromete sua atividade de controle da
proliferagdo celular (VARELA et al.,, 2011). Os niveis relativos de mRNA para
HMG-box foram maiores nessas linhagens. Adicionalmente, as analises com os
tecidos neoplasicos da prostata por imunohistoquimica mostraram que PBRM1
apresentou-se mais expresso no nucleo que nos demais compartimentos
celulares, correlacionando com elevado grau de Gleason. Portanto, tanto nas
células consideradas mais agressivas, quanto em pacientes com tumores mais
indiferenciados e avancados, os niveis de HMG-box se apresentaram mais
elevados. De fato, este desempenha diferentes fungdes conforme os
compartimentos celulares em que sdo encontrados, na mitocondria ligando ao
DNA, no citoplasma direcionando a sinalizagdo e no meio extracelular em
citocinas inflamatdrias. No nucleo suas atividades sado diversas, regulando a
maquinaria molecular (WUNDERLICH e BOTTGER, 1997; UEDA e YOSHIDA,
2010; MALARKEY e CHURCHILL, 2012).
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A perda de expressao de PBRM1 pode promover o cancer ao redirecionar
o complexo SWI/SNF a um diferente conjunto de genes promotores de tumor
(MURAKAMI et al.,, 2017), evidenciando a importancia de PBRM1 para a
especificidade de PBAF (PORTER e DYKHUIZEN, 2017). Nesse sentido,
mostramos que nas células PC3 e DU145 a alteracdo estrutural da proteina
poderia determinar sua associagao a diferentes fatores transcricionais e, assim,
se ligar a outros locais no DNA regulando genes envolvidos com a progresséao do
tumor.

Portanto, PBRM1 tem um nitido comportamento dicotdbmico no CaP, em
que sua expressdao completa ou truncada resultam no seu envolvimento em
diferentes eventos celulares, diretamente correlacionados as caracteristicas da
doenca. PBRM1 é necessario para a expressao de p21 e para a parada do ciclo
celular em células de céncer de mama apds o tratamento com o Fator de
crescimento tumoral B (TGFB) (Xia et al., 2008). Por outro lado, em fibroblastos
embrionarios de camundongos, PBRM1 suprime a expressédo de p21 e a sua
delecdo desencadeia a parada do ciclo e a senescéncia celulares (Lee et al.,
2016). Esses achados corroboram nossa afirmacao de que, no CaP, PBRM1
tenha um comportamento singular, uma vez que o gene se comporta conforme os
tipos celulares estudados.

A localizagdo de PBRM1 seria resultado da sua interagdo com diferentes
proteinas co-ativadoras ou co-repressoras, que modulariam sua funcdo. Nesse
cenario, visto que as células PC3 e DU145 sdo hormoénios refratarias (também
conhecido como CaP resistente a castracdo), o AR continua sendo condutor
relevante nesta progressédo ao recrutar, também, fatores transcricionais (CHISM
et al., 2014; CHANDRASEKAR et al., 2015; CRONA et al., 2015; GALLETTI et al.,
2017). PBRM1 parece coordenar a via androgénica e modular o comportamento
das células mediante a resposta hormonal, definindo, assim, seu comportamento.

Sabe-se que o AR coordena a expressao génica levando a mudangas na
conformacdo da cromatina durante a tumorigénese da prostata. Ha relatos
mostrando que o complexo SWI/SNF interage com esse receptor (ROULEAU et
al., 2002; SITZ et al., 2004). Em especial, a subunidade BAF57 é necessaria para
a ativagdo de genes AR-dependente em células de adenocarcinoma prostatico e

que, juntamente com a subunidade BRM sao fundamentais para a transcricao de
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genes envolvidos com a via androgénica (MARSHALL et al., 2003; LINK et al.,
2005).

Varios estudos vém sendo conduzidos sugerindo que multiplos fatores de
crescimento, citocinas e quinases aumentam a sinalizagdo da via relacionada ao
AR, promovendo assim a progressao para a resisténcia a castragao de maneira
independente do ligante (WANG et al., 2009; SHTIVELMAN et al.,, 2014).
Sugerimos que sua localizagdo nuclear truncada esteja envolvida nesses
mecanismos, comprometendo, por conseguinte, a sobrevida dos pacientes.

Fato é que, a identificagdo e caracterizagdo dessas vias androgénicas
mediadas por PBRM1 podem levar a terapias direcionadas. Estudos adicionais
sdo, portanto, necessarios para melhor elucidar como AR modula PBRM1 (ou vice
versa) dentro das células e como essas vias de sinalizagdo convergem para a
progressao do CaP.

Nossos resultados fornecem a base para um estudo de genética molecular
biologicamente significativo e clinicamente relevante que pode influenciar
estratégias para melhorar compreensdo do CaP. Finalmente, a pesquisa de
splicing alternativo em tumores da prostata pode revelar novos eventos em
transformagao maligna com diferentes resultados clinicos.

De fato, devemos nos esforgcar para compreender a interacdo dessa
proteina com outras moléculas que estdo modulando a sua localizagdo e
expressao, que nitidamente afetam a ocorréncia e progressdo do CaP. Importante
ressaltar, no entanto, que este estudo ndo €& simplesmente um estudo de
biomarcador. Da mesma forma, estamos identificando, pela primeira vez, eventos
moleculares em transformag¢do maligna da préstata, que sugerem caminhos de
cooperacao necessarios até entdo nao descritos. Futuras analises se mostram

primordiais para elucidar esse comportamento dicotémico de PBRM1 no CaP.

37



5. CONCLUSAO

Neste estudo mostramos as primeiras evidéncias da expressdo e
significado clinico de PBRM1 no CaP, sugerindo que a expressao diferencial dos
seus dominios PBRM1 pode estar envolvida no desenvolvimento e progressao da
doenca. Ndo somente a expressdo, mas a localizacdo desta proteina fornece
evidéncias valiosas para uma melhor compreens&o da biologia tumoral. Portanto,
a elucidagdo da transcrigdo diferencial de genes, em especial o splicing
alternativo, se torna uma ferramenta para identificacdo de eventos moleculares
relacionados a transformagdo maligna. Além disso, a identificacdo de vias
oncogénicas e proteinas que modulam ou s&o modulados por PBRM1 pode se

tornar estratégias adicionais no tratamento e diagndstico da doenca.
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ANEXOS

Anexo I: Classificagdo Tumor, Nodulo, Metastase (TNM) de cancer de prostata

Tumor Primario

Tx O tumor primario ndo pode ser avaliado
T0 Nao ha evidéncia de tumor primario
T1 Tumor nao diagnosticado clinicamente, nao palpavel ou visivel por
meio de exame de imagem
T1a Achado histolégico incidental em < 5% do tecido ressecado
T1b Achado histolégico incidental em > 5% do tecido ressecado
T1c Tumor identificado por bidpsia de agulha, devido a PSA elevado
T2 Tumor limitado a prostata
T2a Envolve metade ou menos de um dos lobos
T2b Envolve mais do que a metade de um dos lobos
T2c Envolve os dois lobos
T3 Tumor se extende através da capsula prostatica
T3a Extensdo extracapsular unilateral ou bilateral
T3b Tumor invade vesiculas seminais
T4 Tumor esta fixo ou invade outras estruturas adjacentes, que nao
as vesiculas seminais: colo vesical, sfincter externo, reto,
musculos elevadores e/ou parede pélvica
N Linfonodos Regionais
NX Os linfonodos regionais nao podem ser avaliados
NO Auséncia de metastase em linfonodo regional
N1 Metastase em linfonodo regional
M Metastase a distancia
MO Auséncia de metastase a distancia
M1 Metastase a distancia
M1a Linfonodos nao regionais
M1b Ossos
M1c Outras localizacbes
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