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RESUMO 

 

 

O Câncer de Próstata (CaP) é, atualmente, o segundo tipo mais frequente entre os homens 

brasileiros, ficando atrás somente do câncer de pele não melanoma. O surgimento e a 

progressão dessa neoplasia maligna estão associados a diversos eventos moleculares que 

controlam a expressão de diferentes genes. A proteína ARID1A é a uma das subunidades que 

confere especificidade ao complexo de remodelagem da cromatina SWI/SNFA (BAF), 

descrita como supressora tumoral. Porém, seu papel no CaP ainda não foi elucidado. Nesse 

sentido, avaliamos o papel dos transcritos do gene ARID1A na tumorigênese prostática por 

qPCR, bem como correlacionamos sua expressão com os níveis de mRNA dos genes ANXA1, 

AR, PSA, AR-V7 e HER2. Foram extraídos o mRNA total das linhagens tumorais prostáticas 

LNCaP (hormônio-dependente), DU145 e PC3 (hormônio-independentes) e da não-

tumorigênica RWPE-1. Foi otimizado o método Cq comparativo a fim de avaliar os 

transcritos normalizados pelo gene B2M. A expressão de ARID1A foi 1,22 e 1,15 vezes maior 

nas linhagens LNCaP e PC3 quando comparadas à RWPE-1 (P<0,05; P<0,01, 

respectivamente). A expressão de mRNA de ANXA1 diminuiu na linhagem hormônio-

dependente, com transcritos significativamente maiores em DU145 e PC3. Foram detectados 

transcritos dos genes AR e PSA apenas na linhagem LNCaP. Para o AR-V7 seus níveis 

transcricionais se mostraram elevados em LNCaP, comparando-se à DU145 (20,13 vezes) e à 

PC3 (4,64 vezes) (P<0,01; P<0,01). A expressão de HER2 também se destacou em LNCaP. 

Nesta, 8,43, 9,34 e 4,43 mais transcritos foram quantificados quando comparados à RWPE-1, 

DU145 e PC3, respectivamente (P<0,0001; P<0,0001; P<0,001). Os resultados para ARID1A 

não se correlacionaram com os demais. Foi verificada uma correlação negativa entre ANXA1 e 

os alvos AR, PSA, AR-V7 e HER2. Estes quatro últimos apresentaram correlação positiva 

entre si (R>0,94). Os resultados sugerem que ARID1A esteja envolvido no surgimento ou 

desenvolvimento inicial do CaP, que a perda de ANXA1 em LNCaP esteja relacionada com a 

gênese do tumor e sua posterior elevação em DU145 e PC3 pode estar associada à resistência 

a terapia hormonal. São necessários experimentos que avaliem o comportamento das 

proteínas produzidas por esses genes para posterior aplicação como biomarcadores 

direcionados ao CaP avançado. 

 

Palavras-chave: Epigenética. qPCR. Marcador molecular. Remodelagem de cromatina. 

Complexo SWI/SNF. 

 

  



ABSTRACT 

 

 

Prostate cancer (CaP) is the second most common cancer among Brazilian men, after non-

melanoma skin cancer. The onset and progression of this malignant neoplasm are associated 

with several molecular events that control the expression of different genes. The ARID1A 

protein is one of the subunits that confers specificity to the SWI / SNFA (BAF) chromatin 

remodeling complex, described as a tumor suppressor. However, its role in PCa has not yet 

been elucidated. In this sense, we analyzed the role of ARID1A gene transcripts in prostatic 

tumorigenesis by qPCR. We also correlated the expression of ARID1A with the mRNA levels 

of the ANXA1, AR, PSA, AR-V7 and HER2 genes. Total mRNA was extracted from LNCaP 

(hormone-dependent), DU145 and PC3 (hormone-independent) and non-tumorigenic RWPE-

1 prostatic cell lines. The comparative Cq method was optimized to quantify the transcripts 

normalized by the B2M gene. The expression of ARID1A was 1.22 and 1.15 fold higher in 

LNCaP and PC3 lineages when compared to RWPE-1 (P<0.05; P<0.01, respectively). The 

mRNA expression of ANXA1 was downregulated in the hormone-dependent lineage, with 

significantly higher transcripts in DU145 and PC3. Transcripts of the AR and PSA genes 

were detected only in the LNCaP cell line (P<0.001; P<0.0001). The expression of AR-V7 

increased in tumor cell lines, with higher transcriptional levels in LNCaP, compared to 

DU145 (20.13-fold) and PC3 (4.64-fold) (P<0.01; P<0.01). HER2 expression was also 

upregulated in LNCaP with increased transcripts (8.43-fold, 9.34-fold and 4.43-fold) when 

compared to RWPE-1, DU145 and PC3, respectively (P<0.0001; P<0.0001; P<0.001). The 

ARID1A transcripts did not correlate with the others. A negative correlation was verified 

between ANXA1 and the AR, PSA, AR-V7 and HER2 targets. The latter four presented a 

positive correlation with each other (R>0.94). The results suggest that ARID1A is involved in 

the onset or initial development of PCa. The loss of ANXA1 in LNCaP may be related to the 

tumor's genesis and the subsequent elevation of mRNA levels in DU145 and PC3 may be 

associated to the resistance to hormone therapy. Additional experiments are needed to 

evaluate the behavior of the proteins transcribed by these genes for validation of biomarkers 

to advanced PCa. 

 

Keywords: Epigenetics. qPCR. Molecular marker. Remodeling of chromatin. SWI/SNF 

complex. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

 

O Câncer de Próstata (CaP) é uma doença complexa e biologicamente heterogênea. 

No Brasil, estima-se para o biênio 2018-2019 cerca de 61,62 novos casos a cada 100 mil 

homens (INCA, 2018). A alta incidência e morbidade tornam esta neoplasia maligna um 

importante problema de saúde pública no país.  

Em geral, o CaP apresenta desenvolvimento lento, indolor e com poucos sintomas, 

sendo estes inespecíficos. Seu diagnóstico, quando precoce, é crucial para o sucesso 

terapêutico e para maiores chances de cura. Entretanto, mesmo recebendo tratamento 

adequado e, inicialmente, respondendo às terapias, grande parte dos pacientes progride para 

um estágio mais avançado da doença, definido como um quadro de resistência à privação 

androgênica (HUANG et al., 2018). 

O estudo de alterações moleculares presentes em tumores prostáticos é, portanto, 

essencial para o esclarecimento das vias associadas à doença. Neste sentido, a compreensão 

de diferentes mecanismos relacionados à tumorigênese pode auxiliar na descoberta de novos 

biomarcadores para o CaP, uma vez que os marcadores moleculares disponíveis atualmente 

ainda apresentam limitações.  

A subunidade Domínio 1A de Interação a Regiões Ricas em AT (ARID1A), 

constituinte do complexo remodelador da cromatina Switch/Sacarose Não-Fermentável 

(SWI/SNFA), se apresenta como importante objeto de estudo e promissor biomarcador para o 

CaP (LUCHINI et al., 2015). Seu comportamento como supressora tumoral, já descrito para 

outros tipos de cânceres, sugere seu papel-chave na modulação de mecanismos e sinais que 

conduzem ao surgimento e/ou progressão da doença (KADOCH et al., 2013). 

É descrito na literatura que a redução da expressão de ARID1A, no câncer de mama, 

ativa a transcrição de ANXA1 e modula a atividade de componentes da cascata de sinalização 

HER2/PI3K/mTOR. A correlação negativa entre esses genes contribui para a resistência de 

pacientes à terapia hormonal utilizando o anticorpo monoclonal Trastuzumabe e favorece a 

proliferação das células tumorais e a progressão da doença (BERNS et al., 2016). 

Com base nesse estudo, hipotetizamos que, em células resistentes à terapia de bloqueio 

hormonal no CaP, há uma menor expressão da subunidade ARID1A, pertencente ao complexo 

remodelador da cromatina SWI/SNF. Ainda, acreditamos que a expressão de ARID1A esteja 

correlacionada a dos genes Anexina A1 (ANXA1), Receptor de Andrógeno (AR), Antígeno 
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Prostático Específico (PSA), Variante 7 do Receptor de Andrógeno (AR-V7) e Receptor do 

Tipo 2 do Fator de Crescimento Epidérmico Humano (HER2). 

Nesse contexto, destacamos que o comportamento de ARID1A no CaP ainda têm sido 

pouco descrito. Assim, fornecemos novos caminhos para a definição de estratégias voltadas 

para o controle da progressão desses tumores e intervenção terapêutica, aumentando a 

sobrevida de pacientes e contribuindo para outras futuras associações gênicas envolvendo esta 

doença. 

 

 

2 REFERENCIAL TEÓRICO 

 

 

2.1 Aspectos gerais sobre o câncer 

 

Segundo a Organização Mundial da Saúde (WHO, 2018), câncer é o nome atribuído a 

um conjunto de doenças que têm como principais características o crescimento anormal e a 

replicação rápida e desordenada de um conjunto de células. Diferentemente das células 

normais, as cancerígenas possuem menor especialização em suas funções, não obedecem ao 

controle do ciclo celular, dividem-se continuamente e não sinalizam para apoptose. Além 

disso, podem induzir à angiogênese com o intuito de suprir suas necessidades nutricionais e à 

demanda por oxigênio (ALMEIDA et al., 2005). 

Tumores malignos são capazes de invadir tecidos vizinhos e, posteriormente, se 

desprenderem de seu grupamento original, percorrendo, por meio da corrente sanguínea ou 

sistema linfático, outras regiões do corpo até se fixarem em um novo local, fato conhecido 

como metástase (HANAHAN; WEINBERG, 2011). As células presentes em tumores 

benignos não possuem essa capacidade, mas, em algumas situações, são demasiadamente 

grandes e comprometem a atividade de outros órgãos. Além disso, são compostos por células 

diferenciadas que se assemelham a seu tecido de origem, crescem mais lentamente e quando 

retirados, em sua maioria, não reincidem; fenótipo característico da malignidade (KREEGER; 

LAUFFENBURGER, 2010; HANAHAN; WEINBERG, 2011). 

Diversos fatores intrínsecos e extrínsecos estão relacionados à ocorrência de 

neoplasias. Condições ambientais, como exposição a radiações ionizantes e não ionizantes, 

produtos químicos, agentes infecciosos, além de hábitos e comportamentos, como tabagismo, 

alcoolismo, obesidade e alimentação, correspondem a aproximadamente 95% das causas 
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(RUIZ; HERNÁNDEZ, 2014; WHITEMAN; WILSON, 2016). Os tumores também podem 

ser provocados por razão hereditária, relativa à propensão genética, histórico familiar e etnia 

(NATIONAL CANCER INSTITUTE – NIH, 2015).  

Segundo o Instituto Nacional de Câncer José Alencar Gomes da Silva – INCA (2018), 

estima-se, para o biênio 2018-2019, cerca de 600 mil novos casos de câncer no Brasil. Para as 

mulheres, os mais frequentes serão o de mama (29,5%), intestino (9,4%), colo do útero 

(8,1%) e pulmão (6,2%). Em homens, o principal corresponderá ao câncer de próstata (CaP) 

(31,7%), além do de pulmão (8,7%), intestino (8,1%) e estômago (6,3%). 

 

2.2 O câncer de próstata 

 

A próstata é uma glândula do sistema reprodutor masculino, com formato de noz, 

localizada abaixo da bexiga, na frente do reto e circunda a porção inicial da uretra, canal pelo 

qual a urina é transportada para o exterior (TOIVANEN; SHEN, 2017). É responsável pela 

produção e armazenamento de alguns componentes do líquido seminal, que nutrem e 

protegem os espermatozoides, até que sejam liberados durante o ato sexual (A.C.CAMARGO 

CANCER CENTER, 2018). 

O tamanho deste órgão varia ao longo da vida, sendo em jovens menor do que em 

indivíduos adultos e idosos. A hiperplasia prostática benigna (HPB) é o crescimento e 

alargamento da próstata, comum em homens mais velhos. A ampliação da glândula faz com 

que a uretra seja esmagada, provocando dificuldade e dores na passagem da urina 

(AMERICAN CANCER SOCIETY – ACS, 2016). Apesar de ser um problema clínico muito 

importante, que requer cuidados e tratamentos especiais, a HPB não está correlacionada com a 

ocorrência do câncer (INSTITUTO ONCOGUIA, 2016). 

No Brasil, o CaP é o segundo tipo mais frequente entre os homens, ficando atrás 

somente do câncer de pele não melanoma (INCA, 2018). O número de pacientes vem 

crescendo devido à evolução dos métodos de diagnóstico. Ainda, levando-se em conta o 

aumento da expectativa de vida da população e por se tratar de uma doença frequente em 

idosos, constitui um sério problema de saúde pública (INCA, 2017). 

Em geral, o CaP possui desenvolvimento lento, indolente e assintomático. Quando os 

sintomas são detectados, se assemelham aos associados com outras patologias, como 

prostatites e HPB, incluindo micção frequente, fluxo urinário fraco ou interrompido, 

impotência, sangue no líquido seminal, dor ou ardor ao urinar e fraqueza ou dormência nas 



14 

pernas ou pés (INSTITUTO ONCOGUIA, 2017). Contudo, quando decorrentes da presença 

do tumor, correlacionam-se a uma doença já em estado avançado (CATALONA, 2018). 

 A detecção precoce encontra-se diretamente relacionada às chances de cura. Nesse 

sentido, a Sociedade Brasileira de Urologia (SBU, 2018) recomenda a dosagem anual do 

Antígeno Prostático Específico (PSA) e o toque retal para homens acima de 45 anos. De fato, 

o rastreio em uma população assintomática de risco se torna uma estratégia crucial para o 

controle da doença (DAMIÃO et al., 2015). Além disso, para maior precisão diagnóstica, 

devem ser realizadas a ultrassonografia transretal, a biópsia e os estudos histopatológicos 

(BACELAR JUNIOR et al., 2015). 

A escolha do melhor tratamento baseia-se no quadro clínico do paciente, sua idade, os 

níveis de PSA sérico, o estadiamento, a extensão do tumor e a diferenciação celular (CULIG; 

SANTER, 2014). Atualmente, diferentes abordagens estão disponíveis, cada qual com seus 

benefícios, riscos, efeitos colaterais e indicações. As principais estratégias padronizadas para 

o CaP primário são o rastreamento da doença, a prostatectomia radical, a radioterapia externa 

e a radioterapia interna (braquiterapia). Para a doença em estágio avançado, os tratamentos 

mais indicados são a quimioterapia, a imunoterapia, a terapia de privação androgênica (TPA) 

e tratamentos para dores ósseas provocadas pelas metástases (LITWIN; TAN, 2017; 

WEINER; KUNDU, 2018).  

 

2.3 A terapia de bloqueio hormonal  

 

A hormonioterapia é um tipo de tratamento que visa inibir ou bloquear a ação de 

hormônios que interferem no crescimento e desenvolvimento das células tumorais, sendo 

amplamente utilizada nos cânceres de mama e próstata (PONTES, 2018). Em geral, utiliza 

medicamentos administrados por via oral e pode ser complementar a outras metodologias ou 

ser empregada com finalidade paliativa (NIH, 2014). 

O Receptor de Andrógeno (AR) é um fator de transcrição induzido por ligante, 

expresso tanto no CaP primário quanto no metastático (HÅÅG et al., 2005). Além disso, é o 

mais importante mediador de sinalização androgênica, sendo responsável por regular eventos 

celulares essenciais, como proliferação, diferenciação e apoptose, bem como o 

desenvolvimento normal e funções relacionadas à próstata (CULIG; SANTER, 2014). 

Portanto, pressupõe-se que alterações malignas nesta glândula ocorram, dentre outros fatores, 

devido à estimulação androgênica anormal (SCHALKEN, 2005). 
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Os principais hormônios sexuais masculinos endógenos que se ligam ao AR são a 

testosterona e a diidrotestosterona (DHT), produzidas nas células de Leydig nos testículos e 

em pequenas quantidades pelas glândulas suprarrenais (CHANDRASEKAR et al., 2015b). 

São responsáveis por controlar o desenvolvimento e a manutenção das características 

masculinas (NIH, 2014). Dessa forma, o recurso terapêutico baseia-se na regulação negativa 

dos níveis de androgênios circulantes no organismo ou bloqueio do receptor, sendo 

implementado no CaP avançado com o intuito de minimizar alguns sintomas da doença 

(PROSTATE CANCER INSTITUTE, 2018).  

Diferentes metodologias são adotadas para o bloqueio hormonal. A TPA pode ser 

realizada com análogos, agonistas e antagonistas do Hormônio Liberador do Hormônio 

Luteinizante (LHRH); estrógenos; antiandrógenos, ou antagonistas de andrógenos (CHOI; 

LEE, 2011; GROSSMANN; CHEUNG; ZAJAC, 2013; PONTES, 2018). Cirurgicamente, 

realiza-se a orquiectomia bilateral, em que há a remoção dos testículos e, portanto, a privação 

da produção de testosterona (UROLOGY CARE FOUNDATION, 2018).  

No entanto, muitos pacientes refratam à terapia, o que define o quadro de resistência à 

castração, clinicamente agressivo e preocupante. Nesses casos, há o aumento dos níveis de 

PSA e incidência de metástases, independentemente dos níveis hormonais circulantes 

(DAMIÃO et al., 2015). Pacientes com Câncer de Próstata Resistente à Castração (CPRC) 

apresentam pior prognóstico e menor tempo de sobrevida (HUANG et al., 2018).  

Alguns genes encontram-se relacionados ao CPRC, como o gene Anexina A1 

(ANXA1), que pertence a uma família de moduladores da resposta anti-inflamatória regulada 

por glicorticóides (SHEIKH; SOLITO, 2018). Alterações em sua expressão estão associadas à 

progressão dos tumores e risco à metástase, regulando a proliferação, invasão e migração 

celulares (BIAOXUE; XIGUANG; SHUANYING, 2014). 

O gene AR também está correlacionado ao CaP avançado. Aberrações nas suas vias de 

sinalização e alterações em seus níveis de expressão estão presentes em, aproximadamente, 

63% dos casos de CPRC (ROBINSON et al., 2015). Tais modificações são decorrentes de 

mutações pontuais, rearranjos estruturais genômicos, superexpressão, amplificação e 

processamento alternativo, gerando variantes de splicing (GRAHAM; SCHWEIZER, 2016; 

HO; DEHM, 2017). Atualmente, encontram-se descritas na literatura diversas variantes, tais 

como AR-V1, AR-V3, AR-V7, AR-V9 e ARv567es (LUO et al., 2018). Dentre estas, a mais 

comumente expressa em linhagens celulares humanas e amostras clínicas é a Variante 7 do 

Receptor de Andrógeno (AR-V7) (BERRUTI; VOLTA, 2017), cuja expressão é associada ao 

menor tempo de sobrevida em pacientes com CPRC (LIU et al., 2014). 
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O PSA é um gene utilizado há aproximadamente 20 anos como biomarcador para o 

CaP (SAINI, 2016). Além disso, o monitoramento de seus níveis séricos permite avaliar a 

resposta dos pacientes à TPA. Durante a terapia, as concentrações de PSA diminuem 

drasticamente por um ou dois meses em cerca de 80% dos pacientes (TOMIOKA et al., 

2014). Todavia, ao longo do tratamento, observa-se que o aumento de sua expressão está 

correlacionado ao CPRC, bem como à recorrência tumoral e à mortalidade pela doença em 

cerca de 7 anos (DUSKOVA; VESELY, 2015). 

O Receptor do Tipo 2 do Fator de Crescimento Epidérmico Humano (HER2) é um 

proto-oncogene que, em condições fisiológicas normais, encontra-se desativado (LIU et al., 

2014). Contudo, apresenta-se superexpresso e correlacionado a um pior prognóstico em 

diversos cânceres, como de mama, ovário, estômago e bexiga (PICCART-GEBHART et al., 

2005; HANSEL et al., 2008; STEFFENSEN et al., 2008). A expressão elevada de HER2 

também está associada à recorrência e mortalidade por CaP (SHARIFI et al., 2016), bem 

como à sobrevivência das células tumorais na ausência de androgênios, possivelmente 

ativando o receptor, condição esta característica dos casos de CPRC (CRAFT et al., 1999; 

SIGNORETTI et al., 2000). 

Desse modo, é imprescindível que haja maneiras de prognosticar clinicamente 

pacientes com propensão ao CPRC ou desvendar mecanismos moleculares associados ao seu 

funcionamento (WANG et al., 2018). Faz-se necessária a busca de novos marcadores 

moleculares para o CPRC, que sejam seletivos e sensíveis para predizerem a progressão da 

doença (TAILLE et al., 2016). 

 

2.4 Os biomarcadores tumorais  

 

Os marcadores tumorais são moléculas produzidas pelo tumor ou pelo próprio 

organismo em resposta à presença e ao desenvolvimento da neoplasia (OLIVEIRA; 

FONSECA, 2011). Estas substâncias podem ser proteínas, lipídeos, carboidratos, ácidos 

nucleicos, antígenos de superfície celular, hormônios, transcritos de RNA, metabólitos, genes 

e enzimas, identificadas na corrente sanguínea, tecidos e fluidos biológicos (OLIVEIRA; 

FONSECA, 2011; COSTA-PINHEIRO et al., 2015).   

Os marcadores moleculares auxiliam no diagnóstico, prognóstico, detecção precoce de 

recorrência, localização de metástases e direcionamento de terapias (RODRIGUES; SALES, 

2013; KALIA, 2015). Além disso, devem obedecer a diversos requisitos para que possam ser 

utilizados, como serem liberados para a circulação em níveis mensuráveis, serem altamente 
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específicos ao órgão ou tecido de origem e apresentarem alta seletividade, bem como valores 

preditivos positivos e negativos relevantes (DIAMANDIS, 2010). Finalmente, devem 

requerer métodos simples e, preferencialmente, não invasivos para suas dosagens (VELONAS 

et al., 2013).  

Considerando o CaP, o biomarcador mais utilizado para seu rastreio e detecção 

precoce é o PSA. Contudo, este apresenta limitações quanto a sua especificidade, uma vez que 

seus níveis séricos são alterados em condições não malignas, como prostatite aguda, HPB e 

cateterização (HATAKEYAMA et al., 2016). 

Portanto, compreender molecularmente o CaP se mostra relevante, pois a 

caracterização desses marcadores certamente conduzirá a novas perspectivas no manejo de 

pacientes com a doença (TONON; SCHOFFEN, 2009). Logo, será possível predizer com 

maior confiança o estágio patológico do tumor, auxiliar na seleção de alvos terapêuticos e 

viabilizar associações entre características clínicas e tumorais (MARTIN et al., 2012). 

Marcadores moleculares também incluem alterações epigenéticas. A epigenética é o 

estudo das modificações que ocorrem na expressão gênica mantendo-se a sequência primária 

de DNA (MULLER; PRADO, 2008; WU; SARKISSYAN; VADGAMA, 2014). Os 

mecanismos epigenéticos englobam modificações químicas tanto na molécula de DNA quanto 

nas histonas, possibilitando alterações estruturais na cromatina e nos nucleossomos 

(ELSNER; SIQUEIRA, 2016). Além disso, são relevantes na ativação e no silenciamento 

gênico, bem como na modulação de diferentes processos celulares (COSTA; PACHECO, 

2013). 

Na carcinogênese, eventos epigenéticos, como a metilação aberrante de DNA, 

modificações pós-traducionais de histonas, níveis de expressão alterados de RNAs não-

codificantes, incluindo microRNAs (miRNAs), e a remodelagem de cromatina dependente de 

adenosina trifosfato (ATP), desempenham um papel importante ainda pouco explorado 

(OKUGAWA; GRADY; GOEL, 2015; GOODWIN; PICKETTS, 2018). Esta utiliza a energia 

da hidrólise do ATP para mobilizar e desempacotar os nucleossomos, possibilitando o 

controle dinâmico e acessibilidade à informação genética (CLAPIER et al., 2017). 

 

2.5 O complexo remodelador da cromatina SWI/SNF  

 

Os organismos eucariotos desenvolveram, ao longo do tempo, diversas estratégias para 

armazenar grandes quantidades de material genético dentro do núcleo de suas células. O DNA 

é conservado e compactado firmemente dentro da cromatina por meio de proteínas a esta 
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associada, formando assim estruturas conhecidas como nucleossomos (MCBRIDE; 

KADOCH, 2018). No entanto, para a ocorrência de eventos e modificações nos genes 

contidos nos nucleossomos, é necessário permitir o acesso à maquinaria celular (PIERRE; 

KADOCH, 2017). 

O complexo de remodelagem da cromatina Switch/Sacarose Não-Fermentável 

(SWI/SNF) regula processos celulares-chave, como a progressão do ciclo celular, reparo de 

danos no DNA, diferenciação, estabilidade genômica e morte celular programada (BITLER; 

FATKHUTDINOV; ZHANG, 2015; ZHOU et al., 2016; SAVAS; SKARDASI, 2018). 

Contudo, ainda é incerto o mecanismo pelo qual o complexo é recrutado, pois sua afinidade 

depende da sequência de DNA subjacente, do compartimento celular em que se encontra, do 

tipo de tecido e da fase do ciclo celular (EUSKIRCHEN; AUERBACH; SNYDER, 2012).  

A remodelagem da estrutura dos nucleossomos realizada pelo complexo SWI/SNF é 

capaz de mobilizá-los por deslizamento. Este evento envolve a ligação do complexo a uma 

região do DNA, a interrupção de seu contato com as histonas, a translocação do material e a 

formação de um laço de DNA, gerando sítios mais acessíveis a fatores regulatórios 

(BECKER; WORKMAN, 2013; NARLIKAR; SUNDARAMOORTHY; OWEN-HUGHES, 

2013). Pode também ejetar e inserir octâmeros de histonas (SAHA; WITTMEYER; CAIRNS, 

2006) possibilitando a abertura da estrutura da cromatina para a ocorrência de eventos 

moleculares posteriores (SARNOWSKA et al., 2016). 

Em mamíferos, o complexo SWI/SNFA é constituído por um conjunto de 

macromoléculas com 12 a 15 subunidades agrupadas combinatoriamente a partir dos produtos 

de 29 genes (PULICE; KADOCH, 2016). Possui subunidades ATPásicas mutuamente 

exclusivas, denominadas Gene 1 Relacionado a Brahma (BRG1) e Gene Brahma (BRM) 

(RAAB et al., 2017). Ambas são capazes de alterar o posicionamento de nucleossomos e 

compartilham, aproximadamente, 75% de homologia em suas sequências (SKULTE et al., 

2014; SAVAS; SKARDASI, 2018). 

De acordo com a composição de suas subunidades, o complexo pode ser subdividido 

em duas famílias principais: (i) o complexo do Fator Polibromo Associado a BRG-1 ou a 

BRM (BAF), que inclui exclusivamente as subunidades Domínio 1A de Interação a Regiões 

Ricas em AT (ARID1A) ou Domínio 1B de Interação a Regiões Ricas em AT (ARID1B), 

além da subunidade catalítica BRG1 ou BRM; (ii) o complexo Fator Polibromo Associado a 

BAF (PBAF), caracterizado pela presença das subunidades Polibromo-1 (PBRM1) e Domínio 

2 de Interação a Regiões Ricas em AT (ARID2) (WILLIAMSON et al., 2016; HODGES; 

KIRKLAND; CRABTREE, 2017) além de BRG1 (SENA; WANG; HU, 2013). Importante 
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destacar que estes dois grupos também compartilham oito subunidades idênticas, sendo essas 

BAF170, BAF155, BAF60a/b/c, BAF57, BAF53a/b, BAF47, BAF45a/b/c/d e beta-actina 

(BROWNLEE; MEISENBERG; DOWNS, 2015). 

Com o advento dos sequenciamentos de nova geração, diversas mutações têm sido 

descritas nas proteínas constituintes do SWI/SNFA (TAKEDA et al., 2016; HUGHES; 

OWEN-HUGHES, 2017). Considerando a biologia tumoral, 20% dos cânceres humanos 

apresentam essas alterações, sendo responsáveis pelo aumento na sensibilidade a danos no 

DNA, evidenciando o papel dessas subunidades como supressoras tumorais (KADOCH et al., 

2013; BIEGEL; BUSSE; WEISSMAN, 2014; PIERRE; KADOCH, 2017; MCBRIDE; 

KADOCH, 2018). De fato, a perda da função dessas proteínas tem sido associada à 

transformação oncogênica (MCBRIDE; KADOCH, 2018).  

Dentre as mais mutadas destacam-se as subunidades BRG1 e BRM (SHAIN; 

POLLACK, 2013; RAAB et al., 2017) e os membros da família ARID (ARID1A, ARID1B e 

ARID2). Destes, ARID1A apresenta a maior taxa de mutação em carcinomas humanos 

(KADOCH et al., 2013; SAVAS; SKARDASI, 2018), incluindo tumores ginecológicos, 

carcinoma de células claras de ovário, de mama, de pâncreas, de estômago e de fígado 

(JONES et al., 2010; GUAN; WANG; SHIH, 2011; FUJIMOTO et al., 2012; WANG et al., 

2014; CHO et al., 2015; CHANDLER et al., 2015; ZHANG et al., 2018). 

 

2.5.1 A subunidade ARID1A 

 

O gene ARID1A está localizado na região 1p36.11 e possui atividade helicase e 

ATPase, regulando a transcrição de diferentes genes e direcionando o complexo SWI/SNFA 

para locais da cromatina que necessitem ser remodelados (NAGL et al., 2005; NIH, 2018). 

Em mamíferos, ARID1A é capaz de se ligar ao DNA desempenhando um papel crucial na 

homeostase ao regular genes relacionados à progressão do ciclo celular (WILSKER et al., 

2004; HOHMANN et al., 2014).  

A subunidade ARID1A, também conhecida como BAF250a, SMARCF1 ou p270, 

pertence a uma família de proteínas que contém um domínio de ligação ao DNA altamente 

conservado, com cerca de 100 aminoácidos (WU; WANG; SHIH, 2014; HE et al., 2015). 

ARID1A é constituída, portanto, por este domínio que se liga às sequências ricas em AT para 

que haja o reconhecimento do complexo SWI/SNFA e pelo domínio C-terminal, responsável 

por ativar a transcrição gênica favorecendo a interação de receptores nucleares hormonais 

(PAIVA, 2009; LUCHINI et al., 2015).  
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Sugere-se sua função como supressora tumoral, tanto como caretaker, conservando a 

integridade do genoma, quanto gatekeeper, auxiliando na regulação do ciclo celular e 

apoptose (LUCHINI et al., 2015). Sua inativação, por mutações somáticas ou mecanismos 

epigenéticos, contribui para a perda de suas funções e início do processo de carcinogênese 

(ALLDREDGE; ESKANDER, 2017).  

Associações entre a expressão de ARID1A e o prognóstico de câncer de estômago, de 

bexiga, de intestino e de células claras renais já foram relatadas, sugerindo também seu 

potencial como marcador prognóstico (FARAJ et al., 2014; WEI, 2014; WIEGAND et al., 

2014; PARK et al., 2015). Ainda, uma recente meta-análise mostrou que a perda de ARID1A 

também está associada a uma redução do tempo vida de pacientes com câncer e a recorrência 

de tumores ginecológicos, gastrointestinais e urológicos (LUCHINI et al., 2015). Contudo, a 

expressão do gene ARID1A e seu papel na carcinogênese prostática têm sido pouco 

investigados.  

Segundo Berns e colaboradores (2016), perdas na expressão de ARID1A ativam a 

transcrição de ANXA1, contribuindo para a resistência de pacientes com câncer de mama à 

terapia hormonal e à uma das drogas mais frequentemente utilizadas para o tratamento de um 

de seus subtipos: o anticorpo monoclonal Trastuzumabe. Com a perda de ARID1A, a via de 

sinalização HER2/PI3K/mTOR (Receptor do Tipo 2 do Fator de Crescimento Epidérmico 

Humano/Fosfatidilinositol-3-Quinase/Proteína Alvo da Rapamicina em Mamíferos) é ativada 

através da ativação de AKT (Serina/Treonina Quinase), favorecendo a proliferação e a 

sobrevivência das células tumorais. O estudo sugere que a correlação negativa entre esses 

genes provavelmente contribui para a progressão da doença, para a falta de resposta aos 

agentes terapêuticos alvo e pode ser utilizada como biomarcador para o tratamento hormonal 

do câncer de mama. 

Portanto, baseando-se nesse estudo, propomos que a resistência a terapia hormonal no 

CaP também possa estar correlacionada aos níveis de expressão de ARID1A, sobretudo no 

quadro mais agressivo da doença, o CPRC. Diante disso, o presente trabalho propõe o estudo 

dos transcritos de uma subunidade chave pertencente a um complexo de remodelagem de 

cromatina visando caracterizá-lo em cultura de células (RWPE-1, LNCaP, DU145 e PC3) e 

avaliar sua correlação com os genes ANXA1, AR, PSA, AR-V7 e HER2, abrindo novos 

caminhos para sua aplicação como um possível marcador molecular em tumores prostáticos. 
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OBJETIVOS 

 

 

Objetivo geral 

 

Avaliar o papel dos transcritos do gene ARID1A na tumorigênese prostática. 

 

Objetivos específicos 

 

- Extrair o RNA total das linhagens prostáticas tumorais LNCaP (hormônio-dependente), 

DU145 e PC3 (hormônio-independentes) e da não-tumorigênica RWPE-1; 

- Quantificar os transcritos do gene ARID1A nas diversas linhagens; 

- Correlacionar os níveis de mRNA com os subtipos tumorais; 

- Correlacionar a expressão de ARID1A com os níveis de mRNA dos genes ANXA1, AR, PSA, 

AR-V7 e HER2;   

- Sugerir os genes-chave para o fenótipo hormônio-independente. 

 

 

3 MATERIAL E MÉTODOS 

 

 

3.1 Cultivo celular 

 

Para as análises foram mantidas em cultura quatro linhagens de células prostáticas. A 

linhagem RWPE-1 foi utilizada como controle (não-neoplásica) e mantida em meio IMDM 

(Gibco), enriquecido com 5 ng/mL de fator de crescimento epidérmico (EGF) (Gibco), 0,05 

ng/mL de extrato de pituitária (EP) (Gibco), 10% de soro fetal bovino (FBS) (Gibco) e 1 

μL/mL de gentamicina (Cultilab). As linhagens tumorais LNCaP (hormônio-dependente) e 

PC3 (hormônio-independente) foram mantidas em meio RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) 

suplementado com 10% de FBS e 1 μL/mL de gentamicina. Já a linhagem tumorigênica 

DU145 (hormônio-independente) foi mantida em meio DMEM (Gibco) suplementado com 

10% de FBS e 1 μL/mL de gentamicina. 
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Todas as linhagens foram incubadas em uma estufa a 37°C com atmosfera de 5% de 

CO2. O meio de cultivo foi trocado em dias alternados até que 80% da confluência de cada 

garrafa fosse atingida. 

 

3.2 Extração do RNA total 

 

O mRNA total de cada uma das linhagens foi extraído utilizando o reagente 

TRIzol®Reagent (Life Technologies), seguindo-se as recomendações do fabricante. A 

qualidade do material foi analisada em gel de agarose 1,5%, utilizando-se como tampão de 

corrida TBE 0,5X (45 mM Tris-borato, pH 8,3 e 1 mM EDTA). Para visualização foi utilizada 

formamida (Dinâmica Química Contemporânea) e Gel Red 1X (Uniscience). As amostras 

foram resolvidas durante 25 min a 90 V, visualizadas por luz ultravioleta e fotodocumentadas 

pelo equipamento Transiluminador L-Pix (Loccus Biotecnologia).  

A quantificação foi realizada em espectrofotômetro (PG Instruments) e a razão 260 

nm/280 nm foi utilizada também como parâmetro qualitativo. Em seguida, o mRNA foi 

armazenado à -80°C para subsequentes análises. 

 

3.3 Transcrição reversa 

 

A transcrição reversa (RT) foi realizada utilizando-se 1 μg de mRNA total obtido de 

cada linhagem, 10 U de inibidor de RNAse (Invitrogen), 40 U de MMLV-RT (Invitrogen), 

1X de Tampão da MMLV-RT (Invitrogen), 200 μM de dNTPs (dGTP, dATP, dTTP e dCTP) 

(Invitrogen) e 126 pmoles de oligonucleotídeos hexâmeros (Invitrogen). Para cada reação o 

volume final foi ajustado para 20 μL utilizando água tratada com Dietil Pirocarbonato 

(DEPC) (Sigma-Aldrich), um reagente inibidor de RNAse. Também foram preparadas 

reações controle para verificação de possíveis contaminantes exógenos.  

A amostras foram incubadas no termociclador ProFlex (Applied Biosystems) durante 

1 hora a 37°C e, posteriormente, aquecidas a 5°C por 5 min, para que houvesse a 

desnaturação do híbrido RNA-cDNA e inativação da enzima MMLV-RT. O cDNA foi, então, 

armazenado a -20°C para posterior amplificação. 
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3.4 PCR para validação das amostras 

 

A qualidade do cDNA obtido foi analisada por meio da amplificação de um fragmento 

de 94 pb do gene de referência Beta-2-Microglobulina (B2M). Para esta reação, as condições 

utilizadas foram: 1X de tampão de PCR (0,1 mM EDTA, 1 mM DTT, glicerol 50% v/v, 20 

mM Tris-HCl, pH 8,0) (Invitrogen), 200 μM de dNTPs (Invitrogen), 5 pmoles de primers 

(Invitrogen) (5’ AGCAGAGAATGGAAAGTCAAA 3’ e 5’ 

TGTTGATGTTGGATAAGAGAA 3’), 1 U Platinum®Taq DNA Polimerase (Invitrogen), 4 

mM de MgCl2 (Invitrogen), 2 μL de cDNA e água de injeção (Isofarma), utilizada para 

completar o volume final da reação para 20 μL.  

A reação foi conduzida no termociclador ProFlex (Applied Biosystems). Inicialmente 

foi realizada uma desnaturação a 95ºC durante 4 min e o material amplificado após 28 ciclos 

compostos pelas seguintes etapas: desnaturação a 94°C por 40 s, anelamento a 59°C por 40 s 

e extensão a 72°C por 50 s. Por fim, foi realizada uma extensão final de 72ºC por 5 min. Em 

seguida, o produto da reação foi avaliado por eletroforese em gel de agarose 1,5%, utilizando 

como tampão de corrida TBE  0,5X (45 mM Tris-borato, pH 8,3 e 1 mM EDTA), corado com 

Gel Red 1X (Uniscience), visualizado por luz ultravioleta e fotodocumentado pelo 

equipamento Transiluminador L-Pix (Loccus Biotecnologia). 

 

3.5 Ensaios de qPCR 

 

Foram quantificados os transcritos dos genes ARID1A, ANXA1, AR, PSA, AR-V7 e 

HER2 (oligonucleotídeos iniciadores descritos na Tabela 1) por PCR em tempo real (qPCR) 

utilizando o gene B2M como referência. Para cada um dos alvos foi construída a curva padrão 

relativa para validação do método Cq comparativo. Essa foi obtida, portanto, para a 

determinação da eficiência de amplificação dos genes alvo em relação à do gene de 

referência. Para estimar a eficiência (Ef) dos ensaios de qPCR foi realizado o cálculo: Ef = 

(10 – 1/slope – 1) x 100. 

 

 

 

 

 



24 

Tabela 1: Sequências dos oligonucleotídeos iniciadores utilizados para a amplificação dos fragmentos dos genes 

Domínio 1A de Interação a Regiões Ricas em AT (ARID1A); Anexina A1 (ANXA1); Receptor de Andrógeno 

(AR); Antígeno Prostático Específico (PSA); Variante 7 do Receptor de Andrógeno (AR-V7) e Receptor do Tipo 

2 do Fator de Crescimento Epidérmico Humano (HER2). 

 

Gene Sequência 5’ 3’ 

ARID1A 
F:  CATTGCCCAAGATCGAGGTT 

R:  GCCCATGCCTGTGTGTATCTG 

ANXA1 
F:  GATTCAGATGCCAGGGCCT 

R:  CACTCTGCGAAGTTGTGGAT 

AR 
F:  CATGTGGAAGCTGCAAGGTCT 

R:  GTGTAAGTTGCGGAAGCCAGG 

PSA 
F:  AACCAGAGGAGTTCTTGACC 

R:  GTGATACCTTGAAGCACACC 

AR-V7 
F:  CACTAGAGGAGCACCTTAGGAATTG 

R:  ACTGGAACACTCTGACTTCAGAATATG 

HER2 
F:  GACTGCCTGTCCCTACAACTACCTT 

R:  ATGCCCAGACCATAGCACACTC 

 

 

As reações foram conduzidas no equipamento StepOnePlus (Applied Biosystems) e 

preparadas para um volume final de 10 μL, contendo 2 μL de cDNA, tampão SYBR®Green 

(Applied Biosystems), oligonucleotídeos iniciadores (Invitrogen) e água de injeção 

(Isofarma).  Os volumes de tampão, dos oligonucleotídeos iniciadores e a ciclagem 

encontram-se descritos na Tabela 2. 

 

Tabela 2: Condições para a amplificação, por qPCR, dos genes Domínio 1A de Interação a Regiões Ricas em 

AT (ARID1A); Anexina A1 (ANXA1); Receptor de Andrógeno (AR); Antígeno Prostático Específico (PSA); 

Variante 7 do Receptor de Andrógeno (AR-V7); Receptor do Tipo 2 do Fator de Crescimento Epidérmico 

Humano (HER2) e Beta-2-Microglobulina (B2M). 

 
Gene Tampão (μL) Primers (μL) Tempo e temperatura de anelamento 

ARID1A 4,0 0,5 65 ºC por 2 min 

ANXA1 5,0 1,0 60 ºC por 1 min 

AR 4,5 0,5 65 ºC por 2 min 

PSA 4,5 0,5 60 ºC por 1 min 

AR-V7 4,5 0,5 57 ºC por 2 min 

HER2 4,5 0,5 60 ºC por 1 min 

B2M 5,0 1,0 60 ºC por 1 min 
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3.6 Análises estatísticas 

 

Para a análise dos dados referentes às linhagens foi empregado o teste t unipareado. As 

correlações observadas entre os transcritos foram avaliadas utilizando o teste de correlação de 

Pearson. Foi utilizado o programa GraphPad Prism 6.0 (GraphPad Software) e consideradas 

diferenças estatisticamente significantes quando P<0,05. 

 

 

4 RESULTADOS 

 

 

Foram realizados ensaios de qPCR a fim de se estabelecer o perfil transcricional do 

gene ARID1A e sua correlação com os genes ANXA1, AR, PSA, AR-V7 e HER2 em modelos 

celulares prostáticos. O mRNA total foi, portanto, extraído e a razão das leituras de 

absorbância a 260 e 280 nm foi definida para se verificar a qualidade do material. Essa 

obedeceu ao intervalo de 1,8 a 2,0; sendo estes os valores utilizados para se determinar o grau 

de pureza das amostras de mRNA (SATO, 2015). Além disso, a visualização da banda de 94 

pb (Figura 1), correspondente ao gene de referência B2M, em todas as linhagens também 

validou a utilização do cDNA em ensaios posteriores. 

 

Figura 1: Amplificação do fragmento de 94 pb do gene de referência Beta-2-Microglobulina (B2M). M: 

Marcador molecular de 100 pb; 1 a 4: cDNA das linhagens prostáticas RWPE-1, LNCaP, DU145 e PC3, 

respectivamente; 5 e 6: controles de contaminação. 

 

 

 

Para a detecção dos transcritos foram conduzidos ensaios de qPCR utilizando a 

metodologia de Cq comparativo. Para cada um dos alvos o método foi validado após a 

construção da curva padrão relativa a partir da diluição seriada do cDNA.  Este passo garantiu 
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a eficiência da amplificação e a normalização das amostras com o gene de referência em 

questão. Os slopes de todos os genes foram próximos de -3,32, indicando uma reação com 

100% de eficiência. Com a definição desse parâmetro, validou-se um aumento de 10 vezes 

nos amplicons a cada 3,32 ciclos durante a fase exponencial (log210 = 3,3219).  Além disso, o 

R2 também foi 0,97 para todas as curvas. A eficiência encontra-se representada na Figura 2 e 

o gráfico foi gerado por regressão linear no software Microsoft Excel®.  

 

Figura 2: Validação do método Cq comparativo para a quantificação dos transcritos, por qPCR, dos genes 

Domínio 1A de Interação a Regiões Ricas em AT (ARID1A); Anexina A1 (ANXA1); Receptor de Andrógeno 

(AR), Antígeno Prostático Específico (PSA); Variante 7 do Receptor de Andrógeno (AR-V7) e Receptor do Tipo 

2 do Fator de Crescimento Epidérmico Humano (HER2). Em A, expressão do gene ARID1A; em B, expressão do 

gene ANXA1; em C, expressão do gene AR; em D, expressão do gene PSA; em E, expressão do gene AR-V7 e em 

F, expressão do gene HER2. O gene Beta-2-Microglobulina (B2M) foi utilizado como referência. 

 

 
 

Considerando os perfis de expressão gênica para cada um dos alvos (Figura 3), os 

níveis relativos do mRNA para o gene ARID1A (Figura 3A) se mostraram ligeiramente 

superiores nas linhagens LNCaP e PC3 quando comparadas à não-tumorigênica (1,22 e 1,15 
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vezes maior, respectivamente). Além disso, não foi verificada diferença estatisticamente 

significante entre as linhagens tumorais.  

 

Figura 3: Quantificação relativa dos níveis transcricionais dos genes Domínio 1A de Interação a Regiões Ricas 

em AT (ARID1A); Anexina A1 (ANXA1); Receptor de Andrógeno (AR); Antígeno Prostático Específico (PSA); 

Variante 7 do Receptor de Andrógeno (AR-V7) e Receptor do Tipo 2 do Fator de Crescimento Epidérmico 

Humano (HER2) por qPCR em diferentes linhagens prostáticas (RWPE-1, LNCaP, DU145 e PC3). Em A, 

expressão do gene ARID1A; em B, expressão do gene ANXA1; em C, expressão do gene AR; em D, expressão do 

gene PSA; em E, expressão do gene AR-V7 e em F, expressão do gene HER2 (* P<0,05; ** P<0,01; *** 

P<0,001; **** P<0,0001). 
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Já o gene ANXA1 demonstrou um comportamento peculiar, diminuindo sua expressão 

na linhagem hormônio-dependente, com transcritos significativamente maiores nas linhagens 

tumorais hormônio-independentes (Figura 3B). Os níveis transcricionais foram 3,28 e 1,90 

vezes maiores nas linhagens DU145 e PC3 quando comparados à RWPE-1 e 385,78 e 223,69 

quando comparados à LNCaP.  

Para os genes AR (Figura 3C) e PSA (Figura 3D) foram detectados transcritos apenas 

na linhagem LNCaP. Quanto à AR-V7 (Figura 3E), sua expressão gênica se mostrou 

significativamente aumentada nas linhagens tumorais. Entre estas, os níveis transcricionais 

foram maiores em LNCaP, comparando-se à DU145 (20,13 vezes) e à PC3 (4,64 vezes). No 

entanto, não foi verificada diferença estatisticamente significativa entre as linhagens tumorais 

hormônio-independentes. 

Finalmente, para HER2 (Figura 3F), seus níveis de mRNA também se destacaram para 

LNCaP. Nesta, 8,43, 9,34 e 4,43 mais transcritos foram quantificados quando comparados à 

RWPE-1, DU145 e PC3, respectivamente. Em PC3 os níveis transcricionais do gene também 

foram superiores (1,90 vezes) ao modelo não-tumorigênico. Além disso, a expressão do gene 

na linhagem PC3 foi 2,11 vezes maior do que para DU145. 

A relação entre os níveis de mRNA dos genes analisados foi avaliada por meio do 

teste de correlação de Pearson, conforme a Tabela 3. Os transcritos do gene ARID1A não se 

correlacionaram com os demais. Foram verificadas correlações negativas entre a expressão 

gênica de ANXA1 e os alvos AR, PSA, AR-V7 e HER2. Estes quatro últimos apresentaram 

forte correlação positiva entre si, com valores de R superiores a 0,94. 
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Tabela 3: Correlação de Pearson entre os transcritos dos genes Anexina A1 (ANXA1); Receptor de Andrógeno 

(AR); Antígeno Prostático Específico (PSA); Variante 7 do Receptor de Andrógeno (AR-V7) e Receptor do Tipo 

2 do Fator de Crescimento Epidérmico Humano (HER2). 

 

Análise Correlação de Pearson (R) Equação da reta P* 

ANXA1 X AR - 0,717 y = 0,08434 – 0,01535x 0,00861 

ANXA1 X AR-V7 - 0,662 y = 0,08882 – 38,05981x 0,01895 

ANXA1 X HER2 - 0,727 y = 0,0993 – 0,3623x 0,00735 

ANXA1 X PSA - 0,721 y = 0,08451 – 0,20660x 0,00821 

AR-V7 X AR 0,949 y = 1,857e-04 + 3,533e-04x 2,57e-06 

AR-V7 X HER2 0,975 y = - 1,707e-04  + 8,456e-03x 6,55e-08 

AR-V7 X PSA 0,957 y = 1,794e-04 + 4,776e-03x 1,07e-06 

HER2 X AR 0,988 y = 0,04122 + 0,04246x 1,68e-09 

HER2 X PSA 0,990 y = 0,04086 + 0,570003x 7,13e-10 

PSA X AR 0,996 y = 0,00078  + 0,07438x 3,58e-12 

* teste t 

 

 

5 DISCUSSÃO 

 

 

O complexo SWI/SNF utiliza a energia da hidrólise de ATP para remodelar a estrutura 

da cromatina, permitindo mobilizar e reposicionar nucleossomos e ejetar e inserir octâmeros 

de histonas (LU; ROBERTS, 2013). Alterações nos genes que codificam as subunidades deste 

complexo são comumente relatadas em neoplasias malignas, evidenciando seu papel como 

regulador epigenético na tumorigênese (MASLIAH-PLANCHON et al., 2015). 

A subunidade ARID1A do complexo SWI/SNF é descrita como mutada em cerca de 

20% dos cânceres humanos (KADOCH et al., 2013). Por apresentar funções como supressora 

tumoral, alterações em sua expressão ou inativação impactam a expressão de outros genes e, 

consequentemente, vias de sinalização diretamente envolvidas com o desenvolvimento e 

progressão de tumores (BERNS et al., 2016). Além disso, é descrito na literatura que 

mutações neste gene estão intimamente ligadas a um pior prognóstico de pacientes com 

tumores gástricos, mamários e de ovário (YAN et al., 2013; YOKOYAMA et al., 2014; 

TAKAO et al., 2017). Portanto, por estar correlacionado a outras neoplasias malignas em 
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estágio avançado, acreditamos que ARID1A também possa desempenhar papel relevante na 

progressão do CaP. 

No CaP, muitos pacientes evoluem para o quadro de CPRC, também conhecido como 

hormônio-refratário (SCHWEIZER; YU, 2015). Nesta fase, há a progressão da doença 

clínica, com o desenvolvimento de metástases, e bioquímica, com a elevação dos níveis de 

hormônios androgênicos, apesar da castração química ou cirúrgica (CHANDRASEKAR et 

al., 2015a). Dessa forma, compreender os mecanismos envolvidos na progressão do CaP são 

fundamentais para a busca de novos biomarcadores e o desenvolvimento de terapias 

direcionadas para esse estágio da doença.  

No presente estudo quantificamos e analisamos os transcritos de ARID1A buscando 

avaliar seus papéis na tumorigênese prostática. Ainda, visamos correlacionar a expressão de 

ARID1A com os níveis de mRNA dos genes ANXA1, AR, PSA, AR-V7 e HER2. Para isso, 

utilizamos as linhagens prostáticas RWPE (não-tumorigênica), LNCaP (hormônio-

dependente), DU145 e PC3 (hormônio-independentes). 

A linhagem RWPE-1, isolada a partir do epitélio prostático de um indivíduo adulto e 

sadio foi utilizada como controle, visto que apresenta as características de células normais da 

próstata (MARTINUCCI, 2017). Além disso, é capaz de expressar marcadores epiteliais 

luminais, como a citoqueratina 8 e 18, o gene supressor tumoral p53 e o AR (BELLO et al., 

1997). A linhagem tumorigênica LNCaP, derivada de sítio metastático linfonodal, mimetiza o 

CaP em seu estágio inicial, uma vez que são células imortalizadas hormônio-responsivas 

(FUSCALDI, 2012). Além disso, produz fosfatase ácida prostática (PAP), PSA e EGF 

(SCHUURMANS et al., 1991). 

As linhagens tumorigênicas DU145 e PC3, isoladas de metástases cerebral e óssea, 

respectivamente, estão associadas a altas taxas de proliferação (FUSCALDI, 2012). Por se 

tratarem de células que apresentam crescimento tumoral que independe da produção de 

andrógenos e que não expressam o AR são utilizadas como modelo para estudos sobre o CaP 

avançado (RUSSELL; KINGSLEY, 2003). A linhagem PC3 não expressa PSA e expressa 

altos níveis de EGF, o qual contribui para seu crescimento autônomo. No entanto, embora 

esta seja hormônio-independente, possui uma fraca marcação do AR em seu núcleo 

(WEBBER; BELLO; QUADER, 1997). Portanto, em nosso estudo, foram utilizadas 

linhagens celulares distintas, o que permitiu a comparação dos dados referentes aos subtipos 

tumorais hormônio-dependente e hormônio-independentes. 

Foram comparadas as quantificações dos transcritos de diferentes genes nas linhagens 

prostáticas RWPE-1, LNCaP, DU145 e PC3. De fato, estas estão bem descritas na literatura, 
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com técnicas de cultivo e expansão padronizadas; permitindo, assim, o monitoramento efetivo 

do microambiente em que se encontram (MOROZ, 2013). Dessa forma, por apresentarem 

particularidades entre si, é possível avaliar o comportamento celular e a expressão de 

moléculas características do tecido que representam (MARTINUCCI, 2017). 

A expressão gênica dos alvos foi verificada por qPCR. Esta metodologia permite 

detectar e quantificar em tempo real a intensidade da fluorescência emitida durante a 

amplificação do cDNA alvo (NASCIMENTO; SUAREZ; PINHAL, 2010). Além disso, 

possui vantagens em relação a PCR convencional, como rapidez, alta sensibilidade, 

especificidade, detecção de quantidades relativamente pequenas de DNA e análise simultânea 

de um grande número de amostras (OLIVEIRA, 2010). Em nosso estudo foi adotada a 

estratégia semi-quantitativa, baseada no método Cq comparativo, o qual necessita de um gene 

de referência para a normalização dos dados.  

Genes de referência, também denominados housekeeping, têm como principais 

características serem expressos em todos os tipos de amostras biológicas e se manterem 

estáveis sob diferentes condições experimentais (WANG et al., 2016). São frequentemente 

empregados como controle interno para determinar os níveis de expressão relativa de genes 

alvo. Para o presente estudo, o gene B2M foi utilizado como referência. Na literatura estão 

descritos diversos estudos sobre o CaP que o utilizaram como controle endógeno (NEVES, 

2007; MOURA, 2012; KATZ, 2014; MOTA, 2017). Dessa forma, a escolha de um gene 

constitutivo que possa ser usado para a normalização possibilita determinar de modo preciso e 

confiável a expressão gênica, bem como é um passo crucial para análises das curvas padrão 

relativas (LIU et al., 2015).  

A eficiência dos ensaios de qPCR é determinada por meio da linearidade e da 

inclinação das curvas padrão relativas dos genes alvo em diferentes concentrações de cDNA 

(NISHI et al., 2009).  As curvas de amplificação obedecem a três fases: a exponencial, a 

linear e o platô. Tais curvas são geradas segundo concentrações conhecidas do alvo molecular 

em estudo (WODEWOTZKY, 2010). As curvas atenderam às exigências descritas no The 

Minimum Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments (MIQE) 

(BUSTIN et al., 2009), um guia que fornece informações necessárias para a avaliação das 

condições experimentais e a validação dos protocolos utilizados para as reações de qPCR. 

Dessa forma, confirmamos e validamos a estratégia experimental empregada. 

Considerando os níveis transcricionais de ARID1A, na literatura tem sido descrita a 

perda na expressão do gene e da proteína em diversos tipos de tumores, como carcinoma de 

células renais claras, de endométrio, de ovário e de intestino (WANG et al., 2012; TAKEDA 
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et al., 2016; JIANG et al., 2017). Contudo, em nosso estudo foi observada uma maior 

expressão de mRNA nas linhagens LNCaP e PC3 quando comparadas à RWPE-1. Segundo 

Zhao e colaboradores (2015), pacientes com carcinoma hepatocelular apresentaram uma 

superexpressão de ARID1A em seus tecidos tumorais quando comparada à expressão de 

tecidos adjacentes não-tumorigênicos. Balbás-Martínez e colaboradores (2013) também 

demonstraram esse comportamento, com maiores níveis dessa proteína em pacientes com 

câncer de bexiga, inclusive com valor prognóstico. Nossos ensaios indicaram esse perfil em 

modelos celulares de próstata, contudo, já em nível transcricional, sugerindo que a maior 

expressão proteica pode refletir a modulação de eventos moleculares anteriores.   

De fato, o conhecimento acerca da função de ARID1A e das consequências decorrentes 

das alterações em seus níveis de expressão ainda é limitado. Seu comportamento conflitante 

em diferentes tipos tumorais evidencia a necessidade de estudos adicionais que esclareçam 

seu comportamento no CaP.  

Apesar de responder ao estímulo de hormônios glicocorticoides como andrógenos 

(MATHUR, 2018), não foi verificada diferença estatisticamente significante entre as 

linhagens tumorais avaliadas neste estudo. Acreditamos que a expressão de ARID1A 

possivelmente não esteja correlacionada à resistência a terapia hormonal e ao CPRC, visto 

que os níveis de mRNA não se alteraram, significativamente, quando comparamos as 

linhagens hormônio-independentes à hormônio-responsiva. Dessa forma, sugere-se que o 

gene ARID1A esteja envolvido no surgimento do CaP ou em seu desenvolvimento inicial, 

possivelmente através da regulação da expressão de genes envolvidos na transformação 

oncogênica (SUN et al., 2017).  

A expressão de ARID1A aumenta a transcrição mediada por receptores 

glicocorticoides, ao remodelar a cromatina sob estímulo hormonal (WALLBERG et al., 2000; 

INOUE et al., 2002). Não encontramos correlação entre os níveis transcricionais de ARID1A e 

os demais genes estudados. Entretanto, nosso estudo limita-se à quantificação dos níveis de 

mRNA, não analisando modificações pós-transcricionais que possam impactar nas proteínas 

efetivamente ativas nas células. Portanto, são necessários ensaios adicionais que avaliem essas 

proteínas no CaP, além de experimentos que possam elucidar a função de ARID1A, bem como 

suas interações com outros genes envolvidos no processo carcinogênico. 

Berns e colaboradores (2016) sugerem que a perda de ARID1A ativa uma ou mais vias 

de sinalização que conferem vantagens às células tumorais, que proliferam intensamente e 

evadem aos mecanismos apoptóticos. Em câncer de mama, a perda de ARID1A é associada à 
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ativação de ANXA1, o que culmina com a resistência a drogas direcionadas ao bloqueio de 

HER2. 

O gene ANXA1 codifica uma proteína com 37 kDa capaz de se ligar aos fosfolipídios 

de forma cálcio-dependente (VOLPATO, 2017). Encontra-se envolvido em diferentes 

processos celulares, incluindo sobrevivência, proliferação, apoptose, diferenciação e migração 

(BOUDHRAA et al., 2016). A desregulação de seus níveis de expressão é relacionada ao 

desenvolvimento de tumores (BOUDHRAA et al., 2016), contudo, sua relevância na 

oncogênese se mostra específica ao tecido afetado (GUO; LIU; SUN, 2013). Nesse contexto, 

suas funções e mecanismos de atuação na carcinogênese prostática, sobretudo em CPRC, 

ainda necessitam ser investigados. 

Patton e colaboradores (2005) verificaram que os níveis proteicos e de mRNA de 

ANXA1 se mostraram significativamente menores em pacientes com neoplasia intraepitelial 

prostática de alto grau e CaP quando comparados com os casos de hiperplasia. 

Adicionalmente, sua perda de expressão já foi previamente associada ao surgimento de CaP e 

tumores esofágicos (PAWELETZ et al., 2000). Esses dados confirmam os resultados 

encontrados, uma vez que houve uma perda nos níveis de transcritos de ANXA1 na linhagem 

LNCaP, a qual é constituída por células prostáticas tumorais responsivas a hormônio. 

Hasegawa e colaboradores (2006) também observaram esse comportamento, em que o gene 

foi expresso apenas na linhagem PC3 e não na LNCaP.  

Apesar da localização subcelular de ANXA1 (citoplasmática, nuclear, extracelular) 

impactar diretamente em suas funções (BOUDHRAA et al., 2016), verificamos que seus 

níveis transcricionais, no CaP, apresentam um perfil peculiar que acompanha a agressividade 

da doença. É descrito na literatura que a superexpressão de ANXA1 aumenta a resistência às 

drogas no tratamento contra o CaP, o que a sugere como parâmetro de resposta a diferentes 

drogas (HASEGAWA et al., 2006).  

Dessa forma, supomos que a perda na expressão de ANXA1 em LNCaP esteja 

envolvida com o início e promoção do tumor. Todavia, para a progressão da doença, 

incluindo para o fenótipo de resistência ao tratamento hormonal, se mostra necessário o 

aumento de sua expressão. Portanto, sua posterior elevação em DU145 e PC3 pode estar 

relacionada à resistência a terapia hormonal e ao quadro agressivo de CPRC, cujo mecanismo 

ainda necessita ser elucidado. 

Quanto à sinalização androgênica, Schaeffer e colaboradores (2008) observaram uma 

diminuição na expressão de ANXA1 em CaP sob estímulo androgênico. Em nosso estudo, seus 

níveis transcricionais se correlacionaram negativamente com os do AR, PSA, AR-V7 e HER2.  
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O quadro de CPRC é resultado da ativação do AR independente de andrógeno e, 

consequentemente, de suas vias a jusante (SMOLLE et al., 2017). Os mecanismos envolvidos 

com esse fenótipo incluem a ativação do receptor por feedback, incluindo via HER2, por 

mutações e por variantes de splicing, com destaque para o AR-V7 (SCHWEIZER; YU, 2015).   

Membro de uma superfamília de receptores nucleares, o AR é ativado pela ligação de 

hormônios andrógenos, como testosterona e DHT (KRAUSE et al., 2014). Possui papel 

essencial no desenvolvimento glândula prostática, seja em condições de normalidade, seja no 

CaP (CULIG, 2015). Ainda, alterações em sua expressão contribuem, e estão fortemente 

relacionadas, ao desenvolvimento e à progressão tumoral de pacientes com CPRC 

(COUTINHO et al., 2016).  

O gene PSA codifica uma proteína pertencente à família das serino proteases e é 

produzido pelas células epiteliais prostáticas (PAYNE; CORNFORD, 2011) em resposta ao 

AR. Portanto, o monitoramento de seus níveis séricos permite avaliar a resposta de pacientes 

à terapia de bloqueio hormonal e a progressão da doença para sua fase mais grave, o CPRC 

(KIM et al., 2016; MIZOKAMI et al., 2017). 

Em nosso estudo transcritos do AR e PSA foram detectados apenas na linhagem 

hormônio-dependente LNCaP. Tai e colaboradores (2011) também observaram o mesmo 

comportamento para os transcritos de ambos os genes. No estudo, as células da linhagem 

LNCaP expressaram AR e PSA e seu crescimento foi inibido pela privação androgênica. Por 

outro lado, as células da linhagem PC3 não expressaram estes genes e, ainda, manifestaram 

proliferação de modo independente à andrógenos. Além disso, como descrito por outros 

estudos, a linhagem DU145 também não é capaz de expressar AR e PSA (RUSSELL; 

KINGSLEY, 2003; FONTENELE, 2014).  

Nossos resultados corroboram ensaios anteriores (SARWAR et al., 2014) e certificam 

as linhagens utilizadas. O crescimento dessas células independe de hormônio (TAI et al., 

2011) e a ausência de transcritos desses genes é sugerida como uma marca desse subtipo 

tumoral, o qual utiliza moléculas diferentes para conduzir sua agressividade, como variantes 

de AR, EGFR e HER2 (BAEK et al., 2012; CHANDRASEKAR et al., 2015a). 

O splicing alternativo do AR tem sido descrito como um dos principais mecanismos 

responsáveis pela atividade persistente do receptor, bem como pela sobrevivência das células 

do CaP (SUN et al., 2010). Estudos apontam que a detecção de transcritos de AR-V7 em 

células tumorais prostáticas está diretamente relacionada a resistência a Enzalutamida e o 

Acetato de Abiraterona, agentes farmacológicos frequentemente utilizados na TPA 

(ANTONARAKIS et al., 2014; SHARP et al., 2018; WANG et al., 2018). 
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A expressão de AR-V7 correlaciona-se à progressão do CaP e ao menor tempo de 

sobrevida em pacientes com CPRC (LIU et al., 2014). Logo, esperava-se que os níveis 

relativos do mRNA deste gene fossem mais elevados nas linhagens tumorais hormônio-

independentes DU145 e PC3. Entretanto, em nosso estudo observamos que expressão de AR-

V7 se mostrou significativamente elevada na linhagem tumoral hormônio-responsiva LNCaP. 

Como descrito na literatura, esta linhagem é capaz de gerar transcritos a partir do gene, mas 

sua tradução em proteínas não é detectada (HU et al., 2009, WADOSKY; KOOCHEKPOUR, 

2017).  

Finalmente, avaliamos também os transcritos de HER2, o qual codifica uma 

glicoproteína pertencente à família quinases transmembranas, que normalmente são expressas 

em baixos níveis em diversas células epiteliais secretoras humanas, como as encontradas nos 

tecidos da próstata (YEH et al., 1999). Como esperado, em nosso estudo, a linhagem RWPE-

1, isolada a partir do epitélio prostático, exibiu discretos níveis de mRNA do gene HER2.  

Detectamos transcritos deste gene nas linhagens DU145 e PC3. É descrito na literatura 

que ambientes com baixos níveis de andrógenos permitem a sobrevivência e a supressão da 

apoptose de células tumorais hormônio-independentes que expressam HER2, contribuindo 

para a resistência à terapia hormonal e a progressão da doença (ANDERSSON et al., 2014). 

Além disso, maiores níveis de expressão deste gene em CaP estão associados a menor 

sensibilidade à quimioterapia, pior prognóstico e menor taxa de sobrevida de pacientes (LIU 

et al., 2015). 

Por meio do teste de correlação de Pearson, foram verificadas correlações positivas 

entre os genes AR, PSA, AR-V7 e HER2, com valores de R superiores a 0,94. De fato, estudos 

apontam que a reativação do AR em casos de TPA é responsável pelo aumento dos níveis de 

PSA, o que contribui para o crescimento tumoral (PAYNE; CORNFORD, 2011). Além disso, 

em condições de CPRC, a expressão de HER2 é induzida, promovendo a transativação do AR 

e o aumento dos níveis de mRNA de PSA (LEE et al., 2003, SCHWEIZER; YU, 2015). Baek 

e colaboradores (2012) sugerem que o aumento na expressão de HER2 favorece a atividade 

transcricional e estabilidade do AR. Por fim, segundo Liu e colaboradores (2014), para que 

haja a síntese do mRNA do gene AR-V7 a transcrição do AR precisa estar ativada. Portanto, o 

funcionamento concernente desses quatro alvos é essencial para o quadro avançado de CaP.  
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6 CONCLUSÃO 

 

 

Os resultados obtidos apontam que maiores níveis de mRNA de ARID1A são 

encontrados no modelo celular responsivo a andrógeno, não se correlacionando com os 

demais alvos analisados. Esse comportamento sugere seu envolvimento com a promoção do 

CaP. Interessantemente, para o gene ANXA1, houve uma perda dos transcritos em LNCaP, 

com elevação de expressão nas linhagens DU145 e PC3, evidenciando um perfil dependente 

da progressão e agressividade da doença.  

Por fim, os genes AR, PSA, AR-V7 e HER2 correlacionaram-se positivamente, o que 

pressupõe um efeito orquestrado nesse tipo tumoral. Contudo, devido à limitação das análises 

ao mRNA, são necessários novos ensaios que analisem o comportamento das proteínas 

produzidas por esses genes para posterior aplicação como biomarcadores direcionados ao CaP 

avançado. 
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