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RESUMO

Os genes da a (HBA) e B-globina (HBB) estdo organizados em clusters
situados em diferentes cromossomos e eles sdo comumente estudados em células
eritroides, onde sua expressao é estequiométrica e a regulacéo génica é finamente
regulada. Na literatura ha descricdo de expressao de hemoglobinas em diversos
outros tecidos, sendo que alguns desses trabalhos esbarram na questdo da
regulacdo génica ou da funcionalidade das proteinas. Trabalhos anteriores de nosso
laboratério identificaram a expressdao de hemoglobinas na prostata ventral de
roedores adultos castrados ou submetidos a dieta normolipidica baseada em banha
de porco. Além disso, dados da literatura demonstraram atividade do promotor
proximal da HBG humana em células p63* da préstata de ratos e em algumas
linhagens humanas de prostata. A partir desses dados, foi de nosso interesse
estudar em quais condi¢cdes os genes das hemoglobinas sdo expressos na prostata
e verificar se sua regulacdo génica é similar aguela encontrada em células eritréides.
E, como a expressao de hemoglobinas parece estar correlacionada com um estado
de indiferenciacéo de células epiteliais, também decidimos verificar se ha correlacdo
entre a expressdo desses genes e a progressao tumoral de préstata. Para isso,
caracterizamos a expressdo de hemoglobinas e a localizagdo subcelular das
proteinas em linhagens celulares de prostata humana normais ou tumorais,
cultivadas em 2D ou 3D, e tratadas com andrégenos. Também utilizamos a préstata
de camundongos submetidos a diferentes estimulos androgénicos, obtidos através
de castracdo e/ou reposicdo hormonal, e de animais idosos. Concluimos que células
epiteliais normais da préstata apresentam maior expressdo de hemoglobinas do que
as células tumorais e que a sinalizacdo de diidrotestosterona (DHT) n&o altera a
expressdo de hemoglobinas in vitro ou in vivo. A linhagem RWPE1l apresenta
expressdo basal de HBA2, HBAL (cluster a) e HBE (cluster B). H4A aumento da
expressao de HBA com o cultivo tridimensional dessa linhagem, acompanhado de
alteracdo na localizagédo subcelular da proteina correspondente em algumas células.
As hemoglobinas embribnicas sdo as Unicas do cluster B expressas, tanto in vivo
(Hbb-by na prostata de camundongos idosos) como in vitro (MRNA e proteina da
HBE em RWPEL). A expressdo de hemoglobinas na prostata ndo € regulada de
maneira similar a de eritrocitos. As flutuacbes de expressdao encontradas na
linhagem RWPEL também ndo sdo explicadas por fatores intrinsecos do tecido
prostatico (estimulo por DHT ou expressdo de p63) nem por outros mecanismos
(sinalizacdo da matriz extracelular ou hipoxia), embora o gene HBA tenha expresséo
aumentada no cultivo 3D.

Palavras-chave: HBA; HBB; a-globina; B-globina; préstata; regulacdo da expresséo

génica; regulacao androgénica; testosterona



ABSTRACT

HBA and HBB genes cluster in different chromosomes. They are
commonly expressed in cells from the erythroid compartment in a stoichiometric
manner. Thus, their expression in this compartment is tightly regulated by a series of
widely known factors. Nevertheless, there are several papers reporting haemoglobin
expression in other tissues, some of them pointing to the gene regulation behind the
expression and/or haemoglobin functionality in these foreign tissues. Interestingly,
previous studies from our laboratory have found haemoglobin expression in rodent
prostate cells: in castrated rats and in mice fed with normolipidic diets based on pork
fat (lard). Additionally, published articles have described activity of the human HBG
promoter in mice p63* prostate cells and in human prostate cell lines. Thus, we
intended to study the conditions in which haemoglobins are expressed in the
prostate, as well as whether the gene regulation mechanisms are similar to that
found in erythroid cells. Because haemoglobin expression in the prostate seems
correlated with an undifferentiated state of the epithelial cells, we have also studied a
possible link between haemoglobin expression and tumour progression. Therefore,
we have characterized haemoglobin expression and subcelular localization in normal
and tumour human epithelial prostate cell lines cultured bi- and three-dimensionally,
and treated with androgens. We have also studied the effect of different
concentrations of androgens in mice prostate, using castration and/or hormonal
readministration, as well as the effects of aging, on haemoglobin expression. We
concluded that normal epithelial prostate cell lines have higher haemoglobin
expression when compared to tumour cells, and that dihydrotestosterone (DHT)
signalling does not alter haemoglobin expression in vitro or in vivo. RWPEL cell line
expresses HBA2, HBAl (a cluster) and HBE (B cluster), and expression of HBA
increases when cells are tridimensionally cultured. Moreover, HBA subcelular
localization changes in some of the spheroid’s cells. Embryonic haemoglobins are
the only ones from the B cluster that are expressed, both in vivo (Hbb-by in aged
mice prostate) and in vitro (HBE in RWPEL cell line). Haemoglobin expression in
prostate cells is not regulated in the same manner as in erythrocytes. Changes in
haemoglobin expression found in the RWPEL cell line also cannot be explained by
DHT stimuli or p63 expression, which are specific features of prostate cells, nor by
other mechanisms, such as extracellular matrix signalling or hypoxia, even though
HBA is found overexpressed in the three-dimensional culture.

Key-words: HBA; HBB; a-globin; B-globin; prostate; gene expression regulation;

androgen regulation; testosterone
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INTRODUCAO

Em nosso laboratério tivemos alguns resultados que indicaram a presenca
de hemoglobinas em células de préstata. Unindo essas observacdes com alguns
dados da literatura, achamos que seria interessante verificar se realmente ha
expressdo génica e protéica de hemoglobinas na préstata, e qual seria a regulacdo

por tras dessa expressao.

Organizacdao e funcdo das hemoglobinas em células eritréides

As hemoglobinas estdo presentes nas hemacias, onde tém a importante
funcdo de transporte de oxigénio. Cada hemoglobina €& formada por duas
subunidades a e duas subunidades B, formando um tetrdmero ligado a quatro
grupamentos heme (Figura 1), que sdo os verdadeiros responsaveis pela ligacao ao
oxigénio [1].

Cadeiap 2

Fe2+
Heme

Cadeiaa 1 Cadeiaa 2

Figura 1: Imagem representativa da estrutura da hemoglobina, adaptada de Openstax

College.

Os genes das hemoglobinas estdo agrupados em clusters em
cromossomos diferentes (Figura 2) e sao regulados de formas distintas, porém ha
relacdo estequiométrica (1:1) entre as proteinas HBA e HBB, para que se juntem em

dois pares para formar a hemoglobina.
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Figura 2: Representagdo grafica da disposicao dos genes dos clusters da a- e B-

globinas em (A) humanos e em (B) camundongos.

Cluster da a-globina

O cluster da a-globina humana esta proximo ao telémero do braco
curto do cromossomo 16 [2]. Esse cluster é rico em G + C e apresenta ilhas CpG por
toda sua extensdo. Normalmente as ilhas CpG séo deficientes em histonas H1 e
apresentam histonas H3 e H4 hipermetiladas. Este cluster também apresenta
segmentos de DNA livres de nucleossomos, o que confere ao cluster da a-globina a
caracteristica de cromatina “aberta”, mesmo em células que ndo expressam esses

genes [3, 4].

O cluster da a-globina humana estd adjacente a genes que sao
constitutivamente expressos (C160rf35/NPRL3) [5]. Os genes do cluster da a-globina

sdo expressos de acordo com sua sequéncia no cromossomo, sendo que o0 gene (
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(HBZ) é preferencialmente expresso em embrides, enquanto os genes a1l e a2
(HBA1 e HBA2) sédo preferencialmente expressos em fetos e adultos,

respectivamente (Figura 2A) [4].

O cluster da a-globina apresenta alguns reguladores distais, denominados
sitios de hipersensibilidade a DNAse | (HSs), por serem sensiveis a DNAse |. Esses
HSs podem estar constitutivamente presentes no cluster ou serem formados em

tecidos especificos ou em fases especificas do desenvolvimento.

No caso do cluster da a-globina humana, os HS-40, HS-33 e HS-10 sao
especificos da linhagem eritride [6]. E interessante notar que o HS-40, tido como o
enhancer mais importante do cluster da a-globina, esta situado em um intron de um
gene upstream, e que a presenca desse enhancer ndo modifica a estrutura da

cromatina ou a metilagédo do DNA localmente [3, 7] (Figura 3).

A HS26 HS21 HSS8

g ol o2
Murine
Cl6orf35
1S4( 4S33 1
HS40 HS HS 10 C, Bl 9
Human O n_

Cl6orf35

Figura 3: Comparacéo entre os clusters da a-globina humana e murina, extraida de Fu
e colaboradores, 2005 [6].

O cluster da a-globina em camundongos € muito semelhante ao humano,
apesar de se encontrar em regidao ndo telomérica do cromossomo 11 [8, 9]. Os
genes que flanqueiam o cluster murino sdo homoélogos aos genes que flanqueiam o
cluster humano (Figura 3). O cluster da a-globina de camundongos também
apresenta uma alta porcentagem de G+C [8]. Diferentemente do cluster humano,
poucas ilhas CpG estdo presentes no cluster da a-globina murina, apesar da
presenca de muitas ilhas CpG nos genes adjacentes ao cluster, sugerindo que essas
ilhas n&o sao importantes na regulagao da a-globina desses animais [8].

Em camundongos, o HS correspondente ao HS-40 humano é o HS-26
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[10]. O HS-26 também é especifico de precursores eritroides, e também esta
presente em um intron do gene denominado C160rf35, adjacente ao cluster da a-
globina (Figura 3) [6, 11, 12]. Apesar da similaridade na sequéncia nucleotidica, o
enhancer HS-26 ndo é tdo forte quanto o HS-40 humano, sendo que sua delecéo
resulta em reducdo de apenas 50% da expressdo de Hba [9]. Assim, outros
elementos devem atuar na regulacdo do cluster da a-globina de camundongos.
Outros HSs especificos da linhagem eritréide de camundongos séo os HS-21 e HS-
8, que equivalem aos HS-33 e HS-10 humanos, respectivamente (Figura 3) [6, 9,
11].

Em células de camundongos que expressam a a-globina ha uma
proximidade fisica entre os genes ativos do cluster do gene da a-globina, suas
regibes regulatérias distais (HSs), os genes que flanqueiam o cluster e suas
respectivas regides promotoras. Isto ocorre devido a formacao de varias estruturas
em forma de lago, em conjunto denominadas “fabrica de transcricao”. Ja em células
cujos genes da a-globina estdo inativos, essa “fabrica de transcricdo” envolve
apenas os genes adjacentes ao cluster da a-globina, mas ndo os genes do cluster

propriamente ditos (Figura 4) [11].

Com relagcdo a regulacdo da estrutura da cromatina durante o
desenvolvimento, ela € muito semelhante entre humanos e camundongos. De
acordo com Fu e colaboradores [6], em células progenitoras eritréides ha uma leve
abertura da cromatina do cluster da a-globina, principalmente devido a acetilacdo da

histona H3 e metilagéo da lisina 4 da histona H3 nos HS-26, HS-21 e HS-8.

Ja as células eritrdides primitivas apresentam uma maior abertura da
cromatina, devido a maior acetilagcdo e metilagdo de histonas nos HSs e também nos
genes da ¢ e da a-globina. Porém, o gene ( seria o0 unico expresso nessas ceélulas,

pois esta mais proximo das regides regulatorias.

Por fim, com o switching da hemoglobina embrionaria para a fetal/adulta,
ha uma maior modificagdo de histonas nos genes da a-globina, tornando a cromatina
mais aberta nesta regido, enquanto ha a desacetilacdo e desmetilacdo das histonas
no gene da (-globina. Assim, a (-globina deixa de ser expressa e as a-globinas

passam a ser expressas (Figura 5) [6].
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Figura 4. Representacao da “fabrica de transcricao” do cluster que inclui o gene da a-
globina murina. (A) cluster da a-globina murina representado de forma linear; (B) “fabrica
de transcrigdo” de células eritréides de camundongos, nos quais o cluster da a-globina esta
ativo e (C) “fabrica de transcricdo” em células nao-eritréides de camundongos, cujo cluster

da a-globina esté inativo. Imagem extraida de Zhou e colaboradores, 2006 [11].
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Figura 5: Representacdo das modificagdes covalentes p6s traducionais de histonas
no cluster da a-globina de camundongos. (A) células progenitoras eritréides, (B) células

eritréides primitivas e (C) células eritréides definitivas. A regulacdo das histonas nestes
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sitios em camundongos e em humanos é muito semelhante. Imagem extraida de Fu e
colaboradores, 2005 [6].

Cluster da B-globina

O cluster humano da p-globina, por sua vez, estid presente no
cromossomo 11, e apresenta uma estrutura diferente do cluster da a-globina. Ele é
rico em A + T e nado possui ilhas CpG em sua extensao [4]. O cluster da $-globina,
tanto em humanos quanto em camundongos, esta flanqueado por genes
codificadores de receptores olfativos nas porgdes 5 e 3’, e esses genes nao sao

expressos em células eritréides [13].

Os HSs também estdo presentes no cluster da 3-globina, sendo que os
principais HSs sdo numerados de 1 a 5. Todos os HSs humanos apresentam
correspondentes em camundongos, e a organizacdo do cluster da B-globina é muito
semelhante entre os dois organismos (Figura 6). A formacdo dos HSs precede a
ativacdo dos genes do locus, e eles se situam em uma regido denominada Locus
Control Region (LCR) (Figura 6, caixa amarela) [4, 14]. O LCR confere
especificidade da expressado dos genes do cluster da B-globina a linhagem eritride
[15].
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Mouse
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Figura 6: Representagao do cluster da B-globina humana e murina. As caixas amarelas
representam o LCR. As setas pretas enumeradas representam os HSs. Imagem extraida de

Higgs e colaboradores, 1998 [14].

E provavel que o LCR interaja com um gene das globinas de cada vez,

sendo que o tempo em que o LCR passa em associacdo com cada gene ira definir a
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proteina prevalente no citoplasma da célula. A expressdao dos genes da [-globina
depende da ordem dos genes e, consequentemente, da distancia relativa em que se
encontram do LCR [5].

A presenca do LCR é essencial, jA que os HSs, quando individualizados
ou desordenados, nunca chegam ao nivel de atividade de um LCR intacto [5]. Em
humanos cujo cluster encontra-se mutado e o LCR estd ausente ou inativo, a
transcricdo do gene da B-globina cai para 1% [16]. Em camundongos, a falta de
regulacao pelo LCR néo resulta em inativagao tado forte, mas a expressdo desses
genes é também menor do que nos camundongos selvagens [17]. E interessante
notar que, em camundongos, o LCR néo é importante para a sensibilidade do cluster
a DNAse |, para o remodelamento da cromatina ou para a hiperacetilacdo de
histonas no promotor da (3-globina, embora funcione como um enhancer e participe

do processo de transcri¢cdo dos genes do cluster [16, 17].

Ligacado a fatores de transcricao

Os fatores de transcricdo desempenham um papel importante na
regulacdo dos genes das hemoglobinas, sendo que eles podem se ligar tanto aos
reguladores distais j& descritos quanto aos reguladores proximais, na regido
imediatamente upstream ao ponto inicial da transcricdo dos genes. Portanto, a
expressao destes genes depende do pool de fatores de transcricdo presentes nas

células [4, 5].

A ligagdo aos promotores distais, no caso do cluster da 3-globina, leva ao
aparecimento dos HSs [13]. Ligados ao LCR do cluster, sdo capazes também de
recrutar histonas acetiltransferases (HATs), de modo que ha uma maior acetilacdo
de histonas nessas regides regulatérias e nos proprios genes do cluster (Figura 7)
[18]. Essa acetilagdo de histonas confere estrutura mais aberta a cromatina desta

regido nas ceélulas eritréides, onde estes genes séo expressos [4].
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Figura 7: Representagao do cluster da B-globina murina com indicacdes das variagdes
nos niveis de acetilacdo de histonas. A imagem foi extraida de Bulger e colaboradores,
2002 [18]. As barras dos gréaficos indicam os niveis de acetilagdo da histona H3 em dois

estudos independentes: Schubeler et al, em verde, [19] e Forsberg et al, em azul [20].

A seguir os fatores de transcricdo mais relevantes para a diferenciacéo

eritroide e expressdo de hemoglobinas nessas células serdo discutidos.
Familia GATA

Dentre os fatores de transcricdo eritroide-especificos mais importantes
estdo os da familia GATA, mais especificamente GATAl1 e GATA2. Eles séo
expressos no sistema hematopoiético, tanto em células eritréides primitivas quanto
definitivas [21]. GATA3, outro membro da familia relacionado ao desenvolvimento

hematopoiético, tem sua expressao restrita a células T [22].

GATAl e GATA2 sdo capazes de se ligar em multiplas regibes
regulatorias dos clusters da a e B globinas [21], porém o cluster da B globina
apresenta mais sitios de ligacdo a GATA em comparacado ao cluster da a globina
[23]. Inclusive a expressao dos genes do cluster a ndo varia de acordo com

variacdes na quantidade de proteinas da familia GATA [23].

GATAL e GATA2 apresentam diferentes niveis de expressao ao longo da
diferenciacao eritroide (Figura 8), sendo que GATA2 é expresso em estagios iniciais

da diferenciacdo, enquanto GATALl sO € expresso com a maturacdo das células
eritrides [23]. De fato, em células comprometidas porém indiferenciadas, GATA2
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liga-se ao locus da B globina e ativa baixos niveis de expressao do gene apropriado.
Somente depois o fator de transcricdo GATAL o substitui e induz a expressao de
hemoglobinas [24]. Nesse caso GATAL utliza FOG1, outro fator de transcricao
eritroide especifico, para retirar GATA2 da cromatina [25]. GATAl e FOG1
interagem para formar o loop entre LCR e os promotores proximais do cluster da 3
globina, sendo criticos para a expressao correta das hemoglobinas desse cluster
[24].
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Figura 8: Atividade de GATA1l e GATA2 durante a diferenciacao eritréide. Imagem

retirada de Ferreira e colaboradores, 2005 [21].

E importante ressaltar que a expresséo de genes da familia GATA nem
sempre estdo relacionados a ativacdo génica. No caso da HBE, o silenciador
presente entre regides -300 e -250pb tem sitios de ligacdo a GATA-1, sendo que

esse fator de transcricdo € capaz de reprimir a expresséo de HBE in vivo [26].
FOG1

FOG1 é um fator de transcricdo que néo se liga diretamente ao DNA [22].
Sua expressédo € induzida por GATA1 em linhagens eritrdides e megacariociticas.
FOG1 interage com GATAL para causar ativagcado ou inativacdo de alguns genes
[21]. FOG1 facilita a ligagdo de GATAL1l ao DNA e sem a interagdo com FOG1,

GATAL nao consegue exercer sua funcao [22, 25].



34

KLF1

KLF1, também conhecido como EKLF, é um fator de transcricdo
exclusivamente expresso em células eritroides [27]. Em camundongos ele é capaz
de se ligar ao promotor de Hbb-bl, ao LCR do cluster da  globina e as regides

regulatorias proximais e distais do cluster da a globina [28].

Apesar de se ligar em ambos os clusters, KLF1 s6 é essencial para o
switching dos genes do cluster da 3 globina. Em camundongos, a delecdo de KLF1
resultou no bloqueio de expressado dos genes adultos do cluster 3, enquanto os
genes do cluster a continuaram sendo expressos corretamente, de acordo com as
fases do desenvolvimento, devido a ligacdo de outros fatores na posicdo do KLF1
[27]. KLF1 tem um papel importante no remodelamento da cromatina, formagéo dos
HSs no LCR e coordenacgéo da conformacao tridimensional do locus da [ globina
[24, 27].

NF-E2

O fator de transcricdo NF-E2 reconhece regides promotoras dos clusters
da a e B globinas, inclusive o promotor distal da a globina [29, 30]. O LCR da B-
globina também apresenta sitios de ligacdo a esse fator, sendo que a atividade do

LCR depende da integridade desses sitios [16, 30].

NF-E2 é um heterodimero composto pelas seguintes subunidades: pl18,
expressa na maioria dos tecidos, e p45, praticamente restrita as ceélulas
hematopoiéticas, como eritrécitos, megacariécitos e mastécitos [29]. Mesmo que as
células hematopoiéticas sejam um dos poucos subtipos celulares que expressam a
subunidade p45, os niveis de expressao dessa subunidade ndo se alteram ao longo
da diferenciacao eritréide, sendo que elas precisam colocalizar-se nas regides de

heterocromatina para serem funcionais e poderem ativar os genes da 3-globina [30].
TAL1

TAL1, também conhecido como SCL, é expresso em eritrécitos,
megacariécitos e mastocitos, assim como GATAL e a subunidade p45 de NF-E2.

TAL1 é capaz de formar um complexo que interage com GATAL. A regido promotora
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distal do cluster da a globina contém sitios de ligacdo a esse fator de transcricdo
[22].

Silenciadores e requlacdo génica negativa

Muito se estuda a respeito da regulacdo positiva de genes, com a
definicdo de diversos enhancers e promotores especificos para cada tecido/gene.
Apenas muito recentemente alguns cientistas viram a necessidade de tentar localizar
silenciadores génicos de maneira sistematica. De maneira sintética, esses autores
descobriram que, assim como o0s enhancers, o0s silenciadores também se
encontram, em sua maioria, em regides promotoras, introns e regides intergénicas; e
eles parecem ser tecido especificos, apesar de alguns poucos silenciadores serem
mais gerais [31].

Antes desse estudo sistematico acerca dos silenciadores, um artigo
tentou verificar possiveis reguladores negativos das hemoglobinas embriénica (HBZ
e HBE). As regides encontradas se localizavam entre -300 e -112 no promotor
proximal de HBZ e entre -400 e -368 no promotor proximal de HBE. Apesar de
ambas serem hemoglobinas embriénicas, ndo foi encontrada homologia entre as
regides de regulacdo negativa desses dois genes [32]. Mesmo que 0S promotores
dos genes das hemoglobinas sejam regulados pelos mesmos fatores de transcricao,

ISSO parece n&o ocorrer no caso dos silenciadores desses genes.

Regulacdo da eritropoese por hipdxia

Além da regulacdo das hemoglobinas em condi¢Oes fisiologicas, esses
genes podem ser ativados também em situagcdo de hipdxia. Nesse caso ndo ha
ativacdo somente dos proprios genes das hemoglobinas, mas de toda a sinalizacéo

de eritropoese, num processo que envolve diversos 0rgaos.

Os fatores de transcricdo da familia HIF sdo os principais iniciadores
dessa sinalizacdo. Esses fatores sdo constitutivamente expressos e constantemente
produzidos pelas células eritroides, mas sdo degradados rapidamente na presenca
de oxigénio e ferro. Quando as células sdo submetidas a hipdxia, a degradacao
proteassomal de HIF-1a é minimizada e, portanto, essa proteina acumula-se e

consegue dimerizar-se com HIF-1B no nucleo. Assim ela pode exercer seu papel de
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fator de transcricéo, ligando-se a genes responsivos a hipoxia [22].

Um desses genes € o da eritropoitina (EPO), que, em nivel de organismo,
€ produzida principalmente pelo figado e pelo rim. Quando sai de seus 6rgdo de
origem, a EPO atua principalmente na promog¢do da sobrevivéncia de precursores
eritroides, sendo que o0 aumento de sua expressao leva ao aumento a quantidade de
células precursoras que passam pelo processo de diferenciacdo eritréide e,
fundamentalmente, a ativacdo da regulacdo das hemoglobinas nessas células [33,
34].

Expressao de hemoglobinas em outros tecidos

Como foi visto até aqui, a regulacdo das hemoglobinas é muito bem
conhecida no contexto das células eritrdides, onde essas proteinas exercem uma
funcdo bem definida. Porém, ao longo dos anos muitas evidéncias foram

acumuladas de que esse ndo é o Unico local onde esses genes/proteinas sao

expressos [35].

Células epiteliais alveolares

Nessas células, a hipdxia induz inicialmente o aumento de quantidade da
proteina HIF-1a, e periodos mais longos de hipdxia induzem o aumento da proteina
HIF-2a. O aumento na quantidade dessas proteinas, por sua vez, leva ao aumento
da expressdo dos fatores de transcricdo eritride especificos GATAL, GATA2, NF-
E2, KLF1 e CP2. Por fim, tanto o mRNA quanto a proteina de HBA e HBB séao
expressos nas ceélulas epiteliais alveolares [36]. Apesar de ndo se saber a funcao da
expressdo dessas proteinas nesse tecido, os autores do artigo indicam como

possibilidade a protecéo ao estresse oxidativo.

Células neuronais

As células neuronais normalmente expressam a neuroglobina que, apesar
de fazer parte da familia das globinas, apresenta menos de 25% de similaridade de
sequéncia de aminoacidos que as hemoglobinas. Elas também expressam EPO e
sdo capazes de responder a ela, sendo que essa sinalizacdo tem funcéo

neuroprotetora [37].
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Transcritos de hemoglobinas foram encontrados em neurbnios
dopaminérgicos, astrocitos corticais e hipocampais e todos o0s oligodendrocitos
maduros do cérebro de camundongos [35]. Em células de glioblastoma em
condigbes de normoxia, os transcritos de hemoglobinas também foram descritos,

sendo que HBE é a predominante [38].

As proteinas HBA e HBB também estéo presentes em culturas primarias
de neurdnios de roedores, sendo que elas apresentam sinais mais fortes em
dendritos e axdnios. Nessas culturas, a hipoxia leva a expressédo de EPO que, por
sua vez, induz a expressao de hemoglobinas [37]. Vale lembrar que, diferentemente
da regulacédo da eritropoese por hipdéxia, a EPO é produzida e atua no mesmo 6rgéo

que sofre hipoxia, e que néo ha eritropoese, somente expressado de hemoglobinas.

Nas células de glioblastoma, a hip6xia também tem um papel importante
na inducdo da expressdo de transcritos de hemoglobinas. A HBE, que tinha
expressao predominante na normoxia, tem expressao reduzida com 48h de hipoxia,
sendo que as hemoglobinas predominantes nesse caso sdo HBA e HBG. De toda
forma, todos os transcritos sédo encontrados nessas células durante a hipdxia, na
ordem decrescente de expressado: HBA, HBG, HBD, HBE, HBB e HBZ. Como em
outros estudos, as células de glioblastoma também apresentaram aumento na
expressdo de transcritos de EPO e de seu receptor [38], reforcando a importancia

dessa via no cérebro.

Nas culturas primarias de neurbénios de roedores ha também o aumento
de ALAS, uma enzima importante para a sintese de heme, o que leva a conjectura
de que as hemoglobinas produzidas estejam formando tetrdmeros funcionais [37].
Outros estudos ja haviam demonstrado a formagdo de tetrdmeros a2B2 apos a
superexpressao de hemoglobinas em neurénios dopaminérgicos [35], de forma que

€ possivel gue essa proteina seja funcional nesse tecido.

Hepatdcitos

HBA e HBB livres foram encontradas no soro de pacientes com
esteatohepatite ndo alcodlica, em comparag¢do com o grupo controle; além de serem
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encontradas também em bidpsias desses pacientes, no citoplasma das células
hepaticas. Isso demonstra que as hemoglobinas produzidas n&o precisam
necessariamente formar tetrameros. Nesses pacientes, o fator de transcricdo GATA1
ndo estd aumentado, de modo que outros fatores podem ser responsaveis
expressdo de hemoglobinas. Os mesmos pesquisadores verificaram entdo a
presenca de hemoglobinas em células de linhagem hepatica HepG2, e reportaram
gue os transcritos de HBA sao 17 vezes mais expressos que os transcritos de HBB
[35].

Células cervicovaginais

Andlises de microarray demonstraram a expressao aumentada de HBAL e
HBB em células de céancer cervical em comparacdo com células saudaveis.
Interessantemente essas foram as Unicas hemoglobinas alteradas, sendo que
também n&o houve aumento da expressdo dos fatores de transcricdo eritroide
especificos NF-E2, KLF1, TAL1 e GATA1l. Em biépsias de pacientes, foi possivel
observar que tanto a proteina HBA1l quanto a HBB se encontram difusas no

citoplasma das células tumorais [39].

Em células de linhagem de céancer cervical humanas, HBAl é
aproximadamente 10x mais expresso que HBB. Essas proteinas também se
localizam no citoplasma, sendo que em termos quantitativos, a quantidade de
hemoglobinas presentes nessas células € menor que a quantidade encontrada em
células do sangue. Apesar de ambas proteinas estarem presentes, ha pouca
formacéo de heterodimeros HBA1/HBB [39].

Interessantemente, o tratamento com H202 aumenta a expressdo do
MRNA e das proteinas HBA1 e HBB, sendo que esse aumento é tempo e dose
dependente e ndo depende da expressdo de GATALl ou KLF1. A hiperexpressao
dessas proteinas em conjunto (ou somente da HBA1) leva a supressao da producao
de H202, anion superdxido e ROS enddgenos. Isso aumenta a viabilidade das
células quando elas séo tratadas com H202, sendo que células que néo
hiperexpressam essas proteinas tém maior ativagdo de caspase-3 e,
consequentemente, maior morte por apoptose. O fato de a hiperexpressdo de HBA1

somente também resultar nessas alteracdes leva a suposicdo de que ela esteja
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atuando em mondémeros ou homodimeros. Ainda mais interessante, as alteracées na
producdo de ROS e de viabilidade celular dependem do ligacdo das proteinas ao

grupamento heme [39].

Outro grupo demonstrou que células epiteliais vaginais apresentam uma
expressao basal de HBA e HBB, que aumenta com a inducdo por H202 através do
fator de transcricdo NFE2L2. Interessantemente a inducdo por H202 € capaz de
aumentar mais os niveis de HBB do que HBA, demonstrando mecanismos de
regulacéo diferentes entre esses genes [40]. Novamente, apesar de ndo se saber a
funcdo da expressdo de HBA ou HBB nesse tecido, os autores do artigo indicam
como possibilidade a protecdo ao stress oxidativo. Mesmo porque uma das funcdes
conhecidas de NFE2L2 é a ativagdo de genes relacionados a protecdo ao stress
oxidativo [41].

Células endometriais

Transcritos de hemoglobinas foram encontrados no endométrio humano
em todas as fases do ciclo menstrual, sendo que essa expressao é estavel, ou seja,
nao varia de acordo com o ciclo. De todas as hemoglobinas identificadas, HBA e
HBB sdo as mais expressas, e essa expressao nao foi alterada pela sinalizagdo do

hormonio estradiol [42].

O anticorpo utilizado por esse trabalho, que reconhece todas as
hemoglobinas dos dois clusters, identificou que essas proteinas estao presentes em
maior quantidade em células epiteliais do endométrio, mas também se encontram-
nas células estromais e endoteliais. O grupo acredita que a presenca dessas
proteinas no endométrio esta relacionada a regulacdo do ferro e heme locais,

protegendo as células dos efeitos nocivos do excesso desses compostos [42].

Linhagens celulares transformadas por virus

Além de células de humanos e roedores expressarem 0s transcritos e/ou
proteinas dos clusters das hemoglobinas, h4 descricdo na literatura de linhagens
nao eritréides que apresentam a expressao de hemoglobinas do cluster a devido ao

virus utilizado para realizar a imortalizacao [43].
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A infeccdo de células com o virus da herpes simples (HSV, do inglés
Herpes Simplex Virus) leva ao aumento da expressao dos transcritos de HBA2 e
HBAL (cluster a), mas n&o dos transcritos de HBZ (cluster a) ou HBB (cluster ).
Interessantemente, esse aumento de expressdo foi inibido quando a sintese de
proteinas virais foi inibida, demonstrando uma relacdo direta entre os dois

acontecimentos.

A inducdo de expressdo dessas hemoglobinas foi relacionada as
proteinas virais ICPO e ICP4, sendo que ICP4 é considerada a mais potente. Apesar
de os pesquisadores acreditarem que a diferenca de acessibilidade entre os dois
clusters possa ser uma das causas para a expressao de HBA2 e HBA1, a falta de
expressédo de HBZ, presente no mesmo locus, contradiz esse pensamento. Dessa
forma, uma outra sugestédo seria que essas proteinas fossem capazes de contornar
0s mecanismos de silenciamento dos genes em questdo, ja que ICP4 é um
equivalente funcional da proteina humana SP1, que é suficiente para induzir a

expressao génica.

Y

Interessantemente, a proteina Ela, uma proteina equivalente a ICP4
presente nos adenovirus por ser importante para a expressao dos genes virais, esta

relacionada a expresséo de HBB, mas nao de HBA, em linhagens transfectadas [43].

Células prostaticas

Até o0 momento, em roedores, a expressao de hemoglobinas esta descrita
somente na prostata de recém-nascidos. Hba €é expressa na prostata até
aproximadamente o terceiro més apdés o nascimento, enquanto Hbb é expressa

somente até o 10° dia pés-nascimento [44].

Apesar disso, a atividade do promotor da HBG, um dos genes presentes
no cluster da p-globina humana, também ja foi reportada na prostata de
camundongos. Perez-Stable e colaboradores fizeram uma construgdo contendo
aproximadamente 1000 nucleotideos do promotor proximal da HBG humana
fusionado a regido codificadora do Antigeno T (Figura 9) para estudar os
mecanismos do switching de hemoglobina fetal para a adulta em eritrécitos e,
surpreendentemente, encontraram atividade do promotor/expressdo do Antigeno T

na prostata dos camundongos [45].
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Figura 9: Representacéo grafica da constru¢cdo do promotor proximal da HBG humana

fundido a regido codificadora do Antigeno T [45].

Essa construcdo levou ao aparecimento de tumores de préstata
independentes de andrégeno em camundongos com 5 a 7 meses de idade [46, 47].
O aparecimento de tumores se deve a expressdo de Antigeno T na prostata,
indicando que o promotor da HBG estaria ativo na préstata desses camundongos.
De fato, foi visto que o Antigeno T comeca a ser expresso na prostata desses
animais com 6 semanas de vida, e que as células responsaveis pela expressao sao

as células basais p63* [48].

A mesma sequéncia promotora da HBG humana foi entdo fusionada a
luciferase para verificacdo da atividade do promotor em algumas linhagens epiteliais
prostaticas humanas. Esse promotor apresentou baixa atividade em LNCap e maior
atividade em DU145 [46] e PC3 [48]. Além disso, exposicdo a DHT néo alterou a
regulacdo do promotor em LNCaP ou PC3 [48]. A atividade do promotor péde ser
delimitada a uma pequena quantidade de nucleotideos na linhagem DU145 [46], que
apresenta sitios de ligacdo para os fatores de transcricdo da familia GATA,
POU2F1, KLF1 [49, 50] e c-Myb (Figura 10).

| —
[
201 140
GATA cMyb
CCTTCCCCACACTATCTCAATGCAAATATCTGTCTGAAACGGTCCCTGGCTAAACTCCACCCATGGGTT
GATA  POU2FL KLF1

Figura 10: Representacdo gréfica do promotor da HBG humana fusionado a luciferase.

Em destaque esta a sequéncia de -201 a -140 nucleotideos do promotor, responsavel pela
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atividade na linhagem DU145 [46], e os respectivos sitios de ligacdo a fatores de transcri¢cao
[49, 50].

7

POU2F1, também conhecido como Octl, € um fator de transcricao
expresso amplamente expresso, que ndo controla nenhum 0Orgdo ou sistema
especifico [51]. Apesar de nao ser especifico, POU2F1 tem um papel importante em
eritrocitos adultos, onde, em conjunto com GATA1L, faz parte de um complexo
repressor que silencia a expressédo de HBG [52]. O fator de transcricdo c-Myb tem
um papel importante no desenvolvimento hematopoiético, com maior expressao em
células hematopoiéticas imaturas e menor expressdo em células diferenciadas [53].
Seu papel mais importante esta na transicdo da eritropoiese fetal para a adulta. O
knockdown de c-Myb em eritrocitos progenitores adultos resultou num aumento
dramatico na producao de HBG [53, 54]. A funcdo dos outros fatores de transcricdo

ja foi descrita anteriormente.

Além dos resultados da literatura demonstrando a expressdo de
hemoglobinas em diversos tecidos ndo eritroides, incluindo a prostata, resultados
preliminares de nosso laboratério demonstraram um aumento na expressao de
hemoglobinas na préstata de camundongos e ratos adultos, quando submetidos a

determinadas condicgdes.

Dados de RNAseq demonstraram um aumento na expressao de Hba e
Hbb na prostata de camundongos alimentados com dietas normolipidicas (7%
gordura) rica em gordura saturada (gordura de porco) por 32 semanas em
comparacdo com camundongos alimentados com dieta rica em 0Oleo de linhaga ou
Oleo de soja. A variagdo da expressao de cada uma das globinas estudadas (8 major
e B minor, B, al e a2) foi estequiométrica (em nivel de mMRNA) em cada camundongo
analisado, demonstrando uma possivel associacéo entre os elementos de regulacao

da expresséo desses genes (D. Ferrucci, comunicacao pessoal)
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Figura 11: Expresséo de hemoglobinas na préstata de camundongos diferencialmente
alimentados. Variacdo no numero de reads de diferentes hemoglobinas, obtidos através de
RNAseq realizado com a prostata ventral de camundongos alimentados com 0leo de linhaca
(representados por barras brancas), 6leo de soja (representados por barras verdes) ou
gordura de porco (representados por barras cinza).

Além disso, uma andlise feita por Western blotting identificou a proteina
HBA na proéstata de animais adultos apds a castracdo (Rosa-Ribeiro, comunicacdo
pessoal; Figura 12). O fato de a banda da hemoglobina (16kDa) aparecer entre os
marcadores de 70kDa e 55kDa é um indicativo de que essa proteina estaria
organizada em tetrameros (64kDa).
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Figura 12: Identificacdo da a-globina na préstata de ratos. As indicagbes sdo animais

neonatos com 6 (P6), 2 (P2) e 0 (PO) dias de vida, animais 3 dias apés a castracdo (Cas3,

Cas 2 e Casl) e animais controle ndo castrados (CT3, CT2 e CT1).
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Regulacado génica X ruido

Apesar de muito ter sido falado a respeito dos mecanismos de regulacao
génica especificos das hemoglobinas, € importante ressaltar outro mecanismo
fisiologico relacionado a transcricdo de genes: o ruido. Esse € um mecanismo muito
interessante conservado ao longo da evolucdo dos organismos, principalmente os
unicelulares, pois enquanto a regulacdo génica permite que as células respondam a
mudangas ambientais de forma focada, no denominado “ruido” as células ndo estao
propriamente adaptadas a condicdes normais, mas estdo preparadas para

responder rapidamente e sobreviver a condicdes de stress [55].

O ruido transcricional é definido pela sequéncia promotora dos genes, e
esse ruido pode ser propagado da seguinte forma: a expressdo e
ligacado/desligamento de fatores de transcricdo nas regides promotoras podem
causar flutuacbes génicas, que sdo propagadas para os genes alvo. Esse é um
efeito colateral da regulacdo génica, sendo que quanto mais mecanismos de
regulacdo determinado gene tem, mais ruidosa tende a ser sua expresséo [55].
Inclusive, genes co-regulados tendem a mostrar flutuacbes de expressao
correlacionadas [55]. Se a expressdo de um regulador upstream é ruidosa, sua

variabilidade sera transmitida para todos os alvos downstream [56].

Quando h& uma quantidade limitada de fatores de transcricdo disponivel,
a arquitetura do promotor determina os niveis expressao e ruido, ou seja, esses
niveis dependem da velocidade em que um promotor sai da posicéo inativa para a
ativa com a ligagdo dos fatores de transcricdo e a subsequente ligacdo da RNA
polimerase Il [57]. E claro que a ligacdo da RNA polimerase |l esta intrinsicamente
ligada a quantidade de RNA polimerase Il disponivel, que também pode variar de

célula para célula [58].

Ja quando h& abundancia de fatores de transcri¢cdo disponiveis, a maioria
dos promotores esta ocupada por eles, entdo o0s niveis de expressao génica
dependem somente da eficiéncia da transcricao/traducédo [57]. Por sua vez, esse
mecanismo pode variar de acordo com a quantidade de proteinas repressoras
disponiveis [58] e da sequéncia do promotor [59]. Genes gque estdo associados a
promotores que empregam o reinicio da transcricdo tem produc¢do mais rapida de
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grande quantidade de transcritos, pois o complexo de transcricdo estabilizado
continua no promotor, sem a necessidade de que ele precise ser remontado a cada

rodada de transcrigéo [59].

Préstata

Como esse estudo foca na prostata, € importante ressaltar alguns dos
aspectos principais de sua morfofisiologia e sinalizacéo celular. De modo geral, a
prostata € um 6rgdo glandular cuja principal funcdo é aumentar a fertilidade através
da secrecdo de compostos como zinco, citrato, glicose, fosfatases, poliaminas e
PSA, que protegem o0s espermatozoides durante a passagem pelos sistemas

reprodutores masculino e feminino [60].

Anatomia e histologia da préstata humana e de camundongos

a Prostate zones

Ejaculatory duct cz Central zone
fz Fibromuscular zone
tz Transitional zone
pz Peripheral zone
pgr Periurethral gland region

Figura 13: Representacédo gréfica da anatomia da prostata humana dividida em zonas:

a central, a de transicao e a periférica. Imagem retirada de Verze e colaboradores[60].

A prostata fica posicionada ao redor da uretra, préxima a bexiga, sendo
que a préostata de humanos e roedores apresenta diferencas anatdbmicas
importantes. A préstata humana é dividida em trés zonas: a central, a de transicao e

a periférica (Figura 13) [60]. Ja a prostata de roedores é composta por quatro I6bulos
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diferentes: ventral, anterior, dorsal e lateral. Os dois ultimos l6bulos podem ser

agrupados e nomeados como dorso-lateral [44] (Figura 14).

, ) Ductus deferens
Seminal vesicle

Anterior
prostate

Ventral
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atera
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Figura 14: Representacdo gréafica do trato geniturinario de camundongos adultos, com
foco nos quatro I6bulos que compde a prOstata: ventral, anterior, dorsal e lateral.
Imagem retirada de Abbott e colaboradores [44].

Histologicamente, a préstata é composta por varios tipos celulares (Figura
15). O epitélio é formado por duas camadas: as camada de células secretoras, mais
proximas ao limen; e uma camada descontinua composta por células basais (p63*
[61]) e células neuroenddcrinas, que ficam mais préximas da lamina basal. Abaixo

da lamina basal se encontra o estroma fibromuscular [60].
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Figura 15: Representacao grafica dos tipos celulares que compdes a préstata. Imagem
retirada de Verze e colaboradores [60].

Regulacdo androgénica na prostata normal

A préstata € um exemplo classico de érgao regulado por horménio, sendo
que o Receptor de Androgeno (AR) tem um papel importante no crescimento e

desenvolvimento normal da prostata [62].

O AR é uma proteina que funciona como fator de transcricdo quando
ligada a androgenos como a testosterona ou a diidrotestosterona (DHT). A
testosterona €, em grande parte, produzida pelos testiculos, e é convertida em DHT
pela enzima 5a-redutase, presente na maioria das células da préstata e tecidos
genitais. Apesar de conseguir ligar-se em ambas, o AR apresenta maior afinidade a

DHT do que a testosterona [62].

Sem a presenca dos ligantes, AR se localiza preferencialmente no
citoplasma das células, onde se associa com diversas proteinas. Na presenca de
testosterona ou de DHT o AR dimeriza-se e é translocado para o nucleo, onde é
capaz de se ligar a sequéncias de DNA especificas denominadas “Elementos

Responsivos a Andrégenos” (ARES) e induzir a expresséo de genes [62].

A privagdo androgénica, entdo, causa a involugdo da prostata, sendo que
ela pode chegar a perder até 80% de seu peso inicial [63]. Essa involugdo pode

ocorrer por diversos mecanismos, sendo 0s principais que envolvem as células
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epiteliais da prostata a apoptose, com um pico de apos 3 dias de castracao [64]; e
descamacéo, no qual a camada de células epiteliais da préstata se destaca da

lamina basal [65].

Cancer de prostata e requlacdo androgénica

Assim como as células normais da préstata, as células tumorais da
prostata também dependem da sinalizagdo do AR. No adenocarcinoma de prostata,
uma série de alteracdes celulares e moleculares resultam em células luminais nas
quais 0 AR passa a regular a proliferacdo celular em vez de regular a diferenciacéo,
como acontece em células ndo transformadas [66]. Dessa forma, um dos meios de
tratamento de cancer de préstata responsivos a horménio € a castracdo cirirgica ou
quimica, que interromperia a sinalizacdo do AR, levando a involugdo do tumor. A
privacdo androgénica €, inclusive, a terapia mais efetiva contra o cancer de préstata

metastatico responsivo a horménio [66].

Infelizmente, com a privagdo androgénica hd o surgimento do céncer
refratario a hormoénio, ou seja, aquele que ndo responde a variacdes nos niveis
androgénicos. Nesse caso, as células tumorais da prostata sdo capazes de manter a
sinalizacdo do AR por mecanismos independentes a disponibilidade de
testosterona/DHT [66].

Expressédo de fatores de transcricdo na prostata

Além de serem importantes para as linhagens hematopoiéticas, a
expressdo de GATA2 e GATA3 também é predominante na prostata. Esses fatores
podem ser detectados na prostata de camundongos neonatos, fetos ou adultos,
porém sua expressao diminui em tumores de préstata [67]. Interessantemente o
gene do PSA apresenta sitios funcionais de ligagcdo a GATA, que podem modular a
expressao desse gene em conjunto com o receptor de andrégeno [67]. A expressao
de GATA2 na prostata ndo varia ap0s a castracdo, demonstrando que sua

expressao é independente de AR [68].
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Hipotese

Considerando que ha atividade do promotor da HBG na préstata de
animais adultos e em algumas linhagens epiteliais prostaticas na prostata de animais
alimentados com dieta baseada em gordura de porco e ap0s a castracdo, e em
outros tipos celulares diversos além dos eritrocitos; nossa hipdtese € que 0s genes
presentes nos clusters da a e da B-globina de células epiteliais de prostata
submetidas a determinadas condi¢cbes sejam expressos e sejam regulados de
maneira organizada e semelhante ao que acontece na diferenciacao eritrdide. Outra
hipétese € que, com a progressdo tumoral, haveria resgate da expressao destes

genes.
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OBJETIVOS

Objetivo geral:

Determinar padrées de expressao dos genes das a- e f-hemoglobinas em
células epiteliais prostaticas em diferentes situacbes, e se ha elementos de
regulacdo similares aqueles observados durante a diferenciacéo de células eritréides

ou relacionados a regulacéo génica especifica da prostata.

Objetivos especificos:

1. Verificar o padrao de expressdo de a- e [B-hemoglobinas em células da
prostata em diferentes condi¢fes, sendo elas:
1.1 Progressao tumoral;
1.2 Alteracdes na sinalizagao por testosterona,

1.3 Cultura com membrana basal sollvel

2. Caracterizar os mecanismos de regulacado da expressao génica dos clusters
da a e B-globina nas condicbes determinadas com a execucao do objetivo
especifico 1, através da analise:

2.1 Da expresséo de fatores de transcricdo eritroides;
2.2 Do aparecimento de HSs eritroides;
2.3 De elementos de sinalizagc&o especificos da prostata;

2.4 Da sinalizacao envolvida com o mecanismo de hipodxia.
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METODOLOGIA

Materiais utilizados

Linhagens celulares

As linhagens celulares humanas utilizadas nesse estudo foram adquiridas
da ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, USA) ou recebidas por
doacdo por colaboradores e estdo descritas na Tabela 1. Todas as linhagens
celulares foram cultivadas de acordo com recomendacgfes da ATCC e mantidas em
incubadora de CO2 a 37°C.

Tabela 1: Linhagens humanas utilizadas e suas respectivas caracteristicas.

Linhagem Descri¢ao
HEL Linhagem de eritroleucemia
LNCaP Célula tumoral epitelial de prostata com presencga de receptor de
andrdgeno
PC3 Célula tumoral epitelial de prostata
DU145 Célula tumoral epitelial de prostata
RWPE1 Célula epitelial de préstata com presenca de receptor de andrdogeno
PNT1A Célula epitelial de préstata com presenca de receptor de androgeno
PNT2 Célula epitelial de préstata com presenca de receptor de androgeno
Hela Célula tumoral epitelial de cervix
HT1080 Célula tumoral de tecido conjuntivo (morfologia mesenquimal)
HEK293 Célula epitelial de rim embridnico

Como a linhagem RWPEL foi a mais utilizada ao longo desse estudo, é
importante ressaltar algumas caracteristicas dela. Essa linhagem foi imortalizada
através da transfec¢do com o virus do papiloma humano 18 (HPV18), o que mantém
as caracteristicas de crescimento e diferenciacdo de células normais. Sendo assim,

essa linhagem expressa a proteina viral E7, que é capaz de se ligar a pRb [69].

No geral, as células dessa linhagem tém morfologia epitelial, expressam

AR e PSA, além das citoqueratinas 8 e 18, demonstrando que essas células séo
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derivadas de um tipo secretor. Por ser ndo tumoral, ela ndo forma colénias em agar,
e nem tumores em camundongos [69]. Apesar de apresentar caracteristicas gerais,
essa ndo é uma linhagem homogénea; ela € composta por duas subpopulagées:
WPE-stem e WPE-int [70].

A denominada WPE-stem tem alta expressao de p63AN e citoqueratinas
14, e baixa expressdo de citoqueratinas 18, AR e PSA. Esse subtipo € fisicamente
menor e tem fenotipo condizente com células tronco/progenitoras. A denominada
WPE-int, por sua vez, tem baixa expressédo de p63AN e das citoqueratinas 5 e 14, e
maior expressao da citoqueratina 18, com inducdo de AR e PSA apdés tratamento
com andrégenos. Esse é um subtipo celular intermediario, que esta passando pela
diferenciacdo luminal, mas que ainda apresenta baixa expressao de p63. Ele pode
dar origem a células luminais terminalmente diferenciadas, que ndo expressam p63
[70].

Ja foi descrito na literatura que a linhagem RWPEL é capaz de formar
acinos com ceélulas polarizadas e limen, quando cultivada em matriz rica em
laminina, sendo que o componente mais importante para a formacédo desses acinos
é a Laminina |. Ela ndo é capaz de formar esses &acinos em colageno tipo IV ou

fibronectina [71].

Animais

Camundongos Swiss machos foram utilizados nesse estudo de acordo
com o protocolo para uso de animais em pesquisa aprovado (n° 4223-1, Anexo I).
Os animais foram adquiridos do Centro Multidisciplinar para Investigacao Bioldgica
na Area de Ciéncias em Animais de Laboratério (CEMIB — UNICAMP).

Eles foram mantidos em racks com sistema de exaustdo, em gaiolas
microisoladas. Tanto a disponibilidade de alimentacdo quanto a de agua foram Ad

Libtum, com racéo padrao para biotério.

Os animais foram divididos nos seguintes grupos, de acordo com 0s

interesses do projeto:

G1 - Grupo de 15 dias de gestacao: fémeas gravidas com 15 dias de
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gestacao foram eutanasiadas para a retirada dos fetos e posterior extracdo do figado

fetal (controle positivo de expressao de hemoglobinas).

G2 - Grupo de camundongos machos nédo submetidos a tratamento:
camundongos machos de 80 dias ndo submetidos a tratamento e eutanasiados para
extracdo do ceérebro (controle negativo da expressdao de hemoglobinas) e da

préstata.

pY

G3 - Grupo de camundongos machos submetidos a castracao:
camundongos machos com 80 dias submetidos a castracao e eutanasiados apos 1,

2, 3 ou 7 dias para extracao da prostata.

G4 - Grupo de camundongos machos submetidos a castracdo e
reposicdo hormonal: camundongos machos com 80 dias submetidos a castracao
por 3 dias, seguida de reposicdo hormonal por 4 dias, eutanasiados para remocao
da préstata. A reposicdo hormonal foi feita por injecdo subcutdnea no dorso do
animal de dose fisiol6gica de cipionato de testosterona 2 mg/kg, diluido em 6leo de

milho, em dias alternados [72].

G5 - Grupo de camundongos idosos: camundongos machos com mais
de 25 semanas ndo submetidos a tratamento e eutanasiados para extracdo da

préstata.

Os animais foram anestesiados com xilazina (5mg/kg) e cetamina
(100mg/kg), e a castracao dos animais foi realizada por orquiectomia bilateral. A
eutanasia foi realizada com o aprofundamento da anestesia. ApOs eutanasia as
préstatas ventrais, cérebros e figados fetais foram dissecados e utilizados para

extracdo de RNA, como descrito em materiais e métodos.

Lise de hemacias

Os diferentes 6rgdos de camundongos (cérebro e préstata) foram
submetidos a lise de hemacias no momento da retirada, para que nao houvesse
contaminagcdo por hemoglobinas oriundas de hemacias nos experimentos

subsequentes de PCR. A lise ndo foi realizada no figado fetal, utilizado como
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controle positivo.

Para a lise, os 6rgados foram macerados em um cadinho com nitrogénio
liquido, com posterior incubagdo por 15 minutos a 4°C em 1mL de tamp&o de lise de
hemécias (NH4CI 0,15M e KHCOs3 0,01M). Apés a lise, as células foram lavadas por
duas vezes em PBS a 1500 rpm por 5 minutos e o pellet foi armazenado a -80°C

para extracdo de RNA.

Ensaios funcionais em linhagens

Tratamento com andrégeno

As linhagens LNCaP, PNT1A, RWPE1 e PNT2, que contém o receptor de
androgeno, foram utilizadas para verificar uma possivel influéncia do estimulo
androgénico, via receptor de andrégeno, na expressdo das hemoglobinas. Esse
estimulo foi dado a partir de R1881, um andrégeno sintético, ou de di-

hidrotestosterona (DHT), dependendo da linhagem.

Previamente ao experimento as células da linhagem LNCap foram
cultivadas por 24h em meio contendo 0,5% soro fetal bovino (FBS) tratado com
carvao ativado, para que ndo houvesse influéncia de outros horménios no meio de
cultura. Nessa linhagem verificamos a possivel influéncia do estimulo androgénico
na auséncia/presenca de outros estimulos proliferativos (soro fetal bovino). Dessa
forma, foram utlizadas 5 condi¢des: (1) LNCaP tratada com o veiculo DMSO
cultivada em meio de cultura 0,5% FBS; (2) LNCaP tratada com o agonista de
androgeno sintético R1881 cultivada em meio de cultura 0,5% FBS; (3) LNCaP
cultivada em meio de cultura 10% FBS; (4) LNCaP tratada com o veiculo DMSO
cultivada em meio de cultura 10% FBS e (5) LNCaP tratada com o agonista de
androgeno sintético R1881 cultivada em meio de cultura 10% FBS. Apés 12h de
cultivo nos tratamentos descritos, todas as células foram coletadas para extracao de

RNA como descrito em materiais e métodos.

A linhagem PNT1A foi dividida em 3 condi¢gbes: (1) PNT1A cultivada em
meio de cultura 10% FBS; (2) PNT1A tratada com DHT 0,01nM cultivada em meio
de cultura 10% FBS e (3) PNT1A tratada com o veiculo etanol cultivada em meio de
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cultura 10% FBS. Apos 12h de cultivo, todas as células foram coletadas para

extracdo de RNA e de proteinas como descrito em materiais e métodos.

Previamente ao experimento as ceélulas da linhagem PNT2 foram
cultivadas por 24h em meio contendo 10% soro fetal bovino (FBS) tratado com
carvdo ativado, para que nao houvesse influéncia de outros hormdnios no
experimento. A linhagem PNT2 foi dividida em 3 condi¢des: (1) PNT2 cultivada em
meio de cultura 10% FBS; (2) PNT2 tratada com DHT 0,01nM cultivada em meio de
cultura 10% FBS e (3) PNT2 tratada com o veiculo etanol cultivada em meio de
cultura 10% FBS. Apds 12h de cultivo nos tratamentos descritos, todas as células
foram coletadas para extracdo de RNA e proteinas como descrito em materiais e

métodos.

Para os experimentos iniciais de PCR e Western blotting, a linhagem
RWPEL1 foi cultivada em duas condi¢des: (1) meio para queratindcitos suplementado
com EGF e BPE e (2) tratada com DHT 0,01nM cultivada em meio para
queratinécitos suplementado com EGF e BPE. Apds 12h de cultura as células foram
coletadas para extracdo de RNA, como descrito em materiais e métodos.

Para todos o0s outros experimentos realizados nessa linhagem, o
tratamento com DHT foi realizado da seguinte maneira: 0,01nM de DHT adicionados
nos pontos Oh, 2h e 4h, sendo que as células foram coletadas para os diferentes
experimentos subsequentes apos 5h do inicio do tratamento. Dessa forma nos
asseguramos que haveria tempo suficiente para alteracdes na regulacéo génica (5h
do inicio do tratamento), bem como seriamos capazes de observar alteracbes mais
rapidas, como a movimentagao protéica (1h apos a adicdo da ultima dose de DHT).
As células néo tratadas com DHT foram incubadas com o mesmo volume do veiculo
etanol nos mesmos pontos. Esse sistema de tratamento foi utilizado tanto para o

cultivo bidimensional quanto para o cultivo tridimensional.

Cultivo tridimensional em matriz rica em laminina

A cultura tridimensional foi feita em Geltrex™ LDEV-Free Reduced

Growth Factor Basement Membrane Matrix (n° de catalogo A1413202,
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ThermoFisher). Ele é um tipo de membrana basal solUvel, composto por laminina,
colageno 1V, entacitina e proteoglicanos de heparina sulfato, e apresenta uma

guantidade reduzida de fatores de crescimento.

A linhagem RWPEL foi cultivada em matriz rica em laminina para a
formacéo de estruturas tridimensionais (esferéides). Para isso, 6x10° células foram
cultivadas em meio de cultura:matriz rica em laminina (3:1) por poco de uma lamina
de vidro com camara em poliestireno de 8 pocos. Apds a gelificacdo da matriz rica
em laminina, 250uL meio de cultura com DHT 0,01nM foram adicionados e trocados
a cada 3 dias por 15 dias consecutivos. Apos esse periodo, as células foram fixadas

para imunofluorescéncia.

Os esferdides de RWPEL, LNCap e PNT1A também foram cultivados em
placas de 24 pocos, para posterior coleta e realizacdo de outros experimentos (PCR,
Western blotting, PCR em tempo real, citometria de imagem e ATAC-seq). O cultivo
é muito semelhante ao descrito acima, com as seqguintes alteracdes: 3x10* células
foram cultivadas por po¢o, em um volume final de 300uL de meio de cultura:matriz
rica em laminina (3:1); e ap0ds a gelificacdo da matriz rica em laminina, 500pL meio
de cultura com DHT 0,01nM foram adicionados. A manutencdo do meio de cultura
com a presenca de DHT é importante para a formacdo adequada dos esferéides. Em
experimentos de cultura tridimensional denominados sem tratamento por DHT, a
nomenclatura se refere a apenas 12h sem tratamento por DHT antes da coleta das

células.

Quando os esferbdides estavam formados, aproximadamente 12-15 dias
apos o inicio do experimento, eles foram coletados de diversas formas, dependendo

das analises subsequentes.

Para a extragdo de RNA, as células dos esferdides foram coletadas de
duas maneiras. (1) Cada poco foi tratado com 300uL de dispase e incubado por 1
hora a 37°C. Os esferoides de todos os pocos foram unidos e lavados com PBS por
3 vezes a 1500 rpm por 5 minutos e incubados novamente em 300uL de dispase por
40 minutos a 37°C, para assegurar a degradacéo total do matriz rica em laminina.
Os esferodides foram entéo centrifugados a 1500 rpm por 5 minutos e armazenados a

-80°C para posterior extracdo de RNA. (2) Adicdo direta de Trizol® na cultura
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tridimensional, que ja é suficiente para a degradacdo do matriz rica em laminina, e

armazenamento a -80°C para posterior extracao de RNA.

Para extracdo de proteinas, cada poco foi tratado com 400uL de PBS-
EDTA (5mM EDTA, 1ImM NasvVOs e 1,5mM NaF em PBS) gelado, e a placa foi
incubada no gelo por 15 a 30 minutos. Apds esse periodo, todo o contetudo dos
pocos foi centrifugado a 200G por 5 minutos a 4°C, e a extracdo de proteinas foi

realizada como descrito a seguir.

Para os experimentos de ATAC-seq e citometria de imagem, além de as
células precisarem ser retiradas do matriz rica em laminina, elas também precisaram
ser dissociadas umas das outras. Para isso, cada poc¢o foi incubado com 1mL de
PBS gelado por 5 minutos no gelo. Apés esse periodo as células foram
centrifugadas a 1500rpm por 5 minutos a 4°C. Os esferdides dissociados do matriz
rica em laminina foram entdo incubados com 2mL de tripsina:PBS (1:1) por 10
minutos a 37°C. A tripsina foi inativada com 4mL de PBS 2% FBS e as células foram
centrifugadas a 1500rpm por 5 minutos a 4°C. Dessa forma, as células dos
esferdides foram individualizadas e puderam ser utilizadas para os experimentos

subsequentes.

Cultivo bidimensional com matriz rica em laminina

No cultivo bidimensional em matriz rica em laminina, a ideia foi cultivar as
células na superficie dele, o que manteria a sinalizagdo pelos componentes da

membrana basal sem a formacao de estruturas tridimensionais.

Para isso, inicialmente 200uL de meio de cultura:matriz rica em laminina
(3:1) foram colocados por po¢o de uma placa de 24 pocos, com ou sem laminula de
vidro embaixo — dependendo se o experimento final seria a extragdo de RNA ou
imunofluorescéncia. Uma a duas horas depois, com a gelificacdo da matriz rica em
laminina, foram adicionadas 9x10* células por poco, diluidas em 500uL de meio de
cultura. Essas células foram incubadas por 24h, com posterior fixagdo (para
imunofluorescéncia) ou adicdo de Trizol® (para extracdo de RNA).
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Cultivo bidimensional com matriz rica em laminina soltuvel

Outra maneira de manter a sinalizacao da matriz extracelular sem cultivar
estruturas tridimensionais foi cultivando as células em matriz rica em laminina
sollvel. Para isso, 9x10* células foram colocados por pog¢o de uma placa de 24
pocos, com ou sem laminula de vidro embaixo — dependendo se o experimento final
seria a extracdo de RNA ou imunofluorescéncia, diluidas em 500uL de meio de
cultura 5% matriz rica em laminina. Essas células foram incubadas por 24h, com
posterior fixacdo (para imunofluorescéncia) ou adicdo de Trizol® (para extracdo de
RNA).

Andlise de abundancia de mRNAs por PCR

Extracdo de RNA total

O RNA total das células de linhagem humanas e dos 6rgaos foi extraido
pelo método RNeasy Mini or Micro Kit (Qiagen), de acordo com as instrucdes do

fabricante, ou através da adicdo do reagente Trizol® (Life Technologies).

A extracdo utilizando o Trizol® é dividida em duas etapas. Na primeira, de
separacdo de fase, ImL de Trizol® e 200uL de cloroférmio sdo adicionados a
amostra, e a fase aquosa (que contém o RNA) é separada apds centrifugacdo. Na
segunda etapa o RNA ¢é precipitado pela adicdo de 500uL de alcool isopropilico e
centrifugacdo, com posterior adicdo de 1mL de alcool etilico a 75% e nova

centrifugacao.

A quantificagdo do RNA obtido foi realizada independentemente do
método utilizado para extragcdo, através da leitura da densidade optica (DO) da
amostra em espectrofotbmetro com comprimento de onda equivalente a 260nm,
considerando que 1 DO a 260nm equivale a 40ug/mL de RNA. A relacdo entre as
leituras realizadas a 260nm e 280nm foi utilizada como parametro para a estimativa
do grau de contaminagdo do RNA por proteinas, variando normalmente entre 1,6 e
1,8.
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Transcricdo reversa

Foram utilizados 5ug de RNA para a transcricdo reversa em DNA
complementar (cDNA) através do kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (MBI
Fermentas), de acordo com o protocolo do fabricante. Como a reacao foi iniciada
com 5ug de RNA, assumimos que ao final da transcricAo a amostra também

continha 5ug de cDNA.

PCR

A analise de abundancia de mRNAs de hemoglobinas em linhagens
celulares humanas foi feita através de PCR. As reacdes de foram feitas com 1ug de
cDNA e volume final de 10uL. Uma reacdo sem cDNA foi utilizada como controle
negativo para cada primer. Verificamos a expressao dos genes dos cluster da a- e B-
hemoglobinas com primers para HBZ, HBA2, HBA1, HBE, HBG, HBD e HBB (Tabela
2). O controle positivo das reacdes foi feito com o primer da B-ACTINA e 200ng de
cDNA.

Tabela 2: Sequéncia de primers humanos para verificagcdo da abundancia de mRNAs

de hemoglobinas por PCR e PCR em tempo real.

Gene Forward Reverse
HBA1 5'CCGGTCAACTTCAAGCTCCT3’ 5'AAGAAGCATGGCCACCGAG3’
HBAZ2 5'CCGGTCAACTTCAAGCTCCT3’ 5’AGGAGGAACGGCTACCGAG?’
HBZ 5'CCGGTCAACTTCAAGCTCCT3’ 5'CTCAGCGGTACTTCTCGGTC3’
HBB 5"TGCACGTGGATCCTGAGAACT3’ 5’AGCGAGCTTAGTGATACTTGTGG3’
HBD 5’AACTTCAGGCTCTTGGGCAAT3’ 5'GAAACAGTCCAGGATCTCAATG3’
HBG1/HBG22 5’ACGCCATGGGTCATTTCACA3’ 5’AGACAACCAGGAGCCTTCCC3’
HBE 5'TGAGAACTTCAAGCTCCTGGG3’ 5'CATGTGCAGAAGGAGGGTGT3’
B6-ACTINA 5'TCACCCACACTGTGCCCATCTACGA3" 5'CAGCGGAACCGCTCATTGCCAATGG3’

As reacOes foram realizadas no equipamento Mastercycler gradient
(Eppendorf) de acordo com o programa: 5 minutos a 94°C e 29 ciclos de 30
segundos a 94°C, seguido de 15 segundos a 60° e 20 segundos a 72°C. O resultado
das reacdes foi visualizado em gel de agarose 2% com 0,01% Sybr safe.
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Também realizamos a analise de abundancia de mRNAs dos seguintes
fatores de transcricdo na linhagem DU145: GATAL, GATA2, GATAS, KLF1, OCT1 e
c-MYB. (Tabela 3), da mesma forma em que os mRNAs de hemoglobinas foram
analisados.

Tabela 3: Sequéncia de primers humanos para verificacdo da abundancia de mRNAs

de fatores de transcricdo por PCR e PCR em tempo real.

Gene Forward Reverse
GATA1 5’AGAAGCGCCTGATTGTCAGT3’ 5’ ATGGTCAGTGGCCGGTTC3’
GATAZ2 5’'CCTCCAGCTTCACCCCTAAG3’ 5'GGTCGGTTCTGCCCATTCAT3’
GATA3 5’ACAGGCAGGGAGTGTGTGAA3’ 5'CTGACAGTTCGCACAGGACG3’
KLF1 5'GTGTGATAGCCGAGACCGC3’ 5'CGTATGGCTTCTCCCCTGTGT3’
OCT1 5" GGTGATGTTGGGCTCGCTAT3’ 5" GCTGGAGAGGGACGAATCAG3’
c-MYB 5" TCTGGAAAGCGTCACTTGGG3’ 5'TGCACATCTGTTCGATTCGGG3’

PCR guantitativo em tempo real

Para uma andlise quantitativa da expressédo génica de hemoglobinas na
linhagem RWPEL, utilizamos os mesmos primers jA descritos para fazer o PCR
guantitativo em tempo real. As reacbes foram feitas em triplicata utilizando o
PowerUp™ SYBR™ Green Master Mix (Applied Biosystems), 50ng de cDNA e os
primers de interesse (utilizados a 800nM). Um controle negativo, sem adicdo de
cDNA, foi feito para cada par de primers. A linhagem HEL foi utilizada como controle
positivo da presenca de hemoglobinas, e como normalizador nas andlises dos

resultados.

Também realizamos a analise quantitativa da abundancia de mRNAs dos
seguintes fatores de transcricdo: GATALl, GATA2, KLF1, NF-E2 (p45), FOG1 e
TAL1, da mesma forma com que os mMRNAs de hemoglobinas foram analisados.
Parte dos primers foi a mesma utilizada para o PCR da linhagem DU145 (Tabela 3);

0S outros estao descritos na Tabela 4.
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Tabela 4: Sequéncia de primers humanos para verificacdo da abundancia de mRNAs

de fatores de transcricdo por PCR em tempo real.

Gene Forward Reverse

NF-E2 (p45) | 5'GAGCAGGAACAGGGTGATACA3’ 5'GGGGCTCAAATGATGGCTCA3’
FOG1 ‘ 5’ACATGTCCAGGCGGAAACAG3’ 5'GTGAGTTAACATCTGCGCTGG3’
TALI ‘ 5’AGATTACTGATGGTCCCCACAC3’ 5'GCGGAGGATCTCATTCTTGC3’

Também fizemos a andlise de expressdo génica de hemoglobinas nos érgédos dos
grupos de camundongos descritos anteriormente. Verificamos a expressao dos genes
dos cluster da a- e B-hemoglobinas murinas com primers para Hba-x, Hba-a, Hbb-by,
Hbb-bh1, Hbb-bh2, Hbb-b1l e Hbb-b2. O controle positivo das reac¢fes foi feito com o
primer da B-Actina. (

Tabela 5). O figado fetal foi utilizado como controle positivo da expressao

de hemoglobinas, e como normalizador para as andlises dos resultados.

Tabela 5: Sequéncia de primers murinos para verificagdo da expressdo génica de

hemoglobinas por PCR quantitativo em tempo real.

Gene Forward Reverse
Hba-al/Hba-a2 5’ TGATGTAAGCCACGGCTCTG3’ 5'CAGTGGCTCAGGAGCTTGAA3’
Hba-x 5'TCCGGTCAACTTCAAGCTCC3’ 5’ ATAGCTGGTCATGGGGGTC3’
Hbb-b2 5’ TGTGACAAGCTGCATGTGGA3’ 5'GGACATATAACCTTTGTGCATAGAC3’
Hbb-b1 5’ TGTGACAAGCTGCATGTGGA3Z’ 5'GTTCACAGGCAAGAGCAGGA3’
Hbb-bh2 5'TGAGAACTTCAAGCTCCTGGG3’ 5'GCGAAAGAAGGGGTCTCAGTA3’
Hbb-bh1 5'GGGAAACCCCCGGATTAGAG3’ 5'CATGTTGCCCAGGAGCTTGAA3’
Hbb-y 5'CTTCAAACTCTTGGGTAATGTGCT3’ 5'GAAAGGAGGCATAGCGGACA3’
B-ACTINA 5’CCACCATGTACCCAGGCATT3’ 5’ACGCAGCTCAGTAACAGTCC3’

As reacOes foram realizadas no equipamento 7300 Real Time PCR
System (Applied Biosystems) de acordo com 0 seguinte programa para curva de
amplificagédo: 2 minutos a 50°C, 2 minutos a 95°C e 40 ciclos de 15 segundos a 95°C
seguido de 15 segundos a 59°C e 1 minuto a 72°C. Para verificar amplificacdes néao
especificas foi feita uma curva de dissociacao, definida pelo equipamento. O controle
interno utilizado para todas as amostram foi B-ACTINA, e a expressao relativa dos

genes foi calculada através da equacéo 222CT[73].
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Andlise de expresséo protéica por Western blotting

A analise de expressao protéica foi feita através de Western blotting. As
células de interesse foram incubadas por 40 minutos com tampéao de lise RIPA 1%
inibidores de protease (cat. P8340, Sigma-Aldrich, Saint Louis, MO, USA). O

sobrenadante contendo proteinas foi coletado apds centrifugacao.

A quantificacdo de proteinas foi feita pelo método de Bradford. Tampéao de
Laemmli 5X foi adicionado as proteinas, seguido de desnaturacdo a 96°C antes da
separacdo em gel SDS-PAGE a 12%. A quantidade de proteina aplicada no gel foi

equivalente a 60ug.

Apos a corrida no gel, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose. As membranas foram bloqueadas com TBS contendo
BSA 5% por pelo menos 1h, antes de serem incubadas com os anticorpos primarios
especificos diluidos em TBS-T contendo BSA 3%.

A incubacdo com os anticorpos primarios foi 12h a 4°C, e a incubacao
com os anticorpos secundarios especificos foi por 1h a temperatura ambiente. A
fluorescéncia foi detectada através do aparelho Typhoon TRIO Variable Mode

Imager (GE Healthcare) no comprimento de onda adequado.

Os anticorpos priméarios utilizados foram: anti-HBA (H-80, sc-21005, Santa
Cruz Biotech, Santa Cruz, CA, USA), anti-HBG (51-7, sc-21756, Santa Cruz
Biotech), anti-HBB (37-8, sc-21757, Santa Cruz Biotech) e anti-HBA (D-4, sc-
514378, Santa Cruz Biotech) diluidos 1:1000, e anti-B-ACTINA (A5316, Sigma-
Aldrich) diluido 1:5000. Os anticorpos secundarios utilizados foram Alexafluor 488-
conjugated goat anti-rabbit Ig, Alexafluor 488-conjugated goat anti-mouse Ig e

Alexafluor 647-conjugated goat anti-mouse, diluidos a 1:2000.

Identificac&o e localizag&do das hemoglobinas por imunofluorescéncia

Protocolo experimental

Apds os diferentes cultivos ja descritos, as células foram fixadas no
fixador para imunofluorescéncia aquecido a 37°C (PBS 4% paraformoldeido 5%
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sacarose 0,6% Triton 100-X), por 20 minutos a temperatura ambiente. Apds fixacao,
as células foram lavadas trés vezes de 5 minutos com PBS. As células foram
permeabilizadas com PBS 0,5% triton por 10 minutos a temperatura ambiente, e

lavadas por mais uma vez de 5 minutos com PBS.

O bloqueio foi realizado por pelo menos 1h em PBS 0,8% Triton 10% soro
produzido em cabra/camundongo, dependendo do anticorpo secundario utilizado.
Essa solucdo de bloqueio assegura que ndo havera ligacao inespecifica do anticorpo
secundario produzido em cabras/camundongos, e também mantém a

permeabilizacdo das membranas.

Apoés blogueio, as células foram lavadas por uma vez de 5 minutos com
PBS 0,05% Tween20, e incubadas por 12h a 4°C em anticorpo primario diluido em
PBS 5% soro. Os controles negativos foram incubados somente com PBS contendo
5% soro. As células foram entdo lavadas trés vezes de 10 minutos com PBS 0,05%
Tween20 e incubadas com anticorpo secundario, DAPI (marcacdo nuclear) e
Faloidina (marcacdo da F-actina, para delimitacdo celular) por 1h a temperatura
ambiente no escuro. O anticorpo secundario também foi diluido em PBS 5% soro.
Apoés esse periodo as células foram lavadas trés vezes de 10 minutos com PBS, e
as laminas foram montadas com meio de montagem (90% glicerol, 10% Tris 20 mM
pH 8, 0,5% N-propilgalato).

Os seguintes anticorpos primarios foram utilizados: anti-HBA (D-4, sc-
514378, Santa Cruz Biotech), anti-AR (N-20, sc-816, Santa Cruz Biotech) e anti-p63
AN (619002, Biolegend), todos diluidos 1:50; e anti-HBE (ab156041, Abcam) e anti-
HIF1a (NB100-134, Novus Biologicals), ambos diluidos 1:500.

Os seguintes anticorpos secundarios foram utilizados: goat-anti-mouse
647 (A21235, Life Technologies, donkey-anti-rabbit 488 (sc-362261, Santa Cruz
Biotech) e rabbit-anti-mouse 488 (A11059, Life Technologies), todos diluidos 1:1000.
Além disso, utilizamos também Faloidina TRITC diluida 1:1000 e DAPI (D9542,
Sigma Aldrich) diluido 1:2000.
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Captura de imagens e analises

As amostras foram examinadas no Instituto Nacional de Ciéncia e
Tecnologia de Fotbnica Aplicada a Biologia Celular (INFABIC) da Universidade
Estadual de Campinas, usando confocal LSM880 Zeiss no microscopio Axio
Observer 7 (Carl Zeiss AG, Alemanha), e objetiva de 63x. As imagens foram
coletadas usando lasers BP 420-480nm, BP 495-550nm, BP570-620nm e DAPI para
excitacdo e filtros de emissao BP 495-620nm, LP 570nm e LP 645nm; para os
fluor6foros Alexa488, TRITC, Alexa647 e DAPI, respectivamente, com pinhole
ajustado diferencialmente para cada canal, formato da imagem de 512x512 e zoom
optico de 1,8. O INFABIC é cofinanciado pela Fundacdo de Amparo a Pesquisa do
Estado de Sao Paulo (FAPESP) (processo: 2014/50938-8) e pelo Conselho
Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnologico (CNPq) (processo:
465699/2014-6).

Apoés adquiridas, todas as imagens passaram pelo processo de Airyscan
no software do equipamento (Zen Blue Edition). As reconstrucdes tridimensionais
também foram feitas utilizando o software. As andlises basicas de imagem foram
feitas utilizando o software FIJI (Fiji Is Just ImageJ) [74], um pacote de analises de

imagem no qual varios plugins importantes do ImageJ [75] ja vém instalados.

Para as analises de colocalizacdo, o plugin JACoP (Just Another
Colocalization Plugin) [76], instalado no FIJI, foi utilizado, de acordo com indica¢des
da literatura [77]. O coeficiente utilizado para essas analises foi o MCC (Manders
Colocalization Coefficient), que depende da co-ocorréncia de sinal no mesmo pixel,
mas ndo depende da intensidade de fluorescéncia de cada canal. Ele mede a
porcentagem de um canal que é coincidente com o outro canal, entdo, no caso de

analisarmos dois canais diferentes, obtemos dois MCCs [77].

O uso desse coeficiente depende de uma boa distingdo entre a marcagao
e 0 background, e esse limiar pode ser definido de modo manual ou mateméatico com
o plugin JACoP. Para as analises realizadas aqui, 0 modo manual foi utilizado. Um
exemplo da marcacédo de HBA ou HBE e as respectivas definicbes do que pode ser

considerado marcacgédo (vermelho, painéis da direita) é representado na Figura 16.
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HBA ..
HBE ..

Figura 16: Imagem representativa da marcacdo de HBA (magenta) e HBE (verde) e as

respectivas definicdes do que foi considerado marcacéo (vermelho).

Citometria de imagem

Os grupos de células submetidos a citometria de imagem foram: 2D, 2D +
DHT, 3D e 3D + DHT. As células cultivadas tridimensionalmente foram dissociadas

do matriz rica em laminina como descrito anteriormente.

Para a citometria de imagem, 5x10° células foram utilizadas para cada
condicdo. Essas células foram fixadas em 100puL de reagente A (GASO001,
ThermoFisher) por 15 minutos a temperatura ambiente no escuro, com posterior
lavagem com wash buffer (PBS 1% BSA) por 5 minutos a 1500rpm a 4°C. Elas
foram permeabilizadas em 100uL de reagente B (GAS002, ThermoFisher) por 30
minutos a temperatura ambiente no escuro, e novamente lavadas com wash buffer
por 5 minutos a 1500rpm a 4°C. O bloqueio de liga¢cdes inespecificas foi feito por
pelo menos 1 hora com PBS 10% soro de cabra (onde foi produzido um dos
anticorpos secundarios), e depois as células foram lavadas como descrito

anteriormente.
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A incubacdo com os anticorpos primarios foi feita por 16 horas a 12°C
com agitacdo constante. Os anticorpos foram diluidos em PBS 5% soro de cabra.
Apos esse periodo, as células foram lavadas por duas vezes antes da incubagéo
com os anticorpos secundarios. Esses anticorpos também foram diluidos em PBS
5% soro de cabra e incubados por 2 horas a temperatura ambiente. Além dos
anticorpos secundarios, o reagente DAPI foi adicionado nos 30 minutos finais da
incubacdo. Todas as incubacdes foram realizadas no escuro. Apds essa etapa, as
células foram lavadas por trés vezes em wash buffer e ressuspendidas em 50puL de
FACS buffer (PBS 5% BSA), e adquiridas pelo citdmetro de imagem Amnis (Luminex

Corporation).

Os anticorpos primarios utilizados foram anti-HBA (D-4, sc-514378, Santa
Cruz Biotech) diluidos 1:50 e anti-HBE (ab156041, Abcam) diluido 1:100. Os
anticorpos secundarios utilizados foram goat-anti-mouse 647 (A21235, Life
Technologies) e donkey-anti-rabbit 488 (sc-362261, Santa Cruz Biotech) ambos
diluidos a 1:200. DAPI (D9542, Sigma Aldrich), para marcagcdo nuclear, foi diluido
1:1000.

As células foram analisadas através citbmetro de imagem Imagestream
Amnis Mark Il (Luminex Copr, TX, USA). Os resultados obtidos foram analisados
utiizando o software IDEAS 6.2, no qual é possivel visualizar a imagem
correspondente a cada ponto dos gréaficos. A ferramenta de colocalizagdo foi
utilizada para extrair informacdes das imagens obtidas, considerando as marcacgdes
para HBA e HBE.

ATAC-seq

O experimento de ATAC-seq (do inglés Assay for Transposase Accessible
Chromatin using sequencing) foi sugerido pelo colaborador Dr. Jim Hughes (MRC
Weatherall Institute of Molecular Medicine, Oxford, Reino Unido) para mapear a
acessibilidade da cromatina nos locus da a- e B-globina, incluindo os sitios de
Hipersensibilidade a DNAse | previamente descritos. Com esse protocolo também é
possivel verificar a ocupagcdo de sitios por fatores de transcricdo e a posicéo
nucleossomal [78, 79].
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Ele é baseado na hiperatividade da transposase Tn5, que esta
acompanhada de adaptadores, e pode simultaneamente fragmentar o DNA em sitios
de cromatina aberta (livres de nucleossomos) e regides internucleossomais,
enquanto adiciona adaptadores para sequenciamento de nova geracao (atividade
conhecida como “tagmentacdo”) [78]. A Figura 17 demonstra os sitios onde a
transposase Tn5 pode cortar o DNA, e as parametros que podem ser inferidos

subsequentemente, em compara¢do com outras técnicas.
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Figura 17: Funcionamento do protocolo de ATAC-seq (do inglés Assay for

Transposase Accessible Chromatin using sequencing). (A) Sitios de corte da

transposase Tn5. Imagem extraida de Buenrostro e colaboradores, 2013 [78] e (B)
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pardmetros que podem ser obtidos com esse protocolo, em compara¢cdo com outros

protocolos. Imagem retirada de Tsompana e colaboradores, 2014 [80].

Tagmentacdo e indexacao

O protocolo experimental para ATAC-seq foi adaptado de protocolos
previamente publicados [78, 79]. Os grupos submetidos a esse protocolo foram
RWPEL1 2D, RWPE1 2D + DHT, RWPE1 3D e RWPE1 3D + DHT, realizados em
duplicata. As células cultivadas tridimensionalmente foram dissociadas como

descrito anteriormente.

Para esse experimento foram necessarias 1,5x10° células por replicata,
misturadas a 50uL de tampéao de lise gelado (10mM Tris-HCI pH 7.5; 10mM NacCl;
2mM MgClz; 0,1% Igepal CA-630). Apds a mistura, as células foram imediatamente
centrifugadas a 500G/4°C por 10 minutos. As células foram entéo lavadas com PBS
pelo mesmo tempo de centrifugagao.

A reacao de tagmentacéo foi realizada adicionando ao pellet 47,5uL buffer
1X (Illumina, n° catalogo 15027866) e 2,5uL Tn5 transposase (Illumina, n° catalogo
15027865), e incubando por 30 minutos a 37°C. A reacao foi imediatamente
purificada utilizando a coluna Qiagen MinElute (n° catalogo 28004) e eluida em 23uL

Elution Buffer aquecido a 37°C.

As amostras foram indexadas para que pudessem ser identificadas apo6s
sequenciamento. O PCR foi realizado com 10uL do DNA eluido na etapa anterior,
10pL agua livre de nucleases, 25uM primer Forward (Ad1_noMX, idéntico para todas
as amostras), 25uM primer Reverse (Ad2.1-8, um primer diferente para cada
amostra), 25uL NEBNext High-Fidelity 2X PCR Master Mix (NEB, n° catalogo
M0541S). Os nomes e sequéncias dos primers podem ser verificados na Tabela 6.

As reacOes foram realizadas no equipamento Mastercycler gradient
(Eppendorf) de acordo com o programa: 5 minutos a 72°C, 30 segundos a 98°C e 11
ciclos de 10 segundos a 98°C, seguido de 10 segundos a 63° e 1 minuto a 72°C.
Cada reacéao foi imediatamente purificada utilizando a coluna Qiagen PCR cleanup
kit (n° catalogo 28104) e eluida em 20uL Elution Buffer aquecido a 37°C.
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Tabela 6: Sequéncias dos primers utilizados para indexacdo das amostras de ATAC-

seq.

Nome Sequéncia Primer

Ad1_noMX AATGATACGGCGACCACCGAGATCTACACTCGTCGGCAGCGTCAGATGTG
N701 Ad2.1_TAAGGCGA  CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTCGCCTTAGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT
N702 Ad2.2_CGTACTAG  CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCTAGTACGGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT
N703 Ad2.3_AGGCAGAA  CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATTTCTGCCTGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT
N704 Ad2.4_TCCTGAGC  CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGCTCAGGAGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT
N705 Ad2.5_GGACTCCT  CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATAGGAGTCCGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT
N706 Ad2.6_TAGGCATG  CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCATGCCTAGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT
N707  Ad2.7_CTCTCTAC CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATGTAGAGAGGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT

N708 Ad2.8 CAGAGAGG CAAGCAGAAGACGGCATACGAGATCCTCTCTGGTCTCGTGGGCTCGGAGATGT

Controle de qualidade e quantificacdo das amostras

O controle de qualidade, quantificacdo das amostras e 0 sequenciamento
foram realizados na instalacdo aberta de Sequenciamento de Alta Performance
(NGS) do LNBR - Laborat6rio Nacional de Biorrenovaveis (CNPEM / MCTIC).

O controle de qualidade e andalise do tamanho dos fragmentos foram
realizados no equipamento Bioanalyzer 2100 com o kit 12000 DNA assay (Agilent).
As amostras deveriam ter um perfil demonstrando a existéncia de fragmentos de
180pb, 300pb e 550pb [79].

As amostras foram quantificadas por PCR em tempo real, utilizando o
KAPA Library Quantification Kit lllumina® Platforms (Kappa Biosystems). Elas foram

entdo unidas para ficarem na concentragéo equimolar de 9pM.

Seguenciamento

O sequenciamento foi realizado no sequenciador HiSeq. A corrida
realizada foi paired-end com 50 ciclos, que resulta em alinhamentos adequados com
custos mais baixos do que corridas com ciclos mais longos [79]. Os kits utilizados no
sequenciador foram HiSeq Rapid SBS Kit v2 (50 cycles) (lllumina, n° catadlogo FC-
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402-4022) e HiSeq PE Rapid Cluster Kit v2 - Paired-end cluster generation kit for
HiSeq 2500 (lllumina, n° catalogo PE-402-4002).

Analise dos resultados

Os resultados foram analisados utilizando como guia o workflow sugerido
por Yan e colaboradores [81]. A Figura 18 sumariza o workflow, bem como as

ferramentas utilizadas para cada etapa, com algumas imagens ilustrativas.

Os dados obtidos no sequenciamento de nova geracédo foram adicionados
ao servidor publico de usegalaxy.eu, na plataforma online Galaxy [82], onde a
maioria das analises foi realizada. O servidor Galaxy utilizado é parcialmente
financiado pelo Collaborative Research Centre 992 Medical Epigenetics (DFG grant
SFB 992/1 2012) e pelo German Federal Ministry of Education and Research (BMBF
grants 031 A538A/A538C RBC, 031L0101B/031L0101C de.NBl-epi, 031L0106
de.STAIR (de.NBI)).

Uma pequena parte do controle de qualidade foi realizada no R, através
do pacote de Bioconductor “ATAC-seqQC” [83]. Algumas considerac¢des importantes

a respeito das andlises foram retiradas do Github [84, 85].

A primeira etapa da analise consistiu na unido das reads presentes nas
duas lanes da corrida (L1 e L2), feita com a ferramenta “Concatenate datasets tail-to-
head (Galaxy Version 1.0.0)". Apds essa etapa as sequéncias foram renomeadas
para ndao haver sobreposicdo entre os nomes das reads advindas de L1 e L2,
utilizando a ferramenta “Rename sequences (Galaxy Version 0.0.14+galaxy0)” [86].
A qualidade das sequéncias foi checada através do “FastQC Read Quality reports
(Galaxy Version 0.72+galaxyl)” [87]. Essa € uma checagem preliminar da qualidade
do sequenciamento, ndo podendo ainda ser considerada um critério para excluséo
do mesmo, pois na maioria das vezes indica que a qualidade do sequenciamento

esta baixa.
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Figura 18: Workflow utilizado para andalises do ATAC-seq. As analises foram realizadas
utilizando o servidor publico de usegalaxy.eu, na plataforma online Galaxy [82]; ou utilizando
o pacote do Bioconductor “ATAC-seqQC” para R [83]. As imagens ilustrativas foram

retiradas de artigos sobre andlise de ATAC-seq [78, 81, 83] ou do proprio Galaxy.

Para melhorar a qualidade do sequenciamento foi feita a retirada de
sequéncias cuja qualidade ndo estava adequada. Além disso, € necessario retirar a
sequéncia de adaptadores de cada read, pois essas nao se anelam no organismo de
interesse e podem dificultar essa etapa. Ambas as etapas foram realizadas
simultaneamente com “Trim Galore! Quality and adapter trimmer of reads (Galaxy
Version 0.4.3.1)". Os parametros utilizados nessa etapa foram: --phred33 --quality 20
--stringency 3 -e 0.1 --length 5 --retain_unpaired --length_1 15 --length_2 15 --

output_dir ./ --paired, com autodeteccéo do tipo de adaptador.

As sequéncias, agora com qualidade adequada e sem adaptadores, foram
alinhadas a versdo mais recente do genoma de interesse (Homo sapiens Hg38)
utilizando a ferramenta “Bowtie2 - map reads against reference genome (Galaxy
Version 2.3.4.3+galaxy0)” [88, 89]. Os parametros utilizados foram: -1 0 -X 2000 --fr
--dovetail --very-sensitive. Apds essa etapa foi possivel verificar a porcentagem de
sequéncias correspondentes ao DNA mitocondrial, utilizando a ferramenta “Samtools
idxstats reports stats of the BAM index file (Galaxy Version 2.0.3)” [90-98].

Para a analise final foi necessaria a retirada de algumas sequéncias. Séao
elas: Sequéncias alinhadas ao genoma mitocondrial, mais acessivel devido a falta
de empacotamento por cromatina e que, por ser uma porcentagem consideravel do
sequenciamento, poderia interferir nas analises subsequentes; as consideradas
ENCODE blacklisted regions, sequéncias repetitivas do genoma que poderiam
causar ruido nas analises [99]; e as sequéncias duplicadas, advindas de duplicatas

de PCR e que ndo agregam valor biolégico as analises [81].

O genoma mitocondrial e as ENCODE blacklisted regions foram retiradas
utilizando a ferramenta ‘bedtools Intersect intervals find overlapping intervals in
various ways (Galaxy Version 2.29.0)” [100, 101]. Para isso, dois arquivos BED, um

contendo o genoma mitocondrial e outro contendo as ENCODE blacklisted regions
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foram intersectados com alinhamento de cada amostra com o parametro -v. Para a
retirada de duplicatas de PCR foi utilizada a ferramenta “MarkDuplicates examine
aligned records in BAM datasets to locate duplicate molecules (Galaxy Version
2.18.2.2)" [102], com os sequintes parametros: REMOVE_DUPLICATES="true’
ASSUME_SORTED = false' DUPLICATE_SCORING_STRATEGY =
'SUM_OF_BASE_QUALITIES' OPTICAL_DUPLICATE_PIXEL_DISTANCE = '100'
VALIDATION_STRINGENCY ="'LENIENT' QUIET = true VERBOSITY = ERROR.

Apés essa limpeza foi feita uma reanalise utilizando a mesma ferramenta
“FastQC Read Quality reports (Galaxy Version 0.72+galaxyl)” [87], que agora deve
mostrar uma quantidade menor de reads, porém com alta qualidade. Além disso,
outras métricas de qualidade devem ser aplicadas as amostras, para verificar a
distribuicdo de tamanho dos fragmentos obtidos e também o enriquecimento em
Regides de Inicio de Transcricao (do inglés “Transcription Start Sites, ou TSSs).
Essas meétricas foram realizadas no R, através do pacote do Bioconductor
“ATACseqQC” [83].

A distribuicdo de fragmentos foi analisada com a ferramenta fragSizeDist.
Por ser um experimento que faz o corte do DNA nas regides livres de nucleossomos,
ele deve conter fragmentos menores de 100pb (regides livres de nucleossomos) e
fragmentos com periodicidade de 200bp (200pb, 400pb, 600pb - correspondendo a
mono-, bi-, trinucleossomos e assim sucessivamente) [78, 79, 83]. O enriquecimento
de TSS foi analisado com a ferramenta enrichedFragments. As regides promotoras
de genes ativos estdo em regidbes de cromatina descompactada. Idealmente, os

fragmentos menores de 100pb devem estar imediatamente upstream aos TSSs [83].

Concluida a analise de qualidade, e verificando que as amostras estao
adequadas, € necessario fazer o ajuste do inicio das reads para representar o centro
da ligacdo com a transposon. A transposase Tn5 se liga como um dimero e adiciona
dois adaptadores separados por 9pb. Dessa forma, todas as reads alinhadas com a
fita positiva devem ter a posicéo alterada para +4, enquanto as reads alinhadas com
a fita negativa devem ter a posicdo alterada para -5 [78]. Essa etapa é
particularmente importante quando séo feitas andalises de ligagcdo a fatores de
transcricdo. A ferramenta do Galaxy utilizada para realizar essa alteracao foi a

“alignmentsieve Filter BAM/CRAM files according to specified parameters (Galaxy
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Version 3.0.2.0)”, com o parametro —ATACshift [84, 103].

Para verificar as regibes de enriquecimento de reads, e fazer o
denominado Peak Calling, a ferramenta “MACS2 callpeak Call peaks from alignment
results (Galaxy Version 2.1.1.20160309.6)” foi utilizada [104, 105], com 0s seguintes
parametros: --format BED --gsize '2700000000' --nolambda --keep-dup ‘all' --bdg --
pvalue '0.01' --nomodel --extsize '200' --shift '-100" [84, 85]. Para a visualizacdo dos
resultados, o arquivo em formato Bedgraph obtido na etapa de Peak Calling teve de
ser transformado em formato BigWig, utilizando a ferramenta “Wig/BedGraph-to-
bigWig converter (Galaxy Version 1.1.1)”. O pipeline da ENCODE foi utilizado como
guia dos diferentes formatos de arquivo resultantes de cada etapa do workflow [106].

Enfim, os resultados puderam ser observados no UCSC genome browser.

Comparacdo com dados de subpopulacdes eritroides

Como era de nosso interesse comparar a conformacao da cromatina dos
locus da a- e B-globina em nossos grupos com a de células eritréides, foi necessario
fazer a andlise de dados previamente publicados de ATAC-seq de eritrocitos [107,
108]. Essa andlise foi feita pelo colaborador Dr. Damien Downes (MRC Weatherall
Institute of Molecular Medicine, Oxford, Reino Unido) através da ferramenta
NGseqgbasic [109].

As subpopulagbes eritroides analisadas foram: o progenitores comuns
HSC (Hematopoietic Stem Cells/Células Tronco Hematopoiéticas), MPP (Multipotent
Progenitor/Progenitor Multipotente), MEP (Megakariocyte-Erythroid Progenitor/
Progenitor Megacariocitico-Eritréide) e CMP (Commom Myeloid Progenitor/
Progenitor Comum Mieloide) [107]; e células comprometidas com a diferenciacao
eritroide CFU-E (Colony Forming Unit-Erythroid/Unidade Formadora de Colonia
Eritréide), ProEl, ProE2 (Proerythroblast/Proeritroblasto), BasoE (Basophilic
Erythroblast/Eritroblasto Basofilico), PolyE (Polychromatic Erythroblast/Eritroblasto
policromatico), OrthoE (Orthochromatic Erythroblast/Eritroblasto Ortocromatico) e

OrthoRet (Orthocromatic Reticulocyte/Reticuldcito Ortocromatico) [108].
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Predicdo de ligacdo a fatores de transcricdo

Para verificar quais fatores de transcricdo poderiam se ligar a sequéncias
especificas do DNA utilizamos o laboratorio virtual PROMO [110, 111]. Ele se baseia
nos fatores de transcricdo definidos pelo banco de dados TRANSFAC (versao 8.3)
para fazer os calculos de predicéo dos sitios de ligacdo. A espécie selecionada para

a analise de fatores de transcri¢cdo foi Homo sapiens, com taxa de dissimilaridade da

matriz méxima de 15%.

Analises estatisticas

As andlises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism 5.
As analises utilizadas foram teste T de Student ndo pareado ou ANOVA com pos
teste de Bonferroni, dependendo do nimero de amostras a serem comparadas. Em

todas as analises o valor de p<0,05 foi considerado estatisticamente significativo
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RESULTADOS

Presenca de hemoglobinas em linhagens celulares de prostata humana

Inicialmente, como triagem do material de estudo, verificamos a
abundancia relativa de mMRNAs de hemoglobinas em linhagens celulares prostaticas
humanas e de outros tecidos, quando submetidas a condicbes normais de cultura
(meio de cultura 10% FBS, Figura 19A); e a presenca das proteinas HBA, HBG e
HBB nessas mesmas condicfes (Figura 19B/C). A linhagem de eritroleucemia HEL
foi utilizada na maioria dos experimentos como controle positivo da expressédo de
hemoglobinas, pois € uma linhagem que apresenta abundancia dos mRNAs e cujas

proteinas, além de presentes, sdo funcionais.
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Figura 19: Abundéancia de diferentes hemoglobinas em linhagens celulares humanas
cultivadas em meio de cultura 10% FBS. (A) PCR de linhagens celulares humanas, sendo
a linhagem de eritroleucemia HEL utilizada como controle positivo da presenca de
hemoglobinas. Em todos os PCRs, uma reacdo sem DNA foi utilizada como controle
negativo, e uma reagao com o primer da B-ACTINA foi usada como controle positivo e de
gquantidade de mRNA das amostras. (B/C) Western blotting de HBA (14 kDa), HBG (14kDa),
HBB (14kDa) e B-actina (40kDa, controle da quantidade de proteinas) de diferentes
linhagens celulares humanas. B-ACTINA foi usada como controle da quantidade de

proteinas de cada linhagem.
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As linhagens prostaticas apresentam menor expressdo génica de
hemoglobinas quando comparadas a linhagens de outros tecidos. Além disso, é
possivel verificar que linhagens epiteliais normais de prostata RWPE1 e PNT1A
expressam preferencialmente hemoglobinas do cluster a (HBZ, HBA2 e HB1),
enquanto linhagens epiteliais tumorais de prostata LNCap, PC3 e DU145 expressam

guantidades comparativamente menores dessas hemoglobinas (Figura 19A).

Curiosamente, ndo foi possivel detectar a presenca de proteinas nas
linhagens analisadas (Figura 19B/C). Nao esperdvamos que houvesse presenca da
proteina HBB nessas linhagens, pois nenhuma delas apresentou expressao génica,
porém esperavamos observar a presenca das proteinas HBA e HBG nas linhagens
gue expressam 0os MRNAs correspondentes. Isso pode ser tanto um indicativo de
que nao ha traducdo do mRNA, quanto de que a quantidade de proteinas expressas

€ muito baixa.

Além de verificarmos a expressdo génica basal de hemoglobinas em
condigbes normais de cultura, verificamos também se a expressdo delas estaria
condicionada a regulacdo androgénica ou ao aumento da proliferacdo. Para isso,
utilizamos as linhagens que apresentam os receptores de andrégeno LNCap (Figura
20), PNT1A, PNT2 (Figura 21) e RWPEL1 (Figura 22C).
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Cultivamos a linhagem LNCap em diferentes concentracdes de soro fetal
bovino combinadas ou ndo ao agonista de andrégeno sintético R1881 para verificar
se a expressdao dos genes hemoglobinas estaria relacionada a regulagédo
androgénica ou a proliferacdo celular (Figura 20). Concluimos que a expresséo
génica de hemoglobinas na linhagem LNCap é muito baixa, e ndo varia de acordo

com a condicdo a que ela é submetida.

As linhagens PNT1A, PNT2 e RWPEl também foram submetidas a
cultura com andrégenos, nesse caso o DHT (Figura 21/Figura 22C). Essas linhagens
novamente apresentaram mRNAs das hemoglobinas do cluster a, sem a deteccao
da proteina HBA. Além disso, o nivel de expressao dos mRNAs nao foi alterado pelo

tratamento com DHT.
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Figura 21: Expressdo dos mRNAs de hemoglobinas nas linhagens PNT1A e PNT2
tratadas ou ndo com o andrégeno DHT. (A/C) Abundéancia relativa dos mRNAs de
diferentes hemoglobinas. Uma reacdo sem DNA foi utilizada como controle negativo, e uma

reagcdo com o primer da B-ACTINA foi usada como controle positivo e de quantidade de
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MRNA das amostras. (B/D) Western blotting de HBA (14 kDa) e B-actina (40kDa, controle da
quantidade de proteinas).

As linhagens LNCap, PNT1A e RWPE1 foram cultivadas
tridimensionalmente em matriz rica em laminina. A expressdo génica de
hemoglobinas nao foi alterada nas linhagens LNCap e PNT1A (Figura 22A/B), mas
curiosamente a expressado de HBA2 e HBA1 aumentou com o cultivo tridimensional
na linhagem RWPEL1 (Figura 22C).
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2D 3D negativo 2D 3D +DHT 3D -DHT negativo 2D 2D+DHT 3D negativo
HBZ | - : c— —-—
HBA2 | . B s s o — -_—
HBAL () "= T s s e W === e .
HBE | (- -— ’-
HEG - — -
| —
HBD | — ‘= ‘-
HBB | - — ‘-
BATVA ) - e - e

Figura 22: Abundéancia relativa de mRNAs de hemoglobinas em linhagens cultivadas
tridimensionalmente em matriz rica em laminina. (A) LNCap, (B) PNT1A e (C) RWPEL. A
linhagem de eritroleucemia HEL foi utilizada como controle positivo da presenca de
hemoglobinas. Uma reacdo sem DNA foi utilizada como controle negativo, e uma reacéo
com o primer da B-ACTINA foi usada como controle positivo e de quantidade de mRNA das

amostras

Decidimos entdo focar os estudos na linhagem RWPEL, cultivada em 2D
ou 3D, um modelo interessante no qual é possivel modular a expressao de algumas
das hemoglobinas. O primeiro passo foi quantificar a variagdo de expressao relativa
dos mRNAs, em comparacdo com a linhagem HEL, nosso controle positivo da

expressdo de hemoglobinas, através de PCR em tempo real (Figura 24A).

Com a sensibilidade do método pudemos notar que a linhagem RWPE1

apresenta a maioria das hemoglobinas, até mesmo as do cluster 3, que ndo haviam
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sido detectadas com o PCR comum — mesmo que em quantidades infimas quando
comparadas a linhagem HEL. Além disso, pudemos confirmar que ha um aumento
significativo de quase 7 vezes na expressao do mRNA de HBA1, e uma tendéncia de
aumento de 5 vezes na expressdo do mRNA de HBA2 quando as células séo
cultivadas tridimensionalmente em matriz rica em laminina, em compara¢cdo com o

cultivo bidimensional (Figura 23). Mesmo com esse aumento ainda nao foi possivel

identificar HBA por Western blotting (Figura 24).
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Figura 23: Abundancia de hemoglobinas na linhagem RWPE1l -cultivada

bidimensionalmente ou tridimensionalmente em matriz rica em laminina. Expressao
génica relativa de hemoglobinas analisada por gRT-PCR. A linhagem de eritroleucemia HEL
foi utilizada como normalizador. RWPEL 2D n=5; RWPE1 3D n=9; student t test.

Decidimos fazer imunofluorescéncia das células cultivadas bi- e
tridimensionalmente. Escolhemos as proteinas HBA (cluster a) e HBE (cluster ), um
representante de cada cluster que apresentou maior quantidade de mRNA. Mesmo

sendo expressas em diferentes estagios do desenvolvimento em células eritroides,
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HBA e HBE teriam a capacidade de formar tetrameros funcionais. A intencdo da
imunofluorescéncia foi verificar se o0 mMRNA é traduzido, além de verificar a

localizacdo subcelular das proteinas e uma possivel colocalizagéo (Figura 25).

HEL RWPEl RWPE1 3D RWPE1 3D
comDHT sem DHT

IB: HBA
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B:BACTINA | ey o e @
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Figura 24: Abundancia de hemoglobinas na linhagem RWPE1l -cultivada
bidimensionalmente ou tridimensionalmente em matriz rica em laminina. Western
blotting de HBA (14 kDa) e B-actina (40kDa, controle da quantidade de proteinas).

2D 3D Controle negativo

HBA

HBE

Figura 25: Localizagdo subcelular de HBA e HBE. Imagens representativas de

imunofluorescéncia de RWPE1 cultivada bidimensionalmente ou tridimensionalmente em
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matriz rica em laminina com marcacdo para HBA (verde), HBE (amarelo), nuclear (DAPI,

azul) e F-actina (faloidina, magenta).

Ambas as proteinas foram verificadas na linhagem RWPEL cultivada tanto
em 2D quanto em 3D. Portanto o0 mRNA é capaz de ser traduzido, as proteinas
apenas sao expressas em quantidades muito baixas para serem detectadas por

Western blotting.

Interessantemente, boa parte de HBA e HBE se localizam em diferentes
compartimentos celulares no cultivo bidimensional. HBA esta localizada
majoritariamente no nucleo, principalmente em regides ndo marcadas pelo DAPI.
HBA também esta presente pontualmente em regides marcadas com DAPI (Figura
26), e em menor quantidade no citoplasma. J4& HBE esta presente somente no
citoplasma das células (Figura 25).

Figura 26: Corte ortogonal de uma célula com marcacdo para HBA (verde), nuclear

(DAPI, azul) e F-actina (faloidina, vermelha).
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Nos esferdides, HBE permanece presente no citoplasma de todas as
células. JA HBA passa a estar presente no citoplasma de algumas delas, evento que
n&do ocorre em todos os esferdides (Figura 25). E possivel supor que o aumento na
expressdo dos mMRNAs de HBA seja devido a essas células especificas.
Curiosamente, células que estdo em divisdo apresentam HBE localizada nos polos

onde ficam os centrossomos (Figura 27).

Figura 27: Localizagcdo subcelular de HBE em uma célula em divisdo. Imagem
representativa de imunofluorescéncia de RWPE1 cultivada bidimensionalmente com

marcacéao para HBE (amarelo), nuclear (DAPI, azul) e F-actina (faloidina, magenta).

Na tentativa de verificar colocalizacdo entre HBA e HBE — o0 que poderia
indicar uma possivel formacédo de heterotetrameros — fizemos a reconstrucdo 3D dos
esferdides (Figura 28), e também uma analise de colocalizacdo tanto no cultivo bi-
quanto no tridimensional. A Figura 29 mostra células duplamente marcadas para
HBA e HBE, e mostra algumas das imagens nas quais as analises de colocalizagédo

foram feitas.
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HBA HBE HBA + HBE

Figura 28: Reconstrucéao tridimensional de um esferdide. Imagem representativa de
imunofluorescéncia de RWPEL cultivada tridimensionalmente em matriz rica em
laminina com marcacéo para HBA (verde), HBE (vermelho) e nuclear (DAPI, azul). Por

ser uma reconstrucédo tridimensional as imagens ndo possuem barra de escala.

2D 3D Controle negativo

10pm

Figura 29: Localizagdo subcelular de HBA e HBE. Imagem representativa de
imunofluorescéncia de RWPEL cultivada bidimensionalmente ou tridimensionalmente
em matriz rica em laminina com marcacao para HBA (verde), HBE (vermelho), nuclear

(DAPI, azul) e F-actina (faloidina, magenta).

No cultivo bidimensional, 3,3% do total de HBA colocaliza-se com HBE,
enquanto 26,6% do total de HBE se colocaliza com HBA. Ja no cultivo
tridimensional, 2,7% do total de HBA colocaliza-se com HBE, enquanto 4,7% do total

de HBE colocaliza-se com HBA, mesmo com a realocacdo de HBA para o
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citoplasma de algumas células. Esses dados indicam que HBA e HBE nédo formam

tetrameros nessa linhagem.

Como nédo foi possivel fazer uma andlise quantitativa do aumento da
expressao protéica de HBA por Western blotting, decidimos fazer a quantificacdo da
porcentagem de células que expressam HBA e HBE por citometria de imagem
(Figura 30). Confirmando dados da imunofluorescéncia, HBE esta presente na
maioria das células cultivadas em 2D e 3D, com a mesma intensidade de

fluorescéncia (Figura 30 A/C).
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Figura 30: Porcentagem de células expressando HBA e/ou HBE. Citrometria de imagem
de células marcadas com HBA (magenta), HBE e DAPI (nucleo, azul). (A/C) Gréaficos de
intensidade de fluorescéncia HBE versus Intensidade de fluorescéncia HBA. (B/D) Gréficos
de intensidade de fluorescéncia de DAPI versus Intensidade de fluorescéncia HBA, com

imagens representativas dos trés grupos analisados: HBA negativo, HBA low e HBA high.
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HBA também esta presente na maioria das células, porém é possivel
observar uma populacdo de aproximadamente 3% das células cultivadas
tridimensionalmente que apresenta uma intensidade de fluorescéncia maior,
denominada de HBA high (Figura 30B/D). Essas células provavelmente séo as
mesmas encontradas na imunofluorescéncia, que apresentam aumento da

guantidade de HBA, com realocacéo para o citoplasma.

Foi possivel fazer uma analise de colocalizagdo de HBA e HBE utilizando
as imagens obtidas pelo citdbmetro (Figura 31). Dessa forma pudemos confirmar por

outro método que nado ha colocalizacdo entre as duas proteinas.
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Figura 31: Andlise de co-localizacdo de HBA e HBE em células cultivadas (A)
bidimensionalmente e (B) tridimensionalmente em matriz rica em laminina. Citrometria
de imagem de células marcadas com HBA (magenta), HBE (verde) e DAPI (nucleo, azul),
com imagens representativas de cada um dos grupos analisados. A co-localizacdo é

calculada a partir de imagens de todas as células analisadas.

Regulagdo génica de hemoglobinas em linhagem de préstata

Expressdo génica de fatores de transcricao

Na tentativa de identificar qual seria a possivel regulacdo por tras da
expressao basal de hemoglobinas na cultura 2D, e do aumento da quantidade de

HBA2 e HBAl na cultura 3D, realizamos PCR em tempo real de fatores de
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transcricdo que sdo importantes para a expressdo desses genes em ceélulas
eritroides. Como é possivel verificar na Figura 32, em RWPEL1 ha expressao dos
genes GATA2 e FOG-1, mas ndo ha aumento dessa expressdo com o cultivo
tridimensional. O papel de cada fator de transcricdo e sua relagdo com a expressao
de hemoglobinas sera discutido em detalhe na sessao discussdo. Por enquanto é
suficiente dizer que a regulacdo de hemoglobinas na linhagem RWPE1 ndo parece
ser similar a de células eritréides, pelo menos considerando a expressao de fatores
de transcrigéo.

ClrwPEL 2D
144 B RWPEL 3D
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Expressdo relativa de FATORES
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GATA 1l GATAZ KLF1 MF-E2 FOG1 TALL

Figura 32: Abundancia de fatores de transcricao eritréide especificos na linhagem
RWPE1 cultivada em 2D ou 3D em matriz rica em laminina. Expressao génica relativa
analisada por qRT-PCR. A linhagem de eritroleucemia HEL foi utilizada como normalizador
e B-ACTINA foi utilizada como controle interno. RWPE1 2D n=3; RWPE1 3D n=6.

Apesar de RWPEL ser nosso foco de estudo, também realizamos a
analise de fatores de transcricao eritroides em outras linhagens de prostata, normais
ou tumorais (Figura 33). Como era de se esperar, o0 fator de transcricdo GATA2,
importante no tecido prostatico, esta presente em todas as linhagens analisadas. De
modo geral, todas as linhagens expressam alguns dos fatores de transcricao
eritroides, sendo que a linhagem PNT1A é a que expressa todos eles, em maior ou
menor grau. Como visto na Figura 19 e na Figura 21, PNT1A realmente é capaz de
expressar hemoglobinas do cluster a, assim como RWPE1 e PNT2. Dessa forma,
caso a expressdo de hemoglobinas fosse regulada por esses fatores de transcricao,

seria de se esperar que essas trés linhagens apresentariam expressdo génica de
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fatores em comum, e em maior quantidade que as linhagens LNCap e PC3, o que

nao é o caso.

HEL LNCap PC3 PNTIA PNT2 RWPE1l RWPE] controle
3D negativo

-_— = -
GATAL | -
GATA D SIS SN G S == -
KLF1 | e—
FOG | e : : - E B
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B-ACTINA | s - T W o

Figura 33: Abundancia de mRNA de fatores de transcricdo eritroide especificos. PCR
dos fatores de transcricdo GATAL, GATA2, KLF1, NF-E2 (p45), FOG1 e TAL1. Uma reacao
sem DNA foi utilizada como controle negativo, € uma reagdo com o primer da 3-ACTINA foi

utilizada como controle positivo e de quantidade de mRNA das amostras.

N&o sendo possivel identificar reguladores eritréides que justificariam a
presenca e modulacdo da expressdo de hemoglobinas na linhagem RWPEL,
partimos para uma analise de elementos de regulacdo especificos de células
prostaticas, ou de elementos relacionados as condi¢cdes de cultivo da cultura

tridimensional.

Testosterona e sinalizacdo por receptor de andrégeno

O primeiro elemento de regulacdo de células prostaticas analisado foi a
sinalizacdo por receptor de andrégeno. Para isso, aprofundamos as analises feitas
na linhagem RWPE1 tratada com DHT (diidrotestosterona), tanto no cultivo 2D
guanto no 3D. O resultado da expresséo relativa do mRNA de hemoglobinas nessas

condicOes pode ser observado na Figura 34.



E)gresséo relativa de
HEMOGLOBINAS/B-ACTINA (%)

lativa de
LOBINAS/B-ACTINA (%)

ressdo re

3

E

HEMO

89

HBZ HBA2 HBA1
6 - 6 6 -
5 4 5L 51
25 T 25T 25T
1,5 1,5 4 1,5 -
*p=0,0355 *p=0,0399 p=0,0717
— — —
05 0,5 ° 0,5
008 L 008 + o —_— —'%0— @ 008 + e o
0,071 T 0,071 T 0,071 T e S
0,06 = 0,06 ®e 0,06
®
0'04 | 0'04 | ’ % 0’04 ] :
o L]
0,02 0,02 » 0024 =9 ¢ o %
e el ®se
0 L—ss——ege i —enee— 0 ; T T 9o 0 T T 4
2D 2D+DHT 3D  3D+DHT 2D 2D+DHT 3D  3D+DHT 2D 2D+DHT 3D  3D+DHT
HBE HBG HBD HBB
6 6 6 61 °
5 4 ° 51 51 54
2,5 ° 25+ 2,5 - 25T
15 T 1,54 1,5 - 1,5
N bl
05 - —_ 0,54 054 ¢ 0,54
0,08 + -~ 0,08 L 0,08 L—— 0,08 + L
0,071 - 0,071 + 0,071 + 0,071 T
006 4 e 0,06 4 0,06 0064 @
004 4 e 0,04 4 0,04 0,04 4
2| 2l i _
0,02 T ¢ - 0,02 0,02 . 0,02 'T‘
0 Llege ° 0- 0 - 0-

- T
2D 2D+DHT 3D 3D+DHT 2D 2D+DHT 3D 3D+DHT 2D 2D+DHT 3D 3D+DHT 2D 2D+DHT 3D 3D+DHT

Figura 34: Abundéancia de hemoglobinas na linhagem RWPEL cultivada em 2D ou 3D
em matriz rica em laminina, na presenca ou auséncia de DHT. Expresséo relativa do
MRNA de hemoglobinas analisada por gqRT-PCR. A linhagem de eritroleucemia HEL foi
utilizada como normalizador e B-ACTINA foi utilizada como controle interno. Os pontos
sobrepostos as barras indicam os resultados individuais de cada experimento. RWPE1 2D
n=5; RWPE1 2D + DHT n=3; RWPEL1 3D n=9; RWPE1 3D + DHT n=5 Student’s t test.

No geral, a expressdo do mRNA das hemoglobinas néo foi alterada com o
tratamento com DHT. E interessante notar, porém, que ha uma diminuicéo
estatistica de 80% de HBA2 no cultivo 3D + DHT quando comparado com o cultivo
3D sem tratamento. A mesma tendéncia é observada para a expressao génica de
HBAL. Além disso, ha um aumento estatistico de 8 vezes na expressdo do mRNA de
HBA1 na cultura 2D tratada com DHT, em comparagdo & cultura nio tratada. E
muito interessante notar o efeito contrario que o tratamento com DHT produz na

expressao génica de HBA em células cultivadas bi- ou tridimensionalmente.
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Depois dessa analise, foi necessario verificar se essas alteracbes na
expressdo dos mRNAs seriam acompanhadas por alteracdes na expressao protéica
(Figura 35, Figura 36).

2D + DHT 3D + DHT Controle negativo

Figura 35: Localizacdo subcelular de HBA e HBE em células tratadas com DHT.
Imagem representativa de imunofluorescéncia de RWPE1 cultivada em 2D ou 3D em matriz
rica em laminina tratadas com DHT, com marcacdo para HBA (verde), HBE (vermelho),

nuclear (DAPI, azul) e F-actina (faloidina, magenta).

Através das imagens obtidas na imunofluorescéncia, foi possivel notar
gue a distribuicdo de HBA e HBE se mantém a mesma que nas células nao tratadas
com DHT. Na cultura bidimensional, HBA esta concentrada no nucleo, e em menor
quantidade no citoplasma; enquanto HBE estd majoritariamente no citoplasma,
preferencialmente na regidao perinuclear. Na cultura tridimensional, algumas células
apresentam uma quantidade maior de HBA, localizada no citoplasma. E possivel que
as cinco horas de tratamento com DHT nao tenham sido suficientes para eliminar as
proteinas que ja estavam prontas, e por isso o resultado tenha sido tdo similar ao

das células sem tratamento.

Novamente a analise de colocalizacdo demonstrou que HBA e HBE néo
se colocalizam na linhagem RWPE1L. No cultivo bidimensional, 4,8% do total de HBA
colocaliza-se com HBE, enquanto 30,7% do total de HBE colocaliza-se com HBA. Ja
no cultivo tridimensional, 4,7% do total de HBA colocaliza-se com HBE, enquanto

3,2% do total de HBE colocaliza-se com HBA. E interessante notar que na cultura
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bidimensional — tanto sem tratamento quanto com o tratamento com DHT — a

porcentagem de HBE que se colocaliza com HBA é maior que no cultivo

tridimensional.
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Figura 36: Porcentagem de células tratadas com DHT expressando HBA e/ou HBE.

Citrometria de imagem de células marcadas com HBA (magenta), HBE e DAPI (ndcleo,

azul). (A/C) Graficos de intensidade de fluorescéncia HBE versus Intensidade de

fluorescéncia HBA. (B/D) Gréficos de intensidade de fluorescéncia de DAPI versus

Intensidade de fluorescéncia HBA, com imagens representativas dos trés grupos analisados:

HBA negativo, HBA low e HBA high.

Na citometria de imagem, de modo geral, os resultados também foram

muito similares aos obtidos em células ndo tratadas. Apenas no caso da cultura
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bidimensional foi interessante notar uma diminuicdo de aproximadamente 10% na
porcentagem de células com dupla marcacdo, em relacdo a células néo tratadas
com DHT, que foi acompanhada de um aumento na quantidade de células positivas
apenas para HBE (Figura 36A). Essa diminuicdo na quantidade de células marcadas
com HBA é contraria ao aumento na quantidade de mRNA sugerido pelo PCR em

tempo real.

Interessantemente, apesar de vermos uma reducgdo significativa na
expressdo do mRNA de HBA nos esferoides tratados com DHT em comparagdo com
os esferdides nado tratados, a porcentagem de células HBA high se manteve
praticamente a mesma (4%, Figura 36D), 0 que novamente pode ser atribuido ao
tempo necesséario para a eliminacdo das proteinas j4 prontas. Como era de se
esperar, as proteinas HBA e HBE nao se colocalizaram nas células tratadas com
DHT (Figura 37).
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Figura 37: Andlise de co-localizacdo de HBA e HBE em células cultivadas (A)
bidimensionalmente e (B) tridimensionalmente em matriz rica em laminina, ambas
tratadas com DHT. Citrometria de imagem de células marcadas com HBA (magenta), HBE
(verde) e DAPI (ndcleo, azul), com imagens representativas de cada um dos grupos

analisados. A co-localizagédo é calculada a partir de imagens de todas as células analisadas.
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Nem todas as células da linhagem RWPE1l expressam receptor de
androgeno (RA). Decidimos entédo verificar se as células da cultura tridimensional
cuja proteina HBA transloca-se para o0 citoplasma seriam as mesmas que
apresentam RA e que poderiam responder ao DHT. Como € possivel verificar na
Figura 38, as células que expressam o RA — destacadas com as pontas de seta —
nao sao necessariamente as ceélulas que apresentam HBA citoplasmatico (Figura
38A/C). Na verdade, na Figura 38A € possivel notar a Unica célula que apresenta AR
e HBA citoplasmatico. Como mencionado anteriormente, nem todos os esferdides

apresentam as células com HBA citoplasmatico (Figura 38B).

Durante as andlises de imunofluorescéncia foi possivel identificar dois
esferdides tratados com DHT que apresentaram diferencas em relacdo a todos os
outros encontrados (Figura 39). Essas diferencas provavelmente ndo tem relagéo

com o tratamento com DHT, e séo trazidas aqui somente a titulo de curiosidade.

3D + DHT 3D+ DHT

Figura 38: Localizagédo subcelular de HBA e RA em esferoides cultivados com ou sem
DHT. Imagem representativa de imunofluorescéncia com marcacdo para HBA (verde), RA
(amarelo), nuclear (DAPI, azul) e F-actina (faloidina, vermelho). As pontas de seta apontam

para a marcacao de RA.
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Figura 39: Reconstrucéo tridimensional de esferoides tratados com DHT. Imagens de
imunofluorescéncias com marcacéo para HBA (verde), HBE (vermelho), F-actina (magenta)
e nuclear (DAPI, azul). (A) Reconstrucdo demonstrando a presenca de uma célula gigante
no centro do esferoide com altas quantidades de HBA no citoplasma; e (B) reconstrucéo
demonstrando presenca de HBA polarizada em um esferoide. Por ser uma reconstrugéo

tridimensional, as imagens ndo tem barra de escala.

No primeiro caso (Figura 39A), toda a marcagdo em verde representa
uma célula gigante que apresenta HBA citoplasmaético, e cuja presenca de HBE fica
mascarada. Ja no segundo caso (Figura 39B), o conjunto de células apresentando
HBA citoplasmatico encontra-se num dos polos do esferoide, diferentemente da
maioria dos esferdides observados, cujas células que apresentam HBA

citoplasmatico tendem a ficar no centro.

Mapeamento da acessibilidade da cromatina

Na tentativa de mapear a acessibilidade da cromatina nos locus da a- e -
globina, incluindo os sitios de Hipersensibilidade a DNAse | previamente descritos,
verificando possiveis alteracdes entre os tratamentos (2D, 2D + DHT. 3D e 3D +
DHT), realizamos o experimento de ATAC-seq (do inglés Assay for Transposase

Accessible Chromatin using sequencing).
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Como descrito anteriormente em materiais e métodos, antes de realizar
as analises propriamente ditas foi preciso verificar a qualidade do sequenciamento,
através da andlise de tamanho dos fragmentos e do enriquecimento do TSS (Figura
18). Com essa analise foi possivel verificar que o sequenciamento das culturas em
2D estava adequado (Figura 40A-F), mas que, infelizmente, o sequenciamento das

culturas em 3D néo estava (Figura 40G-L).

A inadequacgédo do sequenciamento das culturas em 3D também pode ser
observada na analise de distribuicdo dos picos, aqui representada por uma regiao,
mas que é similar ao longo de todo o genoma. Enquanto na cultura bidimensional é
possivel ver picos claros, que correspondem a regides abertas da cromatina, na
cultura em 3D h& muito ruido, sendo impossivel identificar quais seriam os reais
picos (Figura 41). Dessa forma, as andlises subsequentes foram realizadas apenas

com as culturas bidimensionais, tratadas ou ndo com DHT.

Inicialmente observamos o cromossomo 16, onde localizam-se o0s
promotores distais (Figura 42) e proximais (Figura 43) do cluster a. Como é possivel
observar nas diferentes subpopulagbes eritréides, existem picos claros que
correspondem aos sitios de hipersensibilidade HS48, HS40, HS33 e HS10, que séo
os considerados promotores distais do cluster a. Nessa regido nao foi possivel
identificar nenhum pico nas células RWPE1l cultivadas em 2D com ou sem

tratamento com DHT (Figura 42).
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Figura 40: Métricas de qualidade do ATAC-seq. (A/D/G/J) Distribuicdo de tamanho dos
fragmentos obtidos. O experimento ideal deve conter fragmentos menores de 100pb
(regibes livres de nucleossomos) e fragmentos com periodicidade de 200bp (200pb, 400pb,
600pb - correspondendo a mono-, bi-, trinucleossomos e assim sucessivamente) [78, 79,
83]. (B/E/H/K) Heatmaps da distribuicdo de sinal préximo ao TSS, resultando de dados de
fragmentos livres de nucleossomos e fragmentos ligados a nucleossomos. ldealmente, os
fragmentos menores de 100pb devem estar imediatamente upstream aos TSSs [83].
(C/FN/L) Histogramas demonstrando os dados dos heatmaps.
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Cromossomo 16: 14.358.974-14.510.323 escala: 50Kb
5.250.000 14.370.000 14.380.000 14.390.000 14.400.000 14.410.000 14.420.000 14.430.000 14.440.000
LINC02130 #eememeeeees PARN Stestataarindes
2D

Figura 41: Picos resultantes do ATAC-seq de uma regido representativa do genoma de

células cultivadas em 2D e em 3D.

Corroborando com esse resultado, ndo encontramos também nenhum
pico nos promotores proximais do cluster a, que deveriam estar logo antes do inicio
de cada gene (HBZ, HBA2 e HBA1) como ocorre nas subpopulacdes eritréides
(Figura 43). Dessa forma, ndo encontramos nenhum indicativo de que a expressao

de HBA esteja relacionada a abertura da cromatina.
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Figura 42: Abertura da cromatina nos promotores distais da a-globina de RWPEL1
cultivada sem ou com tratamento com DHT, em comparacdo com subpopulacbes
eritroides em diversos estagios de diferenciacdo. Resultados obtidos no ATAC-seq.
Resultados das subpopulacdes eritrdides foram reanalisados de publicacBes prévias [107,
108]. Os sitios de hipersensibilidade a DNAsel eritréides HS48, HS40, HS33 e HS10 estéo

anotados em verde.
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Figura 43: Abertura da cromatina nos promotores proximais da a-globina de RWPEL1
cultivada sem ou com tratamento com DHT, em comparacdo com subpopulacbes
eritroides em diversos estagios de diferenciacdo. Resultados obtidos no ATAC-seq.
Resultados das subpopulacdes eritrdides foram reanalisados de publicacBes prévias [107,

108]. O sitio de hipersensibilidade & DNAsel eritroide HS10 esta anotados em verde.

Também analisamos o cromossomo 11, que apresenta os reguladores
distais e proximais do cluster B (Figura 44). E importante ressaltar que o cluster B
encontra-se na fita negativa e, portanto, tanto os promotores distais quanto 0s
proximais estao representados a direita dos genes.

E possivel observar picos claros nas subpopulacbes eritroides, que
correspondem ao LCR (HS1-HS3). As culturas de RWPEL tratadas ou ndo com DHT
apresentam picos iguais entre si, sendo que o pico central (B) corresponde ao HS2.
Mesmo que os outros picos (A e C) parecam estar préximos de HS1 e HS3, eles
precisariam estar exatamente no mesmo local para corresponderem a esses sitios
de hipersensibilidade (Figura 44). A presenca desses picos demonstra que a
cromatina do promotor distal do cluster  encontra-se aberta em regides que seriam
similares a de células eritrdides, mas também em regides ndo descritas como sendo

reguladoras desse cluster.

Como os picos A e C ndo correspondem a nenhum pico de regulacao
eritroide, verificamos quais seriam as sequéncias correspondentes (Figura 45), e os
fatores de transcricdo que poderiam ligar-se a elas (Tabela 7), em comparagéo ao

pico B, que corresponde ao HS2.

O pico B, que corresponde ao HS2, apresenta predicdo somente para 0s
fatores de transcricao eritréide especificos GATALl, GATA2 e GATA3; enquanto 0s
picos A e C apresentam predicdo somente para o fator eritréide especifico GATAL.
Apesar disso, a similaridade de fatores de transcricdo preditos entre os trés picos é

muito alta (Tabela 7).
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Figura 44: Abertura da cromatina nos promotores da B-globina de RWPEL cultivada
sem ou com tratamento com DHT, em comparacdo com subpopulacfes eritréides em
diversos estagios de diferenciacdo. Resultados obtidos no ATAC-seq. Resultados das
subpopulac@es eritrdides foram reanalisados de publicacdes prévias [107, 108]. Os sitios de

hipersensibilidade & DNAsel eritréide HS1, HS2 e HS3 estao anotados em verde.

Independentemente dos fatores de transcricdo que possam se ligar aos
promotores distais, ndo detectamos picos de abertura da cromatina em regifes
proximais do cluster B (Figura 44). Dessa forma, €é dificil acreditar que a abertura de
HS2 — ou das sequéncias dos picos A e C — seja suficiente para promover a

expressao desses genes, ja que seus promotores proximais ndo estdo abertos.

Pico A:

AGGAATGACTTGGATATCACAAGTCATAAATTCTGTGGCTGCCTTGCAGGAAGCCTGTGGCTATTTTCTAGTGTAATTGTAAAGAATG
AGAGAATAGACCATAACAAGTGTTCAAACTGTTGCTTTCTTGTTTTCAACTTTTATTTTAAGTTCAGGGGTACATGTACAGGATGTGCA
GGTTTGTTACATAGATAAATGAATGTCAAGGGGGTTTGTTGTATAGATGATCTCATCACTCAGGTATTACGCTTAGCATCCATTAGTG
ATTTTTCCTGATCCTCTCCTTCTCTCACCCTCCACCCTCTGATAGGCCCCAGTATGCGTTGTTTCCCTCTATGAGTCCATG

Pico B (HS2):

ATAACAACAAATATATATATATATATATATATACGTATATGTGTATATATATATATATATTCAGGAAATAATATATTCTAGAATATGTCA

CATTCTGTCTCAGGCATCCATTTTCTTTATGATGCCGTTTGAGGTGGAGTTTTAGTCAGGTGGTCAGCTTCTCCTTTTTTTTGCCATCTG
CCCTGTAAGCATCCTGCTGGGGACCCAGATAGGAGTCATCACTCTAGGCTGAGAACATCTGGGCACACACCCTAAGCCTCAGCATGA
CTCATCATGACTCAGCATTGCTGTGCTTGAGCCAGAAGGTTTGCTTAGAAGGTTACACAGAACCAGAAGGCGGGGGTGGGGCACTG

ACCCCGACAGGGGCCTGGCCAGAACTGCTCATGCTTGGACTATGGGAGGTCACTAATGGAGACACACAGAAATGTAACAGGAACTA
AGGAAAAACTGAAGCTTATTTAATCAGAGATGAGGATGCTGGAAGGGATAGAGGGAGCTGAGCTTGTAAAAAGTATAGTAATCATT

CAGCAAATGGTTTTGAAGC

Pico C:

TGAGGAGATTCCAGCAGGAAACACTTAAGAGAGGATCCCTGGAAGTTCGGGGCAGGAGGCTCCCTGTCACATGAAGGAAACCTGCT
CAGCGTAGGCTCTAGGTTCTTCCCTACTCTTATCCAATGGGGCTTCTGATTTTAAGCCAGTCTTCACAAAGCCCCAGATTTCTACATGC
TGGAGCCCTGAATGGGCAGGAAGCATTGCGGTTTCCATTTCATTCAGAGCTCTTTCATACCCTGCTTCCCCATAGTTTGTCTCAACATT
TCTGTTGATAATCTGATTCATGCAACCAAGAATTATGAGAGAGCCTTCAGTCATGCCTAGGCCTGCATTTATTGTTGTGCATATGATG
GGGTAGCAGACAAGAAAACGTTAACAGCATAGACTTTCTCAGAGCTATATGAGTTTGGGAATTAATCAAGACCAGCCTTTTGCTCAG
GGTAGAAATCCCCTATAGGGATTTATT

Figura 45: Sequéncia gendmica dos picos identificados na regido promotora distal do

cluster da B-globina. Os picos podem ser visualizados na Figura 44.
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Tabela 7: Lista dos fatores de transcricdo preditos para se ligarem as sequéncias dos

picos A, B e C do cluster da B-globina. Os fatores de transcri¢cdo cor de rosa sao similares

entre os picos A e B, e os fatores de transcri¢cdo sublinhados sédo similares entre os picos B

e C.

Pico A

AP-1
AP-2alphaA
C/EBPalpha
C/EBPbeta
c-Ets-1
c-Ets-2
c-Jun
c-Myb
EBF
Elk-1
ENKTF-1
FOXP3
GATA-1
GR
GR-alpha
GR-beta
HNF-1B
HNF-1C
HNF-3alpha
HOXD10
HOXD9
IRF-1
MAZ
MEF-2A
NF-AT1
NF-AT2
NFI/CTF
p53
Pax-5
PEA3
PPAR-alpha:RXR-alpha
PR A
PR B
PXR-1:RXR-alpha
RAR-beta
RXR-alpha
STAT1beta
STATA
T3R-betal
TFIID
TFI-I
VDR
XBP-1

Pico B (HS2)

AP-1
AP-2alphaA
ATF3

C/EBPalpha

C/EBPbeta
c-Ets-1

COUP-TF1
E2F-1
EBF
Elk-1
ENKTF-1
ER-alpha
ETF
FOXP3
GATA-1
GATA-2
GATA-3

HNF-1C
HNF-3alpha
HNF-4alpha

HOXD10

HOXD9

IRF-1
MEF-2A
NF-1
NF-AT1
NF-AT2

z
FI
u

S
ol I

-

Pax-5
PEA3
PPAR-alpha:RXR-alpha

Pico C

AP-1
AP-2alphaA
ATE3
C/EBPalpha
C/EBPbeta
CcEts-1
CEts-2
¢Jun
M
2F-

EBF

Elk-1
ENKTF-1
FOXP3
GATA-1
GR
GR-alpha
GR-beta
HNF-1A
HNE-1C
HNF-3alpha
IRF-1
LEF-1
NF-1
NF-AT1
NF-AT2
NFI/CTF
NF-kappaB
NF-Y
p53
Pax-5

:

m
[

m

POU2F2 (Oct-2.1)
PPAR-alpha:RXR-alpha

PRA
PRB

RXR-alpha

PRA
PRB
RXR-alpha
SRY
STAT1beta
STAT4
TCF-4E
TFID
TFI-I
XBP-1
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Figura 46: Abundancia de hemoglobinas na linhagem RWPEL1 cultivada em 2D ou em

3D na presenca de matriz rica em laminina (MRL). Expresséo relativa dos genes das

hemoglobinas analisada por gRT-PCR. A linhagem de eritroleucemia HEL foi utilizada como
normalizador e B-ACTINA foi utilizada como controle interno. RWPE1 2D n=5; RWPE1
matriz rica em laminina 2D n=3; RWPE1 matriz rica em laminina soltvel n=3; RWPE1 3D
n=9; Student’s t test.



106

Ainda sem a identificacdo de qual seria o responsavel pelo aumento da
expressao dos mRNAs de HBAL e HBA2 nos esferdides, bem como pela localizacéo
citoplasmatica da proteina em algumas células, decidimos verificar se haveria
alguma relagdo com a sinalizacao de elementos da matriz extracelular, ja que para a
formacdo dos esferdides as células foram cultivadas em geltrex. Para isso,
cultivamos as células por 24h em mais duas condi¢cGes, descritas em detalhe em
materiais e métodos: cultivo bidimensional sobre o matriz rica em laminina, e cultivo

bidimensional com matriz rica em laminina solubilizado no meio de cultura.

O primeiro passo foi verificar a expressdo dos mRNAs das hemoglobinas,
em comparac&o com as culturas em 2D e em 3D (Figura 46). E possivel notar que a
expressao génica de HBA2 é estatisticamente menor nos cultivos em matriz rica em
laminina 2D e matriz rica em laminina sollvel, em comparacdo tanto com o cultivo
bidimensional quanto com o cultivo tridimensional. A expressdo do mRNA de HBAL
também demonstra uma tendéncia de ser menor nos cultivos em matriz rica em
laminina 2D e matriz rica em laminina soluvel quando comparada ao cultivo 3D. As

outras hemoglobinas nédo apresentam alteracdo de expresséao.

2D MRL 2D MRL soluvel

Figura 47: Localizagdo subcelular de HBA e HBE em células cultivadas em 2D sobre
matriz rica em Laminina (MRL) ou com matriz rica em laminina soltvel. Imagem
representativa de imunofluorescéncia de RWPE1, com marcacdo para HBA (verde), HBE

(vermelho), nuclear (DAPI, azul) e F-actina (faloidina, magenta).

Esse é um dado muito interessante, pois indica que ndo ha influéncia da

matriz extracelular na transcricdo de HBA2 e HBAL, e que provavelmente algum
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fator relacionado a conformacéo tridimensional dos esferoides seria responsavel
pelo aumento dessa expresséo e alteracdo na localizacédo subcelular de HBA. Outro
indicativo disso é que a distribuicdo protéica de HBA e HBE manteve-se a mesma da
cultura em 2D (Figura 47).

Hipéxia e sinalizacédo por HIF-1a

Como a maioria das células que apresentou HBA citoplasmatico estava
presente no centro dos esferdides, decidimos confirmar se as camadas de células
adjacentes seriam suficientes para submeté-las a hipdxia e, assim, aumentar a
expressao de hemoglobinas. Para isso realizamos uma imunofluorescéncia de HBA

e HIF-1a nos esferoides (Figura 48).

HIF-1a

Figura 48: Localizacdo subcelular de HBA e HIF-la em esferoide de RWPEL.
Imunofluorescéncia com marcacéo para HBA (magenta), HIF-1a (verde), F-actina (faloidina,

vermelho) e nuclear (DAPI, azul).
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Pudemos notar que as células que apresentam HBA ndo sdo as mesmas
que apresentam HIF-la. Como ja descrito, as que apresentam HBA estédo
concentradas no centro dos esferéides, enquanto as que apresentam HIF-1a
encontram-se na periferia. Além disso, HIF-1a est4d localizado no citoplasma,
indicando que mesmo as células que apresentam essa proteina ndo estado sob efeito
de hipdxia (Figura 48). Dessa forma, podemos concluir que nenhuma das células
dos esferdides esta sob o efeito de hipdxia, e que, portanto, esse ndo é o fator
indutor do aumento da expressao génica de HBA e da localizag&o citoplasmatica da

proteina em algumas células.

Atividade do promotor de HBG

A literatura indica que h& atividade do promotor da HBG na prostata de
camundongos, mais especificamente nas células basais p63*. Dessa forma,
decidimos verificar se as células que apresentam HBA citoplasmatica seriam as
células basais p63*, apesar de HBA e HBG serem de clusters diferentes, e

apresentarem promotores distintos.

Como era de se esperar, as células marcadas com p63AN estdo
predominantemente na periferia dos esferoides, e ndo sdo necessariamente as que
apresentam HBA citoplasmatico (Figura 49). E possivel notar no detalhe ampliado do
esferoide representado na figura que apenas uma das células apresenta ambas as

proteinas.

Além das células p63* da préstata de camundongos, dados da literatura
indicaram também que a linhagem DU145 apresenta alta atividade do promotor da
HBG em contraste com a linhagem LNCaP. Esse promotor teve sua sequéncia
delimitada a uma pequena quantidade de nucleotideos, que apresenta sitios de
ligagdo para os fatores de transcricdo da familia GATA, POU2F1, KLF1 e c-Myb
(Figura 10).
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Figura 49: Localizacdo subcelular de HBA e p63AN em esferoide de RWPEL.

Reconstrucdo tridimensional de imunofluorescéncia com marcacdo para HBA (magenta),
p63AN (verde), F-actina (faloidina, vermelho) e nuclear (DAPI, azul). No corte do detalhe é

possivel observar uma célula que apresenta marcagao para HBA e p63AN.

Apesar de ndo ser nosso objeto de estudo, decidimos verificar a
expressdo génica de hemoglobinas e desses fatores de transcricdo na linhagem
DU145, em comparagdo com a linhagem LNCaP. A linhagem DU145 nao apresenta
expressdo do mMRNA de nenhuma das hemoglobinas, nem mesmo de HBG (Figura
50A), o que indica que a atividade dessa pequena por¢cdo do promotor, quando
inserida no contexto do cromossomo, ndo é suficiente para desencadear a

transcricao.
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Interessantemente, a linhagem LNCaP, que apresenta menor atividade
desse promotor quando comparada com DU145, apresenta expressao dos mRNAs
dos fatores GATA2, OCT1 e c-MYB, enquanto DU145 apresenta somente expressao
de GATA2. Dessa forma, ndo é possivel dizer que os fatores de transcricdo
estudados seriam o0s responsaveis pela atividade do promotor de HBG reportada

pela literatura.

B HEL  LNCap DU145 ggggg)vlg
GATAL |
GATA2 D N e
A
HBZ HBA2 HBA1 HBE HBG HBD HBB B-ACTINA GATA3

-

DU145

KLF1 | -

OCT1 | - —

C-MYB | w——— =

BACTINA | i (i

Figura 50: Abundéancia de diferentes (A) hemoglobinas e (B) fatores de transcricdo em
DU145. PCR de DU145 e LNCaP, sendo a linhagem de eritroleucemia HEL utilizada como
controle positivo da presenca de hemoglobinas e fatores de transcricdo. Em todos os PCRs,
uma reacao sem DNA foi utilizada como controle negativo, e uma reagdo com o primer da [3-

ACTINA foi usada como controle positivo e de quantidade de mRNA das amostras.

Presenca de hemoglobinas na préstata de camundongos

Além das andlises feitas em linhagens celulares humanas, decidimos
analisar também a expressdo do mRNA de hemoglobinas em condi¢des fisiologicas
da préstata murina, ou quando ha alteracfes na sinalizacdo androgénica. Para isso,
os animais foram separados nos seguintes grupos: figado fetal (controle positivo da
expressao de hemoglobinas), cérebro G2 (cérebro adulto, como controle negativo da
expressao de hemoglobinas), G2 (préstata de animal adulto controle), G3 1, 2, 3 ou

7 dias (prostata de animais submetidos a castracdo, eutanasiados apés a
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guantidade de dias correspondente), G4 (prostata de animais submetidos a
castracdo com reposi¢ao hormonal fisiolégica apds 3 dias, com duracao de 4 dias) e
G5 (animais idosos).

Todas as hemoglobinas presentes em ambos o0s clusters foram
analisadas, poréem somente as que apresentam expressdo do mRNA na prostata
foram demonstradas (Figura 51). A linha pontilhada dos graficos representa o limiar
de expressdao génica das hemoglobinas, delimitado pela expressdo no controle
negativo (cérebro G2). Dessa forma, a expressdo do mRNA s6 é considerada

aumentada quando seu valor se encontra acima dessa linha.
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Figura 51: Abundancia relativa de mRNAs das hemoglobinas murinas Hba, Hbb-b1,
Hbb-b2 e Hbb-by em grupos selecionados de camundongos. A abundancia relativa dos
MRNAs foi verificada através de qRT-PCR, sendo a 8-Actina utilizada como controle interno.
Cada ponto representa um animal distinto. O figado fetal foi utilizado como controle positivo

da expressdo génica de hemoglobinas, enquanto o cérebro foi utilizado como controle
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negativo. Figado fetal n=3; Cérebro G2 n=3; G2 n=3; G3 1 dia n=4; G3 2 dias n=3; G3 3
dias n=3; G3 7 dias n=4; G4 n=4; G5 n=5. A abundancia de todas as hemoglobinas foi
analisada; as hemoglobinas cuja expressdo sao equivalentes a zero nao estdo

representadas por gréaficos.

De acordo com esse critério, apenas os camundongos dos grupos G3 7
dias e G5 apresentaram expressado génica acima do limiar da hemoglobina Hbb-by
(Figura 51D). No caso do grupo G5, alguns camundongos apresentam expressao
maior ou igual ao valor encontrado no controle positivo. Mesmo que todos os
animais desse grupo estejam acima do limiar, 0 aumento da expressdo do mRNA de
Hbb-by ndo é estatisticamente significativo (p=0.1444, One-way ANOVA). Apesar
disso, esse é um dado intrigante, pois demonstra uma tendéncia de expressao
génica da hemoglobina embriénica do cluster B murino, que seria correspondente a

HBE humana.
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DISCUSSAO

Esse estudo caracteriza pela primeira vez a expressao de hemoglobinas
em células da préstata, e tenta identificar possiveis mecanismos de regulacdo
génica responsaveis por essa expressao, sejam esses mecanismos similares aos

encontrados em células eritréides ou relacionados a sinalizagdo das células da

préstata.

De forma a caracterizar a expressdao de hemoglobinas na préstata,
verificamos a expressdo do mRNA e das proteinas em todas as linhagens de
prostata existentes em nosso laboratorio, em comparacdo com a linhagem de
eritroleucemia HEL (controle positivo da expressdo de hemoglobinas) e com
linhagens de outros tecidos (HeLa, HT1080 e HEK293). Interessantemente,
encontramos maior expressdo do mRNA de hemoglobinas nessas linhagens que
ndo eram de prostata.

A respeito das linhagens de prostata, as linhagens tumorais LNCap, PC3
e DU145 apresentaram expressao génica basal menor dos transcritos de
hemoglobinas quando comparadas as linhagens normais RWPE1, PNT1A e PNT2.
Dados da literatura haviam demonstrado maior expressdo de hemoglobinas em
células tumorais, como células de glioblastoma [38] e de céancer cervical [39],
portanto esse resultado foi surpreendente para nés. Aparentemente, no que diz
respeito a préstata, a expressdao de hemoglobinas é uma caracteristica de células
normais, que pode ser alterada com a transformacéao tumoral. Ndo podemos deixar
de ressaltar que essas conclusdes foram obtidas de células de linhagem e que

mesmo as células ditas “normais” sdo células transformadas.

A presenca das proteinas HBA, HBG e HBB néo pdde ser verificada por
Western blotting, muito provavelmente devido a sua baixa expressao. De fato, outro
grupo ja havia demonstrado que a expresséao tanto de HBA1 quanto de HBB é muito
menor em células de cancer cervical quando comparada a de células do sangue
[39].

O proximo passo foi verificar se alguma das linhagens de prostata teria a

expressdo génica de hemoglobinas alterada quando submetida a diferentes
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tratamentos, como a cultura com androgenos (R1881 ou DHT) ou a cultura
tridimensional. LNCaP, PNT1A e PNT2 ndo demonstraram expressao alterada nos
transcritos de hemoglobinas quando submetidas a tais tratamentos.
Interessantemente, foi a partir desses experimentos que verificamos que ha aumento
da expressdo dos mRNAs de HBA2 e HBAl quando as células RWPE1l séo
cultivadas em 3D (Figura 22C). Sendo assim, boa parte de nossos esforcos foi para
melhor caracterizar a expressdo de hemoglobinas e sua regulacdo génica na

linhagem RWPEL cultivada em 3D, em comparagéo com a cultura bidimensional.

A primeira etapa foi quantificar a expressdo dos mRNAs de hemoglobinas
nessas condicbes. A linhagem RWPEL apresenta expressao génica basal das
hemoglobinas HBA2, HBA1 (cluster a) e HBE (cluster B). Por si s6 esse ja é um
resultado interessante, pois, apesar de ambos 0s clusters estarem representados, as
hemoglobinas do cluster a expressas sao hemoglobinas normalmente expressas em
eritrocitos de adultos, enquanto a HBE € uma hemoglobina do cluster B normalmente
expressa em eritrocitos de embrides. A grande maioria dos trabalhos que descrevem
a expressao ectdpica de hemoglobinas demonstra a expressdo das hemoglobinas
adultas HBA e HBB [35, 36, 39, 42]. Apenas a linhagem de glioblastoma cultivada

em normoxia apresenta predominancia da hemoglobina embriénica HBE [38].

Além disso, outro resultado muito interessante foi relacionado a cultura
tridimensional de RWPEL. A expresséo génica de HBA1 é 7 vezes maior na cultura
tridimensional quando comparada a cultura bidimensional, e ha uma tendéncia de
maior expressdo do mRNA de HBA2 (aproximadamente 5x). A expressdo génica das
outras hemoglobinas néo foi alterada com o cultivo tridimensional. Mesmo com esse
aumento, a expressao das proteinas ndo pode ser identificada através de Western
blotting. Assim, decidimos verificar se ha presenca das proteinas nessa linhagem
através de imunofluorescéncia. Para isso escolhemos uma representante de cada

cluster, HBA e HBE, sendo essas as que apresentaram expressao basal.

Interessantemente, boa parte de HBA e HBE se localizam em diferentes
compartimentos subcelulares no cultivo bidimensional. HBA esta localizada
majoritariamente no nucleo, principalmente em regides ndo marcadas pelo DAPI,
apesar de estar presente também pontualmente em regides marcadas com DAPI, e

em menor quantidade no citoplasma. Ja HBE esta presente somente no citoplasma
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das células. Com a cultura tridimensional, HBE permanece presente no citoplasma,
enquanto HBA passa a se acumular no citoplasma de algumas células, evento que

nao ocorre em todos os esferoides.

As hemoglobinas encontram-se no citoplasma de células eritréides. Em
alguns dos estudos em linhagens néo eritroides, tanto HBA quanto HBB localizaram-
se no citoplasma dessas células [35, 39]. Dessa forma, € um tanto surpreendente
que HBA se localize majoritariamente no nucleo de células cultivadas em 2D ou em
3D. Mais interessante ainda é o fato de HBA localizar-se no citoplasma de algumas
células dos esferdides, em quantidades maiores do que quando encontrada no
nacleo. Analises de citometria indicam que aproximadamente 3,5% das células dos
esferdides apresentam HBA citoplasméatica com maior intensidade (HBA high). E
possivel supor que o aumento geral na expressdo dos transcritos de HBA seja

devido a essas células especificas, e ndo a todas as células.

E um fato curioso que células em divisdo apresentem HBE localizada nos
polos onde ficam os centrossomos. Infelizmente ndo foi possivel darmos

continuidade a essa parte do estudo.

Apesar de HBA e HBE em sua maioria se localizarem em compartimentos
subcelulares distintos, fizemos analises de colocalizac&o utilizando dois métodos: o
plugin JACoP, do ImageJ, nas imagens de imunofluorescéncia; e o software IDEAS
6.2, nas imagens adquiridas pelo citbmetro de imagem. Como era de se esperat,
nao observamos colocalizacdo dessas proteinas em nenhuma das analises, nem

mesmo has células que apresentam maior quantidade de HBA citoplasmatico.

A propria literatura demonstra resultados contrastantes dependendo do
tipo celular analisado. Neurbnios dopaminérgicos superexpressando HBA e HBB
demonstraram formagédo de tetrdmeros a2B2 [35], e 0 mesmo foi suposto em
culturas primarias de neurdnios de roedores, onde a enzima ALAS (importante para

a sintese de heme) foi encontrada aumentada [37].

Ja no soro de pacientes com esteatohepatite ndo alcoolica, foram
encontradas tanto HBA quanto HBB livres [35], e poucos heterodimeros HBA1/HBB
foram encontrados em células de linhagem de céncer cervical [39]. Ainda mais
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interessante, a superexpressdo de apenas HBALl nessa linhagem acarretou nos
mesmos resultados funcionais que a superexpressao de HBA1 e HBB em conjunto —
0 aumento da viabilidade quando as células sao tratadas com H20z2, e a ligacdo das
hemoglobinas ao grupamento heme — de modo que o grupo sugere que HBAL seja

funcional atuando como monémero ou homodimero [39].

Nossos resultados indicam que, na linhagem RWPEL, HBA e HBE néo
formam tetrameros. No entanto, os experimentos realizados sao insuficientes para
dizer se essas proteinas sdo funcionais, se sdo capazes de se ligar ao grupamento

heme ou se estariam formando homodimeros ou atuando em mondmeros.

AplOs caracterizacdo da expressdo dos mMRNAs e proteinas de
hemoglobinas em linhagens de prostata, com aprofundamento nas andlises na
linhagem RWPEL1 cultivada em 2D ou 3D, decidimos verificar a expressao génica de
fatores de transcricdo eritréide especificos nessas duas condi¢cdes por PCR em
tempo real. Como base de comparacdo, também analisamos a expressdo dos

transcritos desses fatores em todas as linhagens de prostata por PCR.

7

Em todas as linhagens estudadas o fator de transcricdo GATA2 e
abundante, o que era de se esperar, ja que ele tem funcéo importante na prostata,
como por exemplo na modulacédo da expressao do gene KLK3 (PSA) [67]. Como as
linhagens estudadas apresentam niveis variados de expressdo dos transcritos de
diferentes hemoglobinas, é dificil dizer que GATA2 seja o fator de transcricdo

responsavel por isso.

De modo geral, todas as linhagens analisadas expressam alguns dos
fatores de transcricdo eritroides, sendo que a linhagem PNT1A expressa todos eles,
em maior ou menor grau. PNT1A realmente € capaz de expressar hemoglobinas do
cluster a, assim como RWPE1 e PNT2. Dessa forma, caso a expressao de
hemoglobinas fosse regulada por esses fatores de transcri¢cdo, seria de se esperar
gue essas trés linhagens apresentariam expressdo génica de fatores em comum, e

em maior quantidade que as linhagens LNCaP e PC3, o que nao € o caso.

Do mesmo modo, seria de se esperar que houvesse um aumento na

expressdao dos mRNAs desses fatores na cultura tridimensional de RWPEL, em
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comparacao com o cultivo bidimensional, acompanhando o aumento de HBA2 e
HBAL. Surpreendentemente isso ndo aconteceu. Mais do que isso, nenhum dos
fatores de transcricdo eritride especificos que realmente sdo expressos por essa
linhagem seriam suficientes para causar a expressdo de hemoglobinas. A questéo
do GATAZ ja foi explicada anteriormente; e FOG1 é um fator que ndo é capaz de se
ligar diretamente ao DNA [22], ele precisa interagir com GATALl — que ndo esta

presente nessa linhagem — para exercer sua funcéo [21].

A expressdo da subunidade p45 de NF-E2 é praticamente restrita a
células hematopoiéticas, enquanto a subunidade pl8 € expressa na maioria dos
tecidos [29]. Por isso, o racional do estudo foi verificar a expressdo da subunidade
p45 nas linhagens de préstata. Porém, foi observado também que os niveis de
expressdo dessa subunidade ndo se alteram ao longo da diferenciacéo eritroide,
sendo que ambas as subunidades precisam colocalizar-se em regides de
heterocromatina para serem funcionais e poderem ativar os genes [30]. Dessa
forma, talvez tivesse sido mais interessante verificar a localizagéo nuclear de ambas

as unidades para poder concluir se esse fator de transcricao esté ativo.

Na verdade as Unicas células descritas na literatura que apresentam
expressdo de hemoglobinas devido a expressdo de fatores de transcricdo eritréide
especificos, além dos eritrécitos, sdo as células epiteliais alveolares submetidas a
hipoxia. Essas células demonstram aumento de GATAL, GATA2, NF-E2 e KLF1 [36].
Hepatdcitos de pacientes com esteopatite nao alcoolica, células de cancer cervical e
células epiteliais vaginais ndo apresentam aumento de nenhum dos fatores de
transcricdo eritroide especificos analisados [35, 39, 40]. Inclusive, foi descrito que a
expressdo de hemoglobinas nas células epiteliais vaginais esta relacionada ao
aumento de expressao do fator de transcricdo NFE2L2 [40], que induz genes de

resisténcia ao estresse oxidativo [41].

Com os experimentos realizados aqui, é possivel dizer que os fatores de
transcricdo eritroide especificos ndo estdo relacionados a expressdo de
hemoglobinas em linhagens de préstata, demonstrando que nossa hipotese inicial de
trabalho — a de que os genes das hemoglobinas na préstata teriam a mesma
regulacdo que as de eritrocitos — parece ndo estar correta. Além disso, ndo €

possivel dizer se as células que tem aumento de HBA podem estar sofrendo algum
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tipo de estresse oxidativo.

Como nao foi possivel identificar elementos eritrdide especificos que
estariam associados a expressdo de hemoglobinas, partimos entdo para o estudo de
elementos que estdo relacionados ao funcionamento de células da préstata. O
primeiro deles foi a sinalizacdo por andrégenos. Apesar de ndo termos encontrado
alteracdes nas linhagens LNCaP, PNT1 e PNT2 tratadas com androgenos — e nem
na propria RWPEL1 — nos experimentos iniciais de PCR, julgamos ser importante
aprofundarmos essa andlise, além de fazer uma combinacdo com a cultura

tridimensional.

E importante relembrar como foi feito o tratamento com andrégenos na
RWPE1L: 0,01nM de DHT foram adicionados nos pontos Oh, 2h e 4h, sendo que as
células foram coletadas para os diferentes experimentos subsequentes apds 5h do
inicio do tratamento. Dessa forma nos asseguramos que haveria tempo suficiente
para alteracbes na regulacdo génica (5h do inicio do tratamento), bem como
seriamos capazes de observar alteracdes mais rapidas, como a movimentacao

protéica (1h apds a adicao da ultima dose de DHT).

Interessantemente, o tratamento com DHT ocasionou em algumas
alteracdes na expressdo do mRNA de HBA2 e HBAL, e em mais nenhuma
hemoglobina analisada. Enquanto a expressdao génica de HBAl1 aumentou
significativamente na cultura bidimensional tratada com DHT (aproximadamente 8x),
a expressao génica de HBA2 diminuiu significativamente na cultura tridimensional
tratada com DHT em aproximadamente 80%, sendo que houve uma tendéncia de
diminuicdo de HBA1. Uma das suposi¢Oes possiveis é de que essas alteracdes ndo
sejam especificamente relacionadas a atuacdo do DHT nos loci das hemoglobinas
em si, mas sim ao fato de que ha uma alteracao global na cromatina com a adicéo

dele, que poderia causar flutuacoes na expressdo desses genes.

Apesar dessas alteracdes na quantidade de mRNA, tanto a localizacao
subcelular das proteinas HBA e HBE quanto a porcentagem de células HBA high na
cultura tridimensional mantiveram-se as mesmas. Curiosamente, a porcentagem de
células cultivadas bidimensionalmente marcadas para HBA diminuiu 10% apds

tratamento com DHT, indo no sentido contrério ao que ocorreu com os transcritos. E
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importante lembrar que, apesar de o tempo de tratamento ser suficiente para a
producdo de proteinas, ele pode nao ter sido suficiente para a degradacdo de

proteinas que ja estavam prontas.

A linhagem RWPEL ndo € homogénea, ela possui duas subpopulacgdes,
sendo que uma delas apresenta expressdo do Receptor de Androgeno (AR) e,
assim, tem possibilidade de responder a DHT [70]. Devido a uma possivel atuacéo
do DHT na regulagdo das hemoglobinas, decidimos verificar se as células dos
esferdides que apresentam HBA citoplasmatica fariam parte da mesma
subpopulacdo que expressa AR. O ensaio de imunofluorescéncia demonstrou que
esse ndo é o caso. HBA e AR sao independentes, sendo que € possivel observar
células que apresentam as duas proteinas, ou células que apresentam apenas uma
delas, independentemente de serem tratadas ou ndo com DHT. Além disso, esse
experimento confirma o funcionamento do tratamento com DHT: em esferdides ndo
tratados o AR encontra-se no citoplasma, enquanto em esferdides tratados o AR

encontra-se nuclear.

Outro experimento que demonstra a falta de influéncia do estimulo
androgénico para a expressdo de hemoglobinas na préstata foi a de castracao de
camundongos. A analise de expressao dos transcritos de todas as hemoglobinas
dos dois loci foi realizada na préstata de camundongos castrados apos 1 dia, 2 dias,
3 dias e 7 dias; castrados com reposi¢cdo hormonal, e também em animais controle.
A préstata de nenhum desses camundongos demonstrou alteracdo na expressao

génica de hemoglobinas.

Sem conseguirmos definir qual exatamente € a regulagédo génica por tras
da expressdo de hemoglobinas na linhagem RWPE1, decidimos verificar a abertura
da cromatina nas regides regulatorias distais e proximais desses genes, atraves do
ensaio de ATAC-seq. Originalmente a intencdo era comparar 0s seguintes grupos:
2D, 2D + DHT, 3D, 3D + DHT; mas infelizmente o ensaio das culturas
tridimensionais resultou em muito ruido, que ndo péde ser removido nem com ajuda
de analises de bioinformatica. Dessa forma, pudemos analisar somente o0s
resultados da cultura bidimensional, que ja séo suficientes para verificar a abertura
da cromatina na condi¢cdo basal, e quando ha um aumento na quantidade de

transcritos de HBA1 (tratamento com DHT).
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Apesar das flutuacdes na expressdo de hemoglobinas do cluster a, a
cromatina desse cluster parece estar fechada, tanto nos promotores proximais
(upstream ao inicio de cada gene) quanto nos distais (HS48, HS40, HS33 e HS10).
Esses mesmos promotores estdo abertos nas subpopulacdes eritrdéides analisadas,
servindo como comparacao aos resultados obtidos na préstata. Esse € um resultado
inusitado, pois conseguimos medir variagdes nas flutuacdes dos transcritos de HBA,
além de confirmarmos que héa traducdo desses mRNAs. De qualquer forma, esse
resultado condiz com a falta de expresséo dos transcritos de fatores de transcricdo

eritroide especificos, que se ligariam justamente nesses promotores.

No caso do cluster B, conseguimos ver picos nos promotores distais,
sendo que um deles corresponde ao HS2. Porém, mesmo que a cromatina esteja
aberta nesse sitio de hipersensibilidade especifico, isso ndo € suficiente para que
haja expressdo dos genes, pois 0s promotores proximais ndo estdo disponiveis.
Assim, podemos supor que nao ha formacéo de loops ligando os promotores distais
aos proximais como acontece em células eritrdides, tdo importantes para que haja

expressao génica [5].

Analisando os fatores de transcricdo que poderiam se ligar as sequéncias
dos picos A e C, a maioria deles é similar aos fatores preditos para o pico B, que
corresponde ao HS2. Porém o unico fator de transcricdo eritrdide especifico que
poderia se ligar nas sequéncias dos picos A e C € o GATA1, sendo que os fatores
GATA1L, GATA2 e GATA3 podem se ligar ao HS2.

Em células eritréides, o cluster a esta em uma regido de cromatina mais
aberta, com segmentos livres de nucleossomos e préximos a genes
constitutivamente expressos [3-5]; enquanto o cluster B é flanqueado por genes
inativos e, por isso, esta em uma regido de cromatina mais fechada [13]. E curioso
gue ocorra o0 contrario no caso da linhagem RWPEL: é possivel ver picos somente
nos promotores do cluster 3, mostrando que essa regido esta aberta, apesar de isso

nao ser suficiente para explicar a expressao de HBE.

Achamos que seria interessante verificar qual seria o papel da matriz
celular utilizada para a formacao dos esferdides, e se ela teria um papel importante
na sinalizacao das células cultivadas em 2D. Assim, adicionamos o grupo de células
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cultivadas em 2D sobre matriz rica em laminina e o de células cultivadas em matriz

rica em laminina solubilizada no meio de cultura.

Os resultados de expressao génica demonstram que o0 cultivo
bidimensional sobre matriz rica em laminina ou o cultivo em matriz rica em laminina
soltvel ndo alteraram a expresséo génica de hemoglobinas, quando comparados ao
cultivo 2D. Além disso, a localizacdo subcelular de HBA e HBE permanece a mesma
encontrada no cultivo bidimensional. Juntos, esses resultados indicam que a
expressdo de hemoglobinas do cluster a e a alteragdo na sua localizagado subcelular
dependem da estrutura tridimensional do esferoide, e ndo da sinalizacdo por

componentes presentes na matriz extracelular.

A questdo de a expressao aumentada de HBA na cultura tridimensional
ser regulada através da hipoxia e, consequentemente, de HIF-1a, surgiu por alguns
motivos. Primeiramente, a maioria das células que apresentaram HBA citoplasmatica
estava no centro dos esferéides e, portanto, o aporte de oxigénio para elas poderia
ser menor. Apenas na Figura 39B encontramos células na periferia do esferoide.
Além disso, a hipbéxia e a sinalizacdo por HIF-1a foram os responsaveis pelo

aumento da expressao de hemoglobinas em células de alguns 6rgaos nao eritroides.

No caso das células epiteliais alveolares, a hipoxia levou ao aumento néo
s6 de HIF-1a, mas também de HIF-2a, acarretando no aumento da expressao dos
fatores de transcricao eritréide especificos GATALl, GATA2, NF-E2 e KLF1 e, por
fim, de HBA e HBB [36]. No caso do cérebro, HBE foi a hemoglobina
predominantemente encontrada em células de glioblastoma em norméxia. Quando
submetidas a hipodxia, essas células apresentaram aumento da expressao de EPO e
aumento da expressao de hemoglobinas, com predominancia alterada de HBE para
HBA e HBG [38]. Em neurdnios de roedores, a hipoxia também levou ao aumento da
expressao de EPO e, consequentemente, de maior expressao das proteinas HBA e
HBB [37].

E curioso notar que, nos casos descritos acima, a producdo de EPO
ocorre nos mesmos 6rgdos em que ela atua, diferentemente do que acontece com a
sinalizacdo de hipdxia para a producdo de eritrocitos, na qual a EPO é produzida
pelo figado e pelo rim e atua nos progenitores eritroides. Além disso, a producéo de
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EPO leva a eritropoese, e é somente devido a diferenciacdo eritroide que ha
expressao de hemoglobinas [33, 34]. Dessa forma, a ligacdo entre o0 aumento da
expressdo de EPO e de hemoglobinas no cérebro parece ser um tanto vaga, mesmo
gue encontrada por diferentes grupos.

De qualquer forma, pareceu-nos importante verificar se a hipdxia seria a
responsavel pelo aumento da expressao de hemoglobinas nos esferdides atraves da
sinalizacdo por HIF-1a. Em nossos resultados, HIF-1a esta presente somente nas
células da periferia dos esferdides, células que nao apresentam HBA citoplasmaético.
Além disso, HIF-1a encontra-se no citoplasma dessas células, indicando que elas
nao estariam em hipodxia e que, provavelmente, essa proteina logo seria degradada
por proteassomos [22]. Em concordancia com esse resultado, dados da literatura
demostram que as células centrais dos esferéides tém acesso a moléculas de até

40kb [112]. Sendo assim, a difusédo de oxigénio até elas nao seria dificil.

Ja foi descrito na literatura que células transformadas através da infeccao
por HSV tém o aumento de transcritos de HBA2 e HBAL, que é dependente das
proteinas virais ICPO e ICP4 [43]. A linhagem RWPEL, por sua vez, foi transformada
pela transfeccao por HPV18. Sendo assim, ela expressa a proteina viral E7 [69], que

nao tem influéncia sobre a expressao de hemoglobinas.

E curioso notar que, apesar de descri¢cdes da literatura demonstrarem que
a linhagem RWPEL é capaz de formar acinos com liumen quando cultivadas em
matriz extracelular [71, 113], isso ndo foi observado em nossos experimentos. Tyson
e colaboradores [113] demonstraram que 0 meio de cultura sem adi¢cdo de BPE é
ideal para a formagéo de acinos sem lumen pela linhagem RWPE1, mesmo que BPE
seja um composto essencial para a manutencdo dessa linhagem em cultivos
bidimensionais. Em nossos experimentos utilizamos meio de cultura com adicéo de
BPE, e seria necessario repeti-los sem adicdo desse composto para verificar se

realmente conseguiriamos formar acinos sem lumen.

Ainda mais interessante, esse trabalho néo cita a adicdo de DHT para a
formacdo dos acinos, passo muito importante para a correta formacdo dos
esferoides no protocolo desenvolvido pelo nosso laboratdrio. Quando ndo ha adicédo

de DHT ao meio de cultura, os esferoides ndo desenvolvem morfologia circular, e
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ficam similares a agrupamentos celulares amorfos (dados ndo demonstrados).

Foi justamente a formacdo de &acinos sem IlUmen que permitiu a
observacdo do aumento da expressdo de HBA na cultura tridimensional, j& que a
grande maioria das células que apresentaram esse fenétipo estavam presentes no

centro dos esferoides.

Em células de mama e de prostata cultivadas tridimensionalmente, a
formacao de limen depende da morte por apoptose ou por autofagia das células que
nao tem contato com a matriz extracelular [112-114]. Seria interessante verificar se
h&a marcadores de apoptose ou autofagia nas células centrais de nossos esferoides,
e se eles apresentam alguma relacdo com o aumento da expressao de HBA e sua
localizacdo citoplasmatica, apesar de ndo vermos a fragmentacdo do nucleo — um
dos hallmarks da apoptose — em nenhuma dessas células. O aumento da viabilidade
de células de cancer cervical humanas hiperexpressando HBA1 e HBB (ou somente
HBA1) tratadas com H20: ja foi verificado [39], 0 que aumenta a curiosidade em
torno desse topico. Apesar disso, € bom lembrar que ndo séo todos os esferoides
que apresentam localizac&o subcelular alterada de HBA.

Como mencionado anteriormente, a expressao génica de hemoglobinas
na prostata ndo foi alterada com a castracdo dos animais, € nem com a castracao
seguida de reposicdo hormonal. No entanto, um resultado interessante foi a
tendéncia de aumento da expressdao do mMRNA de Hbb-by na préstata de animais
idosos. Apesar de ndo ser uma diferenca estatistica, todos os animais desse grupo
tiveram valor de expressdao maior que o limiar definido pelo controle negativo
(cérebro), sendo que alguns deles tiveram valor similar ao controle positivo (figado
fetal). O grupo de animais cujas prostatas foram coletadas apos 7 dias de castracéo
também demonstrou tendéncia de aumento de expressdo de Hbb-by, porém um

pouco menor que o grupo de animais idosos.

A Hbb-by é uma hemoglobina embriénica do cluster f que corresponde a
HBE humana [115]. Mesmo que em organismos diferentes, e em condicbes

diferentes, é interessante notar que a unica hemoglobina do cluster 3 encontrada

expressa na prostata ao longo desse trabalho seja a embriénica.
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A literatura indica que ha atividade do promotor da HBG na prostata de
camundongos, mais especificamente nas células basais p63* [48]. Dessa forma,
decidimos verificar se as células que apresentam HBA citoplasmatica seriam as
células basais p63*, apesar de HBA e HBG serem de clusters diferentes, e
apresentarem promotores distintos. Como era de se esperar, as células marcadas
com p63AN estdo predominantemente na periferia dos esferoides, e ndo séo

necessariamente as que apresentam HBA citoplasmatico.

7

Por fim, apesar de o foco do trabalho ser a linhagem RWPEL, e
importante fazer algumas consideracfes a respeito da linhagem tumoral DU145. Era
esperado que essa linhagem apresentasse pelo menos a expressao do transcrito de
HBG, devido a estudos anteriores que demonstraram que o promotor proximal dessa
hemoglobina estaria ativo nessa linhagem [46]. Curiosamente essa linhagem né&o
apresentou expressao génica de nenhuma hemoglobina, demonstrando que a
regulacdo génica das hemoglobinas, em especial a HBG, ndo depende somente de
uma pequena sequéncia promotora presente upstream a regido codificadora, mas
que outros elementos também s&o importantes para que esses genes sejam

ativados ou reprimidos.

Esse promotor teve sua sequéncia delimitada a uma pequena quantidade
de nucleotideos, que apresenta sitios de ligacdo aos fatores de transcricdo da
familia GATA, POU2F1 (OCT1), KLF1 [49, 50] e c-Myb. Seria interessante verificar
se ha a expressao de alguns desses fatores, mesmo que néo haja a expresséo de
HBG — ou de nenhuma outra hemoglobina — em DU145, para verificar se algum
deles seria responsavel pela atividade do promotor descrita na literatura [46].
Surpreendentemente, a linhagem DU145 apresenta somente expresséo do fator de
transcricdo GATA2, que tem um papel importante na préstata [67]. A linhagem
LNCaP, que nao apresenta atividade desse promotor, apresenta expressdo de
POU2F1 (OCT1) e c-Myb, que séo fatores inibitérios da atividade do promotor de
HBG [52-54], além de GATAZ2. Apesar de nao ser possivel dizer qual seria o
mecanismo responsavel pela atividade do promotor da HBG na linhagem DU145
descrita na literatura, podemos supor que essa atividade seja devida a falta de

fatores inibitorios nessa linhagem.

Como néao foi possivel identificar um mecanismo especifico de regulacao
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génica das hemoglobinas na prostata, ndo € possivel descartar que a expressao
desses genes seja um ruido, e ndo algo regulado. E importante lembrar que quanto
mais mecanismos de regulacdo determinado gene tem, mais ruidosa tende a ser sua
expresséo, e que genes co-regulados tendem a mostrar flutuagbes de expresséo
correlacionadas [55]. Esses poderiam ser justamente os casos das hemoglobinas,
gue possuem muitos mecanismos de regulacdo, sendo que hemoglobinas de
diferentes clusters sdo co-reguladas. Seguindo essa linha de raciocinio ndo é
surpreendente que genes dos dois clusters (HBA e HBE) sejam expressos ha

préstata, mesmo que as proteinas apresentem localizacGes subcelulares diferentes.

A questdo do ruido torna-se ainda mais interessante quando pensamos
que GATA2 é um fator de transcricdo importante tanto para o desenvolvimento da
prostata [67] quanto para a expressdo de hemoglobinas [21, 23], e que ele esta
expresso em todas as células e condicdes analisadas. E tentador especular que
flutuacBes nesse fator de transcricdo poderiam ser responsaveis pelas alteracoes
observadas na expressao de hemoglobinas, apesar de ndo podermos concluir isso

com os experimentos realizados.

Por fim, fica o questionamento a respeito da funcdo que as hemoglobinas
teriam nas células da prostata. A literatura supde diferentes funcdes para as
hemoglobinas encontradas em diferentes tecidos: prote¢cdo ao estresse oxidativo
(células epiteliais alveolares) [36], protecdo ao excesso de ferro e heme (endométrio)
[42] e supressao da producéo de H202, anion superoxido e ROS endogenas, sendo
gue a superexpressao de hemoglobinas leva a um aumento da viabilidade de células
tratadas com H20:2 (linhagem de cancer cervical) [39]. Nenhuma dessas func¢bes

parece se encaixar nos resultados obtidos nesse trabalho.

Além disso, ndo foi possivel identificarmos 0 mecanismo responsavel pela
expressdo de hemoglobinas na préstata, portanto € dificil supor qual seria sua
func@o nesse tecido. Ainda mais interessante é o fato de que as hemoglobinas de
diferentes clusters, que normalmente formam tetrdmeros, encontram-se em
diferentes compartimentos celulares. E mesmo quando ambas estdo presentes no
citoplasma, elas nédo se colocalizam. Dessa forma, caso elas consigam atuar em
mondmeros ou homodimeros, acredito que a funcdo de cada uma dessas

hemoglobinas na préstata seja distinta.
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CONCLUSOES

Esse trabalho teve dois objetivos principais: caracterizar amplamente a
expressdo de hemoglobinas em varias linhagens de prostata humana submetidas a
diversas condi¢cOes, e tentar verificar os mecanismos de regulacdo génica das
hemoglobinas nesse tecido. Além disso, a expressdo génica de hemoglobinas na

préstata de camundongos foi abordada brevemente.

De modo geral, podemos concluir que as células normais da prostata
apresentam maior expressdo dos genes de hemoglobinas do que as células
tumorais; e que a sinalizacdo de DHT ndo altera a expressao de hemoglobinas in

vitro ou in vivo.

A linhagem RWPE1 apresenta expressao basal dos transcritos de HBA2,
HBAL (cluster a) e HBE (cluster ), sendo que a expressao de hemoglobinas do
cluster a aumenta significativamente com o cultivo tridimensional em matriz rica em
laminina. A localizagdo subcelular de HBA é alterada em algumas células dos
esferoides: na cultura bidimensional essa proteina se encontra majoritariamente no
ndcleo, mas em algumas células de alguns esferdides sua expressdo aumenta e ela

se torna citoplasmatica.

De modo contrario a nossa hipétese inicial, a expressao de hemoglobinas
na prostata ndo € regulada de maneira similar a de eritrécitos. As flutuacbes de
expressdo encontradas na linhagem RWPE1l também ndo sdo explicadas por
mecanismos intrinsecos do tecido prostatico (sinalizacdo por DHT ou tipo celular
basal p63*) nem por outros mecanismos (sinalizacdo da matriz extracelular ou

hipéxia).

A linhagem DU145 nao expressa nenhuma hemoglobina, nem mesmo
HBG. Além disso, ela ndo apresenta expressao dos transcritos de fatores de
transcricdo que se ligariam a pequena sequéncia promotora que ja havia sido

descrita como ativa nessa linhagem, somente de GATAZ2.

As hemoglobinas embridnicas sdo as unicas expressas do cluster B, tanto
in vivo (Hbb-by na prostata de camundongos idosos) como in vitro (MRNA e proteina
HBE em RWPEL1).
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