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1. INTRODUCAO

O cancer surge do acumulo de alteracdes genéticas ou epigenéticas no
DNA ao longo do tempo e tem como resultado o crescimento desordenado de
células, as quais invadem os tecidos e 6rgaos, podendo espalhar-se para outras
regibes do corpo. O glioblastoma multiforme (GBM) é o tumor cerebral mais
comum e mortal e geralmente leva o paciente a norte em aproximadamente 14
meses apos o diagnostico (MEIR, VAN et al., 2010). Possui baixa capacidade de
metastase, porém grande capacidade de infiltracdo pelo tecido cerebral (MEIR,
VAN et al., 2010).

Uma alteracéo a nivel molecular recentemente detectada em glioblastomas
€ a superexpressdo da proteina HJURP (Holliday junction-recognizing protein)
(VALENTE et al., 2009). Observou-se também que a supressédo de HJURP induz
instabilidade cromossbmica e senescéncia nas células tumorais (KATO et al.,
2007).

O objetivo do presente trabalho € relatar as atividades realizadas no XVIII
Curso de Verdo em Biologia Celular e Molecular da Universidade de Sao Paulo -
USP. Objetivou-se, portanto, avaliar a modulacdo dos niveis de expressao de
HJURP em células de glioblastoma multiforme.

2. METODOLOGIA
2.1. Cultivo Celular e Transfeccéo de células com siRNAs:

A linhagem celular utilizada foi T98G, uma linhagem de glioblastoma
humano, obtida no Banco de Células do Rio de Janeiro (PABCAM, Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Brasil), foram cultivadas em meio Dulbecco’s Modified
Eagle’s Medium — high glucose (SIGMA) suplementado com 10% SFB em
atmosfera umida contendo 5% de CO2 a 37°C. Para a realizacdo dos ensaios de
silenciamento e posterior transfeccdo com siRNAS, as células foram cultivadas
em monocamada, em microplacas de 96 pocos, na concentracdo de 3x10°
células/pogo utilizando meio Dulbecco’s Modified Eagle’s Medim —-DMEM
suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB). As células foram cultivadas
em estufa a temperatura de 37 'C, 95% umidade e 5% CO2. Ap0s atingirem grau
desejavel de confluéncia, foi adicionado 0,125 pL dos oligonucleotideos (solucéo
a 10 yM), dirigidos para o RNA de interesse ou controle de sequéncia aleatoria,
em 25 uL de meio Opti-MEM (LifeTechnologies) e a mistura homogeneizada. Em
seguida, foi adicionado 0,25 uL de lipofectamina (RNAIMAX Invitrogen) em cada
poco e a mistura homogeneizada novamente e deixada em repouso por 20
minutos. Apds o repouso, 100 uL suspensdo celular com 3X102 células/mL foi
gotejada lentamente nos pogos sobre o meio contendo os complexos de
lipossomos com siRNA ja formados. A microplaca foi tampada, homogeneizada e
incubada por 24 horas em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO2 O
silenciamento especifico da expressdao de HJURP foi confirmado por Western
Blot, ensaio de apoptose e morte celular por microscopia de fluorescéncia e
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analise da viabilidade por MTT. Os niveis da proteina HJURP foram estimados
através de densitometria das bandas com utilizagdo do programa ImageJ (versao
1.38). O sinal da a-tubulina foi utilizado como normalizador.

2.3. Andlise da Viabilidade por MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina):

Fez-se a analise de viabilidade celular por MTT, onde a mesma foi
determinada por ensaio colorimétrico baseado na reducdo de MTT [3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolium brometo] ao composto formazan,
detectado em 540 nm. Portanto, incubou-se em 100 yL de meio sem soro e
0,5mg/mL de MTT em estufa a 37°C e 5% de CO: por duas horas. Posteriormente
a isso retirou-se 0 meio com MTT e adicionou-se 100 pL de isopropanol
acidificado, e assim, agitou-se a placa por 2 minutos e no leitor de placas realizou-
se a leitura em 570nm.

2.4. Ensaio de apoptose e morte celular por Microscopia de Fluorescéncia:

A avaliacdo da viabilidade de células silenciadas foi realizada pelo uso do
reagente Hoechst (Life Technologies) e o corante lodeto de Propidio (PI) (Life
Technologies) e posteriormente analisada em Microscopia de Fluorescéncia com
aumento de 63 vezes (Nikon Optiphot-2).

2.4. Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS e Western Blot:

A quantificacao da proteina HJURP na linhagem silenciada foi realizada por
Western Blot. Inicialmente as amostras protéicas foram separadas por
eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE) e
transferidas para membrana de nitrocelulose. A membrana foi bloqueada com
tampdo TBS (1X, 0,25% Tween-20) contendo 5% de leite desnatado a
temperatura ambiente por 30 minutos sob agitacdo. Em seguida, a membrana foi
incubada por 1 hora a temperatura ambiente na presenca de anticorpos anti
HJURP (ABCAM, abl100800) diluidos adequadamente, e posteriormente 0s
anticorpos  secundarios. Por fim, a membrana foi tratada com reagentes
quimioluminescentes e exposta a filme autorradiogréfico.

2.5. Localizacao subcelular de HJURP através de imunomarcacéo e aquisicdo de
imagens por microscopia confocal

Foi realizado o plaqueamento de 102 células/poco em placas de 96 pocos.
No dia seguinte ao plagueamento, as células foram fixadas com solucdo de
paraformaldeido 2% por 10 minutos. Em seguida, as células foram
permeabilizadas com solug&o de Triton X-100 0,3% por 10 minutos. Logo apos foi
realizado o bloqueio, utilizando-se uma solucdo de BSA 1%. Apds o bloqueio, 0
anticorpo primério anti-HJURP (ABCAM, ab175577) foi colocado em contato com
as ceélulas (1:300) e também BSA 1% e faloidina (1:500) por uma hora. Em
seguida foram realizadas 3 lavagens com PBS 1X e incubagdo com o anticorpo
secundario anti-lgG de camundongo (1:200), BSA 1% e incubacdo com DAPI
(0,0524ug/mL) para marcagao do nucleo, também por 1 hora. Apés a incubacao
foi realizada novas lavagens com PBS 1X Em seguida, as imagens foram
adquiridas através de microscopia confocal com aumento de 1800 vezes (Leica
SP5). Os niveis da proteina HJURP foram estimados através de densitometria
das bandas da figura 3 com utilizacdo do programa ImageJ (verséo 1.38). O sinal
da a-tubulina foi utilizado como normalizador.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
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3.1. Andlise da Viabilidade por MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2yl)-2,5-difenil brometo de
tetrazolina):

Conforme demonstra a Figura 1, o teste do MTT mostrou reducao
progressiva da atividade mitocondrial em siHJURP, de 80-90%.

T98G

3 siControl
 sHJLRP

1

Figura 1: Viabilidade celular para a linhagem T98G através do ensaio MTT.

Viabilidade celular (%)

3.2. Ensaio de apoptose e morte celular por Microscopia de Fluorescéncia:

A Figura 2 mostra a microscopia de fluorescéncia do ensaio de apoptose,
indicando um alto nimero de células em apoptose apos silenciamento de HJURP
na linhagem tumoral T98G, enquanto que no grupo controle (siC) ndo houveram
significativas afericdes de apoptose celular.

SIHJURP o

siHJURP 63x

Figura 2: Microscopia de Fluorescéncia Linhagem T98G. SiC = controle de
transfeccao; siHJURP= HJURP silenciada. Corante PI (fluorescéncia vermelha
em células apoptoéticas); Corante Hoescht (fluorescéncia azul).

Estes resultados corroboram com um artigo publicado na revista PlosONE
(VALENTE, V et al., 2013). Viu-se que no quinto dia apos a reducédo de HJURP o
nivel de apoptose das células T98G aumentou significativamente, culminando
num aumento brusco no indice de morte celular efetiva no sétimo dia apds a
transfeccao.

3.3. Western Blot e quantificacdo da expressédo de HJURP na Linha T98G:
Os resultados obtidos pela técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida
sugerem o silenciamento da proteina (Figura 3).
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Figura 3: SDS-PAGE 20% do silenciamento da proteina. ST= sem transfecc¢ao,
SiC = controle de transfeccéo, siHJ1 e siHJ2 = HJURP.
Por analises de western blot pelo software ImageJ, observou-se uma
redugdo significativa nos niveis de HJURP apos transfeccdo das células
da linhagem T98G, conforme mostra a Figura 4 abaixo.

3 Sem transfecgéio
. siC

10 @@ siHJURP,
El sHJURP;

Nivel relativo de expressao



C .Q 2 O ‘I 6 XXV CONGRESSO DE INICIACAQ CIENTIFICA 23 SEMANA INTEGRADA
% UNIVERSIDADE FEDERAL DE PELOTAS e EET g™ = (5L

UFPEL /2016

Figura 4: Niveis relativos de expressdo de HJURP na linhagem T98G. SiC=
controle de transfecc¢éo; siHJURP1 e siHJURP2= linhagem T98G silenciada.

3.4. Localizacao subcelular de HJURP na linhagem tumoral T98G:

Analisou-se o0 padrdo de localizacdo subcelular de HJURP nas células
T98G cultivadas em condi¢cdes padrédo. Foi observada localizacdo citoplasmatica
de HIJURP (Figura 5), enquanto que, apos o tratamento com radiacao ionizante,
conforme trabalho anteriormente publicado (VALENTE et al., 2009), HJURP foi
detectada no nudcleo das células. Estes dados revelam que HIJURP é recrutada
para o nucleo de maneira regulada durante a resposta a presenca de danos no
DNA.

Figura 5: Imunocitoquimica da linhagem tumoral T98G realizada em
Microscopia Confocal. Imunomarcacao com anticorpo anti-HJURP (verde) e
coloracdo com DAPI (azul).

4. CONCLUSOES

Através de experimentos de silenciamento de HJURP (transfeccdo com
siRNAs) em células de GBM em cultura (linhagem T98G), demonstramos que
uma reducdo de cerca de 80-90% nos niveis de expressao desta proteina
ocasiona uma marcante parada no ciclo celular, resultando em apoptose das
células. De qualquer modo, serdo necessarias novas analises envolvendo
sincronizacédo de ciclo celular e avaliacdo do dano de DNA especificamente na
fase S, onde o processo de reparo através de recombinacdo homologa é
predominante, para finalmente concluir se HJURP participa efetivamente do
reparo de quebras de dupla fita de DNA. Portanto, surge como potencial de alvo
terapéutico para o desenvolvimento de novas estratégias de tratamento para
gliomas.
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