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RESUMO

O glioblastoma (GBM) é o tumor cerebral primario mais comum e letal, e na maioria dos
casos leva o paciente & morte em aproximadamente 14 meses apds o diagndstico. O
tratamento é realizado com remocéo cirurgica da massa tumoral, seguida de radioterapia e
quimioterapia. Entretanto, devido a alta resisténcia das células tumorais, frequentemente o
tumor cresce novamente poucas semanas apos a cirurgia. Recentemente demonstramos que
HJURP (Holliday Junction-Recognizing Protein), uma nova proteina envolvida na
montagem da cromatina centromérica e reparo de DNA, esta altamente superexpressa nos
GBMs. A HIURP esta também superexpressa em outros tumores, como cancer de pulmao,
mama e figado, sendo que quanto maior € seu nivel de expressdo pior € o progndstico de
sobrevida dos pacientes, para todos os tipos tumorais estudados. Neste trabalho
investigamos se a superexpressdo de HJURP afeta a capacidade de proliferacdo e de
manutencdo da integridade gendmica da células de GBM frente ao estresse replicativo.
Observamos que a superexpresséo da HJURP promove aumento na capacidade
proliferativa e maior resisténcia ao estresse replicativo para as células ACBRI371 e
U87MG, uma vez que ambas as linhagens apresentaram maiores taxas de proliferacéo
guando superexpressando HIURP, mesmo em condic¢des de estresse replicativo adicional.
Além disso, estas células também mostraram menos fragmentacdo de DNA, apds
tratamento com hidroxiuréia, na condicdo superexpressora de HJURP. Portanto, o ganho
de competéncias proliferativa e clonogénica, observado previamente na linhagem U87MG
superexpressora de HJURP, pode estar relacionado a maior eficiéncia na atividade de
reparo de DNA. Conjuntamente, nossos dados indicam que os niveis elevados de HIURP
favorecem a atividade de reparo de quebras na dupla-fita de DNA e, assim, conferem
maior capacidade proliferativa as células tumorais.

Palavras-chave: Glioblastoma. HIURP. Estresse replicativo. Reparo de DNA.



ABSTRACT

Glioblastoma (GBM) is the most common and lethal type of primary brain tumor, and in
most cases patient survival is approximately 14 months after diagnosis. Treatment is
performed with surgical removal of the tumor mass, followed by radiotherapy and
chemotherapy. However, due to the high resistance of tumor cells, recurrence is frequent.
We recently demonstrated that HHURP (Holliday Junction-Recognition Protein), a novel
protein involved in the assembly of centromeric chromatin and DNA repair, is highly
overexpressed in GBM cells. This protein is also overexpressed in other types of tumors
such as lung, breast and liver cancers. The higher levels of HIURP expression are also
correlated with worse prognoses for all cancers studied. Here we investigated whether
HJURP overexpression would affect proliferative capacity and the competence for genome
integrity maintenance of GBM cells challenged with drugs for replicative stress induction.
Our results demonstrated that ACBRI371 and U87MG cells increased their proliferative
capacity after overexpression of HJURP and provided more resistance to replicative stress.
Additionally, ACBRI371 and U87MG cells also showed less DNA fragmentation, after
hydroxyurea treatment, when overexpressing HJURP. Thus, the gain of the proliferative
and clonogenic capacity previously observed in U87MG cells overexpressing HJURP may
be related with more efficiency in DNA repair activity. Altogether, our data indicate that
the high levels of HJURP supports the repair of DNA double strand breaks and confers
proliferative capacity to cancer cells.

Keywords: Glioblastoma; HIURP; Replicative stress; Repair of DNA
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1-Introducgéo
Aspectos gerais do glioblastoma
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Os gliomas sdo tumores do sistema nervoso central (SNC) formados de células com

caracteristicas histologicas de astrocitos e oligondendrocitos. Estas células compdem o

parénquima cerebral e suportam a funcdo neuronal, regulam a concentragéo de diversas

substancias neurotransmissoras e ions oferecem sustentacdo aos neurénios e promovem a

sua comunicagao com 0s vasos sanguineos, sendo fundamentais para a nutri¢do das células

nervosas (MEIR et al.,2010). A origem das células percursoras dos gliomas nao é

completamente compreendida e pode

incluir células estaminais

neurais, células

progenitoras gliais ou desdiferenciacdo de células maduras. Células progenitoras podem

também gerar tumores mistos, como os tumores glioneuronais (BATISTA et al., 2014).

Os gliomas representam cerca de 80% de todos os tumores primarios malignos do

SNC. Dentre eles, os astrocitomas compreendem 75% dos casos. Segundo a Organizagao

Mundial da Saude (OMS), os astrocitomas sao classificados em 4 graus de acordo com a

taxa de proliferacdo, grau de diferenciacdo celular, e presenca de necrose e angiogénese,

sendo categorizados em astrocitomas pilociticos (grau 1), difusos (grau Il), anaplasicos

(grau 111) e glioblastomas (GBM) (grau VI). O GBM é o subtipo mais agressivo e também
mais frequente (figura 1) (OSTROM et al., 2015).

Figural: Incidéncia dos diferentes subtipos dos gliomas.
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A resseccdo cirdrgica, seguida de radioterapia administrada em conjunto com o
agente alquilante temozolamida (TMZ), € a principal abordagem para o tratamento dessas
lesbes. A temozolamida, administrada normalmente por via oral, apresenta baixa
toxicidade. Além disso, novas técnicas cirdargicas, como endoscopia e resseccdo guiadas
por fluorescéncia, também se tornaram importantes para o tratamento. Além destas
técnicas, sdo pesquisados farmacos que blogueiam uma ou mais vias de proliferacdo
alterada, por exemplo, bevacizumab, um anticorpo monoclonal que atua contra o
crescimento endotelial vascular (BEHIN et. al., 2003).

Os tratamentos convencionais estdo associados a uma alta reincidéncia tumoral e,
portanto, sé@o considerados paliativos. A formacdo de nova massa tumoral usualmente
ocorre em até trinta dias, com caracteristicas as da lesdo inicial. Por isso, a identificacdo de
novos alvos terapéuticos é imprescindivel para favorecer o desenvolvimento de novos
farmacos e propiciar melhor qualidade de vida dos pacientes com GBM (MEIR, et al.,
2010).

Caracterizacdo molecular do glioblastoma

O glioblastoma pode manifestar-se em duas situacdes clinicas distintas, que
caracterizam o tumor como primario ou secundario (figura 2). O GBM primario apresenta-
se j& na sua primeira manifestacdo clinica como um tumor de alto grau, enquanto o GBM
secundario desenvolve-se ao longo de 5 a 10 anos a partir de um astrocitoma de menor
grau (MAHER et al., 2006). Analises moleculares revelaram que a amplificacdo do gene
para o receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) é predominante em GBMs
primarios, enquanto que a perda de TP53 (proteina tumoral p53) é uma caracteristica
genética frequente em astrocitomas dos GBMs secundarios. Eles apresentam também
alteracdes genéticas comuns como a perda de PTEN e CDKN2A e superexpressdo de
CDK4 e MDM2 (figura 2) (MAHER et al., 2006). Apesar dos cursos de desenvolvimento
distintos, os GBMs primario e secundario chegam a caracteristicas patologicas semelhantes
como: proliferacédo rapida, invasdo do tecido adjacente e resisténcia as terapias.

O GBM foi o primeiro tipo de cancer a ser sistematicamente estudado pelo
consorcio de sequenciamento internacional The Cancer Genome Atlas (TCGA).
Inicialmente, foi realizada uma analise genémica e transcriptomica de 206 GBMs (TCGA,
2008) e, em seguida, o estudo foi expandindo para 543 amostras (TCGA, 2013). Essas

analises genbmicas globais disponibilizaram uma quantidade enorme de dados e
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transformaram a capacidade de compreensdo da biologia desse tumor (TCGA, 2013).
Através da andlise dos dados de RNAseq do TCGA foi possivel identificar 4 subtipos
moleculares de GBM que diferem no padrdo global de expressdo génica (Figura 3) e

apresentam alteracfes genéticas caracteristicas (VERHAAK et al., 2010).

Figura 2: Representacéo dos caminhos genéticos que promovem o desenvolvimento dos glioblastomas
primario e secundario.
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Ohgaki H and Kleihues P, 2007 The American Journal of Pathology 170 (5): 1445-51.

A perda de heterozigose 10q é frequente em ambos, amplificagdo de EGFR predomina no GBM primério e
mutacBes em TP53 prevalecem no GBM secundario, o que potencialmente conduz & recidivas e promove 0
desenvolvimento do GBM secundério.

O subtipo cléssico € caracterizado pela superexpressdo de EGFR e auséncia de
mutacdes em TP53. O grupo de pacientes que apresenta este tipo de tumor sobrevive por
periodos maiores em resposta ao tratamento. O subtipo proneural apresenta mutacdo em
TP53 em 54% dos casos, frequentemente apresenta também mutacdo em IDHI,
superexpressdo de PDGFRA (VERHAAK et al., 2010), e possui grande semelhanca
molecular a GBMs secundarios (MEIR et al., 2010). A hipermetilagdo de diversas ilhas
CpG esta presente em grande parte dos tumores proneurais, 0 que resulta em padrbes de
expressao génica distintos para os GBM proneurais hipermetilados e ndo hipermetilados
(NOUSHMEHR et al., 2010). O subtipo proneural atinge pessoas mais jovens quando
comparado aos outros subtipos e ndo responde bem ao tratamento. O subtipo mesenquimal

geralmente apresenta mutacdes em NF1, PTEN e TP53 e os pacientes sdo mais responsivos
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ao tratamento. Ja o subtipo neural possui um padrdo de expressao mais proximo do tecido

normal e os pacientes acometidos geralmente sdo mais idosos (VERHAAK et al., 2010).

Figura 3: Classificagdo molecular dos GBMs segundo padres transcricionais globais.
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Heatmap dos niveis de expressdo génica de 840 genes (alguns destacados a direita) num conjunto de 173
amostras de GBM analisadas pelo TCGA. E possivel observar quatro padrdes de expressdo génica distintos
nos quais 0s tumores agrupam-se: proneural, neural, classico e mesenquimal.

Desse modo, alteracBes genéticas ja previamente consideradas relevantes (p53, Rb,
RTK e PI3K) foram vinculadas aos subtipos transcricionais e epigenéticos de GBM,
revelando que combinacdes coordenadas podem afetar o desfecho clinico e a sensibilidade
individual dos tumores a terapia. (NOUSHMEHR et al., 2010; VERHAAK et al., 2010).
Portanto, o melhor entendimento do impacto destas alteracGes genéticas na biologia dos
GBMs é fundamental na busca por terapias personalizadas que promovam tratamentos

mais eficientes e melhores prognosticos para os pacientes (JANSEN et al., 2010).

O estresse replicativo e a instabilidade genémica

A instabilidade gendmica instalada durante a progressao tumoral facilita a aquisi¢cdo
de novas alteracbes genéticas fundamentais para a progressdo do céncer (figura 4).
(HANAHAN & WEINBERG, 2011). O fenotipo inicial responsavel pela instabilidade
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gendmica é a proliferacdo descontrolada uma vez que a mesma origina um quadro de
estresse replicativo. O aumento da proliferacdo e a presenca do estresse replicativo séo
responsaveis pela geragdo de danos no DNA e, consequentemente, a ativagdo de um
mecanismo robusto de resposta ao dano (DNA damage response - DDR), ainda em les6es
pré-cancerosas. Proteinas responsaveis pelo controle do reparo do DNA e ciclo celular
como ATM/ATR, CHK1/2 e TP53 séo ativadas a fim de promover parada no ciclo celular
e a restauracdo da lesdo, porém, caso o reparo ndo ocorra adequadamente, a célula ativa
processos de morte celular, através de apoptose ou senescéncia (TAYLOR & LINDSAYH,
2015). Desse modo, quando a DDR esta funcionando apropriadamente a tumorigénese é
bloqueada.

No entanto, muitas vezes esses mecanismos apresentam falhas e o0s danos
continuamente gerados no DNA podem ser fixados e proporcionar uma vantagem
proliferativa para as células, levando a progressdo tumoral (Figura 4) (TAYLOR &
LINDSAYH, 2015). Apds o estabelecimento do céncer, porém, o desenvolvimento de
competéncias para a manutencdo do estresse replicativo se torna fundamental para a
sobrevivéncia destas células. Neste contexto, os altos niveis de estresse replicativo podem
também torna-las mais sensiveis a insultos genotoxicos exdgenos, quando comparadas as
células normais. Nesta visdo uma janela terapéutica é sugerida visando o uso de agentes
genotoxicos a fim de promover a morte seletiva das celulas tumorais. Existem diversas
drogas que sdo utilizadas terapeuticamente pelo fato de causarem estresse replicativo,
podemos citar a hidroxiuréia, camptotecina e gemcitabina, entre outros (TAYLOR &
LINDSAYH, 2015; BOYER et al., 2016).

Vaérios relatos indicam ainda que quando as células tumorais possuem maior
eficicia em se recuperar do estresse replicativo, elas apresentam vantagem de
sobrevivéncia, 0 que acarreta piores prognosticos para o paciente. Alguns estudos sugerem
que o fenotipo de superexpressdo de conjuntos de genes associados a sinalizacdo do dano
ou de reparo de lesdes no DNA é correlacionado com a menor sobrevida dos pacientes.
(TAYLOR & LINDSAYH, 2015; BOYER et al., 2016; DE SOUSA et al., 2017), o que

evidencia a importancia destas vias para a manutencdo da viabilidade das células tumorais.



19

Figura 4. Modelo de evolugdo tumoral a partir da inducdo de estresse replicativo promovido pela
ativacao de oncogenes.
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O aumento da proliferagdo celular, como consequéncia da ativagdo de oncogenes, € um evento inicial no
desenvolvimento do céancer. A proliferacdo descontrolada por sua vez estabelece uma condigdo de estresse
replicativo e instabilidade genémica. Em lesGes pré-cancerosas, a DDR restringe a progressdo do cancer
promovendo a morte das células que acumulam danos. Entretanto, caso hajam falhas nestes mecanismos, as
células podem escapar da apoptose ou da senescéncia e completar a transicdo da lesdo pré-tumoral para o
cancer estabelecido.

Mecanismos de reparo de DNA

As proteinas quinases ATM e ATR sdo as principais responsaveis pela manutencao
da estabilidade genémica. Essas quinases, quando fosforiladas e ativadas, recrutam uma
cascata de proteinas que terdo como funcdo principal a paralizacdo do ciclo celular e
ativacdo da maquinaria de reparo do DNA, como ilustrado na figura 5 (MATSUOKA et
al., 2007; MARECHAL & ZOU, 2013). A quebra de dupla fita provocada por agentes
exogenos é a marca de dano principal para a ativacdo da proteina ATM e fosforilagdo da
variante de histona H2AX (yH2AX), ja a proteina ATR é fosforilada quando ocorre o
acumulo de DNA fita simples no genoma. Estas quinases fosforilam varios alvos que sdo
entdo recrutados para o local da lesdo e irdo promover o reparo. Paralelamente, séo

ativadas também as proteinas de ponto de checagem que interrompem o ciclo celular para
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que a célula possa restaurar o DNA apropriadamente. ATM tem como principal alvo a
proteina de ponto de checagem 2 (CHK2), enquanto que a proteina de ponto de checagem
1 (CHKY1) é fosforilada preferencialmente pela quinase ATR (figura 5). Caso o reparo nao
seja executado de modo eficiente, pode ainda ocorrer a inducdo de morte celular por
apoptose ou senescéncia (MATSUOKA et al., 2007; MARECHAL & ZOU, 2013).

Figura 5: Esquema representativo da cascata da fosforilacao ativada pelas quinases ATR e ATM
devido a presenca de estresse replicativo ou ocorréncia de dano no DNA.
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(A) A proteina de replicacdo A (RPA) reconhece regides de ssSDNA e é responsavel pelo recrutamento do
complexo ATR-ATRIP, que por vez recruta Rad17-RFC que posiciona o complexo 9-1-1 na jungéo do trecho
ssDNA com o DNA fita-dupla. O complexo 9-1-1 € responsével pelo recrutamento de TopBP1 que possui
dominios ativadores de ATR, interagdo essa que envolve dois dominios de BRCT presentes em TopBP1 e a
fosforilagdo da regido C-terminal de Rad9 (complex09-1-1). TopBP1 se liga e ativa ATR de maneira
dependente de ATRIP, levando a fosforilagdo e ativacdo completa da quinase. Assim, ATR e seus efetores
acabam por bloquear os disparos de origem e induzem a parada do ciclo celular, bem como estabilizam e
reiniciam as forquilhas de replicacdo paralisadas.

(B) A presenca de uma quebra na dupla fita de DNA leva ao recrutamento do complexo MRN. Em seguida,
ATM liga-se ao complexo de MRN, é ativada por auto-fosforilagdo, e promove a fosforilacdo da cauda
carboxi terminal da variante de histona H2AX. H2AX fosforilado (yH2AX) recruta a proteina MDC1 que
dispara o recrutamento de complexos ATM/MRN adicionais. ATM ativada fosforila varios alvos dowstream
que irdo promover a paralizacdo do ciclo celular, inibicdo dos disparos de novas origens e o reparo da lesdo.
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Ativacdo da quinase ATR

O papel de ATR na manutencdo da integridade do genoma, através de suas fungoes
na promogédo de estabilidade das forquilhas de replicagédo e reparo do DNA, tem sido
extensivamente estudado (ZEMAN & CIMPRICH, 2014). A quinase ATR reconhece
especificamente DNA fita-simples (single strand DNA - ssDNA), que sdo revestidas pela
proteina de replicagdo A (RPA- replication protein A). A presenca de DNA fita simples
decorre da atividade de replicacdo do DNA ou do reparo de quebras de fita dupla através
de recombinacdo homologa (ZEMAN & CIMPRICH, 2014). Desse modo, a fungédo de
ATR é muito importante para o controle do estresse replicativo, que é caracterizado pelo
excesso de DNA na forma de fita simples, proveniente da lentiddo ou paralizacdo das
forquilhas de replicacao.

A ativacdo inicial de ATR é dependente da sua ligacdo com a proteina ATRIP (ATR
interacting protein) (CORTEZ, et al., 2001). Longos trechos de ssDNA sao primeiramente
revestidos por RPA, revestimento este que servira de substrato para ATR juntamente com
ATRIP. (ZOU & ELLEDGE, 2003; LUCCA, et al. 2004) A completa fosforilacdo de ATR
ocorre ap6s a sua heterodimerizacdo com ATRIP e subsequentes associacdes com o
complexo 9-1-1 (Rad9-Husl1-Radl) e a proteina TopBP1. O complexo 9-1-1 é acoplado
nos trechos de interface de DNA fita simples/fita dupla e, entdo, a proteina Rad9 é
fosforilada e promove o recrutamento de TopBP1 através dos seus dominios BRCT (figura
5) (ZOU & ELLEDGE, 2003; DELACROIX et al., 2007). TopBP1 possui dominios
ativadores de ATR imprescindiveis para a estimulacdo direta desta quinase (LINDAHL &
BARNES, 2000). Uma vez recrutada e ativada, ATR fosforila uma cascata de proteinas,
que incluiu CHKZ1, desencadeando a nivel celular a resposta ao dano (MATSUOKA et al.,
2007).

A ativacdo de ATR ¢ influenciada também por modificacbes pds-traducionais,
como a ubiquitinacdo de RPA, pela proteina PRP19 (MARECHAL et al., 2014), e a
sumoilacdo de ATRIP (WU & ZOU, 2015). A inibicdo da ubiquitinacdo de RPA32 através
do silenciamento de PRP19 gera a diminui¢do da fosforilagdo do complexo de RPA e
resulta no recrutamento e ativacdo limitada de ATR nos trechos de ssSDNA (MARECHAL
et al., 2014). Além disso, o bloqueio da sumoilagdo de ATRIP reduz a sua interagdo com
ATR assim como RPA e TopBP1.

Recentemente, foi também caracterizada a proteina ETAAL(antigeno associado ao

tumor de Ewing 1), como um fator de ligacdo a RPA que abriga dominios ativadores de
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ATR potentes e trabalha em paralelo e, independentemente, ao complexo 9-1-1/TopBP1.
Desse modo, a perda de ETAAL perturba a manutengéo da integridade do DNA durante a
replicacdo e torna as células mais sensiveis ao estresse replicativo. Além disso, quando
combinada com a deplecédo de TopBP1, a falta de ETAAL demonstrou letalidade sintética
(HAAHR et al., 2016; BASS et al., 2016). Assim, a ativacdo de ATR em células humanas
é mediada por duas vias diferentes e complementares, através de TopBP1 e ETAAL, cuja
acdo combinada é essencial para suportar estresse replicativo.

As vias de sinalizacdo e reparo de DNA e a progressao do cancer

A participacdo dos mecanismos de reparo do DNA na progressdo do cancer e ainda
na resposta das células tumorais aos agentes genotdxicos tem sido bastante estudada.
Bartkova e colaboradores (2010) demonstraram, através da analise imuno-histoquimica,
que as vias de DDR estdo comumente ativas em GBMs mesmo antes do inicio do
tratamento. Nas amostras normais nenhuma ativacdo de DDR foi detectada. Observaram
ainda que a ativacdo das proteinas que respondem ao dano & mais expressiva em
astrocitomas de grau Il, que sd&o muito menos proliferativos que os GBMs. Estes dados
sugerem que uma maior eficiéncia das maquinarias de reparo é desenvolvida durante a
progressao tumoral (BARTKOVA et al., 2010).

Quando comparado a outros tipo tumorais, 0s gliomas mostram uma ativacdo mais
robusta dos mecanismos de DDR (BARTKOVA et al., 2010; 2005; 2007). Foi observado
aumento na fosforilagdo de varios marcadores como: ATM, Chk2, Chkle H2AX. Através
de experimentos com linhagens celulares em cultura, foi observado que apesar da
hiperativacdo intrinseca destas vias, quando as células sdo submetidas a insultos
genotdxicos, hd ainda uma maior ativacdo da DDR, o que corrobora com a falta de
respostas desses pacientes frente aos tratamentos (BARTKOVA et al., 2010).

No tratamento atual dos GBMs, o farmaco temozolamida (TMZ) é o mais
comumente utilizado. O TMZ tem como principal atividade promover a metilagdéo do DNA
em nucleotideos de guanina (metilguanina-O6), causando danos primarios que séo
convertidos em lesdes secundarias e blogueiam a replicacdo, o que culmina na geracéo de
quebras na dupla fita. Estas lesbes sdo responsaveis pela ativacdo dos mecanismos de
sinalizagdo de dano e reparo. Como relatado anteriormente, as quinases ATM e ATR
mostram-se hiperativas nestes tumores, o que possibilita o reparo de lesbes promovidas

pelo estresse replicativo de maneira eficiente. Desse modo, acredita-se que estas células
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tenham uma maior competéncia intrinseca para lidar com as lesdes geradas no tratamento.
Corroborando essa hipotese, Eich e colaboradores (2013) demonstraram que o
silenciamento das quinases ATM ou ATR promove aumento nas taxas de morte celular das
linhagens de GBM quando as mesmas sdo expostas a TMZ, com resposta mais acentuada
com o silenciamento de ATR (EICH et al., 2013). Tais observacfes estdo de acordo com
relatos anteriores que demonstraram que a inibicdo de CHK1 aumenta a citotoxicidade do
TMZ em céluas de GBM (QUIROS et al., 2011). Desse modo, entende-se que a inibicdo
de ATR ou alvos downstream da via pode ser uma boa estratégia de tratamento adjuvante a
TMZ.

A proteina Holliday Junction-Recognition Protein (HJURP) e o cancer

Dados anteriores de nosso laboratorio revelaram que a HJURP, uma proteina
envolvida em reparo de DNA e montagem da cromatina centromérica (KATO et al., 2007;
FOLTZ et al., 2009), é altamente superexpressa em astrocitomas e que seus nhiveis de
expressdo mostram forte correlagcdo com o progndstico de sobrevida dos pacientes (Valente
et al., 2009; Valente et al., 2013). A superexpressdo de HJURP também j& foi relatada em
outros tipos tumorais como: pulméo (KATO et al., 2007), mama (HU et al., 2010) e figado
(BAOHONG et al., 2017). Nos casos de cancer de pulmdo, mama, e figado, os pacientes
que apresentaram superexpressdo da proteina HJURP também mostraram menor
expectativa de vida (KATO et al., 2007; HU et al., 2010; BAOHONG et al., 2017).

Observamos ainda que o silenciamento de HJURP afeta a viabilidade de células de
GBM e gque os mecanismos de morte celular ativados sdo distintos em diferentes linhagens
celulares. Quando HJURP ¢ silenciada a linhagem U87MG se torna prematuramente
senescente e ativa apoptose, mostrando aumento significativo nos niveis de morte celular a
partir do quinto dia apds o silenciamento. Ja a linhagem T98G ndo apresenta sinais de
senescéncia, mas sofre uma abrupta parada no ciclo celular em G2/M, além de grande
aumento nas taxas de morte a partir do terceiro dia apds o silenciamento.
Interessantemente, fibroblastos ndo tumorais ndo foram significativamente afetados pelo
silenciamento (VALENTE et al., 2013). Em acordo com os fenétipos observados apds o
silenciamento, as células T98G tém mutacdo no gene de TP53, enquanto que a linhagem
U87MG tem o gene selvagem (ISHII et al., 1999), o que explica o disparo de senescéncia
ocorrer apenas na linhagem U87MG. Conjuntamente, estes dados sugerem uma fungéo
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particular para HJURP na manutencdo da estabilidade gendmica das células altamente
proliferativas de GBM.

HJURP foi incialmente descrita como uma proteina potencialmente envolvida em
reparo de DNA. Através de experimentos de imuno-precipitacdo, observou-se interacao
entre HIURP e as proteinas hMSH5 e NBS1, que atuam ao reparo de quebras de fita dupla
no DNA através do mecanismo de recombinagdo homdloga. Neste trabalho foi visto ainda,
que a expressdo de HJURP ¢ induzida quando células HelLa sdo expostas aos agentes
genotoxicos (KATO et al., 2007). Porém, sua possivel funcdo no reparo ainda nédo foi bem
caracterizada e ndo houve relatos adicionais da atuacdo de HJURP nestas vias.

Outra funcdo molecular descrita para HJURP é sua atividade na montagem da
cromatina da regido centromérica, atuando no recrutamento de CENP-A para oS
nucleossomos do centrdmero de cromossomos recem-replicados (FOLTZ et al., 2009;
DUNLEAVY et al., 2009). HJURP também ¢é capaz de promover a formacdo de
centrdmeros ectdpicos pelo recrutamento de CENP-A para regibes genémicas ndo
centroméricas, quando é artificialmente ancorada em regibes especificas do genoma
(BARNHART et al., 2011). A atividade de HIURP como chaperona da variante de histona
CENP-A foi bastante estudada nos ultimos anos e sua atuacao no controle da incorporacao
desta variante nos centrdmeros estd bem caracterizada. Brevemente, ja foi demonstrado
que HJURP atua na forma dimérica (ZASADZINSKA et al., 2013), liga-se & CENP-A
através de sua regido N-terminal (NARDI et al., 2016), e é recrutada para o centrébmero
através do complexo Mis18 (WANG et al., 2014; SUBRAMANIAN et al., 2016) de forma
regulada no ciclo celular pela atividade das quinases CDK1/2 (MULLER et al., 2014;
FALK et al., 2015; STANKOVIC et al., 2017). Além disso, recentemente foi demonstrado
que a perda de p53 promove o aumento da expressdo de HJURP e CENP-A durante o
desenvolvimento do cancer (FILIPESCU et al., 2016).

Dados recentes do nosso grupo confirmam a participacdo de HJURP no reparo de
quebras de dupla fita de DNA induzidas através de radiacdo ionizante. Experimentos de
irradiagd0 com microlaser em astrocitos ndo tumorais (ACBRI371) e nas linhagens
tumorais T98G e U20S, revelaram que a HIURP ¢€ recrutada para o local da lesdo (figura
6). Vimos ainda que o recrutamento ocorre em estagios bem iniciais da resposta ao dano e
de forma independente da ativacdo de ATM. Além disso, observamos que o silenciamento
de HJURP prejudica a atividade de reparo através das vias de recombinacdo homologa e

juncdo de pontas ndo homologas. Estes dados revelam que de fato a HIJURP est4
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diretamente envolvida com reparo de quebras de dupla fita de DNA (SERAFIM et al.,
2017 em preparacao).

Figura 6. Recrutamento de HJURP para regido de dano ao DNA ap0s irradiagdo com microlaser.

HJURP  pH2AX

(Retirado de: Serafim et al., 2017 em preparacao)

Células T98G, ACBRI371 E U20S foram plaqueadas e cultivadas por 24 horas e, entdo, irradiadas
com microlaser, fixadas ap6s 10 minutos para realizacdo do ensaio imunocitoquimica utilizando
anticorpo especifico anti-HJURP e anti-yH2AX. As imagens foram adquiridas utilizando
microscopia confocal.

A fim de avancar na caracterizacdo das funcdes de HJURP nas linhagens de GBM,
nosso grupo gerou células de GBM (U87TMG e T98G) e astrocitos nao-tumorais
(ACBRI371) superexpressoras de HJURP. A superexpressdo de HJURP promoveu
aumento nas taxas de proliferacdo da linhagem U87MG, mas ndo das células ACBRI371 e
T98G. Interessantemente, a linhagem U87MG selvagem apresenta menores niveis de
expressdo de HJURP quando comparada as ceélulas T98G. Além do aumento na
proliferacdo celular, a linhagem U87MG superexpressora de HJURP mostrou também

ganho de capacidade clonogénica (figura 7). A partir destes resultados levantamos a
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hipétese do potencial envolvimento da proteina HJURP na manutencdo do estresse
replicativo, sabidamente presente em células tumorais, e especialmente nas linhagens
altamente proliferativas de GBM. Esta suposicdo também é corroborada pela observagdo
de incremento gradativamente maior nos niveis de expressao de HJURP durante a
progressdo dos astrocitomas (Valente et al., 2013). Neste sentido, neste trabalho
investigamos se a superexpressdo de HIURP afeta a capacidade proliferativa das células de
GBM e sua competéncia para manter o genoma integro frente a estresse replicativo

adicional e se interfere na ativacao das proteinas da via de resposta ao estresse replicativo.

Figura 7. Ensaio de sobrevivéncia clonogénica apos a superexpressao de HJURP na linhagem U87MG.
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(Retirado de: Serafim et al., 2017 em preparacgéo)

As células foram plaqueadas em placas de 6 pogos com uma densidade de 200 células / pogo.
Apos treze dias, as células foram fixadas com 4% de paraformaldeido (pH = 7,5). Em seguida,
adicionou-se 2 mL de violeta de cristal a 0,5% e 0 excesso de corante foi lavado com agua. As
colonias foram fotografadas e analisadas com o software ImageJ.
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2- Objetivo geral

Investigar se a superexpressdo de HJURP afeta a competéncia das celulas de GBM
quanto a atividade proliferativa e a manutencdo da integridade gendmica frente a drogas

que induzem estresse replicativo adicional.

3- Objetivos Especificos

1- Determinacdo das taxas de proliferagdo celular das linhagens ACBRI371
(astrocitos ndo tumorais), T98G (glioblastoma) e U87MG (glioblastoma) selvagens
e superexpressoras de HJURP, sem e com inducéo de estresse replicativo adicional

(hidroxiuréia e camptotecina).

2- Quantificacdo da fragmentacdo de DNA nas linhagens ACBRI371, T98G e
U8B7MG selvagens e superexpressoras de HJURP apds inducdo de estresse

replicativo.

3- Determinacdo dos niveis de expressao e ativacdo das proteinas RPA32/2, ATR,
ATRIP e H2AX nas linhagens ACBRI371, T98G e U87MG selvagens e

superexpressoras de HJURP sem e com inducdo de estresse replicativo.
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4- Materiais e Métodos

Cultivo celular
As linhagens de GBM U87MG (HTB-14™) ¢ T98G (CRL-1690™) foram obtidas

da colecdo da ATCC. A linhagem ACBRI371 utilizada como controle, foi obtida no
laboratdrio da Professora Elza Tiemi Sakamoto Hojo da Faculdade de Filosofia Ciéncias e
Letras de Ribeirdo Preto — USP. Para esse trabalho utilizamos as linhagens ACBRI371,
T98G e U87MG carregando uma construgdo para superexpressdo da proteina HIJURP. As
células foram geradas durante o doutorado do aluno Rodolfo Bortolozo Serafim. O gene
HJURP foi subclonado do vetor POTB7 no vetor pLVX-Tigh-Puro (Lenti-X Tet-on
Advandec Inducible Expression, Clontech). Para a producdo dos virus células HEK293T
foram transfectadas com o vetor de interesse e o sistema de empacotamento lentiviral, de
acordo com as instrucdes do fabricante. Apds 72 horas, foi coletado 0 meio contendo o
virus e entdo as linhagens ACBRI371, T98G e U87MG foram infectadas. Para a inducéo
de HJURP as células foram cultivadas com doxiciclina 0,1ug/mL. Entdo as linhagens
foram nomeadas da seguinte maneira, ACBRI371-TP (vetor Tigh-Puro vazio), ACBRI371-
H (construgcdo para superexpresao de HJURP), T98G-TP (vetor Tigh-Puro vazio), T98-H
(construcdo para superexpresao de HJURP), U87MG-TP (vetor Tigh-Puro vazio) e
U87MG-H (construcdo para superexpresdo de HJURP).

Todas as linhagens foram cultivadas em meio Dulbecco’'s Modified Eagle Medium-
High Glucose (DMEM, Life Technologies) suplementado com 10% de soro fetal bovino
(Life Technologies), 100U/mL de penicilina, estreptomicina 0.1mg/mL e anfotericina B
0.25mg/mL (Sigma Aldrich) mantidas em incubadoras a 5% de CO2 a 37°C, até atingirem
a confluéncia de aproximadamente 80%. Quando atingida a confluéncia adequada, as
células foram descoladas da garrafa de cultura através do uso de tripsina e transferidas para

microplacas adequadas para cada ensaio.

Tratamento para indugao do estresse replicativo
Para avaliar o comportamento das linhagens frente ao estresse replicativo as células

foram tratadas por 24 horas com 200uM de hidroxiuréia (HU) solubilizada em meio meio
Dulbecco's Modified Eagle Medium- High Glucose (DMEM, Sigma Aldrich)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Life Technologies). Outra condicédo utilizada

foi a de 24 horas de tratamento na concentracdo de 0,1046ug de Camptotecina (CPT)
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(Sigma Aldrich), solubilizada em NaOH 1M e diluida em meio DMEM high-glicose
suplementado com 10% SFB.

Ensaio de proliferacéo através de coloragdo com violeta cristal
Foram plagueadas 2.000 células por poco em placas de 24 pocos. Nos tempos

indicado, o meio foi removido e as células fixadas em alcool 70% (Sigma-Aldrich). Entdo,
foi adicionado 300ul de violeta cristal 0.5% (Sigma-Aldrich) e as placas foram incubadas
por 30 minutos. Apos a incubacéo, o excesso de corante foi removido com agua deionizada
e entdo incubado com 300ul de acido acético 10% (Sigma-Aldrich) por 30 minutos. A
leitura foi realizada logo apds em espectrofotdmetro (BioRad) no comprimento de onda de
540nm.

Quantificagdo da fragmentacdo de DNA — ENSAIO DO COMETA
O ensaio do cometa foi realizado segundo protocolo estabelecido por Singh e

colaboradores (1988). A suspensdo células de 6x10* células por pogo cultivadas em placas
de 24 pocos e com um volume final de 500uL/pogo. Apos 24 horas de cultivo, as células
foram tratadas por 24 horas com 200uM de Hidroxiuréia (Sigma-Aldrich), utilizando as
mesmas concentragcdes do ensaio de proliferagdo celular. Como controle negativo (CN)
foram utilizadas células sem tratamento e como controle positivo (CP) as células foram
tratadas por 10 minutos com 0,001M de peréxido de hidrogénio (H205).

Apobs 24 horas de tratamento as células foram tripsinizadas e centrifugadas e entdo
resuspendidas em agarose baixo ponto de fusdo (Sigma-Aldrich) a 37 graus e colocadas em
laminas previamente revestidas com agarose (Life-Technologies). A lise celular foi
realizada em condicdo alcalina por 18 horas a 8 graus e protegida da luz. A corrida de
eletroforese ocorreu por 25 minutos a 25 volts. Entdo as laminas foram mergulhadas em
tampé&o de neutralizacdo (Tris-Hcl) por 10 minutos e em seguida fixadas com alcool etilico.

Para a analise em microscopio de fluorescencia (Nikon Eclipse) as laminas foram
coradas com brometo de etidio, fotografadas 50 células por laminas, totalizando 100
células por condicdo. As imagens adquiridas foram analisadas no software CometScore, € a

porcentagem de DNA na cauda foi o parameto utilizado para analise.

Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS e western blot
A quantificacdo das proteinas estudadas nesse projeto tratadas e ndo tratadas com

hidroxiuréia foi realizada por western blot. Inicialmente as amostras protéicas foram
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separadas por eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS (SDS-PAGE) e
transferidas para membrana de nitrocelulose. A membrana foi bloqueada com tampé&o
TBS-T (TBS 1X, 0,25% Tween-20) contendo 5% de leite desnatado (Molico), overnight
em camara fria sob agitacdo. Ainda em agitacdo as membranas foram lavadas com tampao
TBS-T 1X. Apos a lavagem as membranas foram incubadas por 1 hora e meia a
temperatura ambiente na presenca de anticorpos primarios especificos para as proteinas
estudadas, diluidos adequadamente. Posteriormente, apds as lavagens, as membranas
foram incubadas com o anticorpo secundario por 1 hora sob agitacdo a temperatura
ambiente. Por fim, a membrana foi tratada com reagentes para revelacdo através de

quimioluminescéncia e exposta a filme autorradiografico.

Tabelal. Relagdo dos anticorpos utilizados no projeto.

RPA 32/RPA2 ABCAM |ab2175 [1/1000
RPA 32/RPA 2 FOSF. Ser33 |ABCAM |ab87278 |1/500
ATRIP FOSF.Ser68 ABCAM [ab192192 | 1/500
ATR ABCAM |ab10312 [1/1000
ATR FOSF.Ser428 ABCAM |ab178407 |1/1000
yH2AX FOSF. Ser139 ABCAM |ah184520 |1/2000.
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5 - Resultados e Discussao

Estabelecimento da condicéo de estresse replicativo nos astrocitos e linhagens de GBM
superexpressoras de HJURP

As linhagens superexpressoras de HJURP utilizadas neste projeto foram geradas
previamente pelo estudante de doutorado Rodolfo Bortolozo Serafim, conforme descrito
nos materiais e meétodos. Foram utilizados os astrocitos ndo tumorais ACBRI371 e as
linhagens de glioblastoma T98G e U87MG transformadas com o vetor vazio ou o vetor
carregando a construcdo para superexpressdo da HJURP de forma induzivel. Inicialmente,
verificamos o nivel de expressdo de HJURP nestas células (figura 8). Pode-se observar
que as trés linhagens que carregam a construcao para inducdo de HIURP (figura 8 raias 3,
6 e 9) apresentam maior quantidade da proteina, porém o incremento é bem mais relevante
nas células ACBRI371 e U87MG, nas quais a expressao de HJURP é muito menor

originalmente.

Figura 8. Niveis de proteina HJURP nas linhagens ACBRI371, US7TMG e T98G selvagens e

superexpressoras.
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Foram plaqueadas 2x10° células por poco, cultivadas em placas de 6 pogos, com meio contendo
0,1ug/ml de doxiciclina para a ativagdo do vetor de expressdo, conforme determinado previamente.
Apos 48 horas realizadas foi realizada a lise, eletroforese em gel de SDS-PAGE e western blot. A
linhagem contendo o vetor vazio (controle) utilizou a sigla TP (Tigh Puro), a sigla HIURP
corresponde ao vetor que carrega a superexpressdo da proteina.

A fosforilacdo da variante de histona H2AX é considerada a principal marca de
existéncia de dano no DNA ou presenca de estresse replicativo. A fosforilagdo pode
ocorrer em resposta a quebra de dupla fita e consequente ativagdo de ATM, ou ainda a
presenca de DNA fita simples que promove ativacdo de ATR, ambas as quinases que tém
entre seus alvos a histona H2AX (ZEMAN & CIMPRICH, 2014). Portanto, utilizamos este
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parametro para definir qual condicdo seria empregada na inducdo de estresse replicativo
exogeno e, posteriormente, aplicada em todos 0s outros experimentos.

Para a definicdo da concentracdo de hidroxiuréia a ser utilizada na indugéo do
estresse replicativo, nos baseamos em dados prévios do nosso grupo e escolhemos 200
ug/mL, que promove apenas cerca de 15% de perda de viabilidade nas células de GBM
selvagens (Sousa JF, nosso grupo). Essa concentracdo € amplamente citada na literatura
para inducdo de estresse replicativo em estudos que utilizam ensaios de western blot.
Entdo, realizamos a quantificacdo de histona H2AX fosforilada (YH2AX) para mensurar a
ocorréncia de danos no DNA em células tratadas com hidroxiuréia. Inicialmente,
realizamos o ensaio com diferentes tempos de tratamento (8, 18, 24 e 48 horas) a fim de
avaliar qual deles era mais adequado para deteccdo de condicdo de estresse. O primeiro
tempo no qual detectamos a presenca de YH2AX para todas as linhagens analisadas foi 18
horas (figura 9), a qual permaneceu ativada nos tempos mais longos. Portanto, para obter
lisados protéicos de melhor qualidade estabelecemos 18 horas de tratamento como nosso
tempo de analise.

Figura 9. Quantidade de yH2AX nos astrdcitos ndo-tumorais e nas linhagens de GBM selvagens e
superexpressoras apds o tratamento com hidroxiuréia.
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Foram plaqueadas 2x10° células por poco, cultivadas em placas de 6 pogos, com meio contendo
0,1ug/ml de doxiciclina para a ativacao do vetor de expressdo, conforme determinado previamente.
Apobs 24 horas realizadas foi realizadao tratamento nos tempos indicados utilizando hidroxiureia e
entdo a lise, eletroforese em gel de SDS-PAGE e western blot. A linhagem contendo o vetor vazio
(controle) utilizou a sigla TP (Tigh Puro), & sigla HJURP corresponde ao vetor que carrega a
superexpressao da proteina.



33

A superexpressdo da HJURP néo altera a capacidade de proliferagéo e resisténcia ao
estresse replicativo da linhagem T98G

Para determinar as taxas de proliferacdo celular das diferentes linhagens aqui
estudadas, em condi¢cdes normais e de estresse replicativo, determinamos a curva de
crescimento das mesmas através do ensaio de violeta cristal na auséncia e presenca de
hidroxiuréia (HU) ou camptotecina (CPT). Primeiramente, observamos que as células
T98G-HJURP néo apresentam alteracdes em suas taxas proliferativas apds a inducgdo de
HJURP (DOX+), quando comparadas com as células T98G-TP (figura 10). Na presenca
de estresse replicativo induzido exogenamente, observamos claramente que tanto as células
T98G-TP quanto as células T98G-HJURP sdo muito sensiveis a ambos os tratamentos
utilizados, e mostram bloqueio da atividade proliferativa na condigdo de estresse mesmo
quando a expressdo de HJURP é induzida (figura 10). Portanto, nesta linhagem, a inducéo
de superexpressao de HIURP ndo promoveu fen6tipo de ganho proliferativo em condicdes
normais ou sob estresse replicativo exdgeno.

Dentre as linhagens de GBM que utilizamos como modelo, a T98G € a que
apresenta a maior taxa de proliferacdo e os mais altos niveis de expressao de HJURP
enddgena (Serafim RB nosso grupo). Desse modo, as células T98G selvagens apresentam
um quadro de alto estresse replicativo ja instalado. Estas caracteristicas provavelmente
contribuem para a alta sensibilidade destas células ao estresse replicativo exdgeno e o fato
da superexpressaio de HJURP ndo proporcionar resisténcia ao estresse adicional.
Adicionalmente, no projeto de doutorado de outra estudante do nosso grupo, onde
avaliamos a sensibilidade de diferentes linhagens de GBM frente ao tratamento com drogas
promotoras de estresse replicativo, a linhagem T98G mostrou-se mais sensivel quando
comparada com a U87MG (Sousa JF, nosso grupo). Conjuntamente, estes dados sugerem
que as células T98G estdo proliferando em condicdes limitrofes de estresse replicativo e
saturadas na expressdo de HJURP.

Esse resultado corrobora com dados da literatura que relatam a possibilidade de
dois comportamentos muito distintos, frente ao estresse replicativo exogeno, para celulas
com altas taxas proliferativas e consequente instalacdo de altos niveis de estresse
replicativo enddgeno. Estas células podem reparar mais eficientemente as lesdes adicionais
geradas no DNA ou entrar em colapso de replicacdo, uma vez que a maquinaria de
sinalizagdo e reparo pode estar exaurida devido ao seu comprometimento com a

manutencdo do estresse endogeno decorrente da proliferacdo acelerada (TAYLOR &
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LINDSAY, 2015; BOYER et al.,, 2016). Neste sentido, varios estudos tem buscado
explorar a potencial acdo seletiva das drogas que promovem estresse replicativo para o
tratamento do céancer, pois acredita-se que as células normais possam controlar o estresse
replicativo induzido exogenamente de modo mais eficiente devido a maior disponibilidade

da maquinaria de reparo.

Figura 10. Curva de crescimento das células T98G controles e superexpressoras de HJURP sem e com
inducdo de estresse replicativo exégeno
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Quantificacdo da proliferacdo celular das células T98G-TP e T98G-HJURP. 2.000 células por pogo
foram plaqueadas em placas de 24 pogos, incubadas para crescimento pelos tempos indicados com
e sem tratamento com hidroxiuréia (HU) e camptotecina (CPT) e, entdo, coradas com violeta cristal
a 0,05%. A leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotdmetro em 540nm. O experimento
foi realizado em triplicata e o teste estatistico t ndo pareado foi aplicado com intervalo de confianga
p< 0,05 utilizando o software Prisma. As células superexpressoras de HJURP foram comparadas
com as células carregando o vetor vazio (TP). *p<0,05; **p<0,005

As linhagens ACBRI371 e U87MG ganham capacidade ploliferativa e resisténcia ao
estresse replicativo com a superexpressao da HJURP

Através do ensaio de proliferacdo observamos que as células ACBRI371 e US7TMG

aumentam sua capacidade proliferativa apds a superexpressao da HJURP. A linhagem
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ACBRI371 mostrou crescimento significativamente maior quando superexpressando
HJURP (ACBRI-HJURP-DOX+) nos tempos de 120 e 168 horas, e a linhagem U87MG
superexpressora apresentou maiores taxas de crescimento nos tempos de 240 e 288 horas
(U87-HJURP-DOX+) (figura 11).

Figura 11. Curva de crescimento das linhagens ACBRI371 e U87MG controle e superexpressoras de
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Quantificacdo da proliferagdo celular das células ACBRI371-TP e ACBRI371-HJURP, U87TMG-
TP e UB7TMG-HJURP. 2.000 células por poco foram plaqueadas em placas de 24 pogos, incubadas
para crescimento pelos tempos indicados sem tratamento e, entdo, coradas com violeta cristal a
0,05%. A leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotdmetro em 540nm. O experimento
foi realizado em triplicata e o teste estatistico t ndo pareado foi aplicado com intervalo de confianga
p< 0,05 utilizando o software Prisma. As células superexpressoras de HIURP foram comparadas
com as células carregando o vetor vazio (TP). *p<0,05; **p<0,005

Para investigar se a superexpressaio da HJURP poderia contribuir para a
manutencdo do estresse replicativo, determinamos a curva de crescimento destas células
também na presenca das drogas HU e CPT para promover estresse replicativo
exogenamente. Na figura 12 podemos observar que a linhagem ACBRI371 é bastante
sensivel as drogas promotoras de estresse replicativo que utilizamos, sendo que nas
condicGes tratadas a proliferacdo foi praticamente bloqueada tanto para células controle
qguanto para células superexpressoras da HJURP. No caso da linhagem U87MG,
observamos maiores taxas de proliferagdo nas células superexpressoras (U87MG-HJURP)
do que nas células controle (U87MG-TP) mesmo sob estresse replicativo adicional (figura
13). Adicionalmente, pode-se notar que as células U87MG-HJURP apresentam maiores
taxas de proliferacdo do que as células U87MG-TP, quando tratadas com camptotecina,
mesmo sem a inducdo de HJURP (sem doxiciclina). Isto se deve ao vazamento de
expressdo do vetor utilizado, que possibilita a superexpressdo de HJURP mesmo sem a

presenca de doxicilicina (Serafim RB, nosso grupo).
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Estes dados revelam que o incremento na expressao da HJURP proporciona maior
resisténcia ao estresse replicativo para as células U87MG, possibilitando maior atividade
proliferativa mesmo em condicOes de estresse adicional promovido exogenamente. Estes
dados sugerem que o ganho de competéncia proliferativa e clonogénica das células
superexpressoras, que observamos previamente, possa estar relacionado a maior eficiéncia

na atividade de reparo de DNA de potenciais danos induzidos pelo estresse.

Figura 12. Curva de crescimento da linhagem ACBRI371 controle e superexpressora de HJURP apos
inducao de estresse replicativo exdgeno.
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Quantificacdo da proliferacdo celular das células ACBRI371-TP e ACBRI371-HJURP. 2.000
células por poco foram plaqueadas em placas de 24 pocos, incubadas para crescimento pelos
tempos indicados com e sem tratamento com hidroxiuréia (HU) e camptotecina (CPT) e, entdo,
coradas com violeta cristal a 0,05%. A leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotdmetro
em 540nm. O experimento foi realizado em triplicata e o teste estatistico t ndo pareado foi aplicado
com intervalo de confianga p< 0,05 utilizando o software Prisma. As células superexpressoras de
HJURP foram comparadas com as células carregando o vetor vazio (TP). *p<0,05; **p<0,005
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Figura 13. Curva de crescimento da linhagem U87MG controle e superexpressora de HJURP apo6s
inducéo de estresse replicativo exégeno.
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Quantificacdo da proliferacdo celular das células UB7TMG-TP e U87TMG-HJURP. 2.000 células por
poco foram plaqueadas em placas de 24 pocos, incubadas para crescimento pelos tempos indicados
com e sem tratamento com hidroxiuréia (HU) e camptotecina (CPT) e, entdo, coradas com violeta
cristal a 0,05%. A leitura das absorbancias foi realizada em espectrofotdmetro em 540nm. O
experimento foi realizado em triplicata e o teste estatistico t ndo pareado foi aplicado com intervalo
de confianga p< 0,05 utilizando o software Prisma. As células superexpressoras de HJURP foram
comparadas com as células carregando o vetor vazio (TP). *p<0,05; **p<0,005

As linhagens ACBRI371 e U87MG superexpressoras de HJURP apresentam menos
fragmentac@o de DNA ap06s inducgao de estresse replicativo exdgeno

Para investigar se a superexpressao da HJURP de fato confere maior competéncia
de reparo de quebras nas dupla-fita de DNA provenientes do estresse replicativo,
realizamos 0 ensaio do cometa nas células controle e superexpressoras apos tratamento
com hidroxiuréia. Como esperado a linhagem T98G, com ou sem induc¢édo de HJURP, ndo
mostrou diferengas na porcentagem de DNA fragmentado quando tratada com
hidroxiuréia. Ja as células ACBRI371 e U87MG apresentaram menor fragmentacdo de
DNA quando a superexpressdo da HJURP foi induzida (figura 14). Consistentemente,

estas duas linhagens mostraram maior capacidade proliferativa mesmo em contato com
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drogas que induzem o estresse replicativo exdgeno. Uma vez que dados recentes do nosso
grupo revelaram a participagdo efetiva da HJURP no reparo de danos induzidos por
irradiacdo ionizante, podemos supor que a superexpressdo de HJURP, no contexto de
células com alto estresse replicativo, pode conferir capacidade de reparar as lesdes de
modo mais eficiente e assim permitir a proliferacdo mais acelerada. Dada a funcdo de
HJURP pressupor a incorporagdo de CENPA na cromatina, podemos especular que o
controle do estresse replicativo mediado pela HIJURP possa envolver o recrutamento de
CENPA os locais de lesdo provenientes de colapso de forquilhas de replicacdo, uma
hipdtese que pretendemos verificar futuramente.

No ensaio do cometa que realizamos, onde foi feita a lise alcalina das células,
foram quantificadas quebras de dupla-fita (DSB) e também a presenca de DNA fita
simples (ssDNA). Em nosso experimento, inicialmente, ocorrera um acumulo de ssDNA
devido ao contato com HU. Em seguida, ocorrem as quebras de dupla fita de DNA devido
a ndo processividade das forquilhas. Pretendemos também realizar este experimento em
condigdes de lise neutra para quantificar separadamente as DSB e ssDNA. No entanto, na
literatura estd bem descrito que a presenca de estresse replicativo, ou seja, grandes
extensdes de ssDNA, promove maiores taxas de quebras no DNA nas células tumorais
(STIFF T. et al., 2006). Assim, durante a progressao do cancer é também descrito que as
células tumorais desenvolvem mecanismos que permitem reparar mais eficientemente
essas lesdes e assim continuar sua proliferacdo (TAYLOR & LINDSAY2015; BOYER et
al., 2016). Desse modo, nossos dados indicam que a HJURP atua justamente nesta via,
promovendo a maior capacidade de reparo de quebras e a proliferacdo mais acelerada que
observamos nas linhagens ACBRI371 e U87MG superexpressoras.

Conjuntamente, este dados revelam que a aquisicdo de competéncias exacerbadas
nas vias de sinalizacdo e reparo de danos no DNA tém papel fundamental na evolugéo
tumoral, permitindo que células com capacidade proliferativa progressivamente maior
possam lidar com os altos niveis de estresse replicativo e sobreviver. Recentemente, foi
relatado que a inducdo da superexpressdo do gene Ela na linhagem de GBM U87MG
promoveu maior proliferacdo e aumento de estresse replicativo, e também maior
radiacdo ionizante, as células U87MG superexpressoras de Ela apresentam aumento de
morte celular, com parada G2/M e acumulo de ciclina B1 (HOGLUND et al., 2011)
(VALERO 2014). Estes dados evidenciam a importancia das vias de sinalizacdo de ATR

para células altamente proliferativas e apoiam a nossa hipotese.
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Figura 14. Quantificacdo da fragmentacao de DNA ap6s tratamento com hidroxiuréia.
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A porcentagem de fragmentacdo do DNA foi mensurada através do ensaio do cometa com lise
alcalina. Ap6s o tratameno por 24 horas com HU, 6x10* células foram colocadas em laminas
contendo agarose, apos a lise e eletroforese as células foram fixadas e marcadas com brometo de
etidio, as células foram fotografadas utilizando microscopio de fluorescéncia. A quantificacdo do
DNA fragmentado foi realizada utilizando o software CometScore. A porcentagem de DNA na
cauda foi utilizada como parametro e os valores plotados correspondem a média de trés
experimentos independentes. A significancia estatistica foi determinada pela analise de variancia
One way ANOVA, com pos-teste de Dunts. *P<0,1;** p<0,01;***p<0,001;****p<0,0001

Outro relato da literatura que apoia a nossa interpretacao aborda o estudo do gene
DMC1 em células UB7TMG. A superexpressdo de DMC1 foi demonstrada em diferentes
tipos tumorais como melanoma, linfoma, mama e c6lon. Além disso, foi observado que
apos irradiacdo ionizante essas células apresentam aumento na expressdo de DMCL.
DMC1 é uma proteina de recombinacdo meidtica que normalmente ndo atua em células
somaticas. DMC1 tem atividade redundante com RAD51, que liga-se aos trechos de
ssSDNA revestidos por RPA e, assim, permite a resseccdo e 0 reparo através de
recombinacdo homologa. Quando realizado o silenciamento de DMC1 na linhagem
UB7MG, as células tornaram-se mais sensiveis a irradiacdo ionizante e houve aumento de
morte celular (RIVERA et al., 2015). Estes dados reforcam a ideia de que o ganho de
competéncias na atividade de reparo de DNA é fundamental para a sobrevivéncia de

células com proliferacdo acelerada e revelam potenciais alvos terapéuticos.

Avaliacdo da ativacdo das proteinas que respondem ao estresse replicativo nas celulas
superexpressoras de HJURP

Sabe-se que a alteracdo da estrutura da cromatina é fundamental para o controle de

modifica¢bes pos-traducionais que poderiam afetar a atividade de proteinas iniciais da via
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de reconhecimento e sinalizacdo de danos ao DNA (BRENDAN & D’ANDREA, 2013).
Uma vez que a HIURP atua potencialmente no remodelamento da cromatina promovendo
a incorporagdo da variante de histona CENPA, investigamos aqui o impacto da
superexpressdo de HJURP nos niveis de ativacdo de ativacdo (fosforilacdo) de proteinas
que respondem ao estresse replicativo: RPA, ATR/ATRIP e H2AX. Como descrito
anteriormente o recrutamento da proteina RPA ao local com presenca de DNA fita simples,
é considerado a primeira marca de reconhecimento do fenétipo de estresse replicativo, e
sua fosforilacdo promove em seguida o recrutamento de ATR/ATRIP. ATRIP é parceira
obrigatoria da quinase ATR, em conjunto as duas sdo recrutadas para o local do estresse
replicativo, logo apds a fosforilagdo da proteina RPA. A histona H2AX é um dos alvos de
ATR e, quando fosforilada (yH2AX), permite o prosseguimento da sinalizacdo (CORTEZ
et al., 2001). Nao observamos diferencas estatisticamente significativas para nenhuma das
proteinas analisadas (figuras 15, 16, 17 e 18). Entretanto, estes resultados ainda ndo sao
conclusivos e podem estar relacionados com problemas técnicos na confeccdo do western
blots, pois tivemos baixa reprodutibilidade nos diferentes experimentos realizados.
Estamos trabalhando para otimizagdo das condi¢bes deste método e pretendemos repetir
estas andlises para inclusdo dos resultados na publicag&o.

Embora os resultados de quantificacdo das proteinas fosforiladas ainda ndo sejam
conclusivos, observamos uma tendéncia a reducdo de yH2AX nas células U87TMG
superexpressoras submetidas ao estresse replicativo (figura 18). Esta observacéao € apoiada
por resultados de experimentos de deteccdo de focus de yH2AX, através
imunofluorescéncia, realizados em outro projeto do laboratdrio. Essa resposta estaria em
acordo com os dados de menor porcentagem de fragmentacdo de DNA e ainda aumento da
proliferacdo celular frente ao estresse replicativo, corroborando a hip6tese de que HIURP

colabora para a eficiéncia de reparo de lesdes provenientes do estresse replicativo.
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Figura 15. Quantificacdo da ativacdo de RPA nos astrocitos ndo tumorais e nas linhagens de GBM
selvagens e superexpressoras de HIURP.
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A. As células indicadas foram cultivadas na presenca de hidroxiuréia e doxiciclina, para indugédo da
expressdao da HJURP, durante 18 horas. Em seguida, os lisados protéicos foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS e western blotting. Foi utilizado anticorpo contra a
proteina RPA e RPA fosforilada (pRPA). B. As bandas do western blot mostrado na parte A da
figura foram quantificadas com o software image J e os valores da densitometria foram plotados
com o software Prisma.
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Figura 16. Quantificacdo da ativacdo de ATR nos astrdcitos ndo tumorais e nas linhagens de GBM selvagens
e superexpressoras de HJURP.

&
A > o
o = o 14
'T I o’ o |
1 n_ -
A\ = s D - T
~ o ~ o r ) 1 T
© o 2} = T o o o
6 & 8 &8 & 8 & B &
T < < il - 2 5 5 5
ATR >
pATR I ‘Mfid - -o|
Tubulina N " -~ s'—’
B
0 4- ATR
] o 1.5-
; 8 pATR
g 3- s
) T % 1.04
° 3
2 g
s £ 05 T T %
2 [
E E | ‘
Z 0 T T Z 0.0 T T T T
L Q «Q Q\I L Q «Q L Q «Q ‘2‘. L ‘8 ‘z‘ J J
ACBRI371 T98G ACBRI371 T98G
Linhagens Linhagens

A. As células indicadas foram cultivadas na presenca de hidroxiuréia e doxiciclina, para indugdo da
expressdao da HJURP, durante 18 horas. Em seguida, os lisados protéicos foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS e western blotting. Foi utilizado anticorpo contra a
proteina ATR e ATR fosforilada (pATR). B. As bandas do western blot mostrado na parte A da
figura foram quantificadas com o software image J e os valores da densitometria foram plotados
com o software Prisma.
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Figura 17: Quantificacdo da ativacdo de ATRIP na linhagem de GBM U87MG selvagem e
superexpressora de HJURP.
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A. As células indicadas foram cultivadas na presenca de hidroxiuréia e doxiciclina, para indugdo da
expressao da HJURP, durante 18 horas. Em seguida, os lisados protéicos foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS e western blotting. Foi utilizado anticorpo contra a
proteina ATRIP fosforilada (pPATR). B. As bandas do western blot mostrado na parte A da figura
foram quantificadas com o software image J e os valores da densitometria foram plotados com o
software Prisma.
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Figura 18: Quantificacdo de yH2AX nos astrdcitos ndo tumorais e nas linhagens de GBM selvagens
e superexpressoras de HJURP
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A. As células indicadas foram cultivadas na presenca de hidroxiuréia e doxiciclina, para indugdo da
expressdo da HJURP, durante 18 horas. Em seguida, os lisados protéicos foram submetidos a eletroforese em
gel de poliacrilamida-SDS e western blotting. Foi utilizado anticorpo contra a proteina H2AX fosforilada
(yH2AX). B. As bandas do western blot mostrado na parte A da figura foram quantificadas com o software

image J e os valores da densitometria foram plotados com o software Prisma.



45

6 - Concluséao

Foi possivel concluir que as linhagens ACBRI371 e U87MG superexpressoras de
HJURP apresentam maior capacidade proliferativa devido a um incremento na sua
competéncia de reparar quebras na dupla-fita de DNA provenientes de estresse replicativo.
Concluimos também que nas células T98G o incremento na quantidade de HJURP néo
proporciona aumento na atividade de proliferacdo ou competéncia para o reparo de lesdes
induzidas por estresse replicativo adicional, o que sugere que estas células estdo
proliferando no limite de sua capacidade e com alto nivel de estresse ja instalado. Como
esta linhagem apresenta expressdao enddgena de HJURP ja bastante aumentada, em relacao
as células ACBRI371 e U87MG, podemos também supor que estas células teriam um
excesso de proteina HIURP ja disponivel, o que explicaria a auséncia de fendtipos com a
superexpressao.

Os resultados de guantificacdo da ativacdo das proteinas que respondem ao estresse
replicativo ndo foram conclusivos devido a falta de reprodutibilidade, porém sugerem uma
reducdo de yH2AX nas células U87MG superexpressoras submetidas ao estresse
replicativo, o que apoia a suposi¢éo de que HJURP contribui para a eficiéncia de reparo de
lesGes provenientes do estresse replicativo.

Conjuntamente, estes dados corroboram a hipétese de que a aquisicdo de
competéncias nas vias de sinalizacdo e reparo de danos no DNA tém papel fundamental na
evolucdo tumoral, permitindo que células com capacidade proliferativa progressivamente
maior possam lidar com os altos niveis de estresse replicativo e sobreviver. Estas
observacdes estdo de acordo com dados anteriores do nosso grupo que revelaram que a

expressao de HIURP é crescente nos casos de astrocitomas de maior grau.
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