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RESUMO 

 

O glioblastoma (GBM) é o tumor cerebral primário mais comum e letal, e na maioria dos 

casos leva o paciente à morte em aproximadamente 14 meses após o diagnóstico. O 

tratamento é realizado com remoção cirúrgica da massa tumoral, seguida de radioterapia e 

quimioterapia. Entretanto, devido à alta resistência das células tumorais, frequentemente o 

tumor cresce novamente poucas semanas após a cirurgia. Recentemente demonstramos que 

HJURP (Holliday Junction–Recognizing Protein), uma nova proteína envolvida na 

montagem da cromatina centromérica e reparo de DNA, está altamente superexpressa nos 

GBMs. A HJURP está também superexpressa em outros tumores, como câncer de pulmão, 

mama e fígado, sendo que quanto maior é seu nível de expressão pior é o prognóstico de 

sobrevida dos pacientes, para todos os tipos tumorais estudados. Neste trabalho 

investigamos se a superexpressão de HJURP afeta a capacidade de proliferação e de 

manutenção da integridade genômica da células de GBM frente ao estresse replicativo. 

Observamos que a superexpressão da HJURP promove aumento na capacidade 

proliferativa e maior resistência ao estresse replicativo para as células ACBRI371 e 

U87MG, uma vez que ambas as linhagens apresentaram maiores taxas de proliferação 

quando superexpressando HJURP, mesmo em condições de estresse replicativo adicional. 

Além disso, estas células também mostraram menos fragmentação de DNA, após 

tratamento com hidroxiuréia, na condição superexpressora de HJURP. Portanto, o ganho 

de competências proliferativa e clonogênica, observado previamente na linhagem U87MG 

superexpressora de HJURP, pode estar relacionado à maior eficiência na atividade de 

reparo de DNA. Conjuntamente, nossos dados indicam que os níveis elevados de HJURP 

favorecem a atividade de reparo de quebras na dupla-fita de DNA e, assim, conferem 

maior capacidade proliferativa às células tumorais.  

Palavras-chave: Glioblastoma. HJURP. 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 HJURP (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 HJURP 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; HJURP; Replicative stress; Repair of DNA 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE FIGURAS 

 

Figura 1: Incidência dos diferentes subtipos dos gliomas. 

 

Figura 2: Representação dos caminhos genéticos que promovem o desenvolvimento dos 

glioblastomas primário e secundário. 

 

Figura 3: Classificação molecular dos GBMs segundo padrões transcricionais globais. 

 

Figura 4: Modelo de evolução tumoral a partir da indução de estresse replicativo 

promovido pela ativação de oncogenes. 

 

Figura 5: Esquema representativo da cascata da fosforilação ativada pelas quinases ATR e 

ATM devido à presença de estresse replicativo ou ocorrência de dano no DNA. 

 

Figura 6: Recrutamento de HJURP para região de dano ao DNA após irradiação com 

microlaser. 

 

Figura 7: Ensaio de sobrevivência clonogênica após a superexpressão de HJURP na 

linhagem U87MG. 

 

Figura 8: Níveis de proteína HJURP nas linhagens ACBRI371, U87MG e T98G selvagens 

e superexpressoras. 

 

Figura 9: Quantidade de H2AX nos astrócitos não-tumorais e nas linhagens de GBM 

selvagens e superexpressoras após o tratamento com hidroxiuréia. 

 

Figura 10: Curva de crescimento das células T98G controles e superexpressoras de 

HJURP sem e com indução de estresse replicativo exógeno. 

 

Figura 11: Curva de crescimento das linhagens ACBRI371 e U87MG controles e 

superexpressoras de HJURP. 

 



 
 

Figura 12: Curva de crescimento da linhagem ACBRI371 controle e superexpressora de 

HJURP após indução de estresse replicativo exógeno. 

 

Figura 13: Curva de crescimento da linhagem U87MG controle e superexpressora de 

HJURP após indução de estresse replicativo exógeno. 

 

Figura 14: Quantificação da fragmentação de DNA após tratamento com hidroxiuréia. 

 

Figura 15: Quantificação da ativação de RPA nos astrócitos não tumorais e nas linhagens 

de GBM selvagens e superexpressoras de HJURP. 

 

Figura 16: Quantificação da ativação de ATR nos astrócitos não tumorais e nas linhagens 

de GBM selvagens e superexpressoras de HJURP. 

 

Figura 17: Quantificação da ativação de ATRIP na linhagem de GBM U87MG selvagem 

e superexpressora de HJURP. 

 

Figura 18: Quantificação de H2AX nos astrócitos não tumorais e nas linhagens de GBM 

selvagens e superexpressoras de HJURP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 
 

LISTA DE SIGLAS E ABREVIATURAS  

9-1-1 – Rad9- Hus1-Rad1 

ATM - Ataxia Telangiectasia Mutated 

ATR – Ataxia Telangiectasia and RAD 3 Related 

ATRIP – ATR – Interacting Protein 

CDK4 - Cyclin-Dependent Kinase 4 

CDKN2A - Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor 2A 

CENP-A – Centromere  protein A 

CHK1 - Checkpoint Kinase 1 

CHK2 - Checkpoint Kinase 2 

CPT - Camptotecina 

DDR – DNA damage response 

DNA - Ácido desoxirribonucleico 

DNA-PK –DNA Dependent Protein Kinase  

DOX - Doxiciclina 

DOX- Ausência de doxiciclina 

DOX+ Acréscimo de doxiciclina 

EGFR - Epidermal Growth Factor Receptor 

ETAA1 – Ewing’s Tumor Associated Antigen 1 

GBM - Glioblastoma multiforme 

HJURP - Holliday Junction Recognizing Protein 

hMSHJ - mutS Homolog 5 

HU - Hidroxiureía 

IDH1 - Isocitrate Dehydrogenase 1 

Kda - Kilodalton 

KEL - Kell Blood Group 

MDC1  - Mediator of DNA Damage Checkpoint Protein 1 



 
 

MDM2 - E3 Ubiquitin Protein Ligase 

MRN-   Complexo Mre11-Rad50-Nbs1 

NBS1 - Nibrin 

NF1 - Neurofibromin 1 

OMS – Organização Mundial da Saúde 

PDGFRA - Platelet-Derived Growth Factor Receptor 

PI3K- Phosphoinositide 3 - Kinase 

PRP19 – Pre- mRNA processing factor 19 

PTEN - Phosphatase and Tensin Homolog 

QK1 - KH Domain Containing 

Rb – Retinoblastoma protein 

RNA – Ácido Ribonúcleico  

RNA seq – Sequenciamento de Ácido Ribonúcleico 

RPA – Replication Protein A 

RTK- Receptor Tyrosine Kinase 

SDS-PAGE - sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis 

SNC – Sistema nervoso central 

SPTA1 - Spectrin, Alpha, Erythrocytic 1 

ssDNA – Single Stranded DNA 

TCGA - The Cancer Genome Atlas 

TCHH- Trichohyalin 

TMZ – Temozolamida  

TopBP1 – Topoisomerase (DNA) II binding protein 1 

TP – Tigh Puro 

TP53 - Tumor Protein 53 

WT - wild type 

ZTR1 - Cytoplasmic Zinc Uptake Transporte 



 
 

H2AX – Histona H2AX 

H2AX – Variante de Histona H2AX fosforilada 

 



 
 

Sumário 

RESUMO ......................................................................................................................... 6 

ABSTRACT ...................................................................................................................... 7 

1-Introdução .................................................................................................................. 14 

Aspectos gerais do glioblastoma .................................................................................... 14 

Caracterização molecular do glioblastoma .................................................................. 15 

O estresse replicativo e a instabilidade genômica ........................................................ 17 

Mecanismos de reparo de DNA ..................................................................................... 19 

Ativação da quinase ATR .............................................................................................. 21 

As vias de sinalização e reparo de DNA e a progressão do câncer ............................. 22 

A proteína Holliday Junction-Recognition Protein (HJURP) e o câncer ................... 23 

2- Objetivo geral ............................................................................................................. 27 

3- Objetivos Específicos ................................................................................................. 27 

4- Materiais e Métodos .................................................................................................. 28 

Cultivo celular ................................................................................................................ 28 

Tratamento para indução do estresse replicativo ......................................................... 28 

Camptotecina ....................................................................... Erro! Indicador não definido. 

Hidroxiuréia ......................................................................... Erro! Indicador não definido. 

Ensaio de proliferação através de coloração com violeta cristal ................................. 29 

Quantificação da fragmentação de DNA – ENSAIO DO COMETA .......................... 29 

Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS e western blot .......................................... 29 

5 - Resultados e Discussão ............................................................................................ 31 

Estabelecimento da condição de estresse replicativo nos astrócitos e linhagens de GBM  

superexpressoras de HJURP ......................................................................................... 31 

A superexpressão da HJURP não altera a capacidade de proliferação e resistência ao 

estresse replicativo da linhagem T98G ......................................................................... 33 

As linhagens ACBRI371 e U87MG ganham capacidade ploliferativa e resistência ao 

estresse replicativo com a superexpressão da HJURP ................................................. 34 

As linhagens ACBRI371 e U87MG superexpressoras de HJURP apresentam menos 

fragmentação de DNA após indução de estresse replicativo exógeno ......................... 37 

Avaliação da ativação das proteínas que respondem ao estresse replicativo nas células 

superexpressoras de HJURP ......................................................................................... 39 

6 - Conclusão ................................................................................................................. 45 

Referências  .................................................................................................................... 46 



14 
 

1-Introdução 

Aspectos gerais do glioblastoma 

 

Os gliomas são tumores do sistema nervoso central (SNC) formados de células com 

características histológicas de astrócitos e oligondendrócitos. Estas células compõem o 

parênquima cerebral e suportam a função neuronal, regulam a concentração de diversas 

substâncias neurotransmissoras e íons oferecem sustentação aos neurônios e promovem a 

sua comunicação com os vasos sanguíneos, sendo fundamentais para a nutrição das células 

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

completamente compreendida e pode incluir células estaminais neurais, células 

progenitoras gliais ou desdiferenciação 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 primários malignos do 

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

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

taxa de proliferação, grau de diferenciação celular, e presença de necrose e angiogênese, 

sendo categorizados  em astrocitomas pilocíticos (grau I), difusos (grau II), anaplásicos 

(grau III) e glioblastomas (GBM) (grau VI). O GBM é o subtipo mais agressivo e também 

mais frequente (figura 1) (OSTROM et al., 2015).  

 

Figura1: Incidência dos diferentes subtipos dos gliomas. 

 

FERRIS et al., 2017 

(A) Eixo Y: representação da taxa de incidência de cada subtipo tumoral ajustada à idade, eixo X faixa etária 

no momento do diagnostico. (B) Eixo Y: subtipos de gliomas dentro da porcentagem total de casos por idade 

ate o diagnostico representado no eixo X.  
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A ressecção cirúrgica, seguida de radioterapia administrada em conjunto com o 

agente alquilante temozolamida (TMZ), é a principal abordagem para o tratamento dessas 

lesões. A temozolamida, administrada normalmente por via oral, apresenta baixa 

toxicidade. Além disso, novas técnicas cirúrgicas, como endoscopia e ressecção guiadas 

por fluorescência, também se tornaram importantes para o tratamento. Além destas 

técnicas, são pesquisados fármacos que bloqueiam uma ou mais vias de proliferação 

alterada, por exemplo, bevacizumab, um anticorpo monoclonal que atua contra o 

crescimento endotelial vascular (BEHIN et. al., 2003). 

Os tratamentos convencionais estão associados a uma alta reincidência tumoral e, 

portanto, são considerados paliativos. A formação de nova massa tumoral usualmente 

ocorre em até trinta dias, com características às da lesão inicial. Por isso, a identificação de 

novos alvos terapêuticos é imprescindível para favorecer o desenvolvimento de novos 

fármacos e propiciar melhor qualidade de vida dos pacientes com GBM (MEIR, et al., 

2010). 

Caracterização molecular do glioblastoma 

 

O glioblastoma pode manifestar-se em duas situações clínicas distintas, que 

caracterizam o tumor como primário ou secundário (figura 2). O GBM primário apresenta-

se já na sua primeira manifestação clínica como um tumor de alto grau, enquanto o GBM 

secundário desenvolve-se ao longo de 5 a 10 anos a partir de um astrocitoma de menor 

grau (MAHER et al., 2006). Análises moleculares revelaram que a amplificação do gene 

para o receptor do fator de crescimento epidermal (EGFR) é predominante em GBMs 

primários, enquanto que a perda de TP53 (proteína tumoral p53) é uma característica 

genética frequente em astrocitomas dos GBMs secundários. Eles apresentam também 

alterações genéticas comuns como a perda de PTEN e CDKN2A e superexpressão de 

CDK4 e MDM2 (figura 2) (MAHER  et al., 2006). Apesar dos cursos de desenvolvimento 

distintos, os GBMs primário e secundário chegam a características patológicas semelhantes 

como: proliferação rápida, invasão do tecido adjacente e resistência às terapias. 

O GBM foi o primeiro tipo de câncer a ser sistematicamente estudado pelo 

consórcio de sequenciamento internacional The Cancer Genome Atlas (TCGA). 

Inicialmente, foi realizada uma análise genômica e transcriptômica de 206 GBMs (TCGA, 

2008) e, em seguida, o estudo foi expandindo para 543 amostras (TCGA, 2013). Essas 

análises genômicas globais disponibilizaram uma quantidade enorme de dados e 
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transformaram a capacidade de compreensão da biologia desse tumor (TCGA, 2013). 

Através da análise dos dados de RNAseq do TCGA foi possível identificar 4 subtipos 

moleculares de GBM que diferem no padrão global de expressão gênica (Figura 3) e 

apresentam alterações genéticas características (VERHAAK et al., 2010).  

 

Figura 2: Representação dos caminhos genéticos que promovem o desenvolvimento dos glioblastomas 

primário e secundário. 

 

 
 

A perda de heterozigose 10q é frequente em ambos, amplificação de EGFR predomina no GBM primário e 

mutações em TP53 prevalecem no GBM secundário, o que potencialmente conduz à  recidivas e promove o 

desenvolvimento do GBM secundário.  

 

O subtipo clássico é caracterizado pela superexpressão de EGFR e ausência de 

mutações em TP53. O grupo de pacientes que apresenta este tipo de tumor sobrevive por 

períodos maiores em resposta ao tratamento. O subtipo proneural apresenta mutação em 

TP53 em 54% dos casos, frequentemente apresenta também mutação em IDH1, 

superexpressão de PDGFRA (VERHAAK  et al., 2010),  e  possui  grande semelhança 

molecular a GBMs secundários (MEIR et al., 2010). A hipermetilação de diversas ilhas 

CpG está presente em grande parte dos tumores proneurais, o que resulta em padrões de 

expressão gênica distintos para os GBM proneurais hipermetilados e não hipermetilados 

(NOUSHMEHR et al., 2010). O subtipo proneural atinge pessoas mais jovens quando 

comparado aos outros subtipos e não responde bem ao tratamento. O subtipo mesenquimal 

geralmente apresenta mutações em NF1, PTEN e TP53 e os pacientes são mais responsivos 
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ao tratamento. Já o subtipo neural possui um padrão de expressão mais próximo do tecido 

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

 

Figura 3: Classificação molecular dos GBMs segundo padrões transcricionais globais. 

 

 

Heatmap dos níveis de expressão gênica de 840 genes (alguns destacados à direita) num conjunto de 173 

amostras de GBM analisadas pelo TCGA. É possível observar quatro padrões de expressão gênica distintos 

nos quais os tumores agrupam-se: proneural, neural, clássico e mesenquimal.  

 

Desse modo, alterações genéticas já previamente consideradas relevantes (p53, Rb, 

RTK e PI3K) foram vinculadas aos subtipos transcricionais e epigenéticos de GBM, 

revelando que combinações coordenadas podem afetar o desfecho clínico e a sensibilidade 

individual dos tumores à terapia. (NOUSHMEHR et al., 2010; VERHAAK et al., 2010). 

Portanto, o melhor entendimento do impacto destas alterações genéticas na biologia dos 

GBMs é fundamental na busca por terapias personalizadas que promovam tratamentos 

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

O estresse replicativo e a instabilidade genômica 

 

A instabilidade genômica instalada durante a progressão tumoral facilita a aquisição 

de novas alterações genéticas fundamentais para a progressão do câncer (figura 4). 

(HANAHAN & WEINBERG, 2011). O fenótipo inicial responsável pela instabilidade 
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genômica é a proliferação descontrolada uma vez que a mesma origina um quadro de 

estresse replicativo. O aumento da proliferação e a presença do estresse replicativo são 

responsáveis pela geração de danos no DNA e, consequentemente, a ativação de um 

mecanismo robusto de resposta ao dano (DNA damage response - DDR), ainda em lesões 

pré-cancerosas. Proteínas responsáveis pelo controle do reparo do DNA e ciclo celular 

como ATM/ATR, CHK1/2 e TP53 são ativadas a fim de promover parada no ciclo celular 

e a restauração da lesão, porém, caso o reparo não ocorra adequadamente, a célula ativa 

processos de morte celular, através de apoptose ou senescência (TAYLOR & LINDSAYH, 

2015). Desse modo, quando a DDR está funcionando apropriadamente a tumorigênese é 

bloqueada.  

No entanto, muitas vezes esses mecanismos apresentam falhas e os danos 

continuamente gerados no DNA podem ser fixados e proporcionar uma vantagem 

proliferativa para as células, levando à progressão tumoral (Figura 4) (TAYLOR & 

LINDSAYH, 2015). Após o estabelecimento do câncer, porém, o desenvolvimento de 

competências para a manutenção do estresse replicativo se torna fundamental para a 

sobrevivência destas células. Neste contexto, os altos níveis de estresse replicativo podem 

também torná-las mais sensíveis a insultos genotóxicos exógenos, quando comparadas às 

células normais. Nesta visão uma janela terapêutica é sugerida visando o uso de agentes 

genotóxicos a fim de promover a morte seletiva das células tumorais. Existem diversas 

drogas que são utilizadas terapeuticamente pelo fato de causarem estresse replicativo, 

podemos citar a hidroxiuréia, camptotecina e gemcitabina, entre outros (TAYLOR & 

LINDSAYH, 2015; BOYER et al., 2016). 

Vários relatos indicam ainda que quando as células tumorais possuem maior 

eficácia em se recuperar do estresse replicativo, elas apresentam vantagem de 

sobrevivência, o que acarreta piores prognósticos para o paciente. Alguns estudos sugerem 

que o fenótipo de superexpressão de conjuntos de genes associados à sinalização do dano 

ou de reparo de lesões 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 importância destas vias para a manutenção da viabilidade das células tumorais. 
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Figura 4. Modelo de evolução tumoral a partir da indução de estresse replicativo promovido pela 

ativação de oncogenes. 

 

 

 

O aumento da proliferação celular, como consequência da ativação de oncogenes, é um evento inicial no 

desenvolvimento do câncer. A proliferação descontrolada por sua vez estabelece uma condição de estresse 

replicativo e instabilidade genômica. Em lesões pré-cancerosas, a DDR restringe a progressão do câncer 

promovendo a morte das células que acumulam danos. Entretanto, caso hajam falhas nestes mecanismos, as 

células podem escapar da apoptose ou da senescência e completar a transição da lesão pré-tumoral para o 

câncer estabelecido. 

Mecanismos de reparo de DNA 

 

As proteínas quinases ATM e ATR são as principais responsáveis pela manutenção 

da estabilidade genômica. Essas quinases, quando fosforiladas e ativadas, recrutam uma 

cascata de proteínas que terão como função principal a paralização do ciclo celular e 

ativação 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 

exógenos é a marca de dano principal para a ativação da proteína ATM e fosforilação da 

variante de histona H2AX (H2AX), já a proteína ATR é fosforilada quando ocorre o 

acúmulo de DNA fita simples no genoma. Estas quinases fosforilam vários alvos que são 

então recrutados para o local da lesão e irão promover o reparo. Paralelamente, são 

ativadas também as proteínas de ponto de checagem que interrompem o ciclo celular para 

Adaptado de: TAYLOR, E. M.; LINDSAY H. D., 2015 



20 
 

que a célula possa restaurar o DNA apropriadamente. ATM tem como principal alvo a 

proteína de ponto de checagem 2 (CHK2), enquanto que a proteína de ponto de checagem 

1 (CHK1) é fosforilada preferencialmente pela quinase ATR (figura 5). Caso o reparo não 

seja executado de modo eficiente, pode ainda ocorrer a indução de morte celular por 

apoptose ou senescência (MATSUOKA et al., 2007; MARECHAL & ZOU, 2013). 

 

Figura 5: Esquema representativo da cascata da fosforilação ativada pelas quinases ATR e ATM 

devido à presença de estresse replicativo ou ocorrência de dano no DNA. 

 

 

 

 

(A) A proteína de replicação A (RPA) reconhece regiões de ssDNA e é responsável pelo recrutamento do 

complexo ATR-ATRIP, que por vez recruta Rad17-RFC que posiciona o complexo 9-1-1 na junção do trecho 

ssDNA com o DNA fita-dupla. O complexo 9-1-1 é responsável pelo recrutamento de TopBP1 que possui 

domínios ativadores de ATR, interação essa que envolve dois domínios de BRCT presentes em TopBP1 e a 

fosforilação da região C-terminal de Rad9 (complexo9-1-1). TopBP1 se liga e ativa ATR de maneira 

dependente de ATRIP, levando a fosforilação e ativação 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 replicação paralisadas. 

(B) A presença 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-fosforilação, e promove a fosforilação da cauda 

carboxi terminal da variante de histona H2AX. H2AX fosforilado (H2AX) recruta a proteína MDC1 que 

dispara o recrutamento de complexos ATM/MRN adicionais. ATM ativada fosforila vários alvos dowstream 

que irão promover a paralização do ciclo celular, inibição dos disparos de novas origens e o reparo da lesão. 

 

Adaptado: CIMPRICH & CORTEZ 2008 
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Ativação da quinase ATR 

 

O papel de ATR na manutenção da integridade do genoma, através de suas funções 

na promoção de estabilidade das forquilhas de replicação e reparo do DNA, tem sido 

extensivamente estudado (ZEMAN & CIMPRICH, 2014). A quinase ATR reconhece 

especificamente DNA fita-simples (single strand DNA - ssDNA), que são revestidas pela 

proteína de replicação A (RPA- replication protein A). A presença de DNA fita simples 

decorre da atividade de replicação do DNA ou do reparo de quebras de fita dupla através 

de recombinação homóloga (ZEMAN & CIMPRICH, 2014). Desse modo, a função 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 lentidão ou paralização das 

forquilhas de replicação.     

A ativação inicial de ATR é dependente da sua ligação com a proteína ATRIP (ATR 

interacting protein) (CORTEZ, et al., 2001). Longos trechos de ssDNA são primeiramente 

revestidos por RPA, revestimento este que servirá de substrato para ATR juntamente com 

ATRIP. (ZOU & ELLEDGE, 2003; LUCCA, et al. 2004) A completa fosforilação de ATR 

ocorre após a sua heterodimerização com ATRIP e subsequentes associações com o 

complexo 9-1-1 (Rad9-Hus1-Rad1) e a proteína TopBP1. O complexo 9-1-1 é acoplado 

nos trechos de interface de DNA fita simples/fita dupla e, então, a proteína Rad9 é 

fosforilada e promove o recrutamento de TopBP1 através dos seus domínios BRCT (figura 

5) (ZOU & ELLEDGE, 2003; DELACROIX et al., 2007). TopBP1 possui domínios 

ativadores de ATR imprescindíveis para a estimulação direta desta quinase (LINDAHL & 

BARNES, 2000). Uma vez recrutada e ativada, ATR fosforila uma cascata de proteínas, 

que incluiu CHK1, desencadeando a nível celular a resposta ao dano (MATSUOKA et al., 

2007). 

A ativação de ATR é influenciada também por modificações pós-traducionais, 

como a ubiquitinação de RPA, pela proteína PRP19 (MARECHAL et al., 2014), e a 

sumoilação de ATRIP (WU & ZOU, 2015). A inibição da ubiquitinação de RPA32 através 

do silenciamento de PRP19 gera a diminuição da fosforilação do complexo de RPA e 

resulta no recrutamento e ativação limitada de ATR nos trechos de ssDNA (MARECHAL 

et al., 2014). Além disso, o bloqueio da sumoilação de ATRIP reduz a sua interação com 

ATR assim como RPA e TopBP1.  

Recentemente, foi também caracterizada a proteína ETAA1(antígeno associado ao 

tumor de Ewing 1), como um fator de ligação a RPA que abriga domínios 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 ETAA1 perturba a manutenção da integridade do DNA durante a 

replicação e torna as células mais sensíveis ao estresse replicativo. Além disso, quando 

combinada com a depleção de TopBP1, a falta de ETAA1 demonstrou letalidade sintética 

(HAAHR et al., 2016; BASS et al., 2016). Assim, a ativação de ATR em células humanas 

é mediada por duas vias diferentes e complementares, através de TopBP1 e ETAA1, cuja 

ação combinada é essencial para suportar estresse replicativo.  

As vias de sinalização e reparo de DNA e a progressão do câncer  

 

A participação dos mecanismos de reparo do DNA na progressão do câncer e ainda 

na resposta das células tumorais aos agentes genotóxicos tem sido bastante estudada. 

Bartkova e colaboradores (2010) demonstraram, através da análise imuno-histoquímica, 

que as vias de DDR estão comumente ativas em GBMs mesmo antes do início do 

tratamento. Nas amostras normais nenhuma ativação de DDR foi detectada. Observaram 

ainda que a ativação das proteínas que respondem ao dano é mais expressiva em 

astrocitomas de grau II, que são muito menos proliferativos que os GBMs. Estes dados 

sugerem que uma maior eficiência das maquinarias de reparo é desenvolvida durante a 

progressão tumoral (BARTKOVA et al., 2010).  

Quando comparado a outros tipo tumorais, os gliomas mostram uma ativação mais 

robusta dos mecanismos de DDR (BARTKOVA et al., 2010; 2005; 2007). Foi observado 

aumento na fosforilação de vários marcadores como: ATM, Chk2, Chk1e H2AX. Através 

de experimentos com linhagens celulares em cultura, foi observado que apesar da 

hiperativação intrínseca destas vias, quando as células são submetidas a insultos 

genotóxicos, há ainda uma maior ativação 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 fármaco temozolamida (TMZ) é o mais 

comumente utilizado. O TMZ tem como principal atividade promover a metilação do DNA 

em nucleotídeos de guanina (metilguanina-O6), causando danos primários que são 

convertidos em lesões secundárias e bloqueiam a replicação, o que culmina na geração de 

quebras na dupla fita. Estas lesões são responsáveis pela ativação dos mecanismos de 

sinalização de dano e reparo. Como relatado anteriormente, as quinases ATM e ATR 

mostram-se hiperativas nestes tumores, o que possibilita o reparo de lesões promovidas 

pelo estresse replicativo de maneira eficiente. Desse modo, acredita-se que estas células 
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tenham uma maior competência intrínseca para lidar com as lesões geradas no tratamento.   

Corroborando essa hipótese, 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 são expostas a TMZ, com resposta mais acentuada 

com o silenciamento de ATR (EICH et al., 2013). Tais observações estão de acordo com 

relatos anteriores que demonstraram que a inibição de CHK1 aumenta a citotoxicidade do 

TMZ em céluas de GBM (QUIROS et al., 2011). Desse modo, entende-se que a inibição 

de ATR ou alvos downstream da via pode ser uma boa estratégia de tratamento adjuvante a 

TMZ. 

A proteína Holliday Junction-Recognition Protein (HJURP) e o câncer 

 

Dados anteriores de nosso laboratório revelaram que a HJURP, uma proteína 

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 níveis de 

expressão mostram forte correlação com o prognóstico de sobrevida dos pacientes (Valente 

et al., 2009; Valente et al., 2013). A superexpressão de HJURP também já foi relatada em 

outros tipos tumorais como: pulmão (KATO et al., 2007), mama (HU et al., 2010) e fígado 

(BAOHONG et al., 2017). Nos casos de câncer de pulmão, mama, e fígado, os pacientes 

que apresentaram superexpressão da proteína 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 que os mecanismos de morte celular ativados são distintos em diferentes linhagens 

celulares. Quando HJURP é silenciada a linhagem U87MG se torna prematuramente 

senescente e ativa apoptose, mostrando aumento significativo nos níveis de morte celular a 

partir do quinto dia após o silenciamento. Já a linhagem T98G não apresenta sinais de 

senescência, mas sofre uma abrupta parada no ciclo celular em G2/M, além de grande 

aumento nas taxas de morte a partir do terceiro dia após o silenciamento. 

Interessantemente, fibroblastos não tumorais não foram significativamente afetados pelo 

silenciamento (VALENTE et al., 2013). Em acordo com os fenótipos observados após o 

silenciamento, as células T98G têm mutação no gene de TP53, enquanto que a linhagem 

U87MG tem o gene selvagem (ISHII et al., 1999), o que explica o disparo de senescência 

ocorrer apenas na linhagem U87MG. Conjuntamente, estes dados sugerem uma função 
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particular para HJURP na manutenção da estabilidade genômica das células altamente 

proliferativas de GBM. 

HJURP foi incialmente descrita como uma proteína potencialmente envolvida em 

reparo de DNA. Através de experimentos de imuno-precipitação, observou-se interação 

entre HJURP e as proteínas hMSH5 e NBS1, que atuam ao reparo de quebras de fita dupla 

no DNA através do mecanismo de recombinação homóloga. Neste trabalho foi visto ainda, 

que a expressão de HJURP é induzida quando células HeLa são expostas aos agentes 

genotóxicos (KATO et al., 2007). Porém, sua possível função no reparo ainda não foi bem 

caracterizada e não houve relatos adicionais da atuação de HJURP nestas vias. 

Outra função molecular descrita para HJURP é sua atividade na montagem da 

cromatina da região centromérica, atuando no recrutamento de CENP-A para os 

nucleossomos do centrômero de cromossomos recém-replicados (FOLTZ et al., 2009; 

DUNLEAVY et al., 2009). HJURP também é capaz de promover a formação de 

centrômeros ectópicos pelo recrutamento de CENP-A para regiões genômicas não 

centroméricas, quando é artificialmente ancorada em regiões específicas do genoma 

(BARNHART et al., 2011). A atividade de HJURP como chaperona da variante de histona 

CENP-A foi bastante estudada nos últimos anos e sua atuação no controle da incorporação 

desta variante nos centrômeros está bem caracterizada. Brevemente, já foi demonstrado 

que HJURP atua na forma dimérica (ZASADZINSKA et al., 2013), liga-se à CENP-A 

através de sua região N-terminal (NARDI et al., 2016), e é recrutada para o centrômero 

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 expressão de HJURP e CENP-A durante o 

desenvolvimento do câncer (FILIPESCU et al., 2016).  

Dados recentes do nosso grupo confirmam a participação de HJURP no reparo de 

quebras de dupla fita de DNA induzidas através de radiação ionizante. Experimentos de 

irradiação com microlaser em astrócitos não tumorais (ACBRI371) e nas linhagens 

tumorais T98G e U2OS, revelaram que a HJURP é recrutada para o local da lesão (figura 

6). Vimos ainda que o recrutamento ocorre em estágios bem iniciais da resposta ao dano e 

de forma independente da ativação de ATM. Além disso, observamos que o silenciamento 

de HJURP prejudica a atividade de reparo através das vias de recombinação homóloga e 

junção de pontas não homólogas. Estes dados revelam que de fato a HJURP está 
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diretamente envolvida com reparo de quebras de dupla fita de DNA (SERAFIM et al., 

2017 em preparação). 

 

Figura 6. Recrutamento de HJURP para região de dano ao DNA após irradiação com microlaser. 

 

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

 

Células T98G, ACBRI371 E U2OS foram plaqueadas e cultivadas por 24 horas e, então, irradiadas 

com microlaser, fixadas após 10 minutos para realização do ensaio imunocitoquímica utilizando 

anticorpo especifico anti-HJURP e anti-H2AX. As imagens foram adquiridas utilizando 

microscopia confocal. 

 

A fim de avançar na caracterização das funções de HJURP nas linhagens de GBM, 

nosso grupo gerou células de GBM (U87MG e T98G) e astrócitos não-tumorais 

(ACBRI371) superexpressoras de HJURP. A superexpressão de HJURP promoveu 

aumento nas taxas de proliferação da linhagem U87MG, mas não das células ACBRI371 e 

T98G. Interessantemente, a linhagem U87MG selvagem apresenta menores níveis de 

expressão de HJURP quando comparada às células T98G. Além do aumento na 

proliferação celular, a linhagem U87MG superexpressora de HJURP mostrou também 

ganho de capacidade clonogênica (figura 7). A partir destes resultados levantamos a 
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hipótese do potencial envolvimento da proteína HJURP na manutenção do estresse 

replicativo, sabidamente presente em células tumorais, e especialmente nas linhagens 

altamente proliferativas de GBM. Esta suposição também é corroborada pela observação 

de incremento gradativamente maior nos níveis de expressão de HJURP durante a 

progressão dos astrocitomas (Valente et al., 2013). Neste sentido, neste trabalho 

investigamos se a superexpressão de HJURP afeta a capacidade proliferativa das células de 

GBM e sua competência para manter o genoma íntegro frente a estresse replicativo 

adicional e se interfere na ativação das proteínas da via de resposta ao estresse replicativo.   

 

Figura 7. Ensaio de sobrevivência clonogênica após a superexpressão de HJURP na linhagem U87MG. 

 

 

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

 

As células foram plaqueadas em placas de 6 poços com uma densidade de 200 células / poço. 

Após treze dias, as células foram fixadas com 4% de paraformaldeído (pH = 7,5). Em seguida, 

adicionou-se 2 mL de violeta de cristal a 0,5% e o excesso de corante foi lavado com água. As 

colônias foram fotografadas e analisadas com o software ImageJ. 
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2- Objetivo geral 

 

 Investigar se a superexpressão de HJURP afeta a competência das células de GBM 

quanto à atividade proliferativa e a manutenção da integridade genômica frente a drogas 

que induzem estresse replicativo adicional.  

3- Objetivos Específicos 

 

1- Determinação das taxas de proliferação celular das linhagens ACBRI371 

(astrócitos não tumorais), T98G (glioblastoma) e U87MG (glioblastoma) selvagens 

e superexpressoras de HJURP, sem e com indução de estresse replicativo adicional 

(hidroxiuréia e camptotecina). 

 

2- Quantificação da fragmentação de DNA nas linhagens ACBRI371, T98G e 

U87MG selvagens e superexpressoras de HJURP após indução de estresse 

replicativo.   

 

3- Determinação dos níveis de expressão e ativação das proteínas RPA32/2, ATR, 

ATRIP e H2AX nas linhagens ACBRI371, T98G e U87MG selvagens e 

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

Cultivo celular 

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

da coleção da ATCC. A linhagem ACBRI371 utilizada como controle, foi obtida no 

laboratório da Professora Elza Tiemi Sakamoto Hojo da Faculdade de Filosofia Ciências e 

Letras de Ribeirão Preto – USP. Para esse trabalho utilizamos as linhagens ACBRI371, 

T98G e U87MG carregando uma construção para superexpressão da proteína HJURP. 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 produção dos vírus células HEK293T 

foram transfectadas com o vetor de interesse e o sistema de empacotamento lentiviral,  de 

acordo com as instruções do fabricante. Após 72 horas, foi coletado o meio contendo o 

vírus e então as linhagens ACBRI371, T98G e U87MG foram infectadas. Para a indução 

de HJURP as células foram cultivadas com doxiciclina 0,1ug/mL. Então as linhagens 

foram nomeadas da seguinte maneira, ACBRI371-TP (vetor Tigh-Puro vazio), ACBRI371-

H (construção  para superexpresão de HJURP), T98G-TP (vetor Tigh-Puro vazio), T98-H 

(construção  para superexpresão de HJURP), U87MG-TP (vetor Tigh-Puro vazio) e 

U87MG-H (construção  para superexpresão 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 confluência de aproximadamente 80%. Quando atingida a confluência adequada, as 

células foram descoladas da garrafa de cultura através do uso de tripsina e transferidas para 

microplacas adequadas para cada ensaio.  

Tratamento para indução 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 condição utilizada 

foi a de 24 horas de tratamento na concentração de 0,1046ug de Camptotecina (CPT) 
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(Sigma Aldrich), solubilizada em NaOH 1M e diluída em meio DMEM high-glicose 

suplementado com 10%  SFB. 

Ensaio de proliferação através de coloração com violeta cristal 

 Foram plaqueadas 2.000 células por poço em placas de 24 poços. Nos tempos 

indicado, o meio foi removido e as células fixadas em álcool 70% (Sigma-Aldrich). Então, 

foi adicionado 300ul de violeta cristal 0.5% (Sigma-Aldrich) e as placas foram incubadas 

por 30 minutos. Após a incubação, o excesso de corante foi removido com agua deionizada 

e então incubado com 300ul de acido acético 10% (Sigma-Aldrich) por 30 minutos. A 

leitura foi realizada logo após em espectrofotômetro (BioRad) no comprimento de onda de 

540nm. 

Quantificação da fragmentação de DNA – ENSAIO DO COMETA 

O ensaio do cometa foi realizado segundo protocolo estabelecido por Singh e 

colaboradores (1988). A suspensão células de 6x104 células por poço cultivadas em placas 

de 24 poços e com um volume final de 500uL/poço. Após 24 horas de cultivo, as células 

foram tratadas por 24 horas com 200uM de Hidroxiuréia (Sigma-Aldrich), utilizando as 

mesmas concentrações do ensaio de proliferação 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 peróxido de hidrogênio (H2O2). 

 Após 24 horas de tratamento as células foram tripsinizadas e centrifugadas e então 

resuspendidas em agarose baixo ponto de fusão (Sigma-Aldrich) à 37 graus e colocadas em 

lâminas previamente revestidas com agarose (Life-Technologies). A lise celular foi 

realizada em condição alcalina por 18 horas a 8 graus e protegida da luz. A corrida de 

eletroforese ocorreu por 25 minutos a 25 volts. Então as laminas foram mergulhadas em 

tampão de neutralização (Tris-Hcl) por 10 minutos e em seguida fixadas com alcool etilico. 

 Para a análise em microscópio de fluorescencia (Nikon Eclipse) as laminas foram 

coradas com brometo de etidio, fotografadas 50 células por laminas, totalizando 100 

células por condição. As imagens adquiridas foram analisadas no software CometScore, e a 

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

Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS e western blot 

A quantificação das proteínas estudadas nesse projeto tratadas e não 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 presença de SDS (SDS-PAGE) e 

transferidas para membrana de nitrocelulose.  A membrana foi bloqueada com tampão 

TBS-T (TBS 1X, 0,25% Tween-20) contendo 5% de leite desnatado (Molico), overnight 

em câmara fria sob agitação. Ainda em agitação as membranas foram lavadas com tampão 

TBS-T 1X. Após a lavagem as membranas foram incubadas por 1 hora e meia a 

temperatura ambiente na presença de anticorpos primários específicos para as proteínas 

estudadas, diluídos adequadamente. Posteriormente, após as lavagens, as membranas 

foram incubadas com o anticorpo secundário por 1 hora sob agitação a temperatura 

ambiente. Por fim, a membrana foi tratada com reagentes para revelação através de 

quimioluminescência e exposta a filme autorradiográfico. 

 

Tabela1. Relação dos anticorpos utilizados no projeto. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Proteínas

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

H2AX FOSF. Ser139 ABCAM ab184520 1/2000.

Marca/ Código/Diluição
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5 - Resultados e Discussão 

 

Estabelecimento da condição de estresse replicativo nos astrócitos 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 métodos. Foram utilizados os astrócitos não tumorais ACBRI371 e as 

linhagens de glioblastoma T98G e U87MG transformadas com o vetor vazio ou o vetor 

carregando a construção para superexpressão da HJURP de forma induzível. Inicialmente, 

verificamos o nível de expressão de HJURP nestas células (figura 8). Pode-se observar 

que as três linhagens que carregam a construção para indução de HJURP (figura 8 raias 3, 

6 e 9) apresentam maior quantidade da proteína, porém o incremento é bem mais relevante 

nas células ACBRI371 e U87MG, nas quais a expressão de HJURP é muito menor 

originalmente. 

 

Figura 8. Níveis de proteína HJURP nas linhagens ACBRI371, U87MG e T98G selvagens e 

superexpressoras. 

 

 

Foram plaqueadas 2x105 células por poço, cultivadas em placas de 6 poços, com  meio contendo  

0,1ug/ml de doxiciclina para a ativação do vetor de expressão, conforme determinado previamente. 

Após 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), à sigla HJURP 

corresponde ao vetor que carrega a superexpressão da proteína.  

 

A fosforilação da variante de histona H2AX é considerada a principal marca de 

existência de dano no DNA ou presença de estresse replicativo. A fosforilação pode 

ocorrer em resposta à quebra de dupla fita e consequente ativação de ATM, ou ainda a 

presença de DNA fita simples que promove ativação de ATR, ambas as quinases que têm 

entre seus alvos a histona H2AX (ZEMAN & CIMPRICH, 2014). Portanto, utilizamos este 
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parâmetro para definir qual condição seria empregada na indução de estresse replicativo 

exógeno e, posteriormente, aplicada em todos os outros experimentos.  

Para a definição da concentração de hidroxiuréia a ser utilizada na indução do 

estresse replicativo, nos baseamos em dados prévios do nosso grupo e escolhemos 200 

g/mL, que promove apenas cerca de 15% de perda de viabilidade nas células de GBM 

selvagens (Sousa JF, nosso grupo). Essa concentração é amplamente citada na literatura 

para indução de estresse replicativo em estudos que utilizam ensaios de western blot. 

Então, realizamos a quantificação de histona H2AX fosforilada (H2AX) para mensurar a 

ocorrência 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 detecção de condição de estresse. O primeiro 

tempo no qual detectamos a presença de H2AX 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 análise. 

 

Figura 9. Quantidade de H2AX nos astrócitos não-tumorais e nas linhagens de GBM selvagens e 

superexpressoras após o tratamento com hidroxiuréia. 

 

 

Foram plaqueadas 2x105 células por poço, cultivadas em placas de 6 poços, com  meio contendo  

0,1ug/ml de doxiciclina para a ativação do vetor de expressão, conforme determinado previamente. 

Após 24 horas realizadas foi realizadao tratamento nos tempos indicados utilizando hidroxiureia e 

então a lise, eletroforese em gel de SDS-PAGE e western blot. A linhagem contendo o vetor vazio 

(controle) utilizou a sigla TP (Tigh Puro), à sigla HJURP corresponde ao vetor que carrega a 

superexpressão da proteína.  
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A superexpressão da HJURP não altera a capacidade de proliferação e resistência ao 

estresse replicativo da linhagem T98G  

 

Para determinar as taxas de proliferação celular das diferentes linhagens aqui 

estudadas, em condições normais e de estresse replicativo, determinamos a curva de 

crescimento das mesmas através do ensaio de violeta cristal na ausência e presença de 

hidroxiuréia (HU) ou camptotecina (CPT). Primeiramente, observamos que as células 

T98G-HJURP não apresentam alterações em suas taxas proliferativas após a indução de 

HJURP (DOX+), quando comparadas com as células T98G-TP (figura 10). Na presença 

de estresse replicativo induzido exogenamente, observamos claramente que tanto as células 

T98G-TP quanto as células T98G-HJURP são muito sensíveis a ambos os tratamentos 

utilizados, e mostram bloqueio da atividade proliferativa na condição de estresse mesmo 

quando a expressão de HJURP é induzida (figura 10). Portanto, nesta linhagem, a indução 

de superexpressão de HJURP não promoveu fenótipo de ganho proliferativo em condições 

normais ou sob estresse replicativo exógeno.  

Dentre as linhagens de GBM que utilizamos como modelo, a T98G é a que 

apresenta a maior taxa de proliferação e os mais altos níveis de expressão de HJURP 

endógena (Serafim RB nosso grupo). Desse modo, as células T98G selvagens apresentam 

um quadro de alto estresse replicativo já instalado. Estas características provavelmente 

contribuem para a alta sensibilidade destas células ao estresse replicativo exógeno e o fato 

da superexpressão de HJURP não proporcionar resistência 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 sensível quando 

comparada com a U87MG (Sousa JF, nosso grupo). Conjuntamente, estes dados sugerem 

que as células T98G estão proliferando em condições limítrofes de estresse replicativo e 

saturadas na expressão de HJURP.   

Esse resultado corrobora com dados da literatura que relatam a possibilidade de 

dois comportamentos muito distintos, frente ao estresse replicativo exógeno, para células 

com altas taxas proliferativas e consequente instalação de altos níveis de estresse 

replicativo endógeno. Estas células podem reparar mais eficientemente as lesões adicionais 

geradas no DNA ou entrar em colapso de replicação, uma vez que a maquinaria de 

sinalização e reparo pode estar exaurida devido ao seu comprometimento com a 

manutenção do estresse endógeno decorrente da proliferação acelerada (TAYLOR & 
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LINDSAY, 2015; BOYER et al., 2016). Neste sentido, vários estudos tem buscado 

explorar a potencial ação seletiva das drogas que promovem estresse replicativo para o 

tratamento do câncer, 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 

indução de estresse replicativo exógeno 

 

 
 

Quantificação da proliferação celular das células T98G-TP e T98G-HJURP. 2.000 células por poço 

foram plaqueadas em placas de 24 poços, incubadas para crescimento pelos tempos indicados com 

e sem tratamento com hidroxiuréia (HU) e camptotecina (CPT) e, então, coradas com violeta cristal 

à 0,05%. A leitura das absorbâncias foi realizada em espectrofotômetro em 540nm. O experimento 

foi realizado em triplicata e o teste estatístico t não pareado foi aplicado com intervalo de confiança 

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 resistência ao 

estresse replicativo com a superexpressão da HJURP 

 

Através do ensaio de proliferação observamos que as células ACBRI371 e U87MG 

aumentam sua capacidade proliferativa após a superexpressão 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 

HJURP. 

 

Quantificação da proliferação celular das células ACBRI371-TP e ACBRI371-HJURP, U87MG-

TP e U87MG-HJURP. 2.000 células por poço foram plaqueadas em placas de 24 poços, incubadas 

para crescimento pelos tempos indicados sem tratamento e, então, coradas com violeta cristal à 

0,05%. A leitura das absorbâncias foi realizada em espectrofotômetro em 540nm. O experimento 

foi realizado em triplicata e o teste estatístico t não pareado foi aplicado com intervalo de confiança 

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  

 

Para investigar se a superexpressão da HJURP poderia contribuir para a 

manutenção do estresse replicativo, determinamos a curva de crescimento destas células 

também na presença das drogas HU e CPT para promover estresse replicativo 

exogenamente. Na figura 12 podemos observar que a linhagem ACBRI371 é bastante 

sensível às drogas promotoras de estresse replicativo que utilizamos, sendo que nas 

condições tratadas a proliferação foi praticamente bloqueada tanto para células controle 

quanto para células superexpressoras da HJURP. No caso da linhagem U87MG, 

observamos maiores taxas de proliferação 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 proliferação do que as células U87MG-TP, quando tratadas com camptotecina, 

mesmo sem a indução de HJURP (sem doxiciclina). Isto se deve ao vazamento de 

expressão do vetor utilizado, que possibilita a superexpressão de HJURP mesmo sem a 

presença de doxicilicina (Serafim RB, nosso grupo).  
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Estes dados revelam que o incremento na expressão da HJURP proporciona maior 

resistência ao estresse replicativo para as células U87MG, possibilitando maior atividade 

proliferativa mesmo em condições de estresse adicional promovido exogenamente. Estes 

dados sugerem que o ganho de competência proliferativa e clonogênica das células 

superexpressoras, que observamos previamente, possa estar relacionado a maior eficiência 

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 após 

indução de estresse replicativo exógeno. 

 

Quantificação da proliferação celular das células ACBRI371-TP e ACBRI371-HJURP. 2.000 

células por poço foram plaqueadas em placas de 24 poços, incubadas para crescimento pelos 

tempos indicados com e sem tratamento com hidroxiuréia (HU) e camptotecina (CPT) e, então, 

coradas com violeta cristal à 0,05%. A leitura das absorbâncias foi realizada em espectrofotômetro 

em 540nm. O experimento foi realizado em triplicata e o teste estatístico t não pareado foi aplicado 

com intervalo de confiança 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 após 

indução de estresse replicativo exógeno. 

 

Quantificação da proliferação celular das células U87MG-TP e U87MG-HJURP. 2.000 células por 

poço foram plaqueadas em placas de 24 poços, incubadas para crescimento pelos tempos indicados 

com e sem tratamento com hidroxiuréia (HU) e camptotecina (CPT) e, então, coradas com violeta 

cristal à 0,05%. A leitura das absorbâncias foi realizada em espectrofotômetro em 540nm. O 

experimento foi realizado em triplicata e o teste estatístico t não pareado foi aplicado com intervalo 

de confiança 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 

fragmentação de DNA após indução de estresse replicativo exógeno  

 

Para investigar se a superexpressão da HJURP de fato confere maior competência 

de reparo de quebras nas dupla-fita de DNA provenientes do estresse replicativo, 

realizamos o ensaio do cometa nas células controle e superexpressoras após tratamento 

com hidroxiuréia. Como esperado a linhagem T98G, com ou sem indução de HJURP, não 

mostrou diferenças na porcentagem de DNA fragmentado quando tratada com 

hidroxiuréia. Já as células ACBRI371 e U87MG apresentaram menor fragmentação de 

DNA quando a superexpressão 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 exógeno. Uma vez que dados recentes do nosso 

grupo revelaram a participação efetiva da HJURP no reparo de danos induzidos por 

irradiação ionizante, podemos supor que a superexpressão de HJURP, no contexto de 

células com alto estresse replicativo, pode conferir capacidade de reparar as lesões de 

modo mais eficiente e assim permitir a proliferação mais acelerada. Dada a função de 

HJURP pressupor a incorporação de CENPA na cromatina, podemos especular que o 

controle do estresse replicativo mediado pela HJURP possa envolver o recrutamento de 

CENPA os locais de lesão provenientes de colapso de forquilhas de replicação, uma 

hipótese 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 presença de DNA fita 

simples (ssDNA). Em nosso experimento, inicialmente, ocorrerá um acúmulo de ssDNA 

devido ao contato com HU. Em seguida, ocorrem as quebras de dupla fita de DNA devido 

à não processividade das forquilhas. Pretendemos também realizar este experimento em 

condições de lise neutra para quantificar separadamente as DSB e ssDNA. No entanto, na 

literatura está bem descrito que a presença de estresse replicativo, ou seja, grandes 

extensões de ssDNA, promove maiores taxas de quebras no DNA nas células tumorais 

(STIFF T. et al., 2006). Assim, durante a progressão do câncer é também descrito que as 

células tumorais desenvolvem mecanismos que permitem reparar mais eficientemente 

essas lesões e assim continuar sua proliferação (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 proliferação mais acelerada que 

observamos nas linhagens ACBRI371 e U87MG superexpressoras. 

Conjuntamente, este dados revelam que a aquisição de competências exacerbadas 

nas vias de sinalização e reparo de danos no DNA têm papel fundamental na evolução 

tumoral, permitindo que células com capacidade proliferativa progressivamente maior 

possam lidar com os altos níveis de estresse replicativo e sobreviver. Recentemente, foi 

relatado que a indução da superexpressão do gene E1a na linhagem de GBM U87MG 

promoveu maior proliferação e aumento de estresse replicativo, e também maior 

sensibilidade à inibição de CHK1. Além disso, observaram ainda que, quando expostas à 

radiação ionizante, as células U87MG superexpressoras de E1a apresentam aumento de 

morte celular, com parada G2/M e acúmulo de ciclina B1 (HOGLUND et al., 2011) 

(VALERO 2014). Estes dados evidenciam a importância das vias de sinalização de ATR 

para células altamente proliferativas e apoiam a nossa hipótese. 
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Figura 14. Quantificação da fragmentação de DNA após tratamento com hidroxiuréia. 

 

A porcentagem de fragmentação do DNA foi mensurada através do ensaio do cometa com lise 

alcalina. Após o tratameno por 24 horas com HU, 6x104 células foram colocadas em laminas 

contendo agarose, após a lise e eletroforese as células foram fixadas e marcadas com brometo de 

etidio, as células foram fotografadas utilizando microscópio de fluorescência. A quantificação do 

DNA fragmentado foi realizada utilizando o software CometScore. A porcentagem de DNA na 

cauda foi utilizada como parâmetro e os valores plotados correspondem a média de três 

experimentos independentes. A significância estatística foi determinada pela análise de variância 

One way ANOVA, com pós-teste de Dunts. *P<0,1;** p<0,01;***p<0,001;****p<0,0001 

 

Outro relato da literatura que apoia a nossa interpretação aborda o estudo do gene 

DMC1 em células U87MG. A superexpressão de DMC1 foi demonstrada em diferentes 

tipos tumorais como melanoma, linfoma, mama e cólon. Além disso, foi observado que 

após irradiação ionizante essas células apresentam aumento na expressão de DMC1. 

DMC1 é uma proteína de recombinação meiótica que normalmente não atua em células 

somáticas. DMC1 tem atividade redundante com RAD51, que liga-se aos trechos de 

ssDNA revestidos por RPA e, assim, permite a ressecção e o reparo através de 

recombinação homóloga. Quando realizado o silenciamento de DMC1 na linhagem 

U87MG, as células tornaram-se mais sensíveis à irradiação ionizante e houve aumento de 

morte celular (RIVERA et al., 2015). Estes dados reforçam a ideia de que o ganho de 

competências na atividade de reparo de DNA é fundamental para a sobrevivência de 

células com proliferação acelerada e revelam potenciais alvos terapêuticos. 

  

Avaliação da ativação das proteínas que respondem ao estresse replicativo nas células 

superexpressoras de HJURP 

 

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

modificações pós-traducionais que poderiam afetar a atividade de proteínas iniciais da via 
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de reconhecimento e sinalização de danos ao DNA (BRENDAN & D’ANDREA, 2013). 

Uma vez que a HJURP atua potencialmente no remodelamento da cromatina promovendo 

a incorporação da variante de histona CENPA, investigamos aqui o impacto da 

superexpressão de HJURP nos níveis de ativação de ativação (fosforilação) de proteínas 

que respondem ao estresse replicativo: RPA, ATR/ATRIP e H2AX. Como descrito 

anteriormente o recrutamento da proteína RPA ao local com presença de DNA fita simples, 

é considerado a primeira marca de reconhecimento do fenótipo de estresse replicativo, e 

sua fosforilação promove em seguida o recrutamento de ATR/ATRIP. ATRIP é parceira 

obrigatória da quinase ATR, em conjunto as duas são recrutadas para o local do estresse 

replicativo, logo após a fosforilação da proteína RPA. A histona H2AX é um dos alvos de 

ATR e, quando fosforilada (H2AX), permite o prosseguimento da sinalização (CORTEZ 

et al., 2001). Não observamos diferenças estatisticamente significativas para nenhuma das 

proteínas analisadas (figuras 15, 16, 17 e 18). Entretanto, estes resultados ainda não são 

conclusivos e podem estar relacionados com problemas técnicos na confecção do western 

blots, pois tivemos baixa reprodutibilidade nos diferentes experimentos realizados. 

Estamos trabalhando para otimização das condições deste método e pretendemos repetir 

estas análises para inclusão dos resultados na publicação. 

Embora os resultados de quantificação das proteínas fosforiladas ainda não sejam 

conclusivos, observamos uma tendência à redução de H2AX nas células U87MG 

superexpressoras submetidas ao estresse replicativo (figura 18). Esta observação é apoiada 

por resultados de experimentos de detecção de focus de H2AX, através 

imunofluorescência, realizados em outro projeto do laboratório. Essa resposta estaria em 

acordo com os dados de menor porcentagem de fragmentação de DNA e ainda aumento da 

proliferação celular frente ao estresse replicativo, corroborando a hipótese de que HJURP 

colabora para a eficiência de reparo de lesões provenientes do estresse replicativo.  
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Figura 15. Quantificação da ativação de RPA nos astrócitos não tumorais e nas linhagens de GBM 

selvagens e superexpressoras de HJURP. 

 

 

A. As células indicadas foram cultivadas na presença de hidroxiuréia e doxiciclina, para indução da 

expressão da HJURP, durante 18 horas. Em seguida, os lisados protéicos foram submetidos à 

eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS e western blotting. Foi utilizado anticorpo contra a 

proteína 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. Quantificação da ativação de ATR nos astrócitos não tumorais e nas linhagens de GBM selvagens 

e superexpressoras de HJURP. 

 

A. As células indicadas foram cultivadas na presença de hidroxiuréia e doxiciclina, para indução da 

expressão da HJURP, durante 18 horas. Em seguida, os lisados protéicos foram submetidos à 

eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS e western blotting. Foi utilizado anticorpo contra a 

proteína 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: Quantificação da ativação de ATRIP na linhagem de GBM U87MG selvagem e 

superexpressora de HJURP. 

 

A. As células indicadas foram cultivadas na presença de hidroxiuréia e doxiciclina, para indução da 

expressão da HJURP, durante 18 horas. Em seguida, os lisados protéicos foram submetidos à 

eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS e western blotting. Foi utilizado anticorpo contra a 

proteína ATRIP 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 18: Quantificação de H2AX nos astrócitos não tumorais e nas linhagens de GBM selvagens 

e superexpressoras de HJURP 

 

A. As células indicadas foram cultivadas na presença de hidroxiuréia e doxiciclina, para indução da 

expressão da HJURP, durante 18 horas. Em seguida, os lisados protéicos foram submetidos à eletroforese em 

gel de poliacrilamida-SDS e western blotting. Foi utilizado anticorpo contra a proteína H2AX fosforilada 

(H2AX). 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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6 - Conclusão  

 

Foi possível concluir que as linhagens ACBRI371 e U87MG superexpressoras de 

HJURP apresentam maior capacidade proliferativa devido a um incremento na sua 

competência de reparar quebras na dupla-fita de DNA provenientes de estresse replicativo. 

Concluímos também que nas células T98G o incremento na quantidade de HJURP não 

proporciona aumento na atividade de proliferação ou competência para o reparo de lesões 

induzidas por estresse replicativo adicional, o que sugere que estas células estão 

proliferando no limite de sua capacidade e com alto nível de estresse já instalado. Como 

esta linhagem apresenta expressão endógena de HJURP já bastante aumentada, em relação 

às células ACBRI371 e U87MG, podemos também supor que estas células teriam um 

excesso de proteína HJURP já disponível, o que explicaria a ausência de fenótipos com a 

superexpressão.   

Os resultados de quantificação da ativação das proteínas que respondem ao estresse 

replicativo não foram conclusivos devido a falta de reprodutibilidade, porém sugerem uma 

redução de H2AX nas células U87MG superexpressoras submetidas ao estresse 

replicativo, o que apoia a suposição de que HJURP contribui para a eficiência de reparo de 

lesões provenientes do estresse replicativo.  

Conjuntamente, estes dados corroboram a hipótese de que a aquisição de 

competências nas vias de sinalização e reparo de danos no DNA têm papel fundamental na 

evolução tumoral, permitindo que células com capacidade proliferativa progressivamente 

maior possam lidar com os altos níveis de estresse replicativo e sobreviver. Estas 

observações estão de acordo com dados anteriores do nosso grupo que revelaram que a 

expressão de HJURP é crescente nos casos de astrocitomas de maior grau.    
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