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“Os desafios que vocé enfrenta hoje sdo um treino
para encarar algo maior no futuro.”

Bruno Perini
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RESUMO

O céncer € um conjunto de alteracdes celulares que favorecem a
proliferacdo descontrolada e a aquisicdo de propriedades metastaticas. A
ativacdo de oncogenes e/ou a perda de genes supressores tumorais leva a
desbalan¢os nos mecanismos de controle do ciclo celular e/ou na inativacao das
vias apoptoticas, contribuindo para a instabilidade gendmica presente em todos
os tipos tumorais. Relatos na literatura tém sugerido que o estresse replicativo
oriundo desse aumento proliferativo exacerbado é um fator importante na
formacao e progressado de muitos tipos de cancer. Dentro dessa perspectiva, é
plausivel pensar que as células tumorais tenham desenvolvido certas
competéncias que as permitam lidar com o estresse replicativo para continuar se
propagando. Resultados prévios de nosso laboratério sugerem que a proteina
centromérica HJURP (Holliday Junction Recognizing Protein) esteja envolvida
nesse ganho de competéncia. Dessa forma, esse trabalho teve como objetivo a
andlise do papel dessa proteina frente ao estresse replicativo em linhagens de
glioblastoma. Nossos resultados demonstraram que a superexpressao de
HJURP confere um aumento na capacidade proliferativa celular da linhagem
U87MG. Além disso, vimos que em baixas concentracfes de camptotecina as
células superexpressoras de HJURP possuiam um comportamento proliferativo
muito semelhante a condicdo ndo tratada. Os ensaios de citotoxicidade
revelaram uma maior capacidade de recuperacao frente ao estresse replicativo
exogeno nas situagbes em que HIJURP estava superexpressa. Conjuntamente,
esses dados sugerem que o incremento nos niveis celulares de HJURP parece
conferir uma maior resisténcia ao estresse replicativo induzido por camptotecina
nas células US7MG.

Palavras-chave: estresse replicativo, HJURP, camptotecina



ABSTRACT

Cancer is characterized by a subset of features that supports uncontrolled cell
proliferation and acquisition of metastatic properties. Oncogene activation and/
or the deactivation of tumor suppressor genes lead to disbalances in cell cycle
control progression and/or inactivation of apoptotic pathways, followed by
genomic instability present in all types of tumors. According to the literature,
replicative DNA stress arising from uncontrolled cell growth is the major driver in
the development and progression of many cancers. In this perspective, it is
believed that cancer cells have developed some skills in order to deal with high
levels of endogenous replicative stress for their continued proliferation. Previous
results from our group suggest that the centromeric protein HJURP (Holliday
Junction Recognizing Protein) is involved in this mechanism. Thus, in this work,
we aimed to analyze the role of this protein in the cellular response to the
replicative stress in glioblastoma U87MG cell line. Our data showed that cells
who levels of HJURP were high, had an increase in cell growth. Besides that, we
also observed that at lower camptothecin concentrations the curve proliferation
of overexpressed HJURP cells had a similar behavior as the control cells. The
cytotoxicity results demonstrated that cells overexpressing HJURP had a better
replicative induced stress when compared to the control cells. Together, this data
suggests that high levels of HJURP might be responsible for resistence
camptothecin-induced replicative stress in U87MG cell line.

Keywords: glioblastoma, HJURP, camptothecin



INTRODUCAO

BIOLOGIA DO CANCER
Hallmarks do Cancer

Em meados dos anos 2000, Hanahan e Weinberg descreveram as
primeiras alteracfes requeridas para que as células progridam para um estado
neoplasico, as quais foram complementadas em outro trabalho posterior em
2011. Ao conjunto dessas caracteristicas, as quais possibilitaram uma melhor
compreensao da biologia tumoral, foi dado o nome de Hallmarks do Céancer
(figura 1). Didaticamente, elas foram divididas em dez alteragGes essenciais que
compreendiam: a capacidade ilimitada de multiplicagdo; a instabilidade
gendmica; a resisténcia a fatores antiproliferativos; a evasdo a morte celular; a
proliferacdo autdbnoma; as alteracbes metabdlicas adaptativas; a evasdo dos
mecanismos de resposta do sistema imune; a inducdo de angiogénese e a

metastase.

Figura 1. Hallmarks do Céncer
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A imagem ilustra um conjunto de caracteristicas que retratam a diversidade biol6gica encontrada
nos mais diversos tipos de canceres estudados até entdo. Elas compreendem as principais
alteragfes adquiridas pelas células durante o processo de transformag¢@o maligna, as quais
facilitaram a compreenséo do crescimento e desenvolvimento tumoral (Hanahan e Weinberg,
2011 modificada).



De maneira geral, a maioria das células do nosso organismo tem a
capacidade de se dividir por um determinado nimero de vezes. Isso deve-se em
parte ao encurtamento dos teldmeros a cada mitose. Uma vez que as células
humanas normais atingem seu limite de encurtamento maximo (limite de
Hayflick), elas entram na fase GO do ciclo, fenbmeno conhecido como
senescéncia celular (RUBEN; BIOLOGY, 2000).

Em contrapartida, as células tumorais sdo conhecidas por exceder esse
limite e continuar se dividindo ilimitadamente. Em alguns tipos de cancer, isso se
deve ao fato delas serem capazes de superexpressar uma enzima denominada
telomerase, a qual é responsavel pelo alongamento da regido telomérica
(BLACKBURN, 2005). J& em outras situacdes, a mutacdo ou perda de genes
supressores tumorais (TP53, RB1, CDKN2A, APC, WT1, NF1l), ou ainda, a
superexpressao de oncogenes (PIBKCA, MYC, CCND1) provoca um descontrole
no processo de replicacao celular (CHIAL et al., 2018; MULLER, 2010).

O aumento na frequéncia de alteracBes genéticas a cada divisédo celular
resulta na instabilidade gendmica, condicdo caracteristica da maioria dos
canceres (NEGRINI; GORGOULIS; HALAZONETIS, 2010). E sabido que a
manutencao da integridade genémica é monitorada por diversos mecanismos de
sobrevivéncia celular, tais como os pontos de checagem de dano ao DNA;
maquinaria de reparo ao DNA e pontos de checagem do processo de divisao
celular. Dessa forma, desbalancos nesses mecanismos de regulacéo

predispbem as células as transformacdes malignas (YIXIN, 2014).

Assim, condi¢des elevadas de dano ao DNA e outros tipos de estresse
celular, podem levar células normais a entrarem em processo de apoptose
(morte celular). J& as células tumorais, por serem geralmente menos sensiveis
a ocorréncia de danos ao material genético, privagdo de fatores de crescimento
e outros tipos de estresse, tendem a desenvolver mecanismos de evasao a
apoptose (LETAI, 2016). Um exemplo disso €& a superexpressao de BCL-2
(proteina anti-apoptotica) que favorece a sobrevida celular (FRENZEL et al.,
2012).

Além disso, as células tumorais precisam ajustar sua producao energética

para manter seus niveis de proliferacdo elevados. Elas fazem isso utilizando
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meios alternativos de obtencdo de energia e vias metabdlicas alternativas
(HANAHAN; WEINBERG, 2011). Enquanto as células normais quebram a
glicose em piruvato para fornecer energia (ATP), as tumorais convertem glicose
em lactato independentemente da presenca de oxigénio (VANDER HEIDEN;
CANTLEY; THOMPSON, 2009).

Para dar continuidade ao processo de transformacao maligna, as células
neoplasicas também passam a usufruir dos mecanismos de defesa do
organismo. Em alguns casos, é observada a superexpressdo do receptor
transmembrana PDL-1 (Programmed Death Ligand 1) com o intuito de se
proteger conta os efeitos citotoxicos dos linfocitos T CD8* e escapar da

eliminagéo pelo sistema imune (ALSAAB et al., 2017).

A presenca de células de defesa no microambiente tumoral recria as
condig¢@es inflamatdrias semelhantes aquelas encontradas nos tecidos normais
(DVORAK, 1986), fornecendo fatores essenciais que permitem a sobrevivéncia,
proliferacéo, angiogénese, transicao epitélio-mesenquimal (EMT) e invasdo dos
tecidos adjacentes pelas células tumorais (DENARDO; ANDREU; COUSSENS,
2010; GRIVENNIKOV; GRETEN; KARIN, 2011; KARNOUB et al., 2007; QIAN;
POLLARD, 2010).

A difusdo dessas células para tecidos saudaveis envolve a ativacao do
programa de transicdo epitélio-mesenquimal (EMT) de maneira estavel ou
transitéria e em diferentes graus (HANAHAN; WEINBERG, 2011). Fatores de
transcricdo como Snail, Slug, Twist e Zeb1/2 sédo expressos em diferentes niveis
e combinacdes nos mais diversos tipos de cancer e sao extremamente
importantes no processo de invasdo (MICALIZZI; FARABAUGH; FORD, 2010;
TAUBE et al., 2010). Além disso, é observada a perda de proteinas de adeséao
célula-célula (integrinas), expresséo de enzimas que degradam a matriz celular,
a ocorréncia de motilidade e resisténcia a apoptose (HANAHAN; WEINBERG,
2011). O céancer &, portanto, um reflexo de modificagbes fenotipicas derivadas
de mutacOes e alteracdes epigenéticas que conferem a uma massa de células
habilidades de disseminacdo através de ganhos de competéncia em

proliferagéo, autorenovagao, migracao e invasao.
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O PAPEL DO ESTRESSE REPLICATIVO NO CANCER

Apesar das diversidades encontradas entre os tipos de cancer, estudos
de andlise gendmica identificaram certas alteracdes mais frequentes a maioria
das neoplasias humanas (BIGNELL et al., 2010; LUDMIL B. ALEXANDROV et
al.,, 2013). Dentre os todos os hallmarks do céancer, acredita-se que a
instabilidade gendmica seja a principal via do desenvolvimento tumoral. Tal
suposicéo se deve ao fato da instabilidade ser capaz de facilitar a aquisicao das
demais caracteristicas e, ainda por cima, ser um evento observado ja no inicio
de lesdes pré-cancerosas (TAYLOR; LINDSAY, 2016).

Anteriormente a popularizacdo da analise molecular, pensava-se que a
instabilidade gendmica era resultado de alteracées em genes de reparo do DNA,
oriundos da acéo de agentes genotdxicos tais como metabdlitos intracelulares,
irradiacdo UV e irradiacéo ionizante (GAILLARD; GARCIA-MUSE; AGUILERA,
2015; NEGRINI; GORGOULIS; HALAZONETIS, 2010). No entanto, a descoberta
de que esse tipo de modificacdo era incomum, especialmente em lesdes mais
iniciais NEGRINI; GORGOULIS; HALAZONETIS, 2010), levantou novos

guestionamentos sobre a sua origem.

Nesse sentido, trabalhos recentes tém mostrado uma relagdo entre a
instabilidade genbmica e a mutacdo em genes envolvidos com o potencial
replicativo celular ilimitado e com a capacidade de evasdo a apoptose
(MACHERET; HALAZONETIS, 2015; NEGRINI; GORGOULIS; HALAZONETIS,
2010). Em carcinomas de c6lon esse panorama é bem evidente, onde as etapas
de progresséao tumoral estdo atreladas principalmente com a inativacao do gene
APC, regulador negativo da via WNT de sinalizacéo; seguidas de mutacdes em
outros genes controladores do crescimento celular (KRAS, NRAS e AKT1) e
inativacdo de genes supressores de tumor como o TP53 (CLEVERS; NUSSE,
2012; FEARON; VOGELSTEIN, 1990; POWELL SM, ZILZ N, BEAZER-
BARCLAY Y, BRYAN TM, HAMILTON SR, THIBODEAU SN, VOGELSTEIN B,
1992).

Descompassos nos mecanismos de controle proliferativo implicam direta

ou indiretamente na ocorréncia de danos ao DNA e, consequentemente, na
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ativacdo das vias de resposta a esses danos (MACHERET; HALAZONETIS,
2015). Diversos modelos experimentais demonstram que a ocorréncia de lesdes
induzidas pela ativacdo de oncogenes € o fator primordial da tumorigénese
(DENKO; GIACCIAT; STRINGER, 1994; GORGOULIS et al., 2005; ISHOP,
1999). De acordo com essa hipétese (figura 2), a proliferacdo exacerbada é
capaz de induzir o estresse replicativo (MICCO et al.,, 2006; NEGRINI;
GORGOULIS; HALAZONETIS, 2010), resultando em danos ao material genético
e ativacdo da via ATM/TP53/MDM2, parada do ciclo celular, senescéncia ou
apoptose. No entanto, a persisténcia da instabilidade gendmica pode
desestabilizar os checkpoints que servem de barreira a tumorigénese, conferindo
as células vantagens proliferativas e, consequentemente, contribuindo para a
progressao tumoral (TAYLOR; LINDSAY, 2016).

Figura 2. Desenvolvimento tumoral via inducéo de estresse replicativo.

Lesoes pré-cancerosas

Progressao Tumoral

O processo de progressdo tumoral baseada na indugc&o da ativacdo de oncogenes/ inativacdo
de genes supressores de tumor acredita que mutacdes em genes que regulam a proliferacédo
sdo responsaveis pela aquisicdo de dois hallmarks: a proliferacdo ilimitada e o estresse
replicativo. O aumento na taxa de proliferacéo celular leva ao encurtamento dos telémeros e na
manutencdo do estresse replicativo. Esse por sua vez, é responsavel pela ocorréncia da
instabilidade gendmica e na habilidade das células escaparem dos mecanismos de senescéncia

e morte celular (Macheret e Halazonetis, 2015 modificada).
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ESTRESSE REPLICATIVO
Aspectos gerais

O processo de duplicacdo do DNA conta com o auxilio de inUmeros
complexos proteicos, fatores de regulacao e vias de sinalizacdo que garantem a
transmissao completa das informacdes genéticas as proximas geracdes. Erros
nesse processo podem ocasionar mutagdes ou bloqueio da replicacdo que
podem resultar em quebras, rearranjos e falhas na separagcéo dos cromossomos
(GAILLARD; GARCIA-MUSE; AGUILERA, 2015).

Diversos fatores podem atrapalhar o progresso de replicacdo do material
genético e ocasionar o que chamamos de estresse replicativo, isto é, um
fendbmeno caracterizado por um descompasso no processo de duplicacdo do
DNA gque leva a diminuicdo ou a parada das forquilhas de replicacdo (BURHANS;
WEINBERGER, 2007; MUNOZ; MENDEZ, 2017; TAYLOR; LINDSAY, 2016;
ZEMAN; CIMPRICH, 2015).

Durante afase S do ciclo celular algumas regides com sequencias de DNA
pré-definidas, conhecidas como origens de replicacdo, sdo ativadas e dédo o
inicio ao processo de duplicacdo do material genético (ERRICO; COSTANZO,
2010). Nesse momento, um conjunto de proteinas organiza-se para formar o que
chamamos de forquilha de replicacdo, uma estrutura proteica responsavel pelo
processo de sintese do DNA (LANGSTON; INDIANI; O'DONNELL, 2009).

Essa estrutura € encarregada pela coordenacao da abertura da molécula
de DNA e da sintese propriamente dita. A abertura da fita é realizada pelas
helicases, um complexo enzimatico capaz de modificar a estrutura da alfa hélice
e promover a separacdo entre as duas fitas. JA a sintese, conta com a
participacdo de um outro conjunto de enzimas responsaveis pela elongacdo da
fita de DNA, denominadas DNA polimerases (SABATINOS, 2010).

Diversos fatores podem contribuir com o processamento incorreto da
forquilha e a resposta da célula em relagdo a esse fenbmeno depende da
guantidade de forquilhas paralisadas e da magnitude dessa paralisacao (LABIB;
HODGSON, 2007; LUCCA et al., 2004; MEISTER et al., 2005; SABATINOS,

2010). Didaticamente eles podem ser agrupados em trés classes que
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compreendem estruturas inibidoras da forquilha, desbalan¢cos nos mecanismos
reguladores das origens de disparo e estado de compactacdo da cromatina
(TAYLOR; LINDSAY, 2016).

Principais causas do estresse replicativo
Inibidores da forquilha de replicacao

Incisdes e aberturas em regides do DNA decorrentes do reparo, ou ainda,
do proprio processo de manipulacdo do material genético (diminuicdo do
estresse topologico) podem paralisar a forquilna e gerar quebras de dupla fita
(ZEMAN; CIMPRICH, 2015). A incorporacédo de ribonucleotideos no lugar dos
desoxirribonucleotideos durante a sintese de DNA (DALGAARD, 2012), assim
como a formacdo de complexos proteina-DNA (TAYLOR; LINDSAY, 2016),
também dificultam a passagem da forquilha de replicacdo e, portanto, podem

causar o estresse replicativo.

A presenca de estruturas secundarias como hairpins, G-quadruplexes,
tripletos, podem provocar o desacoplamento da maquinaria de replicacéo,
diminuicao da velocidade de sintese do DNA e aumento na formacgéo de quebras
de dupla fita (ZEMAN; CIMPRICH, 2015). Lesbes no DNA que n&o foram
reparadas adequadamente (DALGAARD, 2012) também se enquadram nesse
conjunto de fatores fisicos que dificultam a progressao da forquilha de replicacéo
e gue podem ser ignorados pelos mecanismos de tolerancia ao dano do DNA
(DDT).

Apesar da existéncia de mecanismos de regulacdo das atividades de
replicacdo e transcricdo, o encontro entre as maquinarias € um evento inevitavel
e que pode atrapalhar o desempenho dos dois processos, ja que ambos utilizam
a molécula de DNA como molde. A descoberta de regides do genoma
susceptiveis a quebra, denominadas sitios frageis de replicagdo precoce,
resgatou a importancia do fenbmeno citado anteriormente como fonte de
estresse replicativo (ZEMAN; CIMPRICH, 2015).

Embora o motivo dessas regides serem mais propensas a quebras de

dupla-fita (DSBs) ndo esteja ainda esclarecido, acreditava-se que o surgimento
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dessas lesdes poderia estar associado com o colapso entre a maquinaria de
replicacdo e transcricdo. No entanto, estudos mais recentes tem mostrado que
0 estresse replicativo € um evento anterior a esse encontro e que se deve ao
estresse topoldgico gerado pela formacédo de R-loops (estrutura hibrida de RNA-
DNA associada a um molde de simples fita de DNA) que interfere no
processamento da forquilha de replicacdo (AGUILERA; GARCIA-MUSE, 2012).

Além disso, a disponibilidade de recursos é um fator que também contribui
para a diminui¢cdo/ parada da atividade da forquilha. Por exemplo, a inibi¢cao da
atividade das enzimas polimerases a, € e 6 pela acdo da afidicolina (APH) ou,
ainda, a deplecdo na quantidade de dNTPs disponiveis para a sintese pela
hidroxiureia (HU) é capaz de bloquear a duplicacdo do material genético e causar
o0 estresse replicativo (TAYLOR; LINDSAY, 2016; VESELA et al., 2017).

Desbalan¢cos nos mecanismos reguladores das origens de disparo

O controle refinado dos mecanismos de regulacao de disparo das origens
tem velocidade controlada e garante que um numero suficiente de origens seja
ativado para completar a duplicacdo do material genético como um todo; e que
a ativacdo de cada origem ocorra apenas uma vez durante um ciclo celular, com
0 intuito de evitar a ocorréncia de replicacdo de trechos do genoma que ja foram
copiados (HILLS; DIFFLEY, 2014). Nesse sentido, a ativacdo de ocogenes e/ou
a inativacdo de genes supressores de tumor tem grande impacto no
desenvolvimento tumoral.

Estudos recentes mostraram que diferentes oncogenes podem induzir o
estresse replicativo através de diversos mecanismos e que um Unico oncogene
pode atuar por mais de uma via (TAYLOR; LINDSAY, 2016). O aumento do
estresse replicativo em funcdo da proliferagdo exacerbada decorre da
sobreposicdo dos mecanismos de controle da fase S (ALMASAN et al., 1995;
LIU et al., 1995). Nem sempre esse aumento € acompanhado pela capacidade
metabdlica celular e, nesses casos, 0 estresse replicativo é consequéncia da
falta de disponibilidade de recursos (enzimas, nucleotideos) (TAYLOR,
LINDSAY, 2016; ZEMAN; CIMPRICH, 2015).

Além disso, o aumento na proliferagdo pode aumentar as chances de

colisdo entre as maquinarias de transcricdo e replicacdo, licenciamento e
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ativacdo de novas origens de replicacdo e, consequentemente, provocar a
instabilidade genémica (ZIMMERMAN et al., 2013).

Compactacao da cromatina

A eficiéncia de processos como duplicagao, transcricdo e mecanismos de
resposta ao dano do DNA é dependente da integridade estrutural da cromatina.
O grau de compactacao dela influencia no acesso das maquinarias ao DNA,
dessa forma quaisquer fatores que interfiram na estrutura da cromatina podem
considerados fontes de estresse replicativo. Por exemplo, a perda de marcagdes
epigenéticas como a trimetilacdo da histona H3K9 ou da histona H4K20 tem a
capacidade de induzir a replicacao de maneiras distintas. A primeira ao promover
o afrouxamento da cromatina, enquanto que a segunda, ao aumentar a
guantidade de origens que séao licenciadas (BECK et al., 2012; BLACK et al.,
2010, 2013).

Consequéncias do estresse replicativo

Embora o estresse replicativo possa ser causado por diversas fontes, ele
normalmente resulta na formacao de fitas simples de DNA (ssDNA). Essas
estruturas geralmente sdo formadas durante a continua abertura do DNA
parental quando ja houve a interrupcéo da atividade das polimerases (BYUN et
al., 2005; ZEMAN; CIMPRICH, 2015).

A parada da forquilha de replicacéo é capaz de desencadear uma cascata
de sinalizacéo responsavel pelo direcionamento de outras proteinas de resposta
ao estresse a essa regido. Grande parte dessas proteinas sdo marcadores do
estresse replicativo e da ativagéo da via de ATR. Dentre elas, a fosforilacdo de
RPA (Ser33) e a fosforilagdo de Chk1 (Ser345) (MARECHAL; ZOU, 2017; NAM;
CORTEZ, 2013). Embora a fosforilagdo da variante de histona H2AX seja
amplamente utilizada na sinalizagdo de ativacao dessas vias, ela € inespecifica
em comparacéo aos marcadores citados anteriormente. I1sso se deve ao fato dela
ser gerada também por outras quinases, as quais detectam diferentes tipos de
dano ao DNA ao longo do ciclo celular (ZEMAN; CIMPRICH, 2015).
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Nesse contexto, a presenca de fita simples de DNA estimula o
recrutamento de diversas proteinas, dentre elas a proteina de replicacdo A
(figura 3). RPA reconhece a regido de ssDNA e se liga a ela para criar uma
plataforma necesséria para ativagdo de ATR, quinase central frente ao estresse
replicativo (ZEMAN; CIMPRICH, 2015).

Ao se ligar a por¢ao 5’ do DNA de fita simples que € formada no fragmento
de Okazaki, RPA promove o recrutamento do complexo ATR-ATRIP. Esse, por
sua vez, recruta Radl7-RFC, o qual é responsavel pelo posicionamento do
complexo 9-1-1 (RAD9, RAD1 e HUS1) na juncéo do trecho de ssDNA com o
DNA de fita-dupla. Juntamente com outros dois complexos (RHINO e MRN), 9-
1-1 é capaz de atrair TOPBP1, um ativador candnico de ATR. No local da parada,
TOPBP1 interage com ATR-ATRIP para estimular a ativacdo de ATR e a

fosforilacdo de outras proteinas downstream da via, incluindo a quinase CDK1.

Embora esse mecanismo indireto de ativacdo seja o0 mais conhecido,
dados na literatura trazem outro processo de estimulacdo direta via ETAAL
(HAAHR et al., 2016). Evidéncias sugerem que ambas proteinas trabalhem em
conjunto na ativacdo da resposta frente ao estresse replicativo (BASS et al.,
2016; HAAHR et al., 2016), seja atuando sobre diferentes substratos, seja
respondendo a estimulos variados desse estresse ou amplificando a resultado
desse processo (SALDIVAR; CORTEZ; CIMPRICH, 2017).

A resposta do estresse replicativo promovida pela ativacdo de ATR,
resulta na degradacdo via ubiquitinacéo da ciclina E (cycE). Altos niveis de cycE
proporcionam a retencdo de Cdc6 no complexo pré-replicacional; inibem os
disparos das forquilhas de replicagdo e ativam Chkl (figura 4) (LIM; KALDIS,
2013). Dessa forma, ATR e seus efetores sao capazes de bloquear os disparos
de origem, induzir a parada do ciclo celular, bem como estabilizar e reiniciar as

forquilhas de replicacéo paralisadas.
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Figura 3. Componentes da ativagéo da via de ATR.
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Situagdes de estresse replicativo podem levar a mobilizagdo da maquinaria de resposta ao dano

do DNA (DDR). A ativagao de ATR, por sua vez, pode ser estimulada diretamente através de
ETAAL ou indiretamente através de TOPBP1. Ela conta com o auxilio de inUmeras proteinas
para bloquear disparos de origem indevidos, impedir que as células prossigam com o ciclo celular
e para reestabelecer o processamento das forquilhas de replicacdo que foram danificadas
(Saldivar e Cimprich, 2017 modificada).

A interrupcdo do processamento da forquilha em regides do DNA que
foram lesionadas e ndo sofreram reparo pode ser revertida através dos
mecanismos de tolerancia ao dano do DNA. Em situacbes como essa,
polimerases especializadas podem atuar replicando o DNA através da lesédo por
sintese transleséo, ou ainda, a crométide irma n&o danificada ou a fita nascente
de DNA da fita reversa podem ser usadas como molde (CHANG; CIMPRICH,
2009). Esses mecanismos juntamente com a ativacado de origens dormentes
vizinhas as lesbes tendem a evitar o prolongamento da paralizacdo das
forquilhas (TAYLOR; LINDSAY, 2016).

No entanto, a persisténcia do estresse replicativo ou a falha na via de
sinalizacdo de ATR pode provocar o colapso da forquilha de replicagdo. Esse
fendmeno esta associado com o surgimento de quebras de dupla fia do DNA e,
portanto, com a ativacdo dos mecanismos de resposta ao dano ao DNA (DDR).

Na presenca de DSBs, o complexo MRN (Mrell- Rad50-Nbsl) liga-se a
regido lesionada e promove o recrutamento da quinase ATM. A chegada dessa
proteina a DSB leva a sua auto fosforilacdo e, consequentemente, a ativacao de

outras proteinas de sinalizacdo como a variante da histona H2AX e Chk2.
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Em resposta a presenca de DSB, H2AX é fosforilada em diversos pontos
dos dois lados da lesédo (IACOVONI et al., 2010). Apés a ressecgao da ponta 3’
da fita do DNA, RPA se liga a regides de simples fita (ssSDNA) estabilizando-as.
Em seguida, a ciclina D1 (cycD) interage com brca?2 para facilitar o recrutamento
de Rad51. Ao chegar no local da lesdo e ligar-se ao DNA, Rad51 estimula a
sinalizacdo que da inicio ao pareamento de DNA e a invasao da fita molde,
resultando por fim no reparo por recombinacdo homologa (HR) (LIM; KALDIS,
2013).

Apesar do reparo por recombinacdo homaologa ter um papel fundamental
na estabilidade e protecao das forquilhas de replicacao, ele esta sujeito a erros
(GUIROUILH-BARBAT et al.,, 2014). Em alguns casos, esse mecanismo de
reparo pode introduzir sequéncias de recombina¢cBes homologas ndo alélicas
(NAHR) inadequadamente as regides de juncdo da quebra (HASTINGS et al.,
2009). Outro exemplo € a substituicdo de conjuntos de bases durante a parada
da forquilha em trechos de ssDNA, decorrentes da atividade da enzima Citidina
deaminase (ROBERTS et al., 2012).

Ao contrario de todas as outras DSBs, as quebras de dupla fita induzidas
pelo estresse replicativo geram uma Unica extremidade livre disponivel. Esse
acontecimento recruta proteinas de uma via dependente de HR denominada via
de replicacdo induzida por quebra (BIR) (HASTINGS et al., 2009). A ponta 3’ que
€ gerada apos a resseccdo tem a capacidade de invadir a regido homodloga
molde e formar a forquilha de replicacdo, a qual é responséavel pela extenséo da
fita lider e da tardia através de baixa processividade de polimerizacdo. Entéo, a
ponta 3’ separa-se do molde para invadi-lo novamente e formar uma nova
forquilha de replicacéo. Esse procedimento é realizado inUmeras vezes até que
seja formada uma maquinaria de replicacdo com uma maior processividade para
que possa dar continuidade ao processo de duplicacdo do DNA (TAYLOR;
LINDSAY, 2016).
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Figura 4. Consequéncias do estresse replicativo.

Paralizagio da

forquilha de .
\ replicacio colapso Quebra de dupla-fita do DNA

>

-
=
&P | Ressecgio da

Estabilizagio ponta3 e

P
E : Cdk1 —»
#ﬂ'fc da forquilha F@ ligagdo de RPA
b

r

— LTIV T
JE— Rpa

cycD

Resposta do v

estresse replicativo ._}( ._.__,C

Recombinagio
homéloga (HR)

O estresse replicativo gerado pela paralizacdo das forquilhas de replicacdo pode desencadear a
resposta do estresse replicativo ou, ainda, a formacao de lesGes de quebra de dupla- fita do
DNA. Na primeira situacdo, ocorre a ativacdo de ATR na tentativa de bloquear os disparos de
novas origens, induzir a parada do ciclo celular, bem como estabilizar e reiniciar as forquilhas de
replicacéo paralisadas. Na segunda situagéo, o colapso da forquilha leva a formacéo de quebras
de dupla-fita que irdo desencadear na ativagdo de ATM e no reparo por recombinagdo homaéloga.
(Lim; Kaldis, 2013 modificada).

Dados na literatura apontam a participacdo de um outro mecanismo BIR
independente de Rad51 denominado micro homologia mediada por quebra
(MMBIR) na participacdo de DSBs originadas através do estresse replicativo. Em
comparacao com o0 que acontece em BIR, nessa via as por¢des de fita simples
de DNA com apenas algumas bases contendo homologia conseguem promover
a invasdo da regidao a ser utilizada como molde. Isso faz de MMBIR um
mecanismo menos preciso e com maior propensdo a delegbes, inversoes,

translocacdes, dependendo do local em que ha essa alternancia de template
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(TAYLOR; LINDSAY, 2016). Apesar disso, MMBIR se faz necessaria no resgate
de forquilhas paralisadas em situacdes de estresse replicativo induzido pela
ativacdo de oncogenes devido a sobrecarga da via de HR em elevados niveis de
estresse (TAYLOR; LINDSAY, 2016).

O mecanismo de juncdo de pontas ndo-homadlogas (NHEJ) também tem
sido apresentado como uma alternativa na resolucdo de DSBs induzidas por
quebra de simples fita (ALLEN et al., 2011). Porém, ainda ndo se sabe ao certo
se os fatores de NHEJ funcionam regulando o processo de resolugéo via HR ou
tem um papel extra no reparo de DSBs induzidas pelo estresse replicativo. Nesse
contexto, a via de juncdo de pontas ndo-homélogas atua como mais uma fonte
de rearranjos cromossOmicos e, portanto, um fator indutor da instabilidade

gendmica observada em todos os tipos de cancer.

Além disso, o0 estresse replicativo tem potencial de perturbar a
estabilidade gendmica ndo s6 na fase S do ciclo celular mas também durante a
mitose, impactando no processo de segregacdo dos cromossomos (TAYLOR;
LINDSAY, 2016). Regides do DNA que nédo foram duplicadas em sua totalidade
ou ainda estruturas derivadas de intermediarios dos processos de reparo podem
se acumular no final de G2/M e, entdo, serem processadas por um conjunto de
nucleases especificas (ERCC1 e MUS81-EME1) (FRAGKOS; NAIM, 2017).
Caso néo haja a resolucéo dessas estruturas antes da transicdo para a anafase,
€ observada a formacdo de pontes entre as cromatides irmas parcialmente
replicadas, dificultando o processo de segregacéo. Essa tensao provocada leva
a quebra e a distribuicdo desigual desse cromossomo entre as células (TAYLOR;
LINDSAY, 2016).

Por fim, relatos na literatura tem mostrado que o estresse replicativo
também pode influenciar na estrutura da cromatina e, consequentemente, na
expressdo génica. Por exemplo, a interrupgcdo da processividade da forquilha
pode resultar em um desbalanco entre a quantidade de histonas que possuem
caracteristicas parentais e a superexpressao de novas histonas monometiladas
(H3K9) na regido de parada (KHURANA; OBERDOERFFER, 2015). Essa
alteracao estrutural promove a formagéo de heterocromatina e tem impacto na

expressao génica.
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HJURP (Holliday Junction Recognizing Protein)
Caracterizacdo molecular da proteina HJURP

HJURP é uma proteina humana formada por 748 aminoacidos codificada
pelo gene HJURP, localizado na regido 2937 do cromossomo humano (NCBI,
2016). Ela consiste em quatro dominios distintos representados na figura 3, cujas
funcdes estdo atreladas a sua atividade como chaperona de CENP-A, uma
variante da histona H3 marcadora epigenética da regido centromérica em
eucariotos.

Figura 5. Estrutura representativa da proteina HHJURP com seus dominios
e funcdes.

Dominio
Scm3 HMD HCTD1 HCTD2
16 68 271 386 409 471 554 614
1 O3 I 1 | | | | ] 748
Dominio de Ligacdo ao Localizagdo Dimerizacao
ligacdo a CENP-A DNA centromérica

Mdller, 2014 modificada.

A porcéo N-terminal de HJURP é uma regido bastante conservada entres
as diferentes espécies (SANCHEZ-PULIDO et al., 2009; SHUAIB et al., 2010).
Nela esta localizado o dominio Scm3 (16-68), sitio de interacdo com CENP-A,
gue mostrou ser essencial na formacao de nucleossomos in vitro e in vivo
(BARNHART et al.,, 2011). Em contrapartida, a por¢cdo C-terminal dispde de
variacdes entre as espécies. Em vertebrados, essa proteina apresenta um
tamanho maior em comparagcéo com seu ortdlogo em leveduras, além de possuir
outros trés dominios adicionais, cada um com uma funcdo especifica
(SANCHEZ-PULIDO et al., 2009).

Um estudo recente realizado por Zasadzinska e colaboradores (2013)
mostrou a relacédo entre o dominio HCTD1 (409-407) e o direcionamento de
HJURP para a regido centromeérica. Eles também observaram que a dimerizagcao
da proteina através do dominio HCTDZ2 (554-614) era essencial para a formacéao
do complexo pré-nucleossomal e que esse fenbmeno era imprescindivel para a

deposicdo de CENP-A no centrdbmero. Em 2014, Muller e colaboradores
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encontraram dentro do dominio HMD (271-386) um Unico ponto de interacdo de
HJURP com o DNA, gue apesar de indispensavel para seu recrutamento, era
extremamente importante para o carregamento de CENP-A na regido

centromérica.

Novos avancos na caracterizacdo dessa proteina tém evidenciado sua
participagdo no remodelamento da cromatina. Experimentos envolvendo a
criacado de centrdmeros artificias mostraram que a associacao entre HJURP e
M18BP1/KNL2 induzia a expansédo dos cinetdcoros ao longo dos cromossomos
(PERPELESCU et al., 2015). Outro estudo mais recente demonstrou que HJURP
era responsavel pelo recrutamento do complexo condensina lIl, fator mediador
da descompactacao da cromatina e importante na deposi¢céo de nova CENP-A
nos centromeros (BARNHART-DAILEY et al., 2017).

Embora muitos estudos tenham sido publicados nos ultimos anos, esses
trabalhos concentram-se na relevancia de HJURP no processo de diviséo
celular, na medida que ela age como chaperona especifica de CENP-A (Mller,
S. etal, 2014; e Perpelescu, M., et al., 2015). Entretanto, um trabalho mais antigo
realizado por Kato e colaboradores (2007) sugere a participacéo dela no reparo
de lesbes ao DNA. A partir de ensaios de imunoprecicpitacao, eles observaram
a interacdo entre HJURP e outras proteinas (hMSH5 e NBS1) envolvidas no
reparo por recombinacdo homodloga e viram que a exposicao de células de
cancer cervical (HeLa) a agentes lesivos era capaz de induzir a expressao de
HJURP, levantando assim, a hipétese do envolvimento dela nos mecanismos de
reparo do DNA apds tratamento com agentes genotoxicos.

HJURP no cancer

Resultados prévios de nosso laboratorio demonstraram que HJURP esta
superexpressa em amostras de astrocitomas e que seus niveis de expressao
estdo altamente correlacionados com a baixa sobrevida dos pacientes
(VALENTE et al, 2009, 2013). Relatos na literatura abordam também a
ocorréncia desse fendbmeno em outros tipos tumorais, tais como pulméo (KATO
et al., 2007) mama (HU et al., 2010), e gliomas (DE TAYRAC et al., 2013).
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Em 2010, Hu e colaboradores mostraram que a superexpressao de
HJURP estava presente em mais de 50% das linhagens de cancer de mama e
gue quanto maior os niveis dessa proteina, menor era o tempo de duplicacéo
dessas células, isto é, maior era a sua taxa proliferativa. Além disso, eles
observaram que os pacientes com altos niveis de superexpressdo de HJURP

tinham maior recidiva e menor expectativa de vida.

Dados de nosso grupo demonstraram que a expressao de HJURP é
essencial para a sobrevivéncia de diferentes linhagens de glioblastoma
multiforme (GBM) (U87MG, T98G, U138MG, U251MG e U343MG). A inducéo
da expressdo dessa proteina na linhagem U87MG, p53 selvagem e niveis de
HJURP moderados, confere um ganho na habilidade em formar clones (figura
6A) e provoca um aumento na taxa de proliferacéo celular mesmo em condi¢des
de baixa concentracdo de soro fetal bovino (figura 6B). Por sua vez, o
silenciamento de HJURP nas linhagens T98G e U251MG induziu uma parada
abrupta do ciclo celular, enquanto que as linhagens U87MG, U138MG e
U343MG entraram em estado senescente. Em contrapartida, astrocitos néo
tumorais e fibroblastos ndo mostraram ter sua viabilidade significativamente

afetada pods silenciamento.

Outro estudo envolvendo o silenciamento de HJURP em fibroblastos
humanos nao tumorais da derme (HDF) e células endoteliais da veia humana
nao tumoral (HUVEC) mostrou que 0s baixos niveis de HJURP eram capaz de
induzir senescéncia prematura nessas células de maneira dependente de p53
(HEO; CHO; KIM, 2013). Um trabalho mais recente, desenvolvido por Filipescu
e colaboradores (2017), identificou uma relacdo causal entre o status de p53
(supressor tumoral) e variagdes dos niveis de RNAm de HJURP e CENP-A em

células com diferentes backgrounds genéticos.

Nesse estudo, eles observaram que a perda ou o ganho de funcdo atravées
de mutagdes (R175H, R248Q, R248W, R249S e R273H) no gene TP53 promovia
um aumento nos niveis de expressdo dessas proteinas; e que alteracdes na
sequéncia CDE presente na regido promotora de HJURP impactavam na sua
regulacdo por p53, levantando a hipotese de uma possivel regulacdo

transcricional via p21 e o complexo E2F4-DREAM. Dessa forma, tanto o ganho
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de funcdo quanto a perda do gene TP53 estariam promovendo o aumento na
expressao dessas proteinas.

Figura 6. A superexpressao de HJURP induz aumento das taxas de
proliferacéo e capacidade clonogénica para linhagens de GBM.
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(A) As células foram plaqueadas em placas de 6 pogos com uma densidade de 200 células/pogo. Apds
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 o0 excesso de corante foi lavado com agua. As coldnias foram fotografadas e
analisadas com o software ImageJ. (B) 500 células das linhagens ACBRI371, U87MG e T98G foram
plagueadas por poco em placa de 96 pogos, tratadas com doxiciclina para indug&o da expressdo de HJURP
e apoés 24 horas o meio foi retirado e adicionado novo meio com 0; 0,5 ou 10% de soro fetal bovino. As
células foram incubadas por 10 dias em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO2 para andlise de
proliferacdo por violeta cristal. Fonte: Serafim, 2018.
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Além disso, resultados de nosso laboratério mostraram que a diminuicéo
dos niveis de HJIURP era capaz de impactar na atividade de reparo do DNA pelas
vias de recombinacdo homologa (HR) e juncdo de pontas ndo homodlogas
(NHEJ). A geracdo de quebras de dupla fita induzidas por microlaser nas
linhagens ACBRI371 (astrdcitos ndao tumorais) e T98G (GBM) evidenciaram o
recrutamento de HJURP para as regides de lesdo em estagios iniciais do dano,
independentemente da ativacdo de ATM e confirmaram sua participacdo no

reparo das lesGes apés indugdo com radiacao ionizante (figura 7).

Tendo em vista a importancia da proteina HJURP na manutencdo da
estabilidade gendémica, é plausivel pensar que os altos niveis de HJURP estejam
contribuindo de certa forma para o desenvolvimento e progressao das células
tumorais. Seja melhorando a eficiéncia da propagacéo da regido centromérica
(Filipescu, et al.,2017), seja participando ativamente no reparo das agressoes a
gue essas estdo sujeitas. Nesse sentido, acredita-se que essa proteina faca
parte de uma maquinaria de resposta ao estresse replicativo que impeca que as

células entrem em colapso e deem continuidade a progresséao tumoral.

Figura 7. Inducéo de quebras de dupla fita com microlaser nas linhagens
ACBRI371 e T98G.

HIURP  pH2AX

ACBRI371

As células forma fixadas 10 minutos ap6s a aplicacao do laser e as marcac¢des com os anticorpos
anti-HJURP e anti-pH2AX foram analisadas com o auxilio de um microscépio confocal. Fonte:
Serafim et.al. 2017 em preparacao.
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OBJETIVOS
Objetivo Geral

O objetivo consiste em verificar o impacto da superexpressao de HJURP
na e manutencao do estresse replicativo em células de GBM.
Objetivos especificos

1. Avaliar o impacto da superexpressdao de HJURP na capacidade
proliferativa em situacao de estresse replicativo.

2. Verificar a capacidade de sobrevivéncia (viabilidade celular) das células

superexpressoras frente ao estresse replicativo causado por camptotecina.

3. Analisar o impacto do estresse replicativo na dinamica do ciclo celular das

células superexpressoras de HIURP.
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MATERIAL E METODOS

Cultura de Células

A linhagem de GBM U87MG (HTB-14TM) foi obtida da colecdo da ATCC.
As células U87MG superexpressoras da proteina HJURP foram geradas durante
o doutorado do aluno Rodolfo Bortolozo Serafim. Elas foram transformadas com
uma construcao que possibilita a superexpressao de HJURP de modo regulado,
através de um promotor induzivel com doxiciclina (pLVX-Tight-Puro). As células
controle (transformadas com o vetor vazio) foram denominadas TP e aquelas
gue carregam a construgao para superexpressao da HJURP foram denominadas
HJ e o sistema de superexpressdo da proteina HJURP foi validado por western
blot.

Todas as linhagens foram cultivadas em meio de cultura Dulbecco's
Modified Eagle Medium- High Glucose (DMEM, Life Technologies)
suplementado com 10% de FBS (Fetal Bovine Serum, Invitrogen) e mantidas a
37°C em atmosfera com 5% de CO2. Para a inducdo da superexpressao de
HJURP, foi adicionado 1pL de Doxyciclina (D9891, Sigma) (1mg/mL) para cada
10 mL de DMEN High Glucose.

Inducéo do estresse replicativo com Camptotecina (CPT)

Para a inducdo do estresse replicativo, as células foram tratadas com um
derivado do alcaloide isolado da planta Camptotheca acuminata (LI et al., 2017).
A camptotecina (CDS008734, Sigma) age especialmente na fase S do ciclo
celular inibindo a enzima topoisomerase | (Topl). Ela promove a paralizacao das
forquilhas de replicacéo atraves da estabilizagcdo do complexo transiente Topl-
DNA. O choque entre o complexo CPT-Topl-DNA com a maquinaria de
replicacédo resulta em estresse na cadeia de DNA intacta, podendo ocasionar
presenca de fita simples (ssDNA), quebras de dupla fita de DNA (DSBs) e morte
celular (VESELA et al., 2017).
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Ensaio de MTT (brometo 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazélico)

O teste colorimétrico de MTT foi utilizado nesse trabalho com o intuito de
verificar a capacidade das linhagens superexpressoras de se recuperarem do
estresse replicativo induzido pela camptotecina. A presenca de desidrogenases
mitocondriais presentes apenas em ceélulas viaveis sdo responsaveis pela
clivagem do anel tetrazolico do sal de MTT e, consequentemente, pela alteracédo
da coloragdo amarela para roxa. Portanto, a producao dos cristais de formazan
(coloracéo roxa) reflete o funcionamento da cadeia respiratdria, isto €, a
quantidade de células viaveis ap0s o tratamento (MEERLOO; KASPERS;
CLOOS, 2011).

Foi preparada uma suspenséo de 4,5x10% células/mL em meio de cultura
DMEM high glucose contendo 10% de soro fetal bovino (SFB). As células foram
plaqueadas em placas de 96 pocos e incubadas a 37°C, 5% CO:2 overnight para
adesdo. No dia seguinte, foi adicionado o tratamento com camptotecina e as
placas foram incubadas por 6, 12 e 24 horas. Decorrido o periodo de exposicao,
o meio contendo CPT foi substituido por meio de cultivo (DMEN high glucose +
10% SFB) e as células foram deixadas na incubadora por mais 48 horas, para
recuperacao frente ao estresse induzido. Apds esse tempo, o meio de cultivo foi
substituido por meio sem soro contendo 0,5mg/ml de MTT e a placa foi incubada
novamente por 3 horas. Em seguida, a solucédo de MTT foi substituida por 100uL
de isopropanol acidificado (HCL 4%). A leitura da placa foi realizada no
comprimento de onda de 570nm de acordo com o protocolo estabelecido por (DE
FREITAS et al., 2017).

Ensaio de proliferacdo por coloracdo com cristal violeta

O cristal violeta é um corante capaz de atravessar as membranas
celulares e nucleares e ligar-se inespecificamente ao DNA, RNA e proteinas
(FEOKTISTOVA; GESERICK; LEVERKUS, 2016). A viabilidade celular é
determinada pela quantificacdo das células coradas que permanecem aderidas

na placa mesmo apos o tratamento. O ensaio do cristal violeta foi utilizado nesse



30

trabalho com o objetivo de analisar o comportamento proliferativo das linhagens

superexpressoras de HJURP frente a inducéo do estresse replicativo.

As linhagens superexpressoras de HJURP foram plaqueadas (5x103
células/mL— 100uL por poco) em placas de 96 pocos. No dia seguinte, as células
foram expostas a diferentes concentracdes de camptotecina por tempos
variados de tratamento e as placas foram incubadas a 37°C e 5% CO: até o
momento de andlise. A primeira leitura foi realizada ap6és 3 horas do
plagueamento (tempo 0), enquanto que as demais placas foram lidas em
intervalos de dois dias ap06s o tratamento. Decorrido o tempo de incubacéo pré-
estabelecido, o meio de cultura foi removido e as células foram fixadas com uma
solucdo de etanol 70% (Sigma) por 30 minutos a temperatura ambiente. Entéo,
apos a remocdo da solucdo de fixacdo, foi adicionado 100uL de solucédo de
violeta cristal 0,05% (Sigma) e a placa foi incubada por 30 minutos a temperatura
ambiente. Ao término da incubacao, a solucéo corante foi removida e 0 excesso
foi retirado com agua. Por fim, foi adicionado uma solucdo de acido acético 10%
(Sigma) por 30 minutos a temperatura ambiente. As placas foram lidas em um
espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 570nm (Protocolo adaptado de

Feoktistova e colaboradores, 2016).

Andlise de ciclo celular por citometria de fluxo

Os efeitos do tratamento com camptotecina na distribuicdo das células
superexpressoras ao longo do ciclo celular foram analisados através da
citometria de fluxo com iodeto de propideo. Para a andlise de conteddo de DNA
foram plagueadas cerca de 5x10* células/poco em placas de 12 pocos. No dia
seguinte, as células foram expostas a diferentes concentracdes de camptotecina
por intervalos de tempos distintos e seu contetdo de DNA foi analisado conforme
a metodologia descrita a seguir. ApO0s o tratamento, as ceélulas foram
tripsinizadas e centrifugadas por 5 minutos a 400g. O pellet foi lavado com uma
solugéo de PBS-EDTA 5mM e centrifugado novamente. Depois, descartou-se o
sobrenadande e adicionou-se 300uL dessa solugédo em cada tubo. Em seguida,
foram gotejados 700uL de etanol absoluto gelado sob leve agitacdo e entéo
incubadas overnight a -20° C. Decorrido o periodo de incubacéo, as amostras
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foram centrifugadas a 400g por 5 minutos e o pellet foi ressuspendido em 450uL
de PBS-EDTA. Ap0s esse procedimento, foram adicionados 50uL de RNAse A
(10ng/mL) e as amostras forma incubadas a 37°C por 30 minutos. Por fim, foram
adicionados 200pL de solugéo de iodeto de propideo (PIl) em PBS 1x (50ug/mL)
e as amostras foram quantificadas por citometria de fluxo (BD, FACSCanto).
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RESULTADOS

Avaliacdo do impacto da superexpressdo de HJURP na capacidade
proliferativa apos tratamento com camptotecina (CPT)

E sabido que os altos niveis de HJURP conferem as células de GBM um
aumento na taxa proliferativa celular. Tendo em vista essa vantagem, buscamos
investigar se a superexpressao dessa proteina também era capaz de
proporcionar resisténcia ao estresse replicativo induzido exogenamente.
Inicialmente, foram avaliadas véarias concentracdes de CPT nas linhagens
U87MG selvagem e superexpressora de HJURP, com o intuito de identificarmos
uma concentracao efetiva na promocéo do estresse mas permissiva a atividade
proliferativa. Nesse ensaio, as células foram expostas a trés diluicbes (1:10) de
camptotecina por 24 horas. Para a escolha da faixa de tratamento a ser utilizada
analisamos o comportamento proliferativo das células ao longo de 10 dias apos
o tratamento (figura 8). De acordo com os resultados, observamos que em
concentracfes muito baixas (4nM) as curvas de proliferacdo das condi¢cdes
tratadas se aproximam do perfil proliferativo do respectivo controle, evidenciando
gue o tratamento nessa condicdo ndo impacta significativamente a capacidade
proliferativa das células. Em contrapartida, em concentracdes intermediarias
(40nM) observou-se uma diferenca na proliferacdo em todas as condi¢oes. Ja
em concentragcdes de tratamento mais agressivas (400nM), observamos taxas
de proliferacdo muito semelhantes entre as células que carregavam ou ndo a
construcdo para a superexpresséao de HJURP.

Portanto, a partir da analise desses dados, decidimos avaliar
concentragbes proximas de 40nM e com intervalos menos distantes. Neste
sentido, definimos trés concentragdes de trabalho, 110nM, 80nM e 50nM, para
dar sequéncia aos experimentos. Nesse novo ensaio, o periodo de exposi¢do de
24 horas foi mantido e os resultados obtidos estdo apresentados na figura 9. O
comportamento proliferativo das linhagens HJ na auséncia e presenca de
doxiciclina € similar devido a ocorréncia de vazamento na expressao de HJURP
a partir do vetor pLVX, isto €, HIURP é expressa em niveis aumentados mesmo

na auséncia de doxiciclina (dox).
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Figura 8. Curva proliferacao das linhagens superexpressoras U87MG frente
ao estresse replicativo promovido por camptotecina (CPT).
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Foi realizado um ensaio preliminar com diferentes concentragfes de camptotecina com o objetivo
de encontrar uma faixa de tratamento que fosse suficiente para causar um impacto no
crescimento das linhagens U87MG carregando ou ndo a construgdo para a superexpresséo de
HJURP, mas que ndo impedisse que elas pudessem se proliferam apds a retirada do tratamento.

Para isso. O tratamento com camptotecina foi realizado por 24 horas e as concentracdes estdo

indicadas na imagem.

Como esperado, na condicdo nao tratada, a linhagem superexpressora de
HJURP apresentou maior capacidade proliferativa do que as células controle,
cujas curvas de crescimento assemelham-se a das linhagens expostas a CPT.
Na condicdo de estresse replicativo induzido, observarmos uma tendéncia no
ganho proliferativo na linhagem HJ a partir do 4° dia de andlise na condicdo de
tratamento mais branda (50nM), enquanto que nas maiores concentracdes (80
e 110nM) nao foi visto diferencas entre as células parentais ou
superexpressoras. Tendo em vista 0 mecanismo de acdo da camptotecina
(durante a fase S do ciclo celular), questionamos se o periodo de tratamento
prolongado (24 horas) nao estaria sendo excessivo e, consequentemente,

mascarando um eventuais diferencas no comportamento dessas linhagens.
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Figura 9. Curva de proliferacdo da linhagem U87MG apds ainducao do
estresse replicativo por camptotecina durante 24 horas.
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Quantificacdo da proliferacdo celular das linhagens U87MG carregando ou ndo a construcao
para a superexpressao de HJURP. A cor cinza indica as linhagens transformadas com o vetor
vazio (TP), enquanto que a cor preta representa o vetor carregando a construcdo para a
superexpressao de HJURP (HJ). O tratamento com CPT estd representado pelas linhas

tracejadas.
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Entdo, para testarmos essa hip6tese, conduzimos experimentos de
avaliacdo da atividade proliferativa em que as células foram tratadas com
diferentes concentracdes de CPT (50 e 110nM) por periodos mais curtos, 6 e 12
horas (figura 10), e paralelamente realizamos o ensaio de citotoxicidade (MTT)
(figura 11), para verificar se o tratamento estaria causando algum impacto na
viabilidade dessas células.

A partir da andlise das curvas de proliferacdo apds o tratamento com
50nM de CPT, em ambos os intervalos de tempo, observarmos um
comportamento de crescimento similar entre as linhagens tratadas com seus
respectivos controles ndo submetidos ao estresse. Este dado sugere que a
concentracdo e o periodo de tratamento utilizados tenham sido insuficientes para
causar impacto na proliferagéo das linhagens.

A comparacéo entre as curvas de crescimento das linhagens TP tratada
x HJ tratada (dados no grafico) mostrou que as células superexpressoras de
HJURP tendem a ter uma maior resisténcia ao estresse replicativo quando
expostas a camptotecina. Apesar do perfil proliferativo delas (TP tratada x HJ
tratada) ser estatisticamente diferente, essa andlise por si s6 ndo nos permite
concluir que a superexpressao € capaz de conferir resisténcia proliferativa frente
ao tratamento. Esperava-se que o impacto na proliferacéo entre as linhagens TP
controle x TP tratada fosse maior do que o impacto entre as células HJ controle
x HJ tratada, porém a andlise estatistica dessas condicbes ndo apresentou
diferenca significativa. E possivel que o tempo de observacdo do crescimento
dessas células (até 8 dias) tenha sido insuficiente para identificarmos essa
competéncia, pois as curvas de proliferacdo tendem a abrir a partir do sexto dia
em cultura. Entdo, para tentarmos validar essa hipotese esse experimento sera

repetido alterando a quantidade de dias que as células ficardo se proliferando.
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Figura 10. Curva de proliferacdo da linhagem U87MG ap06s a inducdo de
estresse replicativo por camptotecina durante 6 ou 12 horas.
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Quantificacdo da proliferacdo celular das linhagens U87MG carregando ou ndo a construcao
para a superexpressdo de HIJURP apés a inducdo do estresse replicativo por 6 e 12 horas. O
tratamento com CPT esta representado pelas linhas tracejadas. As diferencas estatisticas entre
as condicdes TP tratada x HJ tratada foram obtidas utilizando o teste t de Student (* P < 0.05, **
P <0.01, ** P <0.001).
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Avaliacdo da capacidade de recuperacdo das células superexpressoras
frente ao estresse replicativo causado por camptotecina (CPT)

O potencial de recuperacao, das células parentais e superexpressoras de
HJURP, frente ao estresse replicativo foi analisado através do ensaio de MTT.
Nele, as linhagens TP e HJ foram submetidas a diferentes concentracfes de
camptotecina (50, 80 e 110nM) por 6,12 ou 24 horas. Apds a exposi¢cao, as
células foram incubadas a 37°C e 5% COz por 48 horas para se recuperarem dos
efeitos causados pela droga e os resultados estdo representados na figura 11.
De maneira geral, o tratamento com CPT por 12 horas ndo teve um impacto
significativo na viabilidade das linhagens se comparado aos demais tratamentos.
Nesse intervalo, a porcentagem de células vivas, em relacdo ao controle nao
tratado, mostrou valores superiores a 65%. Porém no tratamento mais curto de
6 horas observamos que as células superexpressoras de HJURP apresentam
maior viabilidade celular apds exposicdo com 80nM (P < 0.05, HJ dox x TP dox)
e 110nM (P <0.01, HIx TP e; P <£0.05, HJ dox x TP dox) de camptotecina. Além
disso, as células superexpressoras de HJURP mostraram maior capacidade de
recuperacdo apés o tratamento na concentracdo de 50nM pelo periodo de 24
horas (P < 0.05), mesmo na auséncia de doxiciclina, o que € explicado pelo
vazamento na expressao de HJURP (figura 11).

Os resultados do ensaio de MTT das células submetidas ao tratamento
com CPT, juntamente com a informacao de que a indugéo do estresse replicativo
prolongado é capaz de interferir drasticamente na viabilidade celular, confirmou
que o tratamento de 24 horas ndo seria adequado para 0s ensaios de
proliferacdo e dificultaria a deteccdo de diferencas no comportamento das
células superexpressoras versus as células parentais, como suposto

anteriormente.
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Figura 11. Avaliacdo da capacidade de recuperacao das linhagens U87MG
frente ao estresse replicativo causado por CPT.
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Analise da recuperagcdo das linhagens U87MG carregando ou ndo a construgdo para a
superexpressdo de HJURP ap0s a indugéo do estresse replicativo com camptotecina (CPT) por
6,12 e 24 horas de tratamento. Terminado o periodo de exposicdo, as células foram incubadas
a 37° C por 48 horas até o momento da andlise. O teste t de Student foi utilizado para encontrar
as possiveis diferencas estatisticas entre as linhagens Hl e TP (* P < 0.05, ** P < 0.01, ** P <
0.001).

Andlise do impacto do estresse replicativo na dinamica do ciclo celular das
células superexpressoras de HIJURP

A confirmacao da participacdo de HJURP no reparo de DSBs (dados néo
publicados de nosso grupo), juntamente com a observagdo de altos niveis de
expressdo e correlacdo com pior prognéstico em diversos tecidos tumorais,
embasou a hipotese do seu envolvimento com o controle do estresse replicativo.
Nesse sentido, acreditamos que a superexpressao de HJURP poderia atuar
como um mecanismo adaptativo que permite a propagacdo dessas células
tumorais sem que elas entrem em colapso.

Na tentativa de avaliar a fungdo HJURP no controle da dindmica do ciclo
celular frente ao estresse replicativo, submetemos as linhagens TP e HJ ao
tratamento com diferentes concentracdes de camptotecina (50, 80 e 110nM) e

verificamos a distribuicdo das células no ciclo celular através de analise do
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contetdo de DNA. O intervalo de exposicdo de 24 horas foi escolhido com o
intuito de garantir que a maior parte da populacéo celular tivesse a possibilidade
passar pela fase S do ciclo celular durante o tratamento e, portanto, sofrer a acao
da droga. Findado o periodo de tratamento, as células foram processadas e as
amostras foram analisadas por citometria de fluxo utilizando iodeto de propideo
(IP).

Os resultados obtidos revelaram um perfil de distribuicdo celular
ligeiramente distinto entre as linhagens carregando ou néo a construgéo para a
superexpressao de HJURP mesmo na auséncia de estresse replicativo (figura
12). Curiosamente, a linhagem TP apresentou uma porcentagem baixa de
células em G1 (menor que 40% em todas as condicbes testadas) e uma
quantidade relativamente alta de células em G2 de cerca de 20%. J& a populagéo
de células presentes em S foi similar entre as linhagens analisadas. Por sua vez,
a linhagem HJ exibiu aproximadamente metade da populacéo celular em G1 e
uma quantidade bem reduzida (menor que 10%) em G2 (figura 12). Apés a
inducdo do estresse replicativo, foi observado um aumento na populacdo de
células em fase S em ambas linhagens. Como esperado, o tratamento
prolongado com a camptotecina foi capaz de induzir uma certa sincronizacao
celular em fase S. Isso se deve ao fato de a droga funcionar como um inibidor
de Topl, uma enzima muito importante no processo de duplicacdo do material
genético, e ocasionar a interrupcdo do processamento das forquilhas de
replicacdo. Entretanto, ndo observamos diferencas consistentes entre as células

parentais e superexpressoras de HJURP (figura 12).
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Figura 12. Distribuicdo da dindmica do ciclo células das linhagens
superexpressoras de HJURP frente ao tratamento com camptotecina (CPT).
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Andlise da distribuicdo das populagbes ao longo do ciclo celular das linhagens U87MG
carregando ou ndo a construcéo para a superexpressao de HJURP apés a indugdo do estresse
replicativo com camptotecina (CPT) por 24 horas. ApOs 18 horas de incubacdao, as células foram
tratadas com diferentes concentracfes de CPT (50,80 e 110nM) e o perfil de distribuic&o celular

foi analisado por citometria de fluxo com iodeto de propideo (PI).
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DISCUSSAO

A descoberta da relacdo entre o elevado nivel proteico de HJURP,
encontrado nos mais variados tipos de cancer, com o péssimo prognoéstico dos
pacientes tem orientado nossas investigacdes acerca das possiveis funcdes
dessa proteina no desenvolvimento tumoral. Adicionalmente, dados anteriores
de nosso grupo demostraram que os altos niveis de HJURP s&o fundamentais
para a sobrevivéncia das células de GBM, e conferem maior capacidade
proliferativa e clonogénica para estas células, o que embasou a hipotese de seu
possivel envolvimento com o controle do estresse replicativo.

Neste trabalho demonstramos que a superexpressao de HJURP na
linhagem de GBM U87MG pode conferir maior resisténcia ao estresse replicativo
induzido pelo tratamento com camptotecina. Em todas as condi¢des analisadas,
as células portadoras da construcdo para superexpressao de HJURP mostraram
um ganho de competéncia proliferativa em relacao ao vetor vazio (TP), mesmo
apos o tratamento com camptotecina. A inexisténcia de diferenca nas taxas de
proliferacdo das células (HJ e TP) na auséncia e presenca de camptotecina a
50nM, mesmo apoOs longa exposicdo (12 horas), sugerem que a linhagem
U87MG tenha resisténcia ao tratamento em baixas concentracdes (figura 10).

Os resultados do ensaio de MTT corroboram com a existéncia de uma
possivel resisténcia a CPT em altas concentracées (110nM) com exposicdo de
até 6 horas e em baixas concentracdes (50-80nM) com exposicdo de até 12
horas, pois nestas condi¢cfes a viabilidade de celular ficou acima de 80%. Além
disso, observamos também que a superexpressao de HJURP confere um efeito
protetivo adicional frente ao estresse replicativo, visto que em algumas
condicBes de maior estresse (110nM) ou tratamento mais longo (24 horas), as
células superexpressoras mostram maior viabilidade (figura 11) e também maior
capacidade proliferativa (figura 10).

Em conformidade com esses achados, outros dados de nosso grupo
(Bortolozo Serafim, 2018) mostraram que o tratamento com hidroxiuréia (agente
indutor de estresse replicativo através de outros mecanismos) promove aumento
nos niveis de expressdo de HJURP na linhagem U87MG parental (ndo
transformada). Conjuntamente, esses resultados sugerem que a

superexpressao de HJURP, amplamente observada em tumores agressivos,
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parece ser um mecanismo adaptativo das células tumorais para o controle do
estresse replicativo enddgeno, ocasionado pela atividade de proliferacao
exacerbada.

Estudos na literatura, envolvendo modelos tumorais distintos,
demonstraram através de métodos diferentes que a variacdo dos niveis de
HJURP impacta na proliferacdo celular. Em um destes trabalhos, foi
demonstrado que a superexpressdo dessa proteina em células de carcinoma
hepatocelular (SMMC7721) induz um aumento nas taxas proliferativas, enquanto
que o seu silenciamento reduz o crescimento celular apos 48 e 72 horas (B. et
al., 2017). Outro trabalho também mostrou a associacdo existente entre o
incremento dos niveis de HJURP com um aumento na atividade proliferativa de
células tumorais de mama (HU et al., 2010).

Recentemente, Filipescu e colaboradores (2017) descobriram que os
niveis de RNAm de HJURP e CENP-A em células com diferentes backgrounds
genéticos estavam atrelados ao o status do gene TP53 daquelas células. Eles
observaram que a perda do gene TP53 tem como consequéncia 0 aumento na
expressdo dessas proteinas, e que esse controle é realizado através de
regulacdo transcricional via p21 e o complexo E2F4-DREAM. Assim sendo, em
células nas quais TP53 nao é funcional, HJURP encontra-se aumentada, o que
pode explicar porque 0s tumores agressivos frequentemente apresentam
aumento nos niveis de HIURP.

Uma vez que o estresse replicativo, gerado a partir do intenso processo
de duplicacao celular, tenha sido apontado como umas das principais causas da
instabilidade gendmica (DOBBELSTEIN; S@RENSEN, 2015; GAILLARD;
GARCIA-MUSE; AGUILERA, 2015), é plausivel pensar que os altos niveis de
HJURP estejam contribuindo de certa forma para o desenvolvimento e
progressao das células tumorais, ja que varios estudos na literatura relatam a
importancia dela na manutencao da estabilidade genémica (FILIPESCU et al.,
2017; HEO; CHO; KIM, 2013; HU et al., 2010; VALENTE et al., 2013). Baseando-
se no trabalho elaborado por Chen e colaboradores (2018) em células de
carcinoma hepatocelular, acreditamos que o ganho replicativo observado nas
células U87MG (p53 selvagem) apdés a inducdo de HJURP possa estar envolvido
com as vias de sinalizacdo MAPK/ERK1/2 e AKT/GSK3[3. De acordo com o
modelo proposto (figura 13), HJURP seria responsavel pela desestabilizagéo de
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p21, proteina reguladora da transicédo da fase G1/S e que participa da resposta
de dano ao DNA, promovendo sua translocacdo para o citoplasma e,
consequentemente, sua degradacéo via ubiquitinacdo por SKP2. Desse modo,

HJURP poderia facilitar a transicdo G1/S e assim favorecer a proliferagéo celular.

Figura 13. Modelo representativo da funcdo de HJURP nas células de
carcinoma hepatocelular (HCC).
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p21 é um inibidor quinase dependente de ciclina que atua na transigcdo G1/S e no reparo do DNA. Ele
desempenha um papel crucial em varias vias de sinalizagdo inibidoras do crescimento celular e na inibicdo
da progressao do ciclo celular de maneira dependente e independente de p53. Sua agéo antiproliferativa
esta atrelada com a ativacdo de quinases (ERK1/2 e p-GSK3B) que conferem estabilidade a proteina,
mantendo-a na regido nuclear. Conforme o modelo proposto, HJURP é responsavel pela desestabilizagcdo
de p21 através da inibi¢cdo das vias de sinalizagdo MAPK/ERK1/2 e AKT/GSK3p. Esse fenbmeno promove
atranslocacdo de p21 para a regido citoplasmatica, onde sera ubiquitinado e futuramente degradado. Fonte:
Chen et al. 2018, modificada.

Ainda que os desbalancos nos mecanismos de regulacéo da proliferacéo
e/ ou da capacidade de evasdo a apoptose sejam importantes para 0 processo
de tumorigénese, a sobrevivéncia tumoral € dependente também de uma
resposta minima ao estresse replicativo adicional, que invariavelmente promove
o surgimento de danos no DNA. Dentro dessa perspectiva, inameros inibidores
da via de ATR-CHK1 (SAR-020106, CCT244747 e V158411) tém sido

empregados na clinica para o tratamento dos mais diversos tipos de neoplasias
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(TAYLOR; LINDSAY, 2016). Por exemplo, SAR-020106 demonstrou ter um
potencial terapéutico em estudos pré-clinicos quando utilizado em associacao
com gemcitabina e irotecano (derivado de camptotecina) (WALTON et al., 2010).
Entretanto, a magnitude do efeito terapéutico ainda sim é limitada para alguns
tipos de tumores (TAYLOR; LINDSAY, 2016).

Evidéncias encontradas na literatura apontam uma possivel participacao
da HJURP no reparo de lesGes no material genético. Através de ensaios de
Imuno-precipitagdo Kato e colaboradores (2007) demonstraram a interagéo de
HJURP com outras duas proteinas, hMSH5 e NBS1, relacionadas com o reparo
de quebras de fita dupla no DNA através de recombinacdo homologa. Além
disso, eles também observaram um aumento na expressdo de HJURP apdés o
tratamento com diversos agentes genotéxicos. Ensaios de imuno-precipitacao,
envolvendo uma proteina componente do replissomo importante na duplicacdo
do DNA denominada And-1, demonstraram uma possivel cooperacdo com
HJURP no contexto de deposicdo de CENP-A na regido centromérica
(JARAMILLO-LAMBERT et al., 2013). Outros estudos mais recentes, relataram
a participacao de And-1 conjuntamente com Claspin na resposta induzida por
estresse replicativo (HAO et al., 2015); e com CtIP na atividade de resseccéo
da fita de DNA para que haja o reparo eficiente da lesdo por recombinacao
homéloga (CHEN et al., 2017).

Dados recentes do nosso grupo (Bortolozo Serafim, 2018), comprovaram
a participacdo de HJURP na atividade de reparo de DNA em células de GBM. A
partir de ensaios de inducado de quebras de dupla fita através de irradiacdo com
microlaser, demonstramos que HJURP e CENP-A séo recrutadas para as
regibes de lesdo imediatamente apdés a ocorréncia do dano e promovem
alteracdes na estrutura da cromatina que facilitam a atividade de reparo de DNA
através do mecanismo de recombinacdo homoéloga. Além disso, observamos
uma correlagéo positiva bem forte entre os niveis de expressao de HJURP e do
marcador de proliferacdo Ki67 em astrocitomas de diferentes graus
caracterizados pelo consorcio internacional The Cancer Genome Atlas
(BRENNAN et al., 2013).
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Figura 14. Correlagdo entre os niveis de expressédo de HJURP e MKI67.
A)
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Correlacao positiva entre os niveis de mRNA de HJURP e MKI67 feitas através de analise no cBioportal
(514 casos LGG e 592 casos GBM do experimento PanCancer). com a ferramenta de co-expressao
(http://lwww.cbioportal.org/index.do?Action=Submit&genetic_profile_ids=gbm_tcga_pan_can_atlas_2018_
mutations&case_set_id=gbm_tcga_pan_can_atlas_2018_all&cancer_study_id=gbm_tcga_pan_can_atlas
_2018&gene_list=HJURP&tab_index=tab_visualize&#mutation_details) Fonte: Serafim, 2018. Manuscrito

em preparagao).
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Em conjunto, esses dados sugerem que a resisténcia ao estresse
replicativo exdégeno, observado nesse estudo, seja decorrente da participacao
de HJURP no reparo de lesbes do DNA. Podemos também supor que esta
competéncia confere maior habilidade para o controle do estresse replicativo,
atrelado a proliferacdo exacerbada, o que é permissivo para a progressao
tumoral bastante rapida observada nos astroctiomas e explica a capacidade de

proliferacdo extremamente alta observada nos gliobastomas.
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CONCLUSAO

Nossos resultados sugerem que os altos niveis de HJURP conferem um
aumento na capacidade proliferativa das células U87MG e podem induzir uma
maior resisténcia ao estresse replicativo induzido por camptotecina.
Considerando que o aumento da proliferacéo celular e o acGmulo de danos séo
eventos chaves para o desenvolvimento tumoral, podemos concluir que HJURP
pode estar participando no ganho de capacidade proliferativa e de reparo de
DNA em células de glioblastoma.
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