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Introducao: Ja foi demonstrado que a proteina HJURP (Holliday Junction Recognition Protein)
mostra uma forte relacdo entre seus altos indices de expressdo e a progressao tumoral mais
agressiva, para canceres de diferentes origens. A técnica de silenciamento génico transitorio via
transfeccdo com moléculas de siRNAs é uma poderosa ferramenta ja utilizada em estudos do
grupo, onde notou-se que o knockdown de HJURP em linhagens de glioma afetou
negativamente a proliferacdo e formacdo de col6nias, enquanto linhagens de fibroblasto nao-
tumorais ndo foram significativamente afetadas. Objetive: Tracar o perfil de expressdo de
HJURP, em nivel de mRNA e proteina, em linhagens tumorais e ndo-tumoral de diferentes
tecidos, seguido de seu silenciamento génico e andlise dos efeitos causados, observando a
proliferacdo celular e a taxa de senescéncia apds o silenciamento. Metodologia: Todas as
linhagens (MDA-MB-231, A549, HSC3 e HDFn) foram cultivadas em DMEM devidamente
suplementado com soro fetal bovino, exceto a linhagem ndo-tumoral HDFn, onde adicionou-se
também uma solucdao de aminodcidos ndo essenciais a 1% v/v. Para qRT-PCR, foi feita a
extracdo do RNA, a transcricdo reversa e a reacdo de amplificacdo em condi¢Oes padrdo. A
extracdo de proteinas totais foi feita em tampdo de lise RIPA e o western blot foi realizado em
condicoes padrdo. O silenciamento génico foi feito com Lipofectamina RNAi MAX (Thermo
Scientific), sendo verificado sua eficacia por qRT-PCR e western blot. Resultados e Discussao:
Determinadas as linhagens a serem utilizadas, seguiu-se para deteccdo dos niveis normais do
mRNA de HJURP, para averiguar a elegibilidade de cada uma para os ensaios seguintes.
Considerando HDFn como condicdo controle, HJURP estava aumentada em 61 vezes para
A549, 107 vezes para MDA-MD-231 e 65 vezes para HSC3. Ao realizar novas triplicatas com
maior massa celular, os resultados foram significativamente diferentes. Levantou-se a hip6tese
da alta confluéncia celular inibir a proliferacdo da linhagem saudavel, levando a diminuicdo da
expressdao de HJURP, muito envolvida na progressao celular. Portanto, os ensaios estdo sendo
reavaliados e padronizados para uma condi¢do adequada ao estudo, em relacdo a quantidade de
células plaqueadas e a detec¢do de HJURP na linhagem controle, que revelou expressdao muito
baixa deste gene. Ja para o western blot, considerando HDFn como condigdo controle, obteve-se
uma expressdo proteica de 1,82 vezes para A549, 0,98 vezes para MDA-MB-231 e 0,96 vezes
para HSC3. O silenciamento génico ja foi realizado para as linhagens A549 e MDA-MD-231,
atingindo eficiéncias de silenciamento de 34% e 3% aproximadamente. Conclusdo: E notério
que os dados produzidos até o momento ndo sdo conclusivos para identificar o papel de HJURP
na sobrevivéncia tumoral, uma vez que as condi¢des de silenciamento e deteccao de HIURP
estdo sendo padronizadas. Portanto, serdo realizadas novas repeticGes do experimento, como
também melhorias nos processos de extracao e analise.
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