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INTRODUCAO:

Segundo a Organizacdo Mundial de Satude (OMS), cancer é o nome dado para um grupo de doencas que se
caracteriza pelo crescimento desordenado de células anormais, ultrapassando os limites tipicos do tecido em que se
encontram e espalhando-se para outros 6rgaos. Uma das causas desse crescimento reside nos eventos que levam a
alteracdo na expressao génica, como por exemplo uma mutacdo; essa alteragdo resulta no desequilibrio de fatores
que regulam eventos celulares importantes como a mitose e a apoptose, resultando no quadro citolégico
caracteristico desta patologia [1][2]

A proteina SERBP1 (Serpinel mRNA Binding Protein), alvo deste estudo, foi descrita como potencial
oncoproteina nuclear intrinsecamente desordenada, que conserva dois dominios RGG e é capaz de ligar-se ao
RNAmMm, alterando sua estrutura e consequentemente sua estabilidade e funcionalidade na célula. Seu primeiro alvo
de ligacdo verificado foi o0 RNA do inibidor do ativador de plasminogénio tipo 1 (PAI-1), e por isso também é
denominada RNA PAI-1 binding protein ou PAI-RBP1. Além disso, pesquisas indicam que esse peptideo
possivelmente sofre modificacfes pos-traducionais, que podem ter influéncia sobre sua localizacdo e funcao celular,
como por exemplo, no processo de metilacdo de arginina via PMRT1, que resulta em uma alteracdo em sua
localizacdo entre o citoplasma e o nucleo; e no processo de sumoilacdo, que sugeriu sua participacao na formacao
granulos de estresse. [3] [4] [5] [6]

Avaliou-se ainda que, em geral, a SERBP1 comporta-se como um fator de repressdo na expressao génica.
Diversos estudos demonstraram que sua superexpressdo em células em cultivo leva a regulacdo negativa de
determinados genes alvo ligados a fatores importantes na oncogénese. Alguns fatores indicam uma possivel relacdo
entre a SERBPL1 e o controle dos processos de apoptose, resposta a dano celular e proliferacao dentre eles estdo: sua
correlagdo com os niveis de PML-NBs (polimyelocytic leukemia nuclear bodies) e com o gene P53; sua influéncia
nos niveis de RNAmM de PGRMC1 (progesterone receptor membrane component 1) e no hormdnio progesterona;
ou ainda na regulagdo transcricional via modificagdes epigenéticas, na interacdo com a proteina de remodelagem
de cromatina (CHD-3) e a ligac&o a histonas metiltransferases (HMT).[3] [7] [8] [9]

A superexpressao da SERBP1 em diferentes tecidos cancerosos ja foi verificada em inimeros estudos,
principalmente em células tumorais em estagio avancado. Contudo, ainda que tenham sido indicadas correlacGes
entre esse peptideo e 0s processos de tumorigenicidade, progressao tumoral e resisténcia a drogas anticancerigenas,
nao se conhece exatamente seu mecanismo de a¢éo nesses casos, sendo necessaria maior investigacéo. [3]

METODOLOGIA

1. Analise in silico

Para a escolha da mutacdo alvo deste estudo foi consultado o banco de dados COSMIC (Catalogue of
Somatic Mutations in Cancer), de onde foi selecionada a mutagdo D350Y, visto que é verificada em células de
cancer de cdélon e ¢ localizada no interior da RGG box da proteina. Ja foi descrito na literatura que esta regido é de
grande importancia para a ligacdo ao RNAm e, por isso, selecionou-se uma mutacdo que ocorre nela. A mutagao
corresponde a mudanca de uma Unica base guanina para uma timina no gene da proteina, levando a mudanca de um
residuo de aspartato para um de tirosina.[6] [10]
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2. Mutagénese sitio dirigida

2.1PCR

Para realizacdo da reacdo de amplificagdo, foram utilizados o plasmideo SERBP1-Flag como molde e a
enzima Pfu DNA polymerase (Promega M7741), de acordo com as recomendacdes do fabricante. Os primers
utilizados para a reagéo estdo descritos na Tabela 1. Para facilitar a reagdo de anelamento, foi realizada adi¢do de
DMSO a cada eppendorf nas concentracfes de 0%, 2%, 5% e 10%. Utilizou-se, ainda, um controle negativo sem a
presenca de polimerase para cada reacdo. O produto da reacéo foi entdo digerido com o uso da enzima Dpnl (Biolabs
R0176S) durante 1 hora a 37°C.

Tabela 1: primer utilizado para realizar a mutacdo D350Y

SENSE 5°-3° ANTISSENSE 3°-8°

CGGAAGCCAGCAAATTATATAACGTCTCAG GCCTTCGGTCGTTTAATATATTGCAGAGTC

Para assegurar o resultado, o produto da reacdo de PCR foi entdo utilizado para preparacdo de um gel
agarose 1% (figural).

2.2 Transformacéo

Apos analise, o material resultante da PCR também foi utilizado para realizar a transformacao em bactérias
XL1-Blue super competentes. Uma aliquota de 50 ul bactérias em conjunto com 1 ul de plasmideo foram submetidas
a banho de gelo por 30 min, choque térmico de 42°C por 30 seg e entdo novamente ao banho de gelo por 1 min,
apos ser inserido 1mL de meio LB, as amostras foram colocadas no shaker e submetidas a uma agitacdo constante
de 300 rpm, a uma temperatura de 37°C, por 1 h. Em seguida, o material foi centrifugado a 2600g a temperatura
ambiente por 2 min, e entdo teve a maior parte do seu sobrenadante desprezado. Por fim, o pellet remanescente foi
ressuspendido e semeado em placas contendo LB-agar com ampicilina 100 pg/ml, as quais permaneceram em uma
estufa a 37°C overnight (16-18 h), visando o crescimento apenas de col6nias que apresentem o plasmideo com gene
de resisténcia ao antibidtico e com a mutagdo de interesse.

2.3 Extracao e purificacdo do plasmideo

Ap0s crescimento das coldnias, foi realizado um pré-inéculo, onde uma das coldnias foi isolada da placa e
inserida em um falcon com meio LB e ampicilina ha mesma concentracao anterior em um shaker a 42°C e 200 rpm,
onde permaneceu overnight. No dia seguinte, o contetdo do falcon foi colocado na centrifuga a 14000 rpm durante
2 min. apds a qual o sobrenadante foi desprezado, mantendo apenas um pellet ao fundo do falcon. As bactérias
restantes no falcon foram ressuspendidas com 300 pl de uma solugdo P1 (Tris-HCI, pH= 8, 50 mM; EDTA, pH 8,
10 mM), juntamente com a adigdo de 10 pl de RNAse, em seguida foi vortexada. Ocorreu, entdo, a adigdo de 300
pl de uma solugao P2 (NaOH, 200 mM; SDS 1%) para aumentar a porosidade da membrana bacteriana, e a solu¢ao
resultante foi vertida suavemente para mistura e incubada a temperatura ambiente. Apods alguns minutos, 300 pl de
uma solucdo P3 foi adicionada (Acetato de potéassio 3M, pH 5,5 ajustado com acido acético glacial,), formando um
precipitado branco a medida que o recipiente foi novamente sendo suavemente vertido para devida homogeneizacao.

A mistura foi entdo centrifugada a 14000 rpm, na temperatura de 4°C, por 10 min, para entdo ter seu
sobrenadante coletado. O mesmo processo de centrifugacdo e dispensacdo de sobrenadante foi repetido mais uma
vez, e entdo foi adicionado isopropanol, levando & precipitacdo do plasmideo no fundo do recipiente. A mistura foi
novamente centrifugada e, entdo, teve seu sobrenadante descartado. Adicionou-se, entdo, etanol 70% resfriado em
geladeira e a solugdo foi centrifugada sob as mesmas condicGes anteriores. Por fim, deixou-se o etanol evaporar da
solugdo e foi adicionado 30 ul de agua milli-q autoclavada para ressuspender o DNA presente no recipiente.

O material genético da amostra foi devidamente quantificado e enviado para a empresa Omikka para
sequenciamento, uma vez que apresentava tanto razdo 260/280 adequada. Posteriormente, a andlise do
sequenciamento foi realizada pelos softwares BioEdit Sequence Alignment Editor e SnapGene (figura 2).
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3. Expressédo em célula de cancer de colon (Western Blott)

Apos verificagdo da presenca da mutagdo no vetor, foi realizada sua transfec¢do em uma linhagem de células
de cancer de c6lon HCT 116 cultivada no laboratdrio, com o objetivo posterior de confirmar a expresséo da proteina
mutada, utilizando uma linhagem selvagem e um controle knockout como comparacéo.

As células foram cultivadas em garrafas até atingirem confluéncia aproximada de 80% em uma estufa a 37
°C, antes de serem quantificadas utilizando o corante azul de tripan e a cdmara de Neubauer, e transferidas para
placas de cultivo de 60 mm na concentragdo de 10° células/ml. No dia seguinte ao plaqueamento, foi realizada a
transfeccdo em uma das placas da linhagem knockout. Uma aliquota foi preparada (2 pg plasmideo purificado, 6 pg
do carreador Polietilenoimina (PEI) e 197ul de meio Opti-Mem) incubadas por 20 minutos e entdo adicionada na
placa.

Cerca de 72h ap6s a transfecgdo, foi realizada lise e quantificacdo do contetdo proteico extraido. Para isso,
foi adicionado 100 puL de um tampao de lise (Tris-HCI, NaCl, EDTA, SDS, Deoxicolato de sédio, Inibidor de
protease, DNAse e Triton, X-100) sobre o pellet formado em um falcon apés tripsinizacdo e centrifugacdo a 450g
por 5min de cada uma das trés placas (selvagem, knockout e mutada). O contetdo foi entdo submetido a um banho
de gelo (30 min) e centrifugado (13000 rpm, 4°C, 30 min). O sobrenadante foi entdo quantificado pelo método
Bradford.

Para realizacdo do Western Blot, foram preparados um gel de separacao de acrilamida 12% e um um gel de
entrada de acrilamida 4%, onde 50ug de proteina foram adicionados em cada pogo. O gel foi adicionado a uma cuba
de eletroforese contendo um tamp&o de corrida (Tris 250mM, Glicina 1,92M, SDS 1%). O experimento foi
conduzido sob 100 V por 35min e depois 120 V por 65min, aproximadamente. O gel resultante foi entdo transferido
para uma membrana de nitrocelulose na presenca de um tampdao de transferéncia (Tris 250mM, Glicina 1,92M,
Etanol 20%) por 1h40min a 220 mA. A membrana foi entdo transferida para um novo recipiente contendo um
tampdo de bloqueio (TBST 0,1%, Leite 5%), onde permaneceu por 1h. Apos essa etapa, foram feitas lavagens com
TBS-T 0,01% para retirar o tampdo de blogueio.

Foi entdo adicionado o anticorpo primario anti-SERBP-1 (1:250, Sigma-Aldrich HPA020559; 2% BSA,
0,02% de azida em TBS-T) sob a membrana (42C, overnight sob agitacdo). O excesso de anticorpo foi retirado do
recipiente e feitas sucessivas lavagens utilizando TBS-T 0,01%, posteriormente, adicionou-se o anticorpo
secundario anti-rabbit (1:5000 Sigma A0545; 5% leite em TBS-T). Apds 1 hora sob agitacdo, a membrana foi
revelada sob quimioluminescéncia. Para controle enddgeno, foi utilizado o anticorpo primério beta actina (1:1000,
Abcam AB8226; 2% BSA, 0,02% de azida em TBS-T) sob a membrana. Apds a incubacéo, o anticorpo foi retirado
e foram realizadas lavagens utilizando TBS-T 0,01%, sendo entdo adicionado o anticorpo secundario anti-mouse
(1:5000 Calbiochem 401253; 5% leite em TBS-T). Ap6s 1h da adi¢do do anticorpo secundario, foi feita uma Gltima
lavagem com TBST e a membrana foi revelada novamente por quimioluminescéncia gerando uma segunda imagem.

4. Andlise da proteina mutante sobre a proliferacéo celular (CCK-8)

Ap0s confirmacdo da expressdo da proteina contendo a mutacéo, realizou-se o ensaio de proliferacéo celular
CCK-8, comparando a variacdo da proliferacdo celular em diferentes tempos de transfeccdo. Em uma garrafa
contendo células HCT116 knockout para o gene Serbpl, cultivou-se em estufa (37°C), até atingir aproximadamente
80% de confluéncia. Essas células foram entdo quantificadas e transferidas para uma placa de 96 pogos na
concentracdo de 2.10* células/ml em cada pogo. Foram feitos trés tipos de amostra em triplicata: knockout para o
gene Serbpl, transfectadas com vetor contendo o gene Serbpl com a mutacdo D350Y, e transfectadas com vetor
contendo o gene Serbpl selvagem. No dia seguinte ao plaqueamento das células knockout, foi realizada a
trasnfecgdo de todas os pogos contendo células com a mutagdo ¢ com o gene selvagem (0,2 ug de plasmidio
purificado, 0,6 ng PEI e 25uL de solug@o contendo 150mM de NaCl estéril). Apos 24, 48 e 72h da transfeccao,
realizou-se a analise das respectivas amostras, adicionando-se, cada vez, quantidade recomendada do reagente do
kit comercial (Boster AR1160) e, ap6s 1h30min, realizando a analise em espectofotdmetro. Para analise dos dados,
foi realizado o teste de ANOVA, utilizando o software GraphpadPrism.

RESULTADOS

Purificacdo do Plasmideo

O gel de agarose confirmou a presenca da banda caracteristica do vetor amplificado na altura aproximada
esperada de 6000 pares de base, bem como a auséncia dessa banda no controle sem polimerase. Foi possivel observar
bandas nas reaces realizadas com as concentragdes de 0%, 2% e 5% de DMSO (figura 1).
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Figura 1 - Produto da reacdo de PCR comparativamente a
DNA ladder (fotografia coletada por ChemiDoc). Da direita
para esquerda na figura, tem-se a coluna da DNA ladder, a coluna
C contendo o controle sem polimerase, e as colunas
correspondentes as reacoes utilizando 0, 2, 5 e 10% de DMSO,
respectivamente. De acordo com o padrdo disposto na DNA
ladder, as bandas localizadas nas colunas de 0, 2 e 5% de DMSO
correspondem a 6 kb.

-

Sequenciamento

A) B)

GCCAGCAAATHATATAACGTCTCAGC

Figura 2 - Sequenciamento do plasmideo SERBP1-Flag. Na figura A, o sequenciamento de um fragmento da proteina
selvagem, e em B um fragmento da proteina contendo a mutagéo. As letras correspondem as bases do DNA. O residuo (GAT)
destacado pela coluna em azul corresponde ao aspartato (D), e o residuo (TAT) destacado pela coluna azul na figura da direita
corresponde a tirosina (Y)

O resultado do sequenciamento assegurou a ocorréncia da mutacdo sitio dirigida no local adequado, bem
como a auséncia de demais mutacdes. Foi possivel observar que, em relacdo a proteina selvagem, a amostra enviada
continha o plasmideo mutado e que ndo foram observadas mutacdes adicionais nem delecdes indicando o sucesso
da mutacgdo pontual (figura 2).

Western Blot

Ambas imagens obtidas por quimioluminescancia, utilizando anticorpo beta actina e SERBP1, foram
alinhadas para melhor comparag&o dos resultados (figura3).

D350Y KO Wt

, Figura 3 - Quimioluminescéncia referente ao
g western blott de células HCT116. As bandas na
imagem sdo referentes a ligacdo dos anticorpos

55kba  — — SERBP1 SERBP1 e Beta Actina, separadas em cada imagem
-,* pelo peso molecular calculado em relacéo ao padréo.

<3 As imagens foram alinhadas de modo a cada coluna

representar uma linhagem celular:  células

Beta transfectadas com o plasmideo contendo a mutacdo

45kba — Actica de interesse (D350Y), knockout para o gene

SERBP1(KO), selvagem (Wt).
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CCK-8

CCK-8
2.5
ek n 24h
2.0 s O 48h
% - B 72h  Figura 4 — Ensaio de proliferacdo celular CCK-8. O
] grafico mostra a comparagdo na concetracdo celular entre as
E 1.0 amostras da linhagem knockout (KO), mutante (D350Y) e
< selvagem (KO-SERBP1) nos tempos de transfeccdo de 24, 48
4= e 72h. Amostras que apresentaram p<0.0001 em relacéo a
0.0- respectiva amostra de células selvagem (****),
O A N O & N O & N
4*0”;5&?3 T +°"";$§
& & ©

A analise gréfica foi obtida através do calculo da ANOVA, utilizando as amostras de célula selvagem como
referéncia. As amostras knockout de 48 e 72h foram as Gnicas que apresentaram variancia significativa no teste em
relacdo a selvagem.

CONCLUSOES:

A célula HCT116 transfectada com o plasmideo contendo a mutacdo D350Y expressou a proteina mutante
de forma satisfatoria. A partir do sequenciamento do plasmideo, foi possivel confirmar o sucesso da mutagénese
sitio-dirigida, além disso, foi possivel confirmar a expressdo da proteina modificada no tempo de 72h nas células
selvagem e mutante, mas ndo na linhagem knockout, conforme esperado. O knockout do gene alvo pode ser
confirmado pela comparacdo da expressdo da proteina enddgena beta actina, que apresentou expressao constante
em todas as linhagens.

O ensaio de proliferacdo celular ndo indicou diferenca significativa na proliferacdo celular entre as
linhagens que expressam a proteina em sua forma selvagem e com a mutacdo alvo deste estudo. Observou-se que,
quando comparadas as células KO-SERBP1, as células KO apresentaram uma diferenca significativa na
proliferacdo celular.

Para melhor estudo da influéncia da mutacédo alvo, a proposta de conducéo deste estudo envolve o uso da
luciferase como gene-repdrter para avaliar se a mutagdo interfere na capacidade da proteina de se ligar ao RNAm.
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