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RESUMO 

 

O câncer de bexiga é o décimo primeiro câncer mais comum no mundo, representando a 14º 

causa de morte associada a câncer. Os tumores músculo-invasivos de bexiga são relacionados 

a um pior prognóstico, apresentando alto grau de recidiva e evolução a doença metastática, 

mesmo após cistectomia radical. A terapia neoajuvante ou adjuvante a esse procedimento visa 

o tratamento de micrometástases que podem estar presentes no momento do diagnóstico, e um 

dos regimes terapêuticos com melhor eficácia e tolerabilidade é à base de Cisplatina e 

Gencitabina. A resistência quimioterápica é um grande empecilho à terapia, além dos efeitos 

tóxicos dos quimioterápicos. RNAs longos não codificantes (lncRNAs) possuem padrão de 

expressão altamente específico, possuindo ações desde a remodelação da cromatina, em nível 

nuclear, até regulação epigenética e níveis pós transcricionais. Níveis alterados de expressão 

dessas moléculas são encontrados em diversos tumores, e elas se envolvem na carcinogênese 

modulando a proliferação e migração celular, além de estarem relacionadas à resistência à 

quimioterapia. Estudos já demonstraram a expressão anormal do lncRNA JHDM1D-AS1 em 

tumores de bexiga, evidenciando sua relação com tumores de maior grau, porém, ainda não há 

estudos sobre o papel funcional deste lncRNA na modulação da sensibilidade à quimioterapia 

com gencitabina em células de carcinoma de bexiga de alto grau. Assim, o objetivo desse 

trabalho foi avaliar o efeito da combinação de concentrações de gencitabina aliadas ao 

silenciamento de JHDM1D-AS1 em duas linhagens de tumor de bexiga de alto grau (J82 e UM-

UC-3), por meio de testes de citotoxidade (XTT), sobrevivência clonogênica, morfologia 

celular e migração celular. Os resultados mostraram que o tratamento combinado levou a maior 

citotoxicidade, diminuição na formação de clones, alteração morfológica e diminuição da 

capacidade de migração das células em comparação com os tratamentos sozinhos. Conclui-se 

que o silenciamento de JHDM1D-AS1 aumenta a sensibilidade de células de tumor de bexiga 

de alto grau ao tratamento com gencitabina, podendo ser avaliado como uma estratégia para se 

atingir uma resposta terapêutica eficaz utilizando uma menor concentração de quimioterápico. 

 

 

 

 

 



 
 

ABSTRACT  

 

Bladder cancer is the eleventh most common cancer in the world, representing the 14th leading 

cause of cancer-associated death. Muscle-invasive bladder tumors are associated with a worse 

prognosis, with a high degree of recurrence and progression to metastatic disease, even after 

radical cystectomy. Neoadjuvant or adjuvant therapy for this procedure is aimed at treating 

micrometastases that may be present at the time of diagnosis, and one of the therapeutic 

regimens with better efficacy and tolerability is based on Cisplatin and Gemcitabine. 

Chemotherapy resistance is a major obstacle to therapy, in addition to the toxic effects of 

chemotherapy. Long non-coding RNAs (lncRNAs) have a highly specific expression pattern, 

having actions from chromatin remodeling, at the nuclear level, to epigenetic regulation and 

post-transcriptional levels. Altered levels of expression of these molecules are found in several 

tumors, and they are involved in carcinogenesis by modulating cell proliferation and migration, 

in addition to being related to chemotherapy resistance. Studies have already demonstrated the 

abnormal expression of lncRNA JHDM1D-AS1 in bladder tumors, evidencing its relationship 

with higher grade tumors. However, there are still no studies on the functional role of this 

lncRNA in modulating the sensitivity to chemotherapy with gemcitabine in carcinoma cells of 

the bladder. Thus, the objective of this study was to evaluate the effect of the combination of 

gemcitabine concentrations with JHDM1D-AS1 silencing in two high-grade bladder tumor cell 

lines (J82 and UM-UC-3) using cytotoxicity tests (XTT), clonogenic survival, cell morphology 

and cell migration. The results showed that the combined treatment led to greater cytotoxicity, 

decrease in clone formation, morphological alteration and decrease in cell migration capacity 

compared to the treatments alone. It is concluded that the silencing of JHDM1D-AS1 increases 

the sensitivity of high-grade bladder tumor cells to treatment with gemcitabine, and can be 

evaluated as a strategy to achieve an effective therapeutic response using a lower concentration 

of chemotherapy. 

 

  



 
 

SUMÁRIO 

 

1 INTRODUÇÃO ................................................................................................................. 5 

2 OBJETIVOS .................................................................................................................... 15 

2.1 Objetivo geral .................................................................................................................. 15 

2.2 Objetivos específicos ....................................................................................................... 15 

3 MATERIAIS E MÉTODOS ........................................................................................... 16 

4      RESULTADOS ............................................................................................................... 20 

5 DISCUSSÃO .................................................................................................................... 31 

6 CONCLUSÃO ................................................................................................................. 33 

REFERÊNCIAS BIBLIOGRÁFICAS ................................................................................. 34 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



5 

 

1 INTRODUÇÃO 

 

Segundo dados da GLOBOCAN, o câncer de bexiga é o décimo primeiro câncer mais 

comum no mundo, representando a 14º causa de morte associada a câncer, e é até três vezes 

mais prevalente em indivíduos do sexo masculino. No Brasil, o câncer de bexiga é o nono 

câncer mais comum e representa um dos cinco tipos de câncer mais prevalentes em homens 

(FERLAY et al., 2021). 

Noventa por cento dos casos de câncer de bexiga são de células transicionais 

especializadas que revestem a bexiga e o trato urinário, denominadas células uroteliais, sendo, 

destes, 75% tumores superficiais, de menor grau, e 25% tumores músculo-invasivos, de maior 

grau. Os tumores superficiais de células uroteliais são caracterizados por lesões superficiais, 

geralmente apresentando um bom prognóstico, enquanto os tumores músculo-invasivos podem 

atingir órgãos adjacentes e linfonodos pélvicos, dificultando o tratamento (SAGINALA et al., 

2020; RODRIGUEZ et al., 2017; MUSHTAQ et al., 2019). A classificação patológica dos 

carcinomas de células uroteliais dá-se pela extensão do tumor primário e pelo grau de 

diferenciação histológica. Dentro da classificação do estadiamento tumoral encontram-se o 

tumor papilar, o carcinoma in situ (CIS), o tumor músculo-invasivo e os tumores metastáticos 

(CHESTER et al., 2004). Em relação ao grau de diferenciação celular, os tumores são 

classificados como baixo grau, que são tumores com células diferenciadas, e como alto grau, 

os tumores com células pouco diferenciadas (SAGINALA et al., 2020).  

Os fatores de risco associados ao desenvolvimento do câncer de bexiga podem ser 

hereditários (predisposição genética) ou adquiridos (exposição ambiental), e uma complexa 

interação entre estes fatores determina o desenvolvimento e progressão desses tumores 

(MUSHTAQ et al., 2019). O tabagismo é o fator ambiental mais importante associado ao 

desenvolvimento do carcinoma de bexiga, possuindo risco atribuível de 50% em homens e 

mulheres (FREEDMAN et al., 2011). Assume-se um período de 20 a 30 anos entre o início da 

exposição ao tabaco até o desenvolvimento do câncer de bexiga. A exposição ocupacional a 

aminas aromáticas, hidrocarbonetos aromáticos policíclicos e hidrocarbonetos clorados é a 

segunda causa mais comum desse tumor (MUSHTAQ et al., 2019). Condições inflamatórias 

crônicas, como infecções bacterianas e por Schistosoma hematobium (comuns na África do 

Norte) e radiação pélvica também estão relacionadas à predisposição a tumores de bexiga. A 

idade média de diagnóstico desse tipo de câncer é entre 70-84 anos, o que pode ser explicado 

como um efeito crônico da exposição aos carcinógenos anteriormente citados aliado a uma 

redução na habilidade de reparo do DNA (LENIS et al., 2020). 
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Heranças genéticas estão associadas a aproximadamente 7% dos casos de câncer de 

bexiga (AL-ZALABANI et al., 2016). Apesar disso, mutações somáticas em alguns genes que 

regulam o ciclo celular, como FGFR3, RB1, HRAS, TP53, TSC1 e outros, são comumente 

encontradas nos tumores de bexiga (ZHANG; ZHANG, 2015). Alterações genéticas estão 

associadas ao grau, agressividade, progressão e potencial metastático dos tumores.  

O gene TP53, localizado no braço curto do cromossomo 17 (17p13.1), é um importante 

gene supressor tumoral, cujas funções regulatórias do ciclo celular, do reparo ao DNA e indução 

à apoptose o conferiram a denominação de “guardião do genoma” (FETT-CONTE, SALLES, 

2002). Em resposta ao estresse celular, esse gene codifica a proteína p53, envolvida no controle 

transcricional (CORDON-CARDO et al., 1994). No câncer, as mutações em TP53 são missense 

ou de perda função no domínio de ligação de p53 ao DNA, afetando a ativação transcricional 

de genes subsequentes a ele, como p21 (HUSSAIN, et al., 2013). Além disso, as mutações 

missense provavelmente podem conferir a p53 características de proto-oncogenes, por exemplo, 

ao formarem dímeros com a forma selvagem de p53, impedindo sua função (PETIJEAN et al., 

2007, HUSSAIN, et al., 2013). O gene TP53 é o gene mais mutado em cânceres humanos, 

sendo encontrado mutado em 50% deles. Alterações nesse gene são encontradas em 50% dos 

carcinomas de bexiga, sendo mais comuns em tumores invasivos e em tumores metastáticos 

(ATLAS, 2021). Além disso, mutações no gene TP53 também se relacionam à progressão da 

doença de baixo grau para alto grau, maior risco de recorrência e pior prognóstico (AUDENET, 

et al., 2018, HUSSAIN, et al., 2013). 

A cistoscopia com ressecção transuretral (RTU) é o método padrão para o diagnóstico, 

estadiamento e tratamento de tumores superficiais de bexiga, porém é comum os pacientes 

apresentarem alta taxa de recidiva, além de evolução para tumor músculo-invasivo. Assim, 

recomenda-se terapia intravesical adjacente, pós RTU, que consiste em imunoterapia com 

bacilo de Calmette-Guérin (BCG) ou quimioterapia, com a utilização de agentes citotóxicos 

como mitomicina C ou gencitabina (MEDEIROS, et al., 2018; MUSHTAQ et al., 2019; EAU 

GUIDELINES, 2021; CHANG, et al., 2016). 

O tratamento do tumor de bexiga músculo-invasivo (MIBC) pode envolver terapia 

neoadjuvante com o esquema M-VAC (metotrexato, vimblastina, doxorrubicina, cisplatina), 

PCG (paclitaxel, cisplatina e gencitabina) ou CG (cisplatina e gencitabina); radioterapia; 

cistectomia radical com linfadenectomia pélvica; quimioterapia adjuvante baseada em platina 

(cisplatina ou carboplatina) e radioterapia adjuvante (MEDEIROS, et al., 2018; RODRIGUEZ 

et al., 2017; MUSHTAQ et al., 2019). A cistectomia radical associada à linfadenectomia pélvica 

segue sendo o tratamento mais comum para casos de tumores de bexiga músculo-invasivos.  
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Um dos fatores alarmantes sobre o câncer de bexiga músculo-invasivo é seu grande potencial 

de evolução a tumor metastático. Aproximadamente 50% dos pacientes diagnosticados com 

MIBC desenvolvem doença metastática após 2 anos, mesmo após cistectomia radical, o que se 

relaciona a uma sobrevida de aproximadamente 5% em 5 anos (LOBO et al, 2017; SAGINALA 

et al., 2020). Apesar da terapia à base de platina combinada, neoadjuvante a esse procedimento, 

apresentar significante melhora na sobrevida dos pacientes com tumores de alto grau, ela ainda 

é subutilizada na prática clínica (YIN et al., 2016). Assim, o objetivo da quimioterapia 

neoadjuvante é o tratamento de micrometástases que podem estar presentes no momento do 

diagnóstico (LOBO et al., 2017).  Os dois regimes terapêuticos mais utilizados são o M-VAC 

e o CG, e são recomendados pelas diretrizes da American Urological Association, European 

Association of Urology e pelas Diretrizes Oncológicas brasileira para o tratamento 

neoajudvante de carcinomas de bexiga músculo-invasivos (estádios II a IV, ou seja, com 

invasão da musculatura da bexiga, do tecido perivesical ou de estruturas adjacentes) (EAU 

GUIDELINES, 2021; CHANG, et al., 2017, MEDEIROS, et al., 2018).  

Uma desvantagem encontrada no tratamento do tumor de bexiga é a alta toxicidade dos 

fármacos à base de platina. Dentre os principais efeitos tóxicos da terapia M-VAC destacam-se 

a supressão medular, náuseas, vômitos e estomatite. A GC é uma alternativa ao M-VAC, 

apresentando eficácia comparável e efeitos tóxicos mais brandos (ARAI et al., 2018). Sessenta 

e dois por cento dos pacientes tratados com o regime M-VAC apresentam efeitos adversos como 

neutropenia, anemia, trombocitopenia, náuseas /vômitos, mucosite e neutropenia febril. O 

tratamento com CG demonstrou redução significativa na neutropenia e mucosite, mas aumento 

no risco de trombocitopenia quando comparado ao tratamento com M-VAC (YU et al., 2018). 

Um grande estudo de fase III que comparou a eficácia e segurança de seis ciclos de regime M-

VAC dose-densa com quatro doses de regime CG, encontrou que o braço ddM-VAC apresentou 

maior toxicidade gastrointestinal, anemia e astenia, porém uma discreta maior resposta 

patológica completa quando comparado ao braço CG (PFISTER et al., 2021).  

A gencitabina, quimioterápico utilizado no protocolo CG, é um pró-fármaco análogo de 

nucleosídeo que deve ser metabolizado a sua forma ativa, o trifosfato de gencitabina (dFdCTP). 

Este quimioterápico exerce seu efeito antitumoral através da inibição da síntese de DNA que 

pode acontecer por: inibição fraca da DNA-polimerase, depleção das reservas de 

desoxirribonucleotídeos pela inibição estequiométrica da Ribonucleotídeo Redutase e 

interrupção da fita de DNA pela sua incorporação resistente ao reparo. Dentre seus efeitos 

tóxicos mais pronunciados estão a mielossupressão e hepatotoxicidade (BRUNTON, 2019). 
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Recentemente, estudos biomoleculares aumentaram o entendimento sobre o câncer de 

bexiga, permitindo a identificação de novos alvos tanto para seu tratamento quanto para sua 

estratificação, prognóstico e previsão de resposta ao tratamento (LOBO et al., 2017). Avanços 

nas tecnologias de sequenciamento genômico e transcriptômico revelaram que 85% do genoma 

humano é transcrito, apesar de uma parcela muito pequena de RNA ser traduzida em produtos 

proteicos. Isso sugere que a maioria do RNA transcrito é não codificante, podendo possuir 

papéis biológicos muito diversificados. Os RNAs não codificantes (ncRNAs) são classificados 

com base em seu tamanho em RNAs curtos, com menos de 200 nucleotídeos (miRNAs, 

snRNAs, snoRNAs, siRNAs, piRNAs e circRNAs), e em RNAs longos, com 200 nucleotídeos 

ou mais (FANG, FULLWOOD, 2016).  

Estudos recentes vêm buscando elucidar a funcionalidade dos RNAs longos não 

codificantes (lncRNAs). Yao e colaboradores (2019) demonstraram que eles apresentam ações 

nucleares e citoplasmáticas, além de envolvimento em processos de regulação gênica, desde a 

organização da cromatina até regulação transcricional via mecanismos epigenéticos, em 

diferentes contextos celulares e processos biológicos. Essas moléculas possuem padrão de 

expressão espaço-temporal, tecidual e relacionado a tipos e linhagens celulares altamente 

específico (JARROUX et al., 2017). A classificação dos lncRNAs podem ser referentes à sua 

posição em relação a genes, em intergênicos (não se sobrepõem à transcritos de genes 

codificantes), intrônicos sense (com sítio de início de transcrição em íntrons e terminando antes 

de éxons), antisense (localizados dentro dos éxons e transcritos na direção oposta) ou 

bidirecionais (com sítio de início de transcrição antisense, mas geralmente localizados em até 

1 kb da região promotora de uma porção codificante do mRNA) (AHADI, 2021).  

Vários modelos de ação são propostos para os lncRNAs, tais como: sinalizadores, 

“isca”, “scaffold”, guia e RNAs potencializadores (FANG, FULLWOOD, 2017; CAO et al., 

2021). Os lncRNAs sinalizadores regulam a expressão espaço-temporal dos genes alvo; os 

lncRNAs com função de “scaffold” atuam como adaptadores em complexos proteicos 

funcionais; os lncRNA guias ligam-se a proteínas específicas e conduzem a localização do 

complexo; os lncRNAs “iscas” impedem a ligação de outros RNAs ou de proteínas aos seus 

alvos (AHADI, 2021).  

Durante muito tempo, os lncRNAs foram considerados “lixos transcricionais” devido a 

sua baixa expressão e ao desconhecimento de suas ações intracelulares (JARROUX et al., 

2017). Nos últimos 10 anos, as publicações sobre os lncRNAs vêm aumentando 

expressivamente, demonstrando a relevância deste tema (Figura 1).  
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     Figura 1: Número de artigos sobre lncRNAs publicados nos últimos 10 anos. Pesquisa realizada 

com o termo “lncRNA” na base de dados PubMed em junho/2022. 

 

Dentre os processos fisiológicos nos quais os lncRNAs estão envolvidos ressaltam-se o 

desenvolvimento embrionário, a proliferação celular e a carcinogênese. Nesses processos, eles 

atuam ativando e inibindo a expressão de genes através da modelação da cromatina, causando 

modificações na transdução de sinal e alterações pós-traducionais (AHADI, 2021; FANG, 

FULLWOOD, 2016). Por exemplo, os lncRNAs podem atuar como ceRNAs (competing 

endogenous RNAs), interagindo com miRNAs por complementaridade, afetando sua ligação e 

função silenciadora de genes alvo, ou podem ativar regiões promotoras dos miRNAs, levando 

à sua superexpressão (GAO et al., 2020; XUAN et al., 2019). Diversos estudos demonstram 

que há uma regulação anormal de lncRNAs em vários tumores malignos e que eles 

desempenham um papel importante na carcinogênese, tanto com funções de oncogenes quanto 

de supressores tumorais (PORTEN, 2018).  

No câncer de bexiga, além da heterogeneidade tumoral a níveis de subtipos, morfologia 

celular, expressão e mutações genéticas, a resistência aos quimioterápicos mais utilizados se 

configura como uma grande dificuldade à terapia (MEEKS et al., 2020). Os lncRNAs já foram 

associados à resistência das células tumorais a certos quimioterápicos por diversos mecanismos, 

como regulação de vias de sinalização de proliferação celular, pela melhoria dos mecanismos 

de reparo do DNA, modulação do ciclo celular, resistência à apoptose e, possivelmente, através 

dos mecanismos celulares de efluxo de drogas ou interferindo no metabolismo destas 

(NIKOLAOU, et al., 2018). O lncRNA GHET1, que se encontra superexpresso em carcinoma 

de bexiga, está envolvido na resistência de células tumorais à gencitabina ao regular 

positivamente a expressão de MRP1 (membro da superfamília de transportadores ABC, 

relacionada ao efluxo de drogas). Também observou-se um padrão de resistência à gencitabina 
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dose-dependente da superexpressão do lncRNA FOXD2-AS1 em células de tumor de bexiga, 

sendo este mecanismo via regulação dos níveis de ABCC3 e indução de genes relacionados à 

resistência a drogas. O lncRNA CDKN2B-AS, também superexpresso em câncer de bexiga, 

induz a resistência à gencitabina por ativação da via de sinalização WNT (ZANGOUEI et al., 

2020). 

Um dos lncRNAs mais conhecidos e estudados é o UCA1 (Urothelial Cancer Associated 

1), que se encontra superexpresso em uma gama de células e tecidos cancerígenos, tendo papel 

importante no crescimento tumoral, apoptose, invasão tumoral, resistência a quimioterápicos e 

metabolismo celular. Esse lncRNA possui forte relação com o câncer urotelial por sua 

interferência com diferentes genes e biomoléculas.  No câncer de bexiga, o UCA1 reprime o 

miR-143, que possui função supressora tumoral, levando a uma regulação aumentada da 

transição epitelial-mesenquimal (EMT), que resulta em invasão tumoral. Além disso, ele 

promove proliferação celular nas linhagens tumorais 5637 e T24 através do aumento da 

expressão do gene 7, que está relacionado à autofagia (ATG7). Em relação a resistência 

quimioterápica, o UCA1 esteve relacionado com a diminuição da sensibilidade ao tratamento 

com cisplatina e gencitabina por meio da ativação de CREB por p-PKB e posterior aumento do 

miR-196a-5p na linhagem celular 5637 (XUAN et al., 2019; PAN et al., 2016). 

Uma revisão sistemática encontrou vários lncRNAs superexpressos no câncer de bexiga 

que se associaram ao grau do tumor: SPRY4-IT1, UBC1, ASAP1- IT1, PANDAR, ZEB1-AS1, 

ROR, MIT31HG, SUMO1P3, ABHD11-AS1, AATBC, CCAT2 e HIF1A-AS2. Todos, exceto 

UBC1, se relacionaram com o estágio do tumor. Além disso, os lncRNAs SPRY4-IT1, UBC1 e 

ROR estão associados com metástase para os linfonodos adjacentes (QUAN et al., 2018). Outro 

lncRNA que se encontra superexpresso em câncer de bexiga é o MALAT1 (metastasis-

associated lung adenocarcinoma transcript 1), cuja superexpressão é associada com estágio e 

grau histológico mais avançados de tumores de bexiga, além da metástase para os linfonodos. 

Sua relação com a progressão do carcinoma de bexiga é possivelmente através da supressão do 

miR-125b e ativação de genes alvo através do eixo “MALAT1-miR-125b-Bcl-2 / MMP-13” 

(CAO et al., 2020). Além disso, Liu e colaboradores (2019) demonstraram que, por meio da 

regulação de miR-101-3p, o lncRNA MALAT1 se relaciona à resistência de células de 

carcinoma de bexiga à cisplatina. Isso demonstra que os lncRNAs podem ser importantes 

biomarcadores e ferramentas úteis para o estadiamento, prognóstico, avaliação de resposta à 

terapia e possíveis alvos terapêuticos para o tratamento do câncer de bexiga.  

RNAs longos não codificantes também podem se envolver na carcinogênese ao 

participarem de processos relacionados à angiogênese via mecanismos inflamatórios. A histona 
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demetilase JHDM1D (também conhecida como KDM7A) se encontra superexpressa em células 

tumorais sob estresse nutricional, e se relaciona à supressão do crescimento do tumor por meio 

da diminuição da regulação de fatores pró-angiogênicos (OSAWA et al., 2011). Entretanto, um 

transcrito antisense desse gene, o lncRNA  JHDM1D-AS1, também se encontra superexpresso 

em células e tecidos tumorais sob estresse nutricional, porém se relaciona ao crescimento 

tumoral ao estimular a angiogênese via ativação de fatores pró-inflamatórios e pró-

angiogênicos, ou seja, pode exercer ação sob o microambiente tumoral. Tanto JHDM1D quanto 

JHDM1D-AS1 se encontram superexpressos em uma série de tumores (KONDO et al., 2017). 

Em células de tumor pancreático sob estresse nutricional, os níveis de JHDM1D-AS1 se 

encontram elevados. Além disso, a análise de genes possivelmente modulados direta ou 

indiretamente por este lncRNA indica que ele e seus genes alvo se associam a um pior 

prognóstico em diversos tipos de câncer, dentre eles, o carcinoma urotelial de bexiga (KONDO 

et al., 2017). A expressão aumentada de JHDM1D-AS1 foi encontrada tanto em amostras 

clínicas quanto em linhagens celulares de câncer gástrico, e esteve associada à proliferação e 

migração celular, provavelmente através da regulação do eixo miR-450a-2-3p - PRAF2. Níveis 

aumentados de JHDM1D-AS1 nesses tumores se associam a um maior grau e metástase 

linfonoidal (WU et al., 2021). Yao e colaboradores demonstraram que o lncRNA JHDM1D-

AS1 encontra-se superexpresso também em células e tecidos tumorais de câncer de pulmão de 

células não pequenas (NSCLC), associando-se à proliferação e invasão celulares nestes 

tumores, provavelmente através da interação com a proteína DHX15, que atua como oncogene 

em NSCLC. Os maiores níveis de JHDM1D-AS1 nestes tumores também se associam a maior 

grau e metástase, além de menor sobrevida dos pacientes (YAO et al., 2019). 

Além disso, estudos prévios do nosso grupo de pesquisa, ainda não publicados, 

investigaram a possibilidade de se utilizar a análise da expressão de genes e/ou lncRNAs como 

um marcador molecular para ajudar na diferenciação de tumores de bexiga de alto e baixo grau. 

Encontrou-se uma superexpressão significativa de JHDM1D em amostras clínicas de tumor de 

bexiga de alto grau quando comparado com amostras clínicas de tumor de baixo grau. Apesar 

de não ter sido encontrada diferença estatística, houve uma maior expressão do lncRNA 

JHDM1D-AS1, acompanhando o aumento da expressão de JHDM1D, em tumores de alto grau. 

Somando-se a isso, a análise combinada da expressão de JHDM1D e JHDM1D-AS1 

demonstrou um aumento do valor de predição do diagnóstico.  

O banco de dados “The Atlas of non-coding RNA in Cancer (TANRIC)” mostra que 

existe uma relação entre o JHDM1D-AS1 e o carcinoma urotelial de bexiga. Pode-se observar 

na Figura 2 que tecidos tumorais de alto grau apresentam uma maior expressão do lncRNA em 
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comparação aos tecidos tumorais de baixo grau, indicando que o JHDM1D-AS1 pode estar 

envolvido com a progressão do tumor de bexiga. Além disso, a Figura 3 mostra que indivíduos 

que expressam altos níveis de JHDM1D-AS1 apresentam uma menor taxa de sobrevida. 

 

 

Figura 2: Relação entre a expressão de JHDM1D-AS1 e o grau tumoral de tecidos de carcinoma de bexiga. A 

diferença estatística significativa entre os grupos (p = 0,01824) demonstra que a maior expressão de JHDM1D-

AS1 está relacionada a tumores de maior grau (FONTE: The Atlas of non-coding RNA in Cancer - TANRIC).  

 

 

Figura 3: Relação entre a expressão de JHDM1D-AS1 e a probabilidade de sobrevivência de indivíduos com 

carcinoma urotelial de bexiga. A diferença estatística significativa entre os grupos (p = 0,048564) demonstra que 

a maior expressão de JHDM1D-AS1 está relacionada a uma menor sobrevida dos pacientes (FONTE: The Atlas 

of non-coding RNA in Cancer - TANRIC). 

 

O banco de dados “Cancer Cell Lines Encyclopedia (CCLE)” mostra que também há 

diferença na expressão do JHDM1D-AS1 em linhagens tumorais de bexiga com diferentes graus 

do tumor (Figura 4). A linhagem UM-UC-3 é derivada de carcinoma de tumor músculo-

invasivo de células transicionais da bexiga. Apresenta uma mutação no códon 113 do éxon 4 
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(Phe (TTC) -> Cys (TGC)) do gene TP53. A linhagem J82 é derivada de carcinoma de bexiga 

humano pouco diferenciado, invasivo (estágio T3) e com três mutações pontuais no gene TP53 

(duas no éxon 8 (códon 271: Glu (GAG) → Lys (AAG); códon 274 Val (GTT) → Phe (TTT)) 

e uma no éxon 9 (códon 320 Lys (AAG) → Asn (AAC)) (RIEGER, et al., 1995; O’TOOLE et 

al., 1978).  

 

 

Figura 4: Expressão do lncRNAs JHDM1D-AS1 em diferentes linhagens de tumor de bexiga, 

de acordo com o Cancer Cell Line Encyclopedia (CCLE). 

 

Apesar da expressão do lncRNA JHDM1D-AS1 aparentar estar aumentada no câncer de 

bexiga e se associar a tumores de maior grau, ainda não há estudos que avaliem as ações deste 

lncRNA nesses tumores.  

O knockdown (silenciamento) de lncRNAs tem sido estudado como uma estratégia 

terapêutica promissora para melhorar a eficácia dos regimes terapêuticos no tratamento de 

diversos tipos de câncer (GAO et al., 2019; VAN RHIJN et al., 2020). Através do knockdown 

é possível sugerir qual o papel funcional de um lncRNA no processo carcinogênico e identificar 

sua função na resistência quimioterápica. Nesse sentido, este trabalho objetiva gerar 

informações que possam contribuir para a elucidação do papel e da importância do JHDM1D-

AS1 no carcinoma urotelial de bexiga de alto grau e na modulação da sensibilidade à 

quimioterapia com gencitabina nesses tumores. 
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1.1 JUSTIFICATIVA 

 

Evidências mostram que o lncRNA JHDM1D-AS1 está superexpresso em tecidos e 

células de câncer de bexiga. Além disso, as alterações epigenéticas ocasionadas por RNAs 

longos não codificantes (lncRNA) mostram que eles estão estreitamente relacionados a 

processos carcinogênicos e de resistência à quimioterapia. No câncer de bexiga, não há estudos 

que demonstrem o papel funcional do JHDM1D-AS1 na quimioterapia com gencitabina em 

células de carcinoma de bexiga de alto grau, justificando o desenvolvimento deste trabalho. 
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2 OBJETIVOS 

 

 

2.1 Objetivo geral 

 

Investigar o papel funcional do lncRNA JHDM1D-AS1 na quimioterapia com 

gencitabina em células de carcinoma de bexiga de alto grau. 

 

2.2 Objetivos específicos 

 

● Silenciar o lncRNA JHDM1D-AS1 em células tumorais de bexiga concomitantemente 

ao tratamento com gencitabina; 

● Avaliar o efeito do silenciamento do lncRNA JHDM1D-AS1 sobre a citotoxicidade da 

gencitabina; 

● Estudar o efeito do silenciamento do lncRNA JHDM1D-AS1 e do tratamento com 

gencitabina sobre a formação de clones; 

● Avaliar o efeito do silenciamento do lncRNA JHDM1D-AS1 e do tratamento com 

gencitabina sobre a morfologia celular; 

● Analisar possíveis interferências na migração celular após o silenciamento do lncRNA 

JHDM1D-AS1 concomitante ao tratamento com gencitabina. 

● Avaliar se o lncRNA JHDM1D-AS1 modula a sensibilidade de células de tumor de 

bexiga de alto grau ao tratamento com gencitabina. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

 

 

3.1  Reagentes 

 

A gencitabina (Gemzar Eli Lilly do Brasil Ltda), o meio de cultura Eagle modificado 

por Dulbecco (DMEM), o meio de cultura branco (DMEM sem vermelho de fenol), a penicilina 

G, a estreptomicina e a tripsina/EDTA foram adquiridos da Sigma-Aldrich (Saint Louis, EUA). 

Anfotericina B foi adquirida de Cristália (Itapira, Brasil). O kit Cell Proliferation II (XTT) foi 

adquirido da Roche Diagnostics (Mannheim, Alemanha). O kit para extração de RNA Quick-

RNA™ MicroPrep Zymo-Spin™ IC Columns foi adquirido da Zymo Research (EUA). O kit 

High Capacity e os primers foram adquiridos da Applied Biosystems (Foster, Estados Unidos).  

 

3.2       Linhagens celulares 

 

Para conduzir o trabalho, duas linhagens celulares de carcinoma urotelial de bexiga 

humano foram utilizadas: i) J82, derivada de tumor de alto grau, músculo invasivo, com três 

mutações pontuais no gene TP53 (duas no éxon 8 (códon 271: Glu (GAG) → Lys (AAG); 

códon 274 Val (GTT) → Phe (TTT)) e uma no éxon 9 (códon 320 Lys (AAG) → Asn (AAC))  

e ii) UM-UC-3, derivada de tumor de alto grau, músculo invasivo, com uma mutação pontual 

em TP53 (éxon 4, códon 113: Phe (TTG) → Cys (TCG)) (PANDEY et al., 2018; RIEGER, et 

al., 1995). 

Para a realização dos ensaios, as duas linhagens celulares foram cultivadas em 

monocamadas usando o meio de cultura DMEM suplementado com 10% de soro bovino e 100 

U/mL de penicilina G, 100 U/mL de estreptomicina e 2,5 µg/mL de anfotericina B e mantidas 

em estufa a 37 ºC em atmosfera de 5% de CO2. Todos os experimentos foram realizados com 

as células em crescimento exponencial.  

 

3.3  Tratamento com gencitabina e knockdown do JHDM1D-AS1 

 

A gencitabina foi solubilizada a uma concentração de 500 µM em água ultrapura e 

congelada em freezer -20 °C para ser usada posteriormente.  
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Para o silenciamento do JHDM1D-AS1, as células foram transfectadas com SMARTpool 

Lincode Human JHDM1D-AS1 siRNA projetados contra JHDM1D-AS1 humano (Horison 

Discovery Ltda, EUA). Para a transfecção das células com siRNA, o reagente lipofectamine 

RNAiMAX (Invitrogen Life Technologies) foi utilizado seguindo o protocolo do fabricante. 

Paralelamente, células transfectadas com lincode non-targeting control siRNAs foram usadas 

como controle negativo. A capacidade do siRNA de inibir a expressão do gene alvo foi avaliada 

72 horas após a transfecção, e o tempo de tratamento com siRNA foi definido em 48 horas. 

 

3.4 Análise da expressão gênica 

 

Para confirmar a expressão e o knockdown do RNA JHDM1D-AS1 nas células UM-UC-

3 e J82, foi realizada a reação em cadeia da polimerase quantitativa em tempo real (RT-qPCR). 

Para isso, o RNA total foi extraído das células usando o kit Quick-RNA™ MicroPrep Zymo-

Spin™ IC Columns e quantificado em NanoDrop®. A partir do RNA, foi confeccionado o 

cDNA, usando o kit High Capacity® (Applied Biosystems) de acordo com as instruções do 

fabricante. A amplificação quantitativa em tempo real foi realizada usando o corante SYBR 

green (Thermo Fisher Scientific). A normalização da expressão foi realizada utilizando-se o 

gene de referência GAPDH como controle endógeno.  

 

3.5 Teste de citotoxicidade  

 

A atividade citotóxica da gencitabina foi determinada pelo teste do XTT (Cell 

Proliferation Kit II from ROCHE Diagnostics, Mannheim, Germany), a fim de definir três ou 

quatro concentrações do fármaco, que foram combinadas com o siRNA. Para a realização do 

teste, 1,0 x 104 células J82 e UM-UC-3 foram semeadas e tratadas com gencitabina (0,5, 1, 2,5, 

5, 10 e 20 µM) por 24 horas. Paralelamente, células não tratadas foram utilizadas como controle. 

Após o tratamento, foi realizado o teste do XTT e a viabilidade celular foi calculada. 

Para analisar a atividade citotóxica da gencitabina após o knockdown do lncRNA 

JHDM1D-AS1, as células foram tratadas com 1 pmol de siRNA combinado a quatro diferentes 

concentrações de gencitabina, definidas anteriormente. Paralelamente, células não tratadas e 

células tratadas com um controle negativo de siRNA foram utilizadas.  

O tratamento combinado, neste e nos experimentos subsequentes, seguiu os seguintes 

tempos: tratamento com siRNA por 48h → tratamento com gencitabina por 24h.   
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Para a realização do teste do XTT, imediatamente após o tratamento as células foram 

lavadas com solução de Hanks (0,4 g de KCl, 0,06 g de KH2PO4, 0,04 g de Na2HPO4, 0,35 g 

de NaHCO3, 8 g de NaCl, 1 g de glicose e 1 L de água ultrapura) e incubadas em estufa com o 

sal tetrazólio XTT (ROCHE Diagnostics, Mannheim, Germany) por 5 horas (ALMEIDA et al. 

2019). Após a incubação, leu-se a absorbância do corante em espectrofotômetro no 

comprimento de onda de 450 nm, sendo o resultado proporcional ao número de células viáveis. 

O teste foi realizado em triplicata técnica e o cálculo utilizado para apresentação dos resultados 

foi realizado utilizando a equação descrita abaixo: 

 

% 𝑐é𝑙𝑢𝑙𝑎𝑠 𝑣𝑖á𝑣𝑒𝑖𝑠 =  
𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑎𝑠 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎𝑠

𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑎𝑠 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎𝑠 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
 ×  100 

 

 

3.6  Teste de sobrevivência clonogênica 

 

A fim de se avaliar os efeitos do tratamento a longo prazo, foi realizado o ensaio 

clonogênico. Para tal, as células foram semeadas em placas de 12 poços (3 x 105 células/poço 

para as duas linhagens) e incubadas por 24 horas em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO2. 

Após o tempo de incubação, as células foram tratadas com 10 pmol de siRNA específico para 

JHDM1D-AS1, e três concentrações diferentes de gencitabina definidas no ensaio de 

citotoxicidade. Paralelamente, células não tratadas e células tratadas com siRNA sem atividade 

foram utilizadas como controles. Após o tratamento, as células foram lavadas com solução de 

Hanks, recolhidas e semeadas novamente em placas de 12 poços na densidade de 1 x 103 células 

por poço para cada linhagem e incubadas em estufa a 37°C em atmosfera de 5% de CO2, por 

aproximadamente 10 dias. Após o controle de células não tratadas atingir confluência máxima 

para experimento de colônia, o meio foi removido, as células foram lavadas com solução de 

Hanks e fixadas com solução de formaldeído 4%, por 20 minutos. Após a fixação, as células 

foram hidratadas com metanol 100%, por 20 minutos, e coradas com solução de cristal violeta 

0,5% dissolvido em metanol 25%. O corante foi retirado com solução de ácido acético 33%, e 

o conteúdo das placas foi transferido para uma placa de 96 poços, que foi levada para leitura 

em espectrofotômetro no comprimento de onda de 570 nm (HUANG et al., 2018). O teste foi 

realizado em triplicata técnica e o resultado foi obtido através do cálculo abaixo: 
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% 𝑑𝑒 𝑐𝑜𝑙ô𝑛𝑖𝑎𝑠 =  
𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑎𝑠 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎𝑠

𝑚é𝑑𝑖𝑎 𝑑𝑎𝑠 𝑎𝑏𝑠𝑜𝑟𝑏â𝑛𝑐𝑖𝑎𝑠 𝑑𝑜 𝑐𝑜𝑛𝑡𝑟𝑜𝑙𝑒
 ×  100 

 

 3.7  Morfologia celular 

 

Para avaliar os efeitos da gencitabina sobre a morfologia celular após o knockdown do 

lncRNA JHDM1D-AS1, 2 x 105 células/poço das linhagens UM-UC-3 e J82 foram semeadas 

em placas de 12 poços e incubadas em estufa por 24 horas. Após a incubação, as células foram 

tratadas com 10 pmol de siRNA e as três diferentes concentrações de gencitabina definidas com 

base nos resultados de citotoxicidade. Após o tratamento, as células foram observadas e 

fotografadas em microscópio óptico com contraste de fase, no aumento de 200 vezes (DA 

SILVA et al., 2012). Células não tratadas e células tratadas com siRNA sem atividade foram 

utilizadas como controle. 

 

 3.8    Migração Celular 

 

 Para avaliar o efeito da gencitabina em células com o lncRNA JHDM1D-AS1 

silenciado, 4 x 105 células/poço das linhagens UM-UC-3 e J82 foram semeadas em placas de 

12 poços e incubadas por 24 horas. Após a incubação, as células foram tratadas com 10 pmol 

de siRNA e três diferentes concentrações de gencitabina. Imediatamente após o tratamento, foi 

feita uma raspagem (arranhadura) suavemente com uma ponta de pipeta de 200 μL em linha 

reta, no centro do poço, para destacar apenas as células centrais (LIMA et al., 2020). Células 

não tratadas e células tratadas com siRNA sem atividade foram utilizadas como controle. A 

leitura foi realizada em microscópio óptico com luz invertida em aumento de 40 x e a 

capacidade de migração celular foi avaliada com auxílio do software ImageJ®.  
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4 RESULTADOS 

 

 

4.1 Atividade citotóxica do siRNA 

 

A fim de se avaliar o tempo de tratamento e a atividade citotóxica do siRNA para o 

lncRNA JHDM1D-AS1, foi realizado o teste XTT. 

Primeiramente, células J82 e UM-UC-3 foram transfectadas com lincode non-targeting 

control siRNAs (NO). Não foi observado qualquer efeito sobre a viabilidade das células, 

demonstrando que o agente de transfecção não é citotóxico (Figura 5).  

 

Figura 5 – Células J82 (A) e UM-UC-3 (B) transfectadas com lincode non-targeting control siRNAs foram usadas 

como controle negativo. CNT: Controle não tratado, NO: Células transfectadas com lincode non-targeting control 

siRNAs. 

 

A atividade citotóxica do siRNA foi observada após 72 horas de tratamento (Figura 6). 

O tempo de tratamento com o inibidor de JHDM1D-AS1 para os experimentos subsequentes 

foi definido em 48h, de modo que fosse possível avaliar os efeitos da gencitabina juntamente 

ao siRNA em uma quantidade significativa de células viáveis. 
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Figura 6 - Teste XTT mostrando diminuição da viabilidade celular nas duas linhagens após 72h de inibição com o 

siRNA. Porcentagem (escala linear) de células J82 (A) e UM-UC-3 (B) viáveis após tratamento com siRNA para 

o lncRNA JHDM1D-AS1. CNT: Controle. *p < 0,05. 

 

Os resultados obtidos através da RT-qPCR demonstraram a expressão de JHDM1D-AS1 

nas células controles e comprovaram a inibição de sua expressão relativa após 72h do 

tratamento com siRNA nas duas linhagens, confirmando o knockdown (Figuras 7 (A) e 8 (A)). 

Além disso, através de fotomicrografias das células, observa-se que apenas o silenciamento de 

JHDM1D-AS1 foi suficiente para levar a alterações morfológicas e à diminuição da densidade 

celular tanto na linhagem J82 quanto em UM-UC-3 (Figuras 7 (B) e 8 (B)). 

 

  

Figura 7 - (A) Expressão relativa do lncRNA JHDM1D-AS1 após 72h de tratamento com siRNA para JHDM1D-

AS1 e (B) fotomicrografias das células após 48h e 72h de tratamento, ambas na linhagem celular J82. 
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Figura 8 - (A) Expressão relativa do lncRNA JHDM1D-AS1 após 72h de tratamento com siRNA para JHDM1D-

AS1 e (B) fotomicrografias das células após 48h e 72h de tratamento, ambas na linhagem celular UM-UC-3. 

 

 

4.2 Atividade citotóxica das combinações de gencitabina e siRNA 

 

 Os resultados de citotoxicidade, avaliados através do teste XTT após os tratamentos 

com gencitabina isolada e combinada ao siRNA por 24h, são apresentados nas Figuras 9 e 10. 

Como observado anteriormente, tanto na linhagem J82 quanto em UM-UC-3, o silenciamento 

de JHDM1D-AS1 (siRNA para JHDMD1D-AS1) por si só levou à diminuição do número de 

células viáveis quando comparado ao controle. Na linhagem J82 (Figura 9), as duas primeiras 

combinações de gencitabina com o siRNA levaram à diminuição significativa da viabilidade 

celular quando comparadas com o composto isolado. Além disso, todas as combinações 

diminuíram significativamente a viabilidade celular quando comparadas com o grupo tratado 

apenas com siRNA para JHDM1D-AS1. 

Na linhagem UM-UC-3 (Figura 10) não foi observada diferença estatística no número 

de células viáveis entre os grupos tratados com as combinações de gencitabina + siRNA 

comparados com os grupos tratados com o composto sozinho ou com siRNA para JHDM1D-

AS1. A diminuição da viabilidade celular observada para o tratamento com siRNA sozinho se 

assemelha à encontrada para o tratamento com gencitabina e para o tratamento combinado. 
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Figura 9 – Porcentagens (escala linear) de células J82 viáveis após tratamento de 24 h com gencitabina isolada ou 

em combinação com siRNA para o lncRNA JHDM1D-AS1. O tratamento com o siRNA foi de 48 h. Gencitabina: 

Comb 1: 0,39 µM, Comb 2: 0,78 µM, Comb 3 1,56 µM e Comb 4: 3,52 µM. Cada ponto representa o valor médio 

obtido de três experimentos independentes. * p < 0,05 comparado com o CNT. ** p < 0,05 comparado com o 

grupo tratado com siRNA para JHDM1D-AS1. # p < 0,05 comparado com a concentração do composto sozinho. 

CNT: Controle não tratado. 

 

 

 

 

Figura 10 – Porcentagens (escala linear) de células UM-UC-3 viáveis após tratamento de 24 h com gencitabina 

isolada ou em combinação com siRNA para o lncRNA JHDM1D-AS1. O tratamento com o siRNA foi de 48 h. 

Gencitabina: Comb1: 0,39 µM , Comb 2: 0,78 µM, Comb 3 1,56 µM e Comb 4: 3,52 µM. Cada ponto representa 

o valor médio obtido de três experimentos independentes. * p < 0,05 comparado com o CNT. CNT: Controle não 

tratado. 
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4.3 - Inibição da formação de clones (Sobrevivência Clonogênica) 

 

Os resultados do teste de sobrevivência clonogênica para o tratamento com gencitabina 

isolada e combinada ao siRNA nas linhagens J82 e UM-UC-3 são apresentados nas Figuras 11 

e 12, respectivamente. Nas duas linhagens, o tratamento apenas com siRNA-JHDM1D-AS1 

diminuiu significativamente a formação de clones quando comparado ao controle não tratado.  

Nas células J82 (Figura 11), concentrações isoladas de gencitabina e combinadas ao 

siRNA levaram à diminuição na formação de clones quando comparadas ao CNT. Duas 

combinações de gencitabina com o siRNA levaram à diminuição da formação de clones quando 

comparadas com o composto isolado, e todas as combinações diminuíram o número de colônias 

formadas quando comparadas ao tratamento com siRNA.  

Na linhagem UM-UC-3 (Figura 12), todas as concentrações e combinações de 

gencitabina diminuíram a formação de clones quando comparadas ao controle. Além disso, 

todas as combinações do composto com o siRNA levaram à diminuição significativa da 

formação de clones quando comparadas ao composto isolado e ao tratamento apenas com 

siRNA.  

 

 

Figura 11 – Porcentagens (escala linear) de formação de colônias de células J82 após tratamento de 24 h com 

gencitabina isolada ou em combinação com o siRNA para o lncRNA JHDM1D-AS1. O tratamento com o siRNA 

foi de 48 h. Gencitabina: Comb 1: 0,39 µM, Comb 2: 0,78 µM, Comb 3: 1,56. Cada ponto representa o valor médio 

obtido de três experimentos independentes. * p < 0,05 comparado com o CNT. ** p < 0,05 comparado com o 

grupo tratado com siRNA para JHDM1D-AS1. # p < 0,05 comparado com a respectiva concentração do composto 

sozinho. CNT: Controle não tratado. 
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Figura 12 – Porcentagens (escala linear) de formação de colônias de células UM-UC-3 após tratamento de 24 h 

com gencitabina isolada ou em combinação com o siRNA para o lncRNA JHDM1D-AS1. O tratamento com o 

siRNA foi de 48 h. Gencitabina: Comb1: 0,39 µM, Comb 2: 0,78 µM, Comb 3: 1,56 µM. Cada ponto representa 

o valor médio obtido de três experimentos independentes. * p < 0,05 comparado com o CNT. ** p < 0,05 

comparado com o grupo tratado com siRNA para JHDM1D-AS1. # p < 0,05 comparado com a respectiva 

concentração do composto sozinho. CNT: Controle não tratado. 

 

 

4.4 - Morfologia celular 

 

 As Figuras 13 e 14 mostram que os tratamentos com o siRNA isolado ou em 

combinação com as concentrações de gecitabina reduziram significativamente a densidade de 

células J82 e UM-UC-3 em comparação com células não tratadas. Além disso, as 

fotomicrografias de contraste de fase revelaram que as combinações (mais do que os compostos 

isoladamente) induziram mudanças na morfologia das células, que incluíram extensões 

celulares longas, aparência irregular, células arredondadas e células mortas.  
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Figura 13 - Fotomicrografias de células J82 

após tratamento de 24 h com a gencitabina 

isolada ou em combinação com siRNA para 

o lncRNA JHDM1D-AS1. Gencitabina: 

Comb 1: 0,39 µM, Comb 2: 0,78 µM, Comb 

3: 1,56 µM. Setas pretas: células alongadas. 

Setas brancas: células arredondadas. Todos 

os grupos tratados: menor densidade celular. 

Microscópio óptico com contraste de fase, 

aumento de 200x. 
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Figura 14 - Fotomicrografias de células UM-

UC-3 após tratamento de 24 h com 

gencitabina isolada ou em combinação com 

siRNA para o lncRNA JHDM1D-AS1. 

Gencitabina: Comb 1: 0,39 µM, Comb 2: 

0,78 µM, Comb 3: 1,56 µM. Setas pretas: 

células alongadas. Setas brancas: células 

arredondadas.  Setas vermelhas: células 

mortas. Todos os grupos tratados: menor 

densidade celular. Microscópio óptico com 

contraste de fase, aumento de 200x.  

 

 

 

4.5 - Migração celular 

 

 Nos testes de migração celular (Figuras 16 e 17) foi possível observar que, após 24 e 

48h de tratamento, o silenciamento de JHDM1D-AS1 (siRNA) foi capaz de diminuir a migração 

para as duas linhagens testadas quando comparado ao CNT.  
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Após 24h de tratamento na linhagem J82, as duas maiores concentrações de gencitabina 

isolada ou em combinação com o inibidor diminuíram a migração celular quando comparadas 

ao siRNA e apenas a combinação com a maior concentração de gencitabina levou à diminuição 

significativa da capacidade migratória das células quando comparada ao composto isolado. 

Após 48h de tratamento, todas as combinações de gencitabina e siRNA-JHDM1D-AS1 

diminuíram a migração celular quando comparadas ao tratamento com siRNA e às suas 

respectivas concentrações de gencitabina isolada. 

Na linhagem celular UM-UC-3, após 24h de tratamento, as duas maiores combinações 

de gencitabina diminuíram a migração celular quando comparadas ao siRNA, enquanto as duas 

primeiras levaram à diminuição significativa da migração celular quando comparadas ao 

composto isolado. Após 48h de tratamento, as três combinações de gencitabina com o inibidor 

afetaram a capacidade migratória das células quando comparada ao siRNA e aos tratamentos 

com o composto isolado.  
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Figura 16: Fotomicrografias das fendas formadas na monocamada celular de células J82 antes e após o tratamento 

de 24h (A) e 48h (B) com siRNA-JHDM1D-AS1 e gencitabina. # p <0,05 comparado ao CNT. *p <0,05 comparado 

ao siRNA. **p <0,05 comparado ao tratamento com as respectivas concentrações isoladas de gencitabina. CNT: 

controle de células não tratadas. 
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Figura 17: Fotomicrografias da migração celular através das fendas formadas na monocamada celular de células 

UM-UC-3 antes e após o tratamento de 24h (A) e 48h (B) com siRNA-JHDM1D-AS1 e gencitabina. # p<0,05 

comparado ao CNT. *p <0,05 comparado ao siRNA. **p <0,05 comparado ao tratamento com as respectivas 

concentrações isoladas de gencitabina. CNT: controle de células não tratadas. 



31 

 

5 DISCUSSÃO  

 

RNAs longos não codificantes exercem papéis importantes na carcinogênese, 

progressão tumoral e resistência a quimioterápicos. Estudos demonstraram que o lncRNA 

JHDM1D-AS1 encontra-se superexpresso no adenocarcinoma pancreático e relaciona-se com a 

progressão do câncer gástrico e com o crescimento e metástase do câncer de pulmão de células 

não pequenas, podendo estar associado a um pior prognóstico nestes casos (KONDO, et al., 

2017, WU, et al., 2021, YAO et al., 2019). Informações do banco de dados “The Atlas of non-

coding RNA in Cancer (TANRIC)” demonstram a relação entre JHDM1D-AS1 e o carcinoma 

urotelial de bexiga, acrescentando que sua expressão se encontra aumentada em tumores de 

maior grau e relaciona-se a um pior prognóstico.  

A resistência quimioterápica configura-se como um grande empecilho ao tratamento do 

câncer, diminuindo drasticamente a eficácia do tratamento e relacionando-se fortemente à 

progressão e recidiva tumoral (MALEK et al., 2014). Diversos estudos vêm demonstrando a 

influência de lncRNAs na modulação de vias celulares envolvidas na quimiorresistência, 

inclusive no câncer de bexiga, dentre eles os lncRNAs UCA1, FOXD2-AS1 e GHET1 (LIU et 

al., 2018; JIANG et al., 2020; PAN et al., 2016; AN et al., 2018; LI et al., 2019). Apesar de 

níveis aumentados do lncRNA JHDM1D-AS1 serem encontrados em células de câncer de 

bexiga, não há estudos que avaliem o papel deste lncRNA nestes tumores. Assim, avaliamos 

como o tratamento com o siRNA específico para JHDM1D-AS1 combinado a concentrações de 

gencitabina pode alterar a sensibilidade de linhagens celulares de tumor de bexiga de alto grau 

ao quimioterápico. 

Inicialmente, o efeito da inibição da expressão de JHDM1D-AS1, utilizando-se um 

siRNA, foi avaliado. O knockdown desse lncRNA esteve associado à diminuição do número de 

células viáveis, morte celular e diminuição da proliferação em células tumorais de bexiga. 

Posteriormente, através do teste XTT, que avalia a citotoxicidade do tratamento a curto 

prazo, foram observadas que as combinações de gencitabina + siRNA diminuíram a viabilidade 

de células J82, mas não de células UM-UC-3 quando comparadas ao composto isolado. 

Adicionalmente, o ensaio de sobrevivência clonogênica foi realizado a fim de se determinar os 

efeitos a longo prazo do tratamento combinado do siRNA para JHDM1D-AS1 junto à 

gencitabina. A avaliação da formação de clones, ou seja, da capacidade reprodutiva das células, 

é um dos mais importantes testes para se avaliar o efeito de um quimioterápico sobre células 

tumorais, uma vez que células que perdem a capacidade de se dividirem e formarem colônias 

viáveis são consideradas mortas, ou seja, incapazes de proliferarem (TANNOCK, LEE, 2001; 
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MUNSHI et al., 2005). Tanto em J82 quanto em UM-UC-3, o knockdown de JHDM1D-AS1 

levou à diminuição significativa da formação de clones, demonstrando o papel deste lncRNA 

sobre a progressão tumoral. Nas duas linhagens estudadas, as combinações de gencitabina com 

o siRNA para JHDM1D-AS1 levaram à diminuição da capacidade proliferativa das células 

quando comparadas ao composto isolado e ao tratamento apenas com o siRNA. Esses dados 

demonstram que o silenciamento de JHDM1D-AS1 aumentou a sensibilidade das células 

tumorais à quimioterapia. Cabe ressaltar que, nas duas linhagens, o tratamento apenas com o 

siRNA ou com as combinações levou a uma redução da formação de colônias, maior que a 

redução na viabilidade celular observada através do teste XTT. Esses resultados mostram que 

o efeito do tratamento envolve mecanismos derivados de dano sustentado ao DNA, afetando a 

integridade reprodutiva das células. De fato, resultados prévios de Da Silva e colaboradores 

(2010) mostraram que, em linhagens celulares de câncer de bexiga, a gencitabina leva a efeitos 

genotóxicos, citostáticos (independentes do status de TP53) e à apoptose tardia em células com 

TP53 mutado (DA SILVA et al., 2010; DA SILVA et al., 2010) que parecem mais pronunciados 

após a inibição do lncRNA. Entretanto, as vias celulares através das quais JHDM1D-AS1 

aumenta a sensibilidade de células tumorais de bexiga aos efeitos citotóxicos e 

antiproliferativos da gencitabina ainda não são conhecidas. 

Corroborando com os resultados anteriores, foram observadas alterações morfológicas 

sugestivas de perda de adesão e morte celular, tais como células com formas irregulares, 

arredondadas e presença de debris celulares, após o tratamento com siRNA-JHDM1D-AS1 e 

após o tratamento combinado de gencitabina + siRNA. Observou-se também diminuição da 

densidade celular. Essas alterações foram mais evidentes após o tratamento combinado quando 

comparado aos tratamentos com os compostos isolados. 

A migração de células tem papel essencial na invasão e metástase de tumores, e pode 

ser avaliada através da observação da migração celular, após o tratamento, por uma fenda na 

monocamada de células (RIAHI et al, 2102). A relação entre RNAs longos não codificantes e 

a metástase de células tumorais já foi relatada por DHAMIJA et al. (2016). Essas moléculas 

participam da modulação do processo de transição epitélio-mesenquimal (EMT) e atuam sobre 

a invasividade e migração celular in vitro, além de modularem a regulação de genes 

relacionados à metástase (DHAMIJA, DIEDERICHS, 2016). Além disso, o lncRNA JHDM1D-

AS1 já foi associado ao crescimento e metástase do câncer de pulmão de células não pequenas 

e à proliferação e migração de células de câncer gástrico (YAO et al., 2019; WU et al., 

2021). No presente trabalho, o silenciamento de JHDM1D-AS1 levou à diminuição da migração 

celular nas duas linhagens quando comparado ao controle não tratado. Além disso, as 
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concentrações de gencitabina combinadas ao silenciamento de JHDM1D-AS1 levou à 

diminuição da migração celular quando comparada ao tratamento com gencitabina isolada ou 

com o siRNA nas duas linhagens, com efeitos mais pronunciados após 48h de tratamento. Desse 

modo, sugere-se que o lncRNA JHDM1D-AS1 se relaciona ao processo metastático e 

potencializa os efeitos antimigratórios da gencitabina em células de carcinoma de bexiga de 

alto grau. 

6 CONCLUSÃO 

 

Em suma, os resultados demonstram que o RNA longo não codificante JHDM1D-AS1 

está associado à proliferação e migração de células de tumor de bexiga de alto grau. Além disso, 

o silenciamento deste lncRNA junto a concentrações de gencitabina leva à maior citotoxicidade 

do tratamento, maiores taxas de morte celular e diminuição da capacidade de migração das 

células quando comparado ao tratamento com os compostos isolados. Desse modo, sugere-se 

que o silenciamento de JHDM1D-AS1 aumente a sensibilidade de células de tumor de bexiga 

de alto grau ao tratamento com gencitabina. A inibição desse lncRNA pode ser avaliada em 

estudos futuros como uma estratégia para se atingir uma resposta terapêutica eficaz utilizando 

uma menor concentração de gencitabina, para que haja diminuição de efeitos colaterais.  
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