Leticia Koch Lerner

Papel das proteinas XPD e DNA polimerase eta nas
respostas de células humanas a danos no genoma

Tese apresentada a Faculdade de Medicina da

Universidade de Sdo Paulo, para obtencdo do Titulo de
Doutor em Ciéncias

Programa de Oncologia

Orientador: Prof. Dr. Carlos Frederico Martins Menck

Versao corrigida, conforme Resolucdo CoPGr 6018, de 13/10/11

Sao Paulo
2014



Dados Internacionais de Catalogagdo na Publicacéo (CIP)

Preparada pela Biblioteca da
Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo

©reproducao autorizada pelo autor

Lerner, Leticia Koch

Papel das proteinas XPD e DNA polimerase eta nas respostas de células
humanas a danos no genoma / Leticia Koch Lerner. -- Séo Paulo, 2014.

Tese(doutorado)--Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.
Programa de Oncologia.

Orientador: Carlos Frederico Martins Menck.

Descritores: 1.Reparo do DNA 2.Xeroderma pigmentoso 3.Sindrome de
Cockayne 4.Sindrome do tricotiodistrofia 5.Proteina grupo D do xeroderma
pigmentoso 6.Estresse oxidativo 7.Azul de metileno/toxicidade
8.Fibroblastos/efeitos de radiacdo 9.DNA polimerase dirigida por DNA
10.Instabilidade gendmica 1. Hipermutagdo somatica de imunoglobulina

USP/FM/DBD-148/14




=y
i

MEDICINA
ISP

COMITE DE ETICA EM PESQUISA

O Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina
da Universidade de Sao Paulo, em sessao de 09.02.2011, APROVOU o
Protocolo de Pesquisa n°294/10 intitulado: " Reparo por Excisao de
Nucleotideos e remocao de danos oxidativos no material genético
de fibroblastos humanos" e seus anexos, apresentado pelo

Departamento de Radiologia.

Cabe ao pesquisador elaborar e apresentar ao CEP-FMUSP,

os relatorios parciais e final sobre a pesquisa.

Pesquisador (a) Responsavel: Carlos Frederico Martins Menck

Pesquisador (a) Executante: Leticia Koch Lerner

CEP-FMUSP, 09 de fevereiro de 2011.

Praof. Dr. Daniel Romero Muiioz
Vice-coordenador
Comité de Etica em Pesquisa

Comité de Etica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de S8o Paulo
Av. Dr. Arnaldo , 455 — Instituto Oscar Freire 1° andar CEP 01246903 - Fone : 3061-8004
mail: cep.fmusp@hcnet.usp.br




Aos pacientes Xeroderma Pigmentosum,
que ha quase 50 anos contribuem para o avango
do conhecimento e nos permitem realizar nossas

pesquisas através da doacao de suas amostras.



AGRADECIMENTOS

Ao Prof. Dr. Carlos Menck, pela oportunidade de realizar minha tese em seu
laboratério. E uma honra fazer parte da sua equipe e ter a oportunidade de conviver
com um pesquisador que continua apaixonado pela ciéncia, e que, além de orientador,
continua sendo meu professor, desde o inicio da graduagao, até o fim do doutorado.
Sua vontade de fazer uma pesquisa séria, honesta e de qualidade, além da sua vontade
de poder ajudar, nem que seja um pouco, a melhorar a vida dos pacientes XP, me
deram forcas pra continuar nos dias dificeis. Tenho certeza que ndo teria feito uma
tese melhor se tivesse outro orientador. E no fim de quatro anos de convivéncia didria,

encontrei dois defeitos: ele estd certo em 99% das vezes, e é palmeirense roxo.

A todos os membros desse laboratério incrivel, que tornam a rotina no
laboratério um étimo motivo pra se ir trabalhar todo dia. Nesse lab ndo encontrei
somente colegas, mas sim amigos de verdade. Muito obrigada por toda a ajuda, e ndo
s6 em termos laboratoriais ou cientificos. Um agradecimento especial as meninas: Ligia
(companheira dentro e fora do laboratdrio), Camila (opa, professora Camila!), Annabel,
Natdlia, Nilmara, Juliana, Luciana, Marinas, Alessandra e Huma. E também aos
amiguinhos, Alexandre, Leonardo, Satoru e Davi. Um agradecimento mais que especial
a Veri, que faz o lab funcionar, e a Clarissa, por toda a ajuda com os experimentos mais
legais do mundo. E um mais especial ainda pra Maria Helena, que ndo s6 ajuda com a
bagunca incrivel que aparece todo dia na sala de lavagem, mas que é principalmente
um exemplo de vida pra todos que a conhecem. Muito obrigada pela alegria que foi
conviver com todos vocés durante esses pouco mais de quatro anos de lab! Afinal, a

gente ganha pouco, trabalha muito, mas se diverte!

Agradeco também as ex-membros do lab, Carol Quayle, companheira desde
tempos imemoridveis, e principalmente a Daniela Soltys, que me ensinou quase todos
os experimentos que eu aprendi a fazer nesse lab. Mesmo ndo estando mais juntas

todo dia, vocés continuam fazendo parte da minha vida.

As minhas amigas do ex-lab do dr. Luiz Fernando Lima Reis, que continuam me

ajudando, com questdes cientificas ou ndo, e que continuam comigo nos momentos de



alegria e também de desespero: Nair (pra sempre minha mestra), Barbara, Juliana e
Aline. Ao meu amigo da Bio, Fabio (Japdo), que continua ouvindo meus papos de

bidloga de laboratdrio hd 12 anos, sempre com muita paciéncia.

A todos os membros da unidade 8200 do Institut Gustave Roussy, que me
acolheram muito bem desde meu primeiro dia de estagio no exterior. Merci beaucoup
aux filles qui m’ont pas laissée seule méme pas pour un moment: Camille, Emma, Sana,
Noémie, Indiana, Emilie, Julie et Vy. Merci a Xavier, qui est devenu plus qu’un collegue
du labo, et qui m’as beaucoup aidé depuis mon premier jour dans l'unité. Merci a
Patricia Kannouche, pour m’accepter comme membre de cette unité. Et merci
beaucoup a mes directeurs d’estage Said Aoufouchi et Alain Sarasin, pour
I'opportunité de faire partie de votre labo pendant une année; c’était une honneur et

une joie de vous connaitre. Merci beaucoup!

Muito obrigada a minha familia, que sempre me apoiou nessa vida de cientista
desde a escolha da faculdade: Cynthia, Guilherme, e principalmente aos meus pais,
Leonardo e Ana Rosa, sempre preocupados com 0s experimentos, prazos, provas,
apresentag¢des, mas principalmente, com a minha felicidade. Muito obrigada por me
permitirem seguir em frente, e por me apoiarem nas minhas decisOes. Agradeco
também aos meus avds, Mafalda e Karl, que mesmo nao tendo a menor ideia do que
se faz num laboratério, estdo sempre preocupados em saber se eu continuo
trabalhando muito e ganhando pouco. Faz parte v0; afinal, vocé que me ensinou: a

vida é dura pra quem é mole (Koch, comunicacdo pessoal).

Um agradecimento muito especial aos pacientes XP da comunidade de Araras,
em especial a Gleice Machado, fundadora da Associacdo Brasileira de Xeroderma
Pigmentosum (ABRAXP), uma das pessoas mais fortes que eu ja conheci. Agradeco
muito pela oportunidade de conhecer um pouco da rotina dessa comunidade, foi um
privilégio para mim poder conhecé-los. Agradeco imensamente aos pacientes e
controles que nos forneceram suas amostras, permitindo a realizacdo ndo so desse

mas de inimeros trabalhos cientificos. Todos sdo pessoas muito especiais.

A FAPESP e a CAPES, pelo apoio financeiro que me permitiram realizar esse

trabalho.



“Two years work wasted, | have been breeding
those flies for all that time and |I've got nothing
out of it.”

Thomas Hunt Morgan



Esta tese estd de acordo com as seguintes normas, em vigor no momento desta

publicagdo:

Referéncias: adaptado de International Committee of Medical Journals Editors

(Vancouver).

Universidade de S3o Paulo. Faculdade de Medicina. Divisdao de Biblioteca e
Documentacgdo. Guia de apresentacgdo de dissertagles, teses e monografias. Elaborado
por Anneliese Carneiro da Cunha, Maria Julia de A. L. Freddi, Maria F. Crestana,
Marinalva de Souza Aragao, Suely Campos Cardoso, Valéria Vilhena. 3a ed. Sdo Paulo:

Divisdo de Biblioteca e Documentacdo; 2011.

Abreviaturas dos titulos dos periddicos de acordo com List of Journals Indexed in Index

Medicus.



SUMARIO

Lista de abreviaturas, simbolos e siglas
Lista de figuras
Lista de tabelas
Lista de anexos

Resumo

Summary

L INTRODUGAD . ...ttt eeee et et ee et et e s et et e et s et e eseeeseseesesaeseseeseeans 1
1.1 Agentes capazes de danificar 0 DNA...........uuiiiii e 2
1.1.2 LUZ UIEravioleta (UV).....oooiiiiiieiieeeieeee ettt ee s e e e s e st 3
1.1.3 Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e estresse oxidativo........cccccvuvveeeeiriiieeennnnnns 5
1.1.4 Estresse oxidativo @ dano @0 DNA ...ttt 8
1.1.5 Azul de Metileno (IMB)......uuiiieiieeeee e e e e e 11
1.2 Vias de Reparo do DNA.......ooi ittt e e e st e e e e s e sanra e e e e s saaaeeeaeas 12
1.2.1 REPAIO DiIrT0..cciiieeiiieee ittt ettt s e e e e e e e eeeeaebebeeananaas 12
1.2.2 Reparo de quebras na fita dupla (DSBS).....c.uuveeeiiriiiieeeiiiieiee e e e e 14
1.2.3 Reparo de Emparelhamento Erréneo (MMR, de Mismatch Repair)..................... 15
1.2.4 Reparo de ligagOes cruzadas (ICLs, de Interstrand Cross-Links)............ccccceeevunneee. 16
1.2.5 Reparo por Excisdo de Base (BER).......ccooecceeiirieeeeiiieeeeee et e e e e 17
1.2.6 Reparo por Excisdo de Nucleotideos (NER).......cccccuvrveeereeeieeeeeeeeeieennrinreeeeeee e 20
1.3 Mecanismos de tolerancia a dano: sintese translesao (TLS)........cccceevvvrrrrevreeeeeennn. 27
1.4 Doencas relacionadas a deficiéncia nos genes de reparo........ccceeeeeeeeeeeeeeeeececinnnnns 30
1.4.1 Doencas relacionadas a deficiéncia @m NER..........oooiveiiiiiiiiieeeeeieeeeeeeeee e, 30
1.4.2 Xeroderma Pigmentosum (XP).....cooccccciiiriiieieeeee e eeeeccinrrereeeeee e e e e e e e eees e nnnnnnes 30
1.4.3 Sindrome de CoCkaynNe (CS)....ceoeuiiieee ettt e e e 33
1.4.4 TricotiodiStrofia (TTD)...uuuueeeeeieiieieiieiiiieicrtrre e e e e e e s s s essaaabrebara e e reeeeeeeas 36
1.4.5 MUtagOEs €M XPD/ERCC2........uueeecueeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeaeeeeitee e eitvaeseeraeeeeasaeeenaaeeeennns 37
1.5 Xeroderma Pigmentosum Variante (XP-V)......ccoccueireiiiiiieiie et 42
1.5.1 O papel de pol 1 no processo de Hipermutagao Somatica (SHM)........ccceevuveennes 43
1.6 Participacdo de NER no reparo de danos causados por estresse oxidativo............. 45
2 OBUETIVOS. ..ttt ettt ettt e e e e e e e e s e ettt e e et e e e e e e e ee s nnnnrnnrreeeeeeeeens 48
3 MATERIAIS E METODOS. ......oveveveveteteteeceeeseeeesesetesesesessssssssesesesesssesesssssssssssessssssnsssnnns 49

3.1 LINNAZENS CRIUIATES...uuveeiiii ettt ee e s e e e e e s e e s s aasarareeeaes 49



3.2 Tratamentos com agentes oxidantes: Azul de Metileno (MB) e Bromato de

POTASSIO (KBIO3)uuueieeiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitiieetee e et eeeeeeeeeeseesssaatbaaebbbrarareereeeseeseeesensseesassnes 51
3.3 Tratamentos com inibidores: cafeina, 3-Aminobenzamida (3-Ab) e pifitrina-a......52
3.4 1Irradiagao COM IUZ UVC....oriiiiieiiie ettt er e s e e e e e e e e e aeaaaeeeean 52
3.5 Sobrevivencia CloONOGENICA........uuiiie et e e e aaaea e 53
3.6 Ensaios de viabilidade com XTT....cocciiiiiiiiiiiiiiee e 53
3.7 Ensaios de fluorescéncia para deteccdo de apoptose/Necrose.......ccceeecvveeeevveeennne. 53
3.8 Ensaios de complementagao.....ccccueuuriiiiieeieeeiee e eceeccrerrrrre e e e e e e e e ee e e e s e e s e 55
3.9 Ensaios de Host Cell Reactivation (HCR).......ueeveeveiiiiiieiiieiiiiiiiiiieeireereeeeeeeeeeeeeeenienns 54
3.10 Extracdo de proteinas e Western Blot (WB).......ccooeeiiiieeieeeciiiiee e 55
3.11 Marcagdes para citometria: PI, Pl + y-H2AX, Pl + Caspase 3 ativada, Pl + BrdU.....57
3.12 DINA FIBEI ASSQY...ceeeeueieeeeieiiieieeaeeseiiteee s s estetae s s s ssateeeeeeesssseaaassssssaeesssssssaeasenesnnns 58
3.13 Silenciamento POr SIRNA.........uiiiie e e e e e s e eare e e e e e s saaaaeeaeeas 59
3.14 PCR Tempo Real (Rl TiMe PCR).......ccooeiueeeiee et e eecieeee e eeeee e e eevaneee e e 60
3.15 Ensaio de Cometa alcalino (Single Cell Gel Eletrophoresis)...........ccoccueeeeeecuuveeenanns 60
3.16 ANALISES ESTAtiSTICAS. . ueeiereeeriiie ittt ettt s e s 61
3.17 Analise do perfil de Hipermutacdo Somatica de pacientes XP-V..........cccceeveennnns 62
3.17.1 PACIBNTES...ciiiiiiiiiiiiiic et e 62
3.17.2 Isolamento de células B de MemOria......c.cverieerieiiieeiiieeeeeee e 62
3.17.3 PCR, clonagem € SEqUENCIAMENTO.....cccceeeeieeieciiriirreeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeesseennrarreeeeees 63
3.17.4 ANALISE das MUEACOES. ....uuvieiieeeieeeeeeeeeeeecceicccrrrererreeeeeeeeeeeeeeeseesssaanrrarreereeeeees 64
4 RESULTADOS. ...ttt sttt s e s e s e e nnneesneenanees 65
4.1 Resposta das células com diferentes mutagdes em XPD/ERCC2 ao estresse
(o) (T - 14 1Y/ TSPV UPR 65
4.1.1 Sensibilidade das células XP-D, XP-D/CS e TTD/XPD ao estresse oxidativo........... 65
4.1.2 Complementacao das deficiéncias em reparo das células mutadas com
0 CDNA dO ENE XPD/ERCC2.......ooeeeeeeeeeeeeeetee e eettee et etrae e etae e e e e e e e ennee s 67
4.1.3 Alteragdes no ciclo celular apds estresse oxidatiVo..........cceeeeecciiiiiiieieeeeeeeeeeen, 68
4.1.4 Analise dos mecanismos de morte em resposta a danos no DNA........................ 72
4.1.5 Analise da sinalizacdo em resposta a danos NO DNA.........ccccceeeieeiiiiei e, 76

4.1.6 Resposta das células deficientes em NER ao estresse oxidativo apds
MOodulacdo da via de BER........coo oottt e e 77

4.1.7 Diferencas na capacidade de reparo de danos genotdxicos em DNA
plasmidial entre as células com mutacdes em XPD: Ensaios de
Host Cell Reactivation (HCR).........oeeeiiiiiieieeeecciiiee ettt e e e 80



4.1.8 Diferencgas na capacidade de reparo de quebras geradas pelo tratamento
COM MB fOt0AtIVATO....eeeiiiiiieiiie e s 81

4.2 Resposta das células com diferentes mutagdes em POLH ao estresse oxidativo.....83

4.2.1 Linhagens de fibroblastos de pacientes XP-V brasileiros utilizadas

NESTE ESTUAOD. .. ueiiiiiiiee ettt ettt e e st e s e bbbt e s et eessbeeeesnneeeenaes 83
4.2.2 Sensibilidade das células XP-V ao estresse oxidativo..........ccceecueeeriiiiiiniieeiiieeenne 87
4.2.3 Alteragdes no ciclo celular apds estresse oxidativo..........cecvvvviiieeeeiniciieene e, 89
4.2.4 Analise da populagdao em apoptose ap0s estresse oxidativo.......cccveeeeivrciiieeeennns 91
4.2.5 Capacidade de reparo de quebras geradas pelo tratamento com MB

FOTOATIVATO. ..ce e et 93
4.3 Indugdo da proteina DNA polimerase 1 apds danos genotoxiCos.......ccceveeveeenneenne 94
4.3.1 Cinética de indugao e dependéncia de P53....cccuveeiiiiiiiiieiii e 94
4.3.2 Pré-dose de UVC induz diferencgas na distribuicdo do ciclo celular e

diminuicdo da populacdao em apoptose apds doses elevadas de UVC................. 96
4.3.3 Pré-dose de UVC induz aumento da capacidade de replicagao de DNA............... 97

4.3.4 DNA polimerase m é essencial para o aumento da sobrevivéncia celular
induzido pela pré-dose de UVC........cooiiieii et e 100

4.4 Determinagdo da funcionalidade da proteina DNA polimerase 1 nas células de
pacientes XP-V através do sequenciamento dos genes variaveis das
(12 YUY T T=4 o o1V o V- L3RR 101

4.4.1 Confirmacgao do diagndstico da sindrome XP-V com base no perfil das mutagdes

dos genes varidveis das imunoglobulinas.........ccccccviiiiiieieiei e, 101
4.4.2 Analise dos tipos de mutagdes encontradas nas regides sequenciadas.............. 104
5 DISCUSSAD.....cuiiitetiuieteteeistetestetete st st et es et st s ss st bess e st ess b ebessesessasesessasesesansasesas 108
5.1 Estresse oxidativo e homeostase celular.........cocvveeiviiiiiiiiiiiiniiiiiee e 108

5.1.1 Estresse oxidativo e doengas neuroldgicas em pacientes com sindromes
associadas a defiCiENcias €M rePaArO.......cccc et 109

5.1.2 Sensibilidade das células deficientes em XPD frente ao estresse oxidativo........ 111

5.1.3 Diferencgas entre os mecanismos de morte celular entre as células deficientes
em XPD frente ao estresse oXidatiVo........cceeevriiiiiiiiiiiiiiiiee e 116

5.1.4 Interac¢des entre as vias de BER e NER no reparo de lesdes causadas por
ESEreSSE OXIAATIVO...eiiuiiieiiiiii et 120

5.1.5 Capacidade de reparo e/ou retomada da transcricdo apds danos genotoxicos
causados por estresse oxidativo das células com mutagdes em XPD................ 123

5.1.6 Sensisbilidade das células XP-V aos danos genotdxicos causados por estresse
(03 4o 1 4 1o TS 126

5.2 Inducgdo da DNA polimerase n apds estresse genotoéxico e suas
CONSEqUENCIas NAs respostas CIUIATES. ...ttt 131



5.3 Determinacdo da funcionalidade da proteina DNA polimerase 1 nas células de
pacientes XP-V através do padrao de mutagdes dos genes varidveis das

imunoglobulinas apds Hipermutagdo SOMaAtica.......cccceeeeecivieeeeie e, 136
5.3.1 Papel da DNA polimerase n na manutengao da regido dos genes

variaveis de imunoglobulinas em id0SOS.........cccevvviiiiiiiiiniiie e 137

B CONCLUSODES......oviteeiieteeeeetetetet ettt ettt ettt ettt et et ae st et et etese et tesens 139

T ANEXOS. .. ettt ettt ettt bt e bt e e bt e e bt e e ebe e e baeenateeeateesbeene 141

Anexo 1: Artigo PUDBICAUO. .. .ciiiieeiee e e e e e e e e e e e 142

Anexo 2: Tabela com as sequéncias dos primers utilizados...........ccccceeeeeiveeeeeeecnnnnnnn. 153

8 REFERENCIAS. ..ottt ae ettt ettt es et s n st esseaesesesesesasans 154



LISTA DE ABREVIATURAS, SIMBOLOS E SIGLAS

'0,: oxigénio singlete

3-Ab: 3-aminobenzamida

6-4 PP: fotoproduto pirimidina 6-4 pirimidona (do inglés 6-4 Photoproduct)
8-oxo ou 8-OHdG: 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina

BER: reparo por excisdo de base (do inglés Base Excision Repair)

BSA: bovine serum albumine

clAP: cellular Inhibitor of Apoptosis Protein

CNS: sistema nervosa central (do inglés Central Nervous System)

CPD: dimero de pirimidina ciclobutano (do inglés cis-syn Cyclobutane Pyrimidine
Dimers)

CS: Sindrome de Cockayne (do inglés Cockayne Syndrome)

DDR: resposta a danos no DNA (do inglés DNA Damage Response)

DMEM: Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DNA: acido desoxirribonucleico

DOXO: doxorrubicina

DSB: quebra na fita dupla da molécula de DNA (do inglés Double Strand Break)
ERO: Espécies Reativas de Oxigénio

FA: Anemia de Fanconi (do inglés Fanconi anaemia)

FADD: Fas-Associated Death Domain

FISH: Fluorescent In Situ Hybridization

FLIP: Flice-Like Inhibitory Protein

GGR: reparo do genoma global (do inglés Global Genome Repair)

H,0,: perdxido de hidrogénio

HCR: reativacdo pela célula hospedeira (do inglés Host Cell Reactivation)

HPA: hidrocarboneto policiclico aromatico

HR: reparo por recombinacdo homdloga (do inglés Homologous Recombination)

ICL: ligacGes cruzadas entre as fitas do DNA (do inglés Interstrand Cross-Link)



IR: radiacdo ionizante (do inglés lonizing Radiation)

IRES: Internal Ribosome Entry Site

JNK: JUN quinase

KBrOs: bromato de potassio

LPO: peroxidagao de lipideos (do inglés Lipid Peroxidation)

MB: azul de metileno (do inglés methylene blue)

MGMT: metilguanina-DNA-metiltransferase

MLKL: Mixed Lineage Kinase Domain-Like

MMC: mitomicina C

MMR: reparo por emparelhamento erréneo (do inglés Mismatch Repair)
MMS: metilmetanosulfonato

NER: reparo por excisdo de nucleotideos (do inglés Nucleotide Excision Repair)
NF-xB: Nuclear Factor-«B

NHEJ: reparo pela juncdo de extremidades ndao-homdélogas (do inglés NonHomologous
End Joining)

NO®: radical éxido nitrico

0,"": radical superdxido

OH": radical hidroxila

PARP: Poli(ADP-ribose) polimerase

PBMC: células mononucleadas do sangue periférico (do inglés Peripheral Blood
Mononuclear Cells)

PBS: Phosphate buffered saline

PCNA: Proliferating Cell Nuclear Antigen

PCR: reacdo em cadeia da polimerase (do inglés Polymerase Chain Reaction)
Pl: iodeto de propidio (do inglés Propidium lodide)

RFC: Replication Factor C

RIPK: Receptor Interacting Protein Kinase

RNA: acido ribonucleico

RPA: Replication Protein A



SFB: soro fetal bovino

Sitio AP: sitio abasico (apurinico/apirimidinico)

SHM: hipermutacdo somatica (do inglés Somatic Hypermutation)

siRNA: RNA de interferéncia (do inglés small interfering RNA)

SOD: superéxido dismutase (0," + 0," + 2H" — 0, + H,0,)

SSB: quebra na fita simples (do inglés Single Strand Break) da molécula de DNA
ssDNA: DNA simples fita (do inglés single-stranded DNA)

TBS: Tris buffered saline

TCR (ou TC-NER): reparo acoplado a transcricdo (do inglés Transcription-Coupled
Repair)

TFIIH: fator de transcri¢ao (do inglés Transcription Factor) IIH
TLS: sintese translesao (do inglés Translesion Synthesis)

TNF: Tumor Necrosis Factor

TRADD: TNFR1-Associated Death Domain

TTD: tricotiodistrofia

UV: luz ultravioleta

UVA: luz ultravioleta no comprimento de onda de 315 a 400 nm
UVB: luz ultravioleta no comprimento de onda de 280 a 315 nm
UVC: luz ultravioleta no comprimento de onda de 200 a 280 nm
UVSS: Sindrome UV-Sensivel (do inglés UV-Sensitive Syndrome)
XFE: Sindrome XPF-ERCC1

XP: Xeroderma Pigmentosum

XTT: sal tetrazolium

WB: Western Blot



LISTA DE FIGURAS

Figura 1: Agentes genotdxicos e exemplos de lesdes induzidas por esses agentes
Figura 2: Estrutura quimica dos fotoprodutos

Figura 3: Orbitais moleculares do oxigénio e de algumas espécies radicalares e nao
radicalares derivadas

Figura 4: Estruturas de algumas das principais bases oxidadas formadas por ROS no
DNA, além de um exemplo de uma lesdo em tandem e de uma lesdo do tipo cross-link
DNA-proteina

Figura 5: Mecanismo de Reparo por Excisdo de Base (BER)

Figura 6: Mecanismo de Reparo por Excisdo de Nucleotideo (NER)
Figura 7: Mecanismo de Sintese Translesdo (TLS)

Figura 8: Dominios funcionais, estrutura e mutacoes da proteina XPD

Figura 9: Plasmideo pSHIRES-XPD utilizado nos ensaios de complementagao
Figura 10: Esquema da separac¢ao das PBMCs por gradiente de ficol apds centrifugacao

Figura 11: Sensibilidade de células com mutagdes em XPD apds tratamento com Azul
de Metileno fotoativado, determinado por XTT (A) e sobrevivéncia clonogénica (B)

Figura 12: Sensibilidade das células primarias com mutagdes em XPD apods tratamento
com Azul de Metileno fotoativado, através de ensaios de XTT

Figura 13: Sensibilidade das células com mutagdes em XPD ao tratamento com
bromato de potassio (KBrOs), através de ensaios de XTT

Figura 14: Complementacdo da deficiéncia em reparo de danos genotdxicos causados
por Azul de Metileno fotoativado (A) e luz UVC (B) em células com diferentes mutacoes
em XPD pelo cDNA do gene XPD/ERCC2

Figura 15: Células com mutagdes em XPD apresentam um bloqueio em G2/M 48 horas
apos tratamento com Azul de Metileno fotoativado

Figura 16: Células primarias com diferentes mutacdes em XPD apresentam bloqueio
em G2/M 48 horas apds tratamento com Azul de Metileno fotoativado

Figura 17: Aumento da populacdo em apoptose (Sub-G1) em resposta ao tratamento
com MB + luz nas células com mutag¢des em XPD



Figura 18: Aumento da populagdao em apoptose (Sub-G1) em resposta ao tratamento
com concentragdes crescentes de KBrOs nas células com mutag¢des em XPD

Figura 19: Ativacdo de caspase 3 apds tratamento com concentracdes crescentes de
MB fotoativado nas células com mutagdes em XPD

Figura 20: Andlise do tipo de morte celular em resposta ao tratamento com MB
fotoativado através de corantes fluorescentes (DAF, Pl e Hoechst)

Figura 21: Presenca de danos no DNA (y-H2AX) apds tratamento com MB fotoativado
nas células deficientes em XPD

Figura 22: Acdo do inibidor de PARP (3-Ab) na viabilidade de células tratadas com MB
fotoativado

Figura 23: Efeito do silenciamento da expressdo de OGG1 e pol B na sobrevivéncia das
células deficientes em XPD apds tratamento com concentragdes crescentes (0, 2,4 e 8
uM) de MB fotoativado

Figura 24: Diminuicdao da capacidade de reparo de danos genotdxicos causados em
DNA plasmidial tratado com A: MB fotoativado e B: luz UVC nas células com diferentes
mutag¢des em XPD

Figura 25: Cinética de reparo de quebras causadas pelo tratamento com concentragdes
crescentes (0, 4 e 8 uM) de MB fotoativado em células selvagens e com mutagdes em
XPD

Figura 26: Sensibilidade das células primarias do paciente XPO5SP ao tratamento com
UVC na presenca de cafeina, determinado por XTT

Figura 27: Expressdo da proteina DNA polimerase 1 (XPV) em fibroblastos primarios
apos irradiacao com luz UVC

Figura 28: Expressao da proteina DNA polimerase n (XPV) em fibroblastos primarios
dos pacientes de Araras

Figura 29: Sensibilidade de células com mutacdes em POLH apds tratamento com Azul
de Metileno fotoativado, determinado por XTT (A) e sobrevivéncia clonogénica (B)

Figura 30: Sensibilidade das células primarias com mutacdes em POLH ao tratamento
com Azul de Metileno fotoativado, determinado por XTT

Figura 31: Sensibilidade das células com mutacdes em POLH ao tratamento com
bromato de potdssio (KBrOs), determinado por XTT

Figura 32: Diferentes linhagens de células XP-V apresentam um bloqueio no ciclo
celular 48 horas apds tratamento com Azul de Metileno fotoativado



Figura 33: As células primarias com mutagcdes em POLH apresentam diferengas no
bloqueio do ciclo celular, apds tratamento com Azul de Metileno fotoativado

Figura 34: Presenca de danos no DNA (y-H2AX) apds tratamento com MB fotoativado
nas células deficientes na DNA polimerase n

Figura 35: Aumento da populagdo em apoptose (Sub-G1) apds tratamento com MB
fotoativado nas células deficientes na DNA polimerase n

Figura 36: Ativacdo de caspase 3 72 horas apds tratamento com concentracdes
crescentes de MB fotoativado nas células XP-V

Figura 37: Cinética de reparo de quebras causadas pelo tratamento com concentracoes
crescentes (0, 4 e 8 uM) de MB fotoativado em células selvagens e XP-V

Figura 38: Expressdo da proteina DNA polimerase m (XPV) em fibroblastos
transformados por SV40 apés irradiagdo com luz UVC

Figura 39: Inibicdo da indug¢do da proteina pol n apds irradiagdo com luz UVC em
fibroblastos primarios pelo tratamento com inibidor de p53 (pifitrina-o)

Figura 40: Pré-dose de UVC induz diferencas na distribuicdo do ciclo celular e
diminuicdo da populacdo em apoptose apds doses altas de UVC em fibroblastos
primarios XP-C

Figura 41: Pré-dose de UVC leva ao aumento da populagdao em S 24 horas apds doses
altas de UVC em fibroblastos primarios XP-C

Figura 42: Pré-dose de UVC leva ao aumento da capacidade de sintetizar cadeias
maiores de DNA apds doses altas de UVC em fibroblastos primarios normais e
deficientes em GG-NER (XP-C)

Figura 43: Efeitos do silenciamento do gene POLH sobre fibroblastos primarios XP-C
apos doses repetidas de UVC

Figura 44: Andlise da expressao da proteina pol n em fibroblastos primarios de
pacientes XP-V

Figura 45: Aumento na frequéncia de mutacdes e na instabilidade genémica em
pacientes XP-V idosos

Figura 46: Aumento na frequéncia de mutacdes das regides Jy-FR3 dos genes varidveis
das imunoglobulinas em func¢do da idade dos individuos



LISTA DE TABELAS

Tabela 1: Manifestagdes clinicas dos pacientes com mutag¢des no gene XPD.
Tabela 2: Idade, tipo de mutagao e padrao de Hipermutagdao Somadtica dos pacientes
estudados neste projeto

Tabela 3: Idade e frequéncias de mutag¢des das regides Jy-FR3 dos genes varidveis das
imunoglobulinas, dos pacientes e controles

Tabela 4: Caracteristicas das muta¢des encontradas nas regides Jy-FR3 dos genes
variaveis das imunoglobulinas dos pacientes XP-V idosos e nos controles



LISTA DE ANEXOS

Anexo 1: Paper publicado. Rocha CR e Lerner LK, Okamoto OK, Marchetto MC, Menck

CF. The role of DNA repair in the pluripotency and differentiation of human stem cells.
Mutat Res 752(1): 25-35, 2013.

Anexo 2: Tabela com as sequéncias dos primers utilizados.



RESUMO

Lerner LK. Papel das proteinas XPD e DNA polimerase eta nas respostas de células
humanas a danos no genoma [Tese]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade
de S3o Paulo; 2014.

A via de Reparo por Excisdo de Nucleotideos (NER) é responsavel pelo reparo das lesGes
causadas pela luz ultravioleta (UV) e de outras lesGes capazes de distorcer a dupla hélice,
bloqueando a replicacdo e a transcri¢cao. Os pacientes que apresentam as sindromes recessivas
raras Xeroderma Pigmentosum (XP), tricotiodistrofia (TTD) e sindrome de Cockayne (CS)
possuem muta¢des em algum dos 11 genes relacionados ao NER e a transcricdo basal.
Mutac¢Oes na proteina XPD levam ao surgimento de diferentes fenétipos: XP, TTD, XP/CS ou
COFS (Cerebro-Oculo-Facio-Skeletal Syndrome), uma forma rara de CS. Os pacientes XP
apresentam alta incidéncia de cancer de pele, o que ndo ocorre com os pacientes TTD e CS,
além de poderem apresentar perda neuronal progressiva, enquanto todos os CS e TTD
apresentam uma diminuicdo na mielinizacdo do cérebro. As neuropatologias sdo
provavelmente associadas a problemas no reparo de danos endégenos no DNA das células
nervosas. Diversos trabalhos mostraram o envolvimento do NER no reparo desses danos, os
quais pensava-se serem reparados apenas por outro mecanismo, o Reparo por Excisdo de
Base. Neste trabalho mostramos que fibroblastos de pacientes XP-D, XP-D/CS e TTD,
portadores de mutacées em XPD, sdo sensiveis ao estresse oxidativo induzido pelo tratamento
com azul de metileno fotoativado, apresentando bloqueio prolongado no ciclo celular e
permanéncia da sinalizacdo de danos ao DNA. A complementacdo das diferentes linhagens
com o gene XPD/ERCC2 foi capaz de restaurar a sobrevivéncia celular. Foram detectadas
diferencas importantes na capacidade de reparo/retomada da transcri¢cdo apds danos gerados
por estresse oxidativo em DNA plasmidial, além da ativa¢do de vias diferentes de morte
celular: fibroblastos XP-D apresentam maior capacidade de reparo e apresentam morte por
apoptose apods estresse oxidativo, enquanto os fibroblastos XP-D/CS e TTD apresentam menor
capacidade de reparo ativacdo de mais de uma via de morte celular (apoptose e necrose),
diferencas que podem estar ligadas ao fenétipo dos pacientes. MutacGes no gene codificante
para a DNA polimerase n, POLH, estdo associadas a forma variante de XP (XP-V). Pol 1 é uma
polimerase especializada na sintese translesdo (TLS) de fotoprodutos, além de estar implicada
na TLS de outros tipos de lesdes como bases oxidadas, e em vias ndo relacionadas a TLS como
a hipermutac¢do somatica e a replicacdo de regides de DNA com arquiteturas ndo-candnicas.
Neste trabalho mostramos que os fibroblastos de pacientes XP-V apresentam sensibilidade ao
estresse oxidativo. Mostramos uma indugdo da proteina pol n em fibroblastos primarios apds
danos genotdxicos, associada ao aumento da capacidade de lidar com a parada na forquilha de
replicagdo, possibilitando a continuidade da replicagdo do DNA e ao aumento da sobrevivéncia
celular. Mostramos uma diferenga na estabilidade gendmica nos genes das imunoglobulinas
dos pacientes XP-V idosos em comparagdo com os pacientes jovens e controles de idade
pareada, mostrando que a auséncia dessa polimerase pode estar ligada ao aumento da
instabilidade genGmica nesses genes.

Descritores: Reparo do DNA; Xeroderma pigmentoso; Sindrome de Cockayne; Sindrome do
tricotiodistrofia; Proteina grupo D do xeroderma pigmentoso; Estresse oxidativo; Azul de
metileno/toxicidade; Fibroblastos/efeitos de radiacdo; DNA polimerase dirigida por DNA;
Instabilidade genémica; Hipermuta¢do somatica de imunoglobulina.



SUMMARY

Lerner LK. Role of XPD and DNA polymerase eta in the response of human cells to DNA
damage [Thesis]. Sdo Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de S3o Paulo; 2014.

The Nucleotide Excision Repair (NER) pathway is responsible for the repair of UV
photoproducts and other bulky lesions that block both replication and transcription.
Patients with the rare recessive disorders Xeroderma Pigmentosum (XP),
trichothiodystrophy (TTD) and Cockayne Syndrome (CS) carry mutations in one of the
11 NER genes, linked to repair and basal transcription. Mutations in XPD lead to
different phenotypes: XP, TTD, XP/CS or COFS (Cerebro-Oculo-Facio-Skeletal
Syndrome), a rare form of CS. XP patients have high incidence of skin cancer, which
does not occur in TTD or CS patients, although ther may present neurodegeneration,
while all CS and TTD patients have neurodevelopmental symptoms linked to
dysmielynation. The pathology of these neurological diseases is probably associated
with deficient repair of DNA lesions in nervous cells, generated by endogenous
processes. Many groups including ours have demonstrated the involvement of NER in
the repair of these lesions, previously thought to be exclusively repaired by Base
Excision Repair. In this work we show high sensitivity of both primary and transformed
XP-D, XP-D/CS and TTD human fibroblasts in response to oxidative stress generated by
photoactivated methylene blue, with prolonged cell cycle arrest and DNA damage
signaling. The complementation of the three different cell lines with the XPD/ERCC2
gene was able to restore cell survival. We detected important differences in repair
capacity/transcription resumption after damage generated by oxidative stress in
plasmid DNA, besides the activation of different cell death pathways: XP-D cells have
higher repair capacity and die by apoptosis, while XP-D/CS and TTD cells have little
repair capacity and activate more than one death pathway (apoptosis and necrosis).
We believe these differences can be related to the patients’ phenotypes. Mutations in
DNA polymerase 1 coding gene, POLH, are associated with the variant form of XP (XP-
V). Pol n is a translesion synthesis (TLS) polymerase specialized in the TLS past CPD
photoproducts, besides other lesions like oxidized bases, and in other processes like
somatic hypermutation and DNA replication in structured regions. In this work we
show XP-V human fibroblasts are sensitive to oxidative stress. We detected an
induction of pol n after genotoxic stress in primary cells, associated with increased
ability to deal with the stalled replication fork, and consequently to DNA replication
restart and cell survival. In addition, we detected a difference in genomic stability in
immunoglobulin genes in aged XP-V patients in comparison to both young patients and
age-matched controls, showing the absence of this polymerase may be linked to
increased genomic instability in these genes.

Descriptors: DNA repair; Xeroderma pigmentosum; Cockayne syndrome;
Trichothiodystrophy syndromes; Xeroderma pigmentosum group D protein; Oxidative
stress; Methylene blue/toxicity; Fibroblasts/radiation effects; DNA-directed DNA
polymerase/radiation effects; Genomic instability; Somatic hypermutation,
immunoglobulin.



1. INTRODUCAO

O DNA é a molécula organica detentora da informacdo genética de todos os
organismos vivos, sejam procariontes ou eucariontes; assim, é a biomolécula
responsavel pelo desenvolvimento e funcionamento dos organismos, assim como pela
transmissao da informacgdo genética para as proximas geragdes. Entretanto, apesar da
grande importancia dessa molécula na manutencao da vida e na hereditariedade, sua
estrutura quimica apresenta certa instabilidade. Diversas alteracbes espontaneas,
decorrentes da instabilidade quimica inerente das ligacbes especificas dos
nucleotideos, podem ocorrer durante o metabolismo celular, como
desemparelhamentos, desamina¢Ges e perdas de bases, gerando sitios abdsicos
(Lindahl, 1993). De fato, por exemplo, em células com genomas de tamanho grande
como os humanos, estima-se que ocorram entre 2000 e 10.000 perdas de bases
purinicas por dia, através de hidrélise espontanea (Lindahl e Nyberg, 1972).

Além de alteragbes espontaneas, os genomas celulares estdao constantemente
em contato com uma grande variedade de agentes enddgenos e exdgenos que
danificam o DNA, e podem levar a morte celular e mutagénese, com consequéncias em
processos fisioldégicos, como o envelhecimento, e patolégicos, como doencas
neurodegenerativas e cancer (Friedberg et al, 2004). Apesar dos eventos mutagénicos
serem essenciais para os processos evolutivos, eles sdo em sua maioria deletérios para
o funcionamento normal da célula e do organismo como um todo. Assim, ao longo da
evolucdo, os organismos desenvolveram diversos mecanismos de resposta a presenca
de agentes genotoxicos e aos danos que eles causam as células, assim como a propria
instabilidade da molécula do DNA em si, como os mecanismos de sinalizacdo, reparo e
tolerancia aos diferentes tipos de dano que podem ocorrer no genoma.

Uma vez que a célula é exposta a agentes genotoxicos, ocorre uma série de
modificacbes na fisiologia celular, seja como resposta ou como consequéncia dos
danos (Lombard et al, 2005). Entre essas alteracdes no metabolismo celular estdo a
remocao dos danos e restauracdo da integridade da dupla fita pelo reparo de DNA, a

ativacdo de mecanismos de checkpoint, respostas transcricionais (que incluem tanto a



ativacdo de genes como a inibicdo do processo transcricional), a inducdo de
mecanismos de morte celular (como a apoptose) ou de tolerancia aos danos, e, em

situacdes nas quais os danos ndo foram reparados, a eventos mutagénicos (Sancar et

al, 2004).

1.1 Agentes capazes de danificar o DNA

Existem diferentes tipos de lesbes que podem alterar a estrutura do DNA,
causadas por agentes quimicos e fisicos, tanto de origem exdgena e enddgena
(Hoeijmakers, 2001)(Figura 1). Além das lesdes espontaneas, ligadas a instabilidade da
molécula do DNA, e das lesGes que podem ocorrem durante o metabolismo normal do
DNA, como erros de replicacdo, outra fonte endégena de danos estdo as espécies
reativas de oxigénio (ERO), formadas por exemplo durante a respiracdo celular ou a

resposta imune (Lambeth, 2004).
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Figura 1: Agentes genotoxicos e exemplos de lesdes induzidas por esses agentes.
Adaptada de Hoeijmakers, 2001.



Dentre os agentes quimicos exdgenos estdo os agentes quimioterapicos, como
a cisplatina, a mitomicina e outros agentes alquilantes, a doxorrubicina, agentes
radiomiméticos como a bleomicina, inibidores das topoisomerases | e || como a
camptotecina e o etoposideo, além de muitas outras substancias que causam diversos
tipos de danos ao DNA e sdo utilizados como drogas antitumorais (Helleday et al,
2008). Além dos agentes quimioterdpicos, outros agentes quimicos exdégenos, como
diversos componentes da fumaca do cigarro (Hoeijmakers, 2001) e da poluicdo do ar
(Garcia et al, 2013), além de substancias genotdxicas consumidas através da
alimentacdo, como por exemplo as aflatoxinas, produtos secundarios do metabolismo
dos fungos do género Aspergillus que contaminam diversos alimentos (Williams et al,
2004), sdo capazes de causar adutos que danificam o DNA.

A radiacdo ionizante (IR) é um dos principais agentes fisicos que podem
danificar o DNA, causando diversos tipos de danos como quebras na fita simples (SSBs,
de Single Strand Breaks), quebras na fita dupla (DSBs, de Double Strand Breaks), cross-
links entre DNA e proteinas e modificagdes em bases (Kobayashi et al, 2008). De fato,
devido as propriedades genotdxicas da IR, a radioterapia é utilizada ha mais de um

século como tratamento para diversos tipos de tumores (Bernier et al, 2004).

1.1.2 Luz ultravioleta (UV)

O mais estudado agente fisico que pode causar lesdes no DNA, entretanto, é a
luz ultravioleta (UV) (Callegari e Kelly, 2007), que corresponde ao menor comprimento
de onda do espectro eletromagnético proveniente da luz solar, e pode ser dividida em
trés componentes: UVA (320-400 nm), UVB (280-320 nm) e UVC (200-280 nm).
Enquanto a radiacdo UVC é completamente barrada pela camada de ozbnio, as
radiacdes nos maiores comprimentos de onda como uma parte da luz UVB e toda a
UVA sdo capazes de atingir a superficie terrestre (Schuch et al, 2009). Tanto a radiacdo
UVA quanto a UVB sdo capazes de transpor a barreira da pele, sendo que a penetracao
dos comprimentos de onda mais longos e menos energéticos (UVA) é mais eficaz.

As bases do DNA podem absorver fétons provenientes de comprimentos de

onda curtos, como os de luz UVC ou UVB, o que leva a formacdo de ligagGes covalentes



entre pirimidinas adjacentes. Assim, ocorre a formacdo dos dois principais tipos de
fotolesdes, ambos capazes de causar distor¢des no DNA: dimeros de pirimidina
ciclobutano (CPDs, de cis-syn Cyclobutane Pyrimidine Dimers) e os fotoprodutos
pirimidina 6-4 pirimidona (6-4 PPs). Além disso, as lesGes do tipo 6-4 PPs, ao
absorverem luz na faixa dos 320 nm pode formar um fotoisbmero conhecido como
Dewar (DewPPs) (Cadet et al, 2005)(Figura 2). A absor¢dao de fétons no comprimento
de onda da luz UVA pelo DNA é mais baixa, mas esta pode causar lesdes através da
fotossensibilizacdo de cromodforos presentes nas células, levando a formacdo de ERO
(Sage et al, 2012), além de também ser capaz de levar a forma¢dao de CPDs e 6-4PPs
(Schuch et al, 2010). As lesdes do tipo 6-4 PPs causam uma maior distorcdo da fita de
DNA, e provavelmente por isso seu reparo é mais rapido do que o das lesdes do tipo
CPD, mesmo sendo estas Uultimas formadas com maior frequéncia por doses
equivalentes de UVC: Kobayashi e colaboradores (2001) detectaram o reparo de mais
de 90% dos 6-4 PPs em 3 horas, enquanto mais da metade dos CPDs ainda estavam

presentes nas células 24 horas depois da irradiacdo com UVC.
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Figura 2: Estrutura quimica dos fotoprodutos. Adaptada de Batista et al, 2009.



Ambos os fotoprodutos, por causarem distor¢des na estrutura da dupla-hélice
de DNA, s3ao capazes de bloquear as polimerases que atuam tanto na replicagdo
guanto na transcricdo do DNA, levando a parada desses processos, o que ativa os
mecanismos de sinalizacdo em resposta ao dano no DNA (DDR, de DNA Damage
Response), como parada no ciclo celular e recrutamento das maquinarias de reparo ou
tolerancia aos danos. Se ndao forem reparadas, os fotoprodutos levam a formagdo de
mutagbes principalmente do tipo transicdes C—>T ou CC—HTT (conhecida como
assinatura mutagénica da luz UV), devido a inser¢do erronea de adeninas no lugar das
citosinas presentes nos fotoprodutos (Giglia-Mari e Sarasin, 2003). De fato, a
assinatura mutagénica da luz UVB é encontrada tanto em genes supressores de tumor
(TP53) quanto oncogenes (RAS) na maioria dos tumores de pele (Daya-Grosjean e
Sarasin, 2005), assim como nos genomas tumorais como um todo, tanto em
carcinomas quanto em melanomas (Alexandrov et al, 2013). S3o mais recentes os
estudos sobre o papel da UVA na carcinogénese dos tumores de pele; entretanto,
sabe-se que a radiacdo UVA em doses semelhantes as ambientais é capaz de induzir
lesdes do tipo CPD e 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-oxoG ou 8-OHdG) sendo portanto
mutagénica (Sage et al, 2012), além de estar ligada a processos de envelhecimento de

pele (Takeuchi e Riinger, 2013).

1.1.3 Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) e estresse oxidativo

O termo ERO engloba tanto as espécies radicalares do oxigénio (sdo
consideradas radicais livres somente as moléculas que possuem um ou mais elétrons
desemparelhados, como o radical hidroxila, OH" ou o superdxido, 0,") como as
espécies derivadas do oxigénio e que ndo sdo radicais, por exemplo o perdxido de
hidrogénio (H,0,), o ozdnio (0s;) e o oxigénio singlete ('0,) (Halliwell e Gutteridge,
2007). O préprio oxigénio, no seu estado mais estavel (*Zg-0,), é um agente oxidante
pois possui dois elétrons desemparelhados, cada um em um orbital diferente,
podendo assim capturar elétrons de outra molécula (Figura 3). Entretanto, como esses
elétrons tém o mesmo spin, o oxigénio tende a receber apenas um elétron (de spin

antiparalelo) de cada vez, para que ele possa se ajustar aos espacos vazios de cada



orbital; é por esse motivo que as reacdes do oxigénio com outros compostos nao

radicalares sdo muito lentas.
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Figura 3: Orbitais moleculares do oxigénio e de algumas espécies radicalares e nao
radicalares derivadas.

As ERO sdo constantemente geradas dentro das células dos organismos, sendo
apos exposicao a agentes como luz UV ou IR, ou através de mecanismos fisiolégicos
ligados a resposta imune (Lambeth, 2004), a sinalizacdo e a respiragdo celular. De fato,
as células possuem enzimas especializadas na sintese de ERO e nitrogénio (6xido
nitrico sintase, NADPH oxidases e ciclooxigenases, por exemplo) que sdo produzidas de
forma controlada e estdo ligadas a sinalizacdo de diversos processos, como o controle
do tdnus muscular (NO* e 0,%), do ritmo respiratério e do equilibrio do estado redox
das células (principalmente O,") (Drége, 2002). Entretanto, a maior fonte de geracdo
de ERO dentro das células é a mitocondria, durante o processo de respiracao celular: o
extravasamento (leakage) de elétrons pela cadeia de transporte de elétrons e sua
reacdo com oxigénio molecular leva a uma geracdo constante de O," dentro das
células aerdbicas (Turrens, 2003). Quando ha uma producdo em excesso de ERO ou
guando a célula é exposta a agentes oxidantes, as ERO podem causar diversos danos

as células, levando a um estado de estresse redox (Wang et al, 2013).



De forma a manter o equilibrio no seu estado redox, as células adquiriram ao
longo da evolugdo diversos mecanismos de defesa antioxidante para balancear a
producdo de ERO. Existem sistemas enzimaticos, como as superdxido dismutases
(SODs), que catalisam a conversdo de O, em H,0, e as catalases (CATs), que
convertem H,0, em dgua. Outras enzimas, como a tioredoxina, a glutationa peroxidase
(GPx) e a tioredoxina redutase formam uma reserva de antioxidantes que sdo
responsaveis pela manutencado do equilibrio entre as formas reduzidas e oxidadas dos
agentes redutores (Valko et al, 2007). Existem também antioxidantes ndo-enzimaticos
como o acido ascérbico (vitamina C), o a-tocoferol (vitamina E), a glutationa (GSH) e
diversos carotendides e flavondides que também fazem parte das defesas

antioxidantes das células.

Algumas ERO, como o H,0, ou 0 O,", ndo reagem diretamente com os acidos
nucléicos; seu potencial oxidativo se deve a capacidade de produzir radicais altamente
reativos (como o OH") através da reacgdo de Fenton (H,0, + M™ — M™ + OH + OH"),
guando entra em contato com os ions metdlicos (principalmente ferro, e em menor
extensdo cobre, cromo ou cobalto) préximos ao DNA. Outros radicais livres como o
carbonato (COs"), peroxil (RO,") e alcoxil (RO®), também podem interagir com o DNA,
formando principalmente lesdes do tipo bases oxidadas.

O oxigénio singlete (0,) é uma forma mais reativa do oxigénio, e pode ser
gerada através de mecanismos de transferéncia de energia. O o, pode apresentar
duas formas, uma mais reativa (1Zg+02) e outra menos reativa (1Ag02), sendo que a
forma '£g*0, decai rapidamente para a forma *Ag0,, assim é essa a forma geralmente
considerada importante em sistemas bioldgicos (Figura 2). O oxigénio singlete na
forma 'Ag0, n3o é um radical livre pois ndo possui elétrons desemparelhados; porém,
essa forma é altamente reativa pois, ao contrario do oxigénio, ndo ha restricdes de
spin para as transferéncias de elétrons com outras moléculas (Halliwell e Gutteridge,

2007).



1.1.4 Estresse oxidativo e dano ao DNA

Os principais danos celulares causados pelo estresse oxidativo sdo os danos a
estrutura do DNA (incluindo o mitocondrial), as proteinas e as membranas celulares. A
peroxidacdo de lipideos leva a diminuicdo da fluidez da membrana, ao aumento da sua
permeabilidade e causa danos as proteinas integrais das membranas (como enzimas,
receptores e canais iGnicos), além de levar a propagacdo das reacbes oxidativas,
através da sua decomposicdo em produtos téxicos, como aldeidos bifuncionais (Cejas
et al, 2004). Essa propagacdo tem sido associada a carcinogénese, doencas
neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson, arterosclerose, doencas
inflamatdrias como artrite reumatoide, diabetes e envelhecimento (Bartsch e Nair,
2004; Valko et al, 2007). Além das membranas externas, as membranas do reticulo
endoplasmatico e do Complexo de Golgi também podem ser danificadas, alterando a
capacidade das células de sintetizar e exportar proteinas. Podem ocorrer danos
também nos componentes mitocondriais, como em suas enzimas da matriz e
componentes da cadeia de transporte de elétrons (Victor et al, 2005), além do DNA

mitocondrial.

Do genoma original da o-proteobactéria que foi engolfada pela célula
precursora da célula eucaridética moderna, iniciando um processo de simbiose ha mais
de dois bilhGes de anos (Lane e Martin, 2010), restam atualmente, na célula humana,
apenas 16 kbp de material genético em um genoma circular, que é responsavel pela
sintese de 13 proteinas pertencentes aos complexos I-IV da cadeia de transporte de
elétrons. Todo o restante foi perdido ou transferido para o genoma nuclear (Gabaldén
e Huynen, 2004), ao longo do processo simbidtico durante o qual a mitocondria
adquiriu novas func¢des, como as ligadas ao destino da célula através dos mecanismos
de morte, além de manter sua funcdo inicial, de producdo de energia. Esse genoma
circular, presente em diversas cdpias, assim como os genomas nucleares, apresenta-se
compactado e organizado em estruturas denominadas nucledides, presentes na matriz
mitocondrial (Friedman e Nunnari, 2014). Os nucledides podem apresentar uma certa
forma de protecdo, porém, uma vez que o DNA mitocondrial (mtDNA) encontra-se

associado a membrana interna da mitocéndria, onde ocorre grande formacdo de ERO



durante a fosforilacdo oxidativa. De fato, as mitocondrias possuem vias de reparo de
DNA, assim como diversos mecanismos de defesa antioxidante (tanto enzimaticos,
como a SOD, quanto nao enzimaticos, como o a-tocoferol), responsaveis pela
manutenc¢do da integridade do mtDNA. Entretanto, existem cada vez mais evidéncias
de doencas humanas cuja patologia estd associada estresse redox e ao consequente
acumulo de danos no mtDNA, como alguns tipos de cancer e doengas degenerativas

(Costa et al, 2011).

As ERO sdo capazes de danificar o DNA através de diversos mecanismos, tanto
na base nitrogenada quanto na desoxirribose, levando a formacdo de vdrios tipos de
bases oxidadas (Figura 4), que, se ndo reparadas, levam a mutagénese e a instabilidade
genética, participando assim do processo tumorigénico de diversos tumores (Hanahan
e Weinberg, 2011). O OH’ é altamente reativo em sistemas bioldgicos, e sua reacdo de
adicdo a purinas e pirimidinas resulta em diferentes compostos, dependendo da base
atacada e da presenca de ions metdlicos (Dizdaroglu, 2012). Riboses e desoxirriboses
também podem ser atacadas pelo OH®, gerando diversos radicais centrados no
carbono que, na presenca de O, podem ser rapidamente convertidos em radicais

peroxil (RO,").

Além das bases oxidadas “individuais”, o OH" pode levar a formacdo de lesdes
em tandem, que consistem em duas bases adjacentes modificadas na mesma fita,
ligacOes cruzadas entre duas bases adjacentes modificadas na mesma fita, ou liga¢cbes
cruzadas entre duas bases modificadas em fitas opostas (ICLs, de intra- ou interstrand
cross-links)(Cadet et al, 2012). Pode ocorrer também a formacdo de lesGes em cluster,
definidas pela presenca de duas ou mais lesGes (do tipo bases oxidadas, sitios AP ou
quebras) dentro de uma ou duas voltas da hélice do DNA (Sage e Harrison, 2011). Além
das reacdes com os acidos nucléicos, o OH" também pode reagir com proteinas
nucleares; os radicais derivados das proteinas podem formar liga¢cdes cruzadas com o
DNA. Todas essas lesdes complexas sdao capazes de interferir no reparo do DNA, na
condensacdo da cromatina, replicacdo e transcricdo, e sao portanto mais citotdxicas do

que as bases oxidadas individuais (Evans et al, 2004).
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Figura 4: Estruturas de algumas das principais bases oxidadas formadas por ROS no
DNA, além de um exemplo de uma lesdo em tandem e de uma lesdo do tipo cross-link
DNA-proteina. Adaptada de Dizdaroglu, 2012.

O 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG ou 8-oxodG) é um dos marcadores
mais utilizados para avaliacdo de danos gerados por oxidacdo (Lee e Pfeifer, 2008).
Essa base modificada apresenta uma forma tautomérica denominada 8-oxo-7-hidro-2’-
desoxiguanosina, ou 8-oxodG. O 8-OHdG pode ser formado por diversas espécies
reativas (OH", CO;™, RO,", 10,); uma indicacdo do seu grande potencial mutagénico é o
grande nimero de mecanismos envolvidos em seu reparo, tanto antes do nucleotideo
ser incorporado como apds sua incorporacdao no DNA (Halliwell e Gutteridge, 2007).
Sua presenca pode levar a diversos tipos de mutacao, sendo as mais importantes as
transversdes G—>T, uma vez que as polimerases replicativas, assim como a RNA pol Il,
incorporam geralmente A ao invés de C frente a 8-OHdG (Neely e Essigmann, 2006;
Charlet-Berguerand et al, 2006), enquanto polimerases ligadas a processos de reparo
como a DNA polimerase beta (pol B) tendem a inserir a base correta, no caso C
(Shibutani et al, 1991). Acredita-se que os efeitos deletérios dessa lesdo estejam
ligados principalmente a mutagénese, uma vez que por nao ser uma lesdo distorsiva,
8-OHdG causa uma parada apenas transiente da RNA polimerase Il (Tornaletti et al,

2004; Kathe et al, 2004; Larsen et al, 2004); essa parada, entretanto, pode ser
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influenciada por outras variaveis como a concentracao de ATP ou a sequéncia na qual

a lesdo estd inserida (Allgayer et al, 2013).

1.1.5 Azul de metileno (MB)

O azul de metileno (MB, de Methylene Blue) é um fotossensibilizador
pertencente a classe dos corantes fenotiazinicos, utilizado em terapias fotodinamicas
para alguns tipos de tumores superficiais, doencas causadas por bactérias (Wainwright
et al, 1997) e virus (Tardivo et al, 2012), além de ter sido a primeira droga utilizada no
tratamento da maldria (Wainwright e Amaral, 2005). A fotoativacdo é a reacdo de
geracao de espécies reativas por uma substancia fotossensibilizadora, apds a absor¢dao
de luz visivel ou UV; no caso do MB, o pico de absor¢do ocorre no comprimento de
onda do vermelho, a 665 nm.

O fotossensibilizador é uma molécula capaz de absorver luz em um
determinado comprimento de onda, e de transferir a energia para outras moléculas
através da transferéncia de elétrons. Essa reacdo se inicia com a excitacdo eletronica
do fotossensibilizador pela energia luminosa, o que o leva ao estado singlete (1sens*)
ou triplete (3sens*), gue tem maior duragao que o singlete. As moléculas no estado
triplete podem ter dois destinos: através do mecanismo tipo | hd transferéncia de
elétrons entre o sens e outros componentes do sistema, gerando ions radicais que
podem reagir com o oxigénio resultando em produtos oxidados. No mecanismo tipo |l
ocorre a transferéncia direta de energia do 3sens” para o oxigénio, gerando oxigénio
singlete (*0,). Além da sua capacidade de gerar 'O, através de fotdlise, em meio
biolégico o MB pode sofrer reacdo de reducdo apds excitacdo eletrénica, gerando o
radical semi-reduzido MB® e leuco-MB, que sofre autoxidacdo gerando H,0, e 02°.
Estes radicais podem danificar diretamente as biomoléculas, ou serem convertidos em
OH* na presenca de ions metdlicos via reacdo de Fenton (Tuite et al, 1993).

O MB é facilmente incorporado pelas células pelo seu carater hidrofilico e por
possuir carga positiva. O tratamento com MB fotoativado leva a formacdo de grandes
quantidades de 8-OHdG, tanto em DNA plasmidial (Schneider et al, 1990) quanto
celular (Epe et al, 1993). Além das bases oxidadas individuais, ndo se pode descatar a

formagdo de danos complexos, como as lesdes em cluster e em tandem, apds o
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tratamento com MB fotoativado (BERRA et al, 2013). Na auséncia de luz o MB

apresenta pouca ou nenhuma toxicidade (Blazquez-Castro et al, 2009).

1.2 Vias de Reparo do DNA

Ao longo da evolucgdo, os organismos desenvolveram diversos mecanismos para
reparar os danos que, se forem mantidos nas células, podem ser deletérios para a
existéncia dos seres vivos (Moraes et al, 2012a). As vias de reparo de DNA ndo sdo
essenciais somente na manutencdo da integridade do organismo através do reparo de
danos genotdxicos no DNA das células somaticas como um todo, como também possui
um papel essencial na manutenc¢ado da integridade do DNA das células tronco. De fato,
as células tronco possuem vias de reparo extremamente eficazes, além de mecanismos
de resposta a dano como indugdo de senescéncia, apoptose ou diferenciacdao, de modo
a impedir a propagacdao de células com alteracGes genOmicas, o que seria
extremamente deletério para o organismo (Rocha e Lerner et al, 2013). Uma revisao
sobre o papel do reparo de DNA nas células tronco pode ser encontrada no final dessa

tese.

Até o momento foram descritas diversas vias de reparo do DNA, que podem ser
divididas em cinco categorias: reparo direto da lesdo, reparo por excisdao de base,
reparo por excisdo de nucleotideos, reparo de quebra na fita dupla e reparo de

ligagdes cruzadas (Sancar et al, 2004).
1.2.1 Reparo Direto

As vias de reparo direto da lesdo sdo a fotorreversdao de CPDs e 6-4 PPs pelas
DNA fotoliases apds a absorcao de fétons de luz azul, a remocao de grupos 0°%-metil de
OG—metiIguanina (0°MeG) pela enzima metilguanina-DNA-metiltransferase (MGMT), e

a remocdo de bases danificadas por agentes alquilantes pela familia de enzimas AlkB.

As fotoliases apareceram muito cedo na evolucdo, estando presentes tanto em
Archea e Bacteria quanto em Eucaria, e estdo entre os mecanismos mais eficientes no
reparo dos dois principais fotoprodutos (Menck, 2002). Cada uma das fotoliases age de

forma especifica para cada fotolesao, ligando-se ao dimero de forma independente da
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luz, e utilizando a energia de um féton de luz azul (350-450 nm) para clivar as ligacGes
covalentes dos dimeros, retornando-os a estrutura original (Brettel e Byrdin, 2010),
com a acdo de dois croméforos como cofatores. Essas enzimas estdo presentes em
todos os vertebrados, com exce¢do dos mamiferos placentarios; nesses organismos
(assim como em outros animais e plantas) encontram-se outras proteinas fotoativas da
familia das fotoliases, chamadas criptocromos. Os criptocromos apresentam estrutura
similar as fotoliases, com dominios fotoativos e de ligacdo a cromdéforos semelhantes,
assim acredita-se que ambas as proteinas tenham uma origem evolutiva comum
(Chaves et al, 2011). Os criptocromos, entretanto, ndo apresentam nenhuma fungao
de reparo, mas estdo ligados a regulacdo de diversas respostas biolégicas, como o

ritmo circadiano (Muraro et al, 2013).

Diversas substancias presentes na alimenta¢ao, na fumaca do cigarro e muitos
agentes quimioterapicos sdo capazes de gerar espécies eletrofilicas que reagem com o
DNA formando diversas lesdes conhecidas como bases alquiladas (adicdo de grupos
metil ou etil as bases nitrogenadas) (Kaina et al, 2007). Esses adutos sdo tdxicos para
as células, estando ligados a apoptose, assim como a processos mutagénicos. A enzima
metilguanina DNA metiltransferase (MGMT) é responsdvel pelo reparo direto das
lesdes 0°MeG e O*MeT, através da transferéncia do grupo alquil do oxigénio da base
danificada para um residuo de cisteina no grupo catalitico da MGMT, restaurando a
base nitrogenada e inativando a enzima (Pegg, 2000). A MGMT alquilada é
ubiquitinada e degradada pelo proteassoma (Xu-Welliver e Pegg, 2002). O reparo das
bases alquiladas ndo é feito somente de forma direta, mas também por outras vias de
reparo, como o reparo por excisdo de base (BER, de Base Excision Repair) e o reparo
por emparelhamento erréneo (MMR, de Mismatch Repair), descritos em detalhes mais

adiante (Taira et al, 2013).

As bases alquiladas no nitrogénio, como N1-metil-adenina (N1MeA), N1-metil-
citosina (N1MeC), N3-metil-timina (N3-MeT) e N1-metil-guanina (N1MeG) sdo
reparadas pelas enzimas ABH2 e ABH3, homoélogas a AlkB de Escherichia coli (Yang et
al, 2009). Essas enzimas pertencem a familia das dioxigenases dependentes de a-
cetoglutarato e Fe2+; o mecanismo de reparo envolve a oxidacdo do grupo alquil

resultando na desmetilacdo, ou seja, o reparo direto da lesdo, com a liberagdo do
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grupo metil hidroxilado na forma de formaldeido (Kaina et al, 2007). AlkB e ABH3
reparam preferencialmente lesées em DNA simples fita, enquanto ABH2 repara
preferencialmente fita dupla; além disso, AlkB e ABH3 também podem reparar bases

alquiladas no RNA (Aas et al, 2003).
1.2.2 Reparo de quebras na fita dupla (DSBs)

As DSBs podem ser reparadas através de dois mecanismos: o reparo por
recombinagdao homoéloga (HR, de Homologous Recombination) e o reparo pela jungao
de extremidades ndo-homdlogas (NHEJ, de NonHomologous End-Joining). O processo
de HR comega com a invasao da fita e a migra¢ao dos bragos dos cromossomos para a
formacdo de uma Holliday junction (estrutura na qual os dois complexos
recombinantes sdo ligados covalentemente), com a participacdo das proteinas Rad51,
Rad52, Rad54, Rad55, BRCA1 e BRCA2, e do complexo Mrel1/Rad50/NBS1 (M/R/N). A
Holliday junction é resolvida por endonucleases especificas denominadas resolvases
(Kakarougkas e Jeggo, 2014). Esse processo tem uma taxa de erro muito baixa, uma

vez que a informacdo perdida pela DSB é copiada do outro alelo.

O mecanismo de NHEJ é iniciado pela proteina Ku (heterodimero Ku70/Ku80),
gue se liga as extremidades da DSB formando um complexo Ku:DNA em cada
extremidade da DSB, com grande flexibilidade em relagcdao ao tamanho do fragmento
de DNA simples fita, da sequéncia e do tipo da extremidade gerada. Essa ligacao
protege as extremidades da digestdao por nucleases e aumenta a afinidade da ligacao
servindo ao recrutamento dos outros componentes da maquinaria, como o0s
complexos da nuclease (Artemis:DNA-PKcs) e da ligase (XLF:XRCC4:DNA ligase V) ,
assim como das polimerases A e p (Lieber, 2010). Esta via é importante para a
recuperacao de forquilhas de replicacdo colapsadas, e essencial para o processo de
recombinacdo V(D)J e para o reparo de DSBs induzidas por radiacdo ionizante e ROS.
Existem evidéncias recentes da existéncia de outros mecanismos de NHEJ: o
mecanismo descrito acima, dependente das proteinas Ku e do complexo XRCC4/DNA
ligase IV) é denominado NHEJ candnico (C-NHEJ), enquanto outras vias de reparo por
EJ, denominadas alternativas (A-EJ), podem ocorrer na auséncia de Ku80 e XRCC4

(Bétermier et al, 2014).
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Enquanto o processo de HR é altamente fiel, o reparo por NHEJ é
intrinsicamente mutagénico, uma vez que a ligacdo ocorre entre dois fragmentos
independentemente das extremidades pertencem ao mesmo cromossomo, podendo
gerar delegdes, inser¢cdes e translocagbes (Kobayashi et al, 2008). Entretanto,
enguanto o reparo por HR demora aproximadamente sete horas, o reparo por NHEJ
demora em média trinta minutos (Mao et al, 2008), além de estar ativo em todas as
fases do ciclo celular, enquanto o HR ocorre somente nas células em S ou G2, uma vez
gue hd a necessidade da cromatide irma. Assim, apesar de mutagénico, o NEHJ é
importante para as células na presenca de DSBs, uma vez que essas quebras, quando
ndo reparadas, podem levar a perdas no material genético, aberracées cromossémicas

ou a morte celular (Daley e Sung, 2014).
1.2.3 Reparo de Emparelhamento Erroneo (MMR, de Mismatch Repair)

Os erros de emparelhamento, assim como pequenas insercées e delecdes,
gerados naturalmente durante a replicagdo do DNA sdo corrigidos pelo mecanismo
conhecido como Reparo de Emparelhamento Errbneo (MMR). Essa via é altamente
conservada ao longo da evolugdao, e mutagdes nos genes dessa via estao ligados a
diversas doengas que tém em comum a instabilidade genética, como o cancer
colorretal nao-poliposo familiar (HNPCC ou sindrome de Lynch), e outros tumores
hereditarios e esporadicos. Em células de eucariotos, a fita recém-sintetizada (que
contém o erro) é reconhecida através de descontinuidades da fita (extremidade 3’-OH
ou fragmentos de Okazaki)(Fukui, 2010). O reconhecimento da lesdo é feito pelos
heterodimeros de MutS, MutSa (MSH2-MSH6) ou MutSB (MSH2-MSH3); MutSa
geralmente reconhece emparelhamentos erréneos e dele¢des/insercdes de 1-2
nucleotideos, enquanto MutSB reconhece principalmente bolhas formadas por
delecbes/insercbes (Hsieh, 2001). A incisdo é feita pelo heterodimero MutlLa
(principalmente MLH1-PMS1)(Modrich, 2006), com a participacdo das proteinas PCNA
(Proliferating Cell Nuclear Antigen) e RFC (Replication Factor C). O flap resultante da
incisdo é removido pela acdo das enzimas RPA e Exol; a DNA pol 4 é responsavel pela
ressintese do DNA com base na fita molde, e a ligacdo é feita por uma DNA ligase

(Hsieh e Yamane, 2008).
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1.2.4 Reparo de ligagdes cruzadas (ICLs, de Interstrand Cross-Links)

Como descrito anteriormente, em situacGes de estresse redox pode ocorrer
reagOes oxidativas que atacam as membranas celulares, processo conhecido como
peroxidacdo de lipideos (LPO, de lipid peroxidation). Alguns produtos finais da LPO,
como por exemplo a acroleina, o crotonaldeido e o malondialdeido sdao capazes de
formar adutos no DNA que podem dar origem a liga¢gOes cruzadas. Diversos agentes
quimioterdpicos, como os compostos de platina (cisplatina, carboplatina, oxaliplatina),
as mostardas nitrogenadas (ciclofosfamida, melfalano), a mitomicina C e os psoralenos
também sdo capazes de formar ligacGes cruzadas tanto entre duas bases adjacentes na
mesma fita (ligagdes cruzadas intra-fitas) como entre duas bases de fitas diferentes
(ICLs), sendo essas ultimas as mais toxicas. As ligagdes cruzadas sdo extremamente
toxicas pois, ao formarem ligagGes covalentes com bases em fitas opostas, impedem a
abertura da dupla fita que deve ocorrer durante processos vitais como replicacdo e
transcricdo. Na presenca de uma quantidade de ICLs maior do que a capacidade de
reparo das células, essas lesGes levam a morte celular por catdstrofe mitdtica ou por

apoptose (Deans e West, 2011).

O reparo das ICLs € um mecanismo extremamente engenhoso, que envolve a
acdo de um grande numero de proteinas, como as proteinas FANC (Anemia de
Fanconi, de Fanconi anaemia), e uma interconexdao com outras vias de reparo,
principalmente o HR (Raschle et al, 2008). O reparo dessas lesGes é iniciado pelo
reconhecimento da lesao, através da parada na forquilha de replica¢ao, pela proteina
FANCM (Kim et al, 2008), o que leva ao recrutamento do complexo FA core,
constituido por sete proteinas FANC (FANCA, FANCB, FANCC, FANCE, FANCF, FANCG e
FANCL), além de FANCM (Wang, 2007). FANCL é uma E3 ubiquitina ligase que catalisa a
ubiquitinacdao de FANCD2 e FANCI, estabilizando essas proteinas no local do dano e
sinalizando para o recrutamento de nucleases e polimerases necessarias para o
processo de reparo/translesdo, como pol v (POLN) e a nuclease FAN1. FANCM também
é responsavel pelo recrutamento do complexo BTR (BLM, TOPOIllla, RMI1 e RMI2)
envolvido na resolucdo das estruturas complexas formadas durante essa via de reparo
em fim S/G2, como as Holliday junctions (Wu e Hickson, 2003). As proteinas BRCA1 e

BRCA2 (FANCD1) também sdo recrutadas pelas proteinas FANC (Garcia-Higuera et al,
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2001) e estdo envolvidas na coordenacdo dos processos de reparo por recombinacdo
necessarios para a estabilizacdao da forquilha bloqueada e continuag¢dao do reparo na
fase S, também dependentes de RAD51 e das polimerases REV1 (Mirchandani et al,

2008), v (Moldovan et al, 2010) e & (REV7/REV3L).
As vias mais relevantes para este trabalho serdo descritas em detalhes, a seguir.
1.2.5 Reparo por Excisdo de Base (BER)

O Reparo por Excisdo de Base (BER, de Base Excision Repair) é a principal via
para reparo de danos resultantes de oxidacdo, alquilagdo, desaminagdo e sitios AP
(David et al, 2007). Lesbes causadas por estes tipos de dano podem levar a
incorporacdo de uma base incorreta pelas RNA e DNA polimerases, levando a
formacdo de mutac¢des durante os processos de replicacdo e transcricdo. Além disso,
como descrito acima, lesGes desse tipo, apesar de causarem uma menor distor¢do na
estrutura da dupla fita (quando comparado com os fotoprodutos, por exemplo),
podem levar a parada nos mecanismos de replicacdo e transcricao, estando associados
também a senescéncia e morte celular, além da mutagénese (Chen et al, 2007). Assim,
ao longo da evolugdo, surgiram nos seres vivos vias altamente conservadas, e
geralmente redundantes, para reparar danos desse tipo: de fato, muitas destas lesdes
podem ser reparadas por diversas vias ja descritas acima, como o MMR e o reparo
direto, o Reparo por Excisdo de Nucleotideo (NER, descrito adiante), além da via de

BER (Hoeijmakers, 2001).

A via de BER foi por anos menos estudada do que as vias de MMR e de NER,
provavelmente porque ndo ha nenhuma sindrome humana ligada a deficiéncias nessa
via; entretanto, a existéncia de diversas proteinas redundantes nessa via presentes nas
células de mamiferos pode ser uma indicacdo da grande importancia dessa via na
manutencdo da integridade do genoma e do organismo como um todo (Hazra et al,
2007). De fato, polimorfismos em genes pertencentes a via de BER, além de variaces
na via como um todo, podem estar associados a longevidade em seres humanos

(Debrabant et al, 2014).
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O BER pode ser dividido em duas vias: a via curta (short-patch BER),
responsavel pelo reparo de apenas uma base, ou a via longa (long-patch BER), que

pode remover de duas a oito bases (Figura 5).
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Figura 5: Mecanismo de Reparo por Excisdo de Base (BER). O reconhecimento da lesdo
e a excisdo da base danificada sdo realizados por uma DNA glicosilase, gerando um
sitio AP. Uma endonuclease ou uma glicosilase bifuncional clivam o esqueleto de DNA
formando uma lacuna. A partir desse passo pode ocorrer a continuacgdo do reparo pela
via curta (a esquerda) ou pela via longa (a direita). Na via curta, uma polimerase
preenche a lacuna com a base correta utilisando a outra fita como molde, e uma DNA
ligase restaura a interidade da fita. Na via longa, uma polimerase sintetiza um
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fragmento de DNA mais longo, levando a formacdo de uma estrutura em flap que é
resolvida pela endonuclease especifica (FEN1), seguida da acdo da ligase. Apenas as
proteinas principais das subvias sdo mostradas. Adaptado de Robertson et al, 2009.

O funcionamento do BER depende da agdao coordenada de quatro tipos de
proteinas: DNA glicosilase, AP endonuclease ou AP DNA liase, DNA polimerase e DNA
ligase (Kubota et al, 1996). O atual modelo de BER leva em conta uma sequéncia de
cinco passos enzimaticos para o reparo das bases danificadas: reconhecimento da
lesdo por uma DNA glicosilase especifica, clivagem da ligacdo N-glicosidica e remocao
da base danificada, gerando um sitio AP. O esqueleto de DNA é clivado por uma AP
liase ou AP endonuclease, gerando uma incisdo a 3’ (atividade AP liase de algumas
glicosilases, chamadas glicosilases bifuncionais) ou 5° (AP endonuclease) da base
oxidada, que é posteriormente processada por uma DNA endonuclease, formando
uma lacuna. A lacuna é preenchida por uma DNA polimerase, e uma DNA ligase
completa o processo de reparo restaurando a integridade da fita selando as lacunas

(Robertson et al, 2009).

O inicio do BER é o mesmo, independente da via a ser seguida (via curta ou
longa). O reconhecimento da lesdo é feito por uma das onze DNA glicosilases ja
descritas até hoje em humanos, que também s3o responsaveis pela formacdo do sitio
AP (Krokan e Bjgras, 2013). Cada glicosilase é responsavel pelo reconhecimento de
algumas lesdes relacionadas, sendo que cada glicosilase pode reconhecer mais de um
tipo de lesdao, assim como cada tipo de lesdao pode ser reconhecida e clivada por mais
de uma glicosilase, o que promove mais um grau de redundancia no reparo dessas
lesdes (Maynard et al, 2009): por exemplo, a DNA glicosilase OGG1 (8-oxoguanina DNA
glicosilase) pode reconhecer tanto 8-oxoG quanto FapyG. As glicosilases podem ser
separadas de acordo com suas lesGes-alvo, como bases oxidadas/reduzidas (8-oxoG ou
formamidopirimidinas), alquiladas (geralmente metiladas) ou desaminadas (uracil), ou
pelo seu mecanismo de acdo, em monofuncionais (possuem somente atividade de
glicosilase, como a uracil-DNA-glicosilase, UNG) ou bifuncionais (possuem atividade de

glicosilase e AP liase, como a OGG1).
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Apds a acdo de uma DNA glicosilase, uma endonuclease (como a APEX1)
catalisa a formagdo da lacuna no DNA. Na via curta, a DNA polimerase 3 (POLB)
catalisa a remocdo do sitio AP, e a ligacdo das extremidades por uma ponte
fosfodiéster é feita pela DNA ligase Ill (LIG3). Na via longa, a acdo da APEX1 pode
recrutar as DNA polimerases 3 ou 6 (POLD), que catalisam a polimerizagdao de duas ou
mais bases, numa reacao dependente da proteina PCNA. O processo prossegue com a
acdo da enzima FEN1 (que resolve a extremidade nao ligavel deixada pela polimerase),
e a ligacdo é feita pela DNA ligase | (LIG1). Ainda ndo hd consenso sobre os
mecanismos de escolha entre as duas vias; estudos mostram que essa decisdo pode
estar relacionada a disponibilidade de ATP na proximidade do sitio AP, além do tipo de
intermediario que é gerado apods a incisdo que forma o sitio AP, dependente do tipo de

lesdo e da glicosilase que fez o reconhecimento e a excisdao (Petermann et al, 2003).

1.2.6 Reparo por Excisdao de Nucleotideos (NER)

O Reparo por Excisdo de Nucleotideos (NER, de Nucleotide Excision Repair) foi
descoberto ha 50 anos através dos estudos de Pettijohn e Hanawalt (1964), que
demonstraram a sintese de DNA ligada ao reparo da auséncia de luz apds irradiacao
com luz UV em bactérias. O NER é a via responsavel pelo reparo de danos
estruturalmente diferentes, capazes de distorcer a fita dupla, interferir no
emparelhamento e bloquear a duplicacdo e a transcricao, sendo assim mutagénicos e
citotoxicos. Exemplos de lesdes reparadas por NER sdo os fotoprodutos causados pela
luz UV (CPDs e 6,4-PPs), além de diversos adutos gerados no DNA por agentes
guimicos provenientes do meio ambiente, como componentes da fumaca de cigarro e
da poluicdo do ar, assim como da dieta, como as aflatoxinas, além dos agentes
utilizados no tratamento do cancer, como os compostos de platina (cisplatina,
carboplatina) e nitrosouréias (Wood, 2010). O NER também estd envolvido no reparo
de alguns tipos de lesdes do tipo bases oxidadas capazes de distorcer a fita dupla e/ou
levar a parada da RNA polimerase (Curtin, 2012); estes mecanismos ainda ndo foram

completamente elucidados e serdo melhor discutidos posteriormente.
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O mecanismo basico de acdo do NER depende da acdo orquestrada de forma
sequencial de um grande nimero de proteinas (Volker et al, 2001; Costa et al, 2003), e
consiste no reconhecimento da lesdo, abertura da dupla hélice e excisdo de um
fragmento de 20 a 30 nucleotideos contendo a regido danificada da fita simples pela
acdo sequencial de helicases e endonucleases (Staresincic et al, 2009), seguido da
polimerizacdo da regido removida utilizando a fita intacta como molde (Figura 6). O
NER pode ser dividido em duas vias, de acordo com as proteinas envolvidas no
reconhecimento da lesdo, que posteriormente convergem para o recrutamento da
mesma maquinaria de abertura da dupla hélice: o Reparo do Genoma Global (GGR, de
Global Genome Repair) e o Reparo acoplado a Transcricdo (TCR, de Transcription
Coupled Repair). Enquanto o GGR é responsdvel pelo reparo das lesdes em regides ndo
transcritas do genoma, assim como nas fitas ndo transcritas dos genes ativos, o TCR
reconhece danos que causam distorg¢des nas regides ativas da cromatina, reparando-as
de forma mais eficiente (Hanawalt e Spivak, 2008). O TCR foi descoberto 20 anos apds
o NER, por Bohr et al (1985), que descreveram o reparo preferencial de CPDs em um
gene transcricionalmente ativo quando comparado ao restante do genoma em células
de roedor. Dois anos depois, Mellon et al (1987) descreveram que o reparo

preferencial que ocorre nos genes ativos dirigidido a fita transcricionalmente ativa.
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Figura 6: Mecanismo do Reparo por Excisdo de Nucleotideos (NER). A via de NER é
composta por duas sub-vias, que diferem entre si quanto ao mecanismo de
reconhecimento da lesdo: na via de GGR o reconhecimento é realizado principalmente
pelos complexos proteicos XPC-hHR23B e DDB1/DDB2 (XPE), enquanto na via de TCR o
reconhecimento ocorre pela parada da RNA pol Il ao encontrar a lesdo, durante a
transcricdo. Os passos seguintes sdo os mesmos para ambas as vias: abertura da dupla
hélice pelas helicases do complexo TFIIH, incisdo da fita danificada pelas
endonucleases XPG e XPF-ERCC1, retirada do fragmento contendo a lesdo, ressintese
do DNA com base na fita intacta, e ligacdo. Fonte: Lima-Bessa e Soltys et al, 2009.

No GGR, o complexo XPC-hHR23B/RAD23B é o responsavel pelo
reconhecimento primario da lesdo (Sugasawa et al, 1998), sendo capaz de reconhecer
uma grande variedade de lesdes que distorcem a fita dupla. XPC-hHR23B sdo os

homoélogos das proteinas Rad4 e Rad23 de leveduras; a proteina XPC purificada de
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extratos celulares pode ser coprecipitada com hHR23B, e na minoria das vezes com
hHR23A (Masutani et al, 1994). Mais recentemente outro componente do complexo
foi identificado, CEN2 (Araki et al, 2001). Na auséncia de hHR23B existe uma grande
diminui¢cdo nos niveis da proteina XPC (Ng et al, 2003), assim acredita-se que a fun¢ao
da proteina hHR23B esteja ligada a estabilizacdo da proteina XPC, impedindo sua
degradacdo; além disso, essa proteina esta ligada ao aumento da afinidade de XPC por
templates de DNA danificado (Bergink et al, 2012). O complexo XPC-hHR23B reconhece
DNA danificado com maior afinidade do que DNA integro (Reardon et al, 1996),
provavelmente pela distorcdo causada pela lesdo na dupla hélice. De fato, esse
complexo é capaz de reconhecer e se ligar a um template de DNA integro contendo
uma bolha, entretanto a incisdo do fragmento ocorre somente quando ha a presenca
de uma lesdo nessa mesma estrutura (Sugasawa et al, 2001). Além disso, o complexo
XPE (formado pelas subunidades pl127/DDB1 e p48/DDB2) participa no
reconhecimento de lesGes ndo prontamente reconhecidas pelo complexo XPC-
hHR23B, como as CPDs (Sugasawa et al, 1997). As proteinas RPA e XPA também
participam do processo de reconhecimento da lesdo, assim como para o recrutamento
do restante da maquinaria de NER (You et al, 2003), além do complexo TFIIH, que

auxilia na discriminagdo da fita danificada (Yokoi et al, 2000).

O complexo XPC-hHR23B é dispensavel para o TCR, sendo que o sinal
reconhecido por esta via é o bloqueio da elongacdo da RNA polimerase Il frente a lesdo
(Hanawalt e Spivak, 2008). A permanéncia da RNA pol Il bloqueada em frente a lesdo
constitui um impedimento fisico tanto para a continuidade da transcricdo quanto para
0 acesso da maquinaria de reparo a regidao da lesdo, o que constitui um sinal para que
a célula entre em apoptose ou senescéncia (Ljungman e Lane, 2004). Assim, existem
dois mecanismos possiveis para a retirada da polimerase bloqueada: a regressao
(backtracking) ou a retirada da polimerase do DNA. O processo de backtracking foi
demonstrado in vitro em experimentos que mostraram que de fato a RNA pol parada
frente a um CPD regride de forma a tornar possivel o acesso a lesdao por outras
enzimas (no caso uma fotoliase foi capaz de realizar o reparo da lesdo)(Donahue et al,
1994). Apds a regressdo, a proteina RPA se ligaria as regides de DNA simples fita,

impedindo a renaturacdo e sinalizando para outras proteinas de reparo, como XPA e
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TFIIH. A retirada da RNA pol Il acontece através da ubiquitinacdo da polimerase pela E3
ubiquitina ligase NEDD4, levando a degradac¢do da subunidade RPB1 da RNA pol Il pelo
proteassoma (Malik et al, 2008). Em células de mamiferos, entretanto, que contém
diversos genes de tamanho grande, é provdvel que o mecanismo mais frequente seja o

de backtracking e ndo o de remocdo da polimerase.

A imunoprecipita¢do das proteinas ligadas a cromatina possibilitou a detec¢ao
das proteinas associadas a RNA pol Il bloqueada, e que participam do processo de
backtracking ou retirada da polimerase para permitir o recrutamento e o acesso da
magquinaria de reparo: CSA, CSB, XAB2, TFHHS, HMGN1 e p300 (Fousteri et al, 2006).
Mais recentemente, trés laboratérios descreveram simultaneamente mais duas
proteinas participantes desse processo, UVSSA e USP7 (Zhang et al, 2012; Nakazawa et
al, 2012; Schwertman et al, 2012).

A proteina CSA (produto do gene CSA/ERCC8) possui diversos motivos WD40
repetidos, o que confere a proteina uma grande capacidade de interagdo com outras
proteinas (Xu e Min, 2011); de fato, CSA interage com CSB, p44 (subunidade de TFIIH),
XAB2, DDB1 e UVSSA (Saijo, 2013). CSA é rapidamente translocada para o nucleo apds
irradiagdao com luz UV (Kamiuchi et al, 2002) ou tratamento com outros agentes
genotdxicos que também forma danos que sdao substratos da via de TCR, como
cisplatina e H,0,, de forma dependente de CSB e TFIIH, auxiliando assim no
recrutamento das proteinas HMGN1, XAB2 e TFIIS para a RNA pol bloqueada. CSB
(CSB/ERCC6), uma ATPase dependente de DNA, além de ser esséncia na translocagdo
de CSA para a matriz nuclear apds dano genotdxico, também é recrutada para a RNA
pol bloqueada apés irradiacdo com UV (Van den Boom et al, 2004), e é essencial para o
recrutamento de proteinas essencias na continuidade da via de NER: XPA, XPG, XPF,
RPA e o complexo TFIIH, além de fatores ligados ao remodelamento da cromatina,
como TFIIS, HMGN1 e a histona acetil-transferase (HAT) p300 (Fousteri et al, 2006).
CSB nao estd ligada somente ao TCR, mas também a mecanismos de remodelamento
de cromatina e transcricdo em geral (Vélez-Cruz e Egly, 2013). A proteina UVSSA
(UVSSA) interage com CSA, CSB e TFIIH e também é recrutada para a RNA pol
bloqueada na presenga de fotoprodutos (Schwertman et al, 2013). Suas fungdes no

TCR estdo ligadas a estabilizacdo de CSB através da formacdo do complexo com a
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desubiquitinase (DUB) USP7, impedindo a degradacdo de CSB na presenca de estresse
genotodxico, e ao recomec¢o da transcricdo apds a parada da RNA pol Il através de
modificacGes pds-traducionais como fosforilacdo e ubiquitinacdo (Nakazawa et al,

2012).

Apds o reconhecimento da lesdao, o GGR e o TCR convergem para uma via
comum de clivagem da fita dupla, com o recrutamento dos fatores TFIIH, XPA, RPA e
XPG. XPA e RPA, além do seu papel no reconhecimento da lesdo, auxiliam na protecao
do fragmento de DNA simples fita, além de serem importantes para a estabilizacdo do
complexo de reparo como um todo (Costa et al, 2003). O TFIIH é um complexo
proteico com participagdo fundamental como fator de transcricao das RNA
polimerases Il, pol | (envolvida na transcricdo de RNA ribossomico, ou rRNA) e
provavelmente da pol Ill (envolvida na transcricdo de pequenos RNAs como o rRNA 5S
e dos RNAs transportadores, ou tRNAs), assim como na via de NER (Compe e Egly,
2012). Formado por dez subunidades, pode ser dividido em dois subcomplexos
funcionais: o complexo core, com seis subunidades (XPB, p62, p52, p44, p34 e p8), e o
complexo CAK (de cyclin-dependent kinase (CDK)-activating kinase), com trés
subunidades (CDK7, MAT1 e ciclina H). Esses dois complexos sdo ligados pela ultima
subunidade, XPD, que interage com p44 e MAT1. As subunidades p62 e XPB interagem
com XPC apds a mudancga que ocorre na sua porgao C-terminal apds o reconhecimento
do dano na subvia de GGR (Bernardes de Jesus et al, 2008), enquanto na subvia de TCR
acredita-se que CSB seja o responsavel pelo recrutamento do complexo TFIIH

(Hanawalt e Spivak, 2008).

As proteinas XPB (XPB/ERCC3)(helicase 3°-5° dependente de ATP) e XPD
(XPD/ERCC2)(helicase 5°-3" dependente de ATP) sdo as helicases responsaveis pela
abertura da dupla hélice ao redor da lesdo. A atividade de helicase da proteina XPD é
necessaria para o NER (Coin et al, 1998), enquanto a atividade helicase de XPB é
dispensavel; entretanto, sua atividade ATPase é importante para o ancoramento de
TFIIH no DNA danificado (Fan et al, 2006), atividade que é regulada por duas
subunidades do complexo, p8 e p52, além de manter as duas fitas do DNA abertas ao
redor do fragmento danificado, permitindo que XPD desenrole as fitas (Coin et al,

2007). A subunidade p8/TTDA, além de ser importante na regulacdo da atividade
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ATPase de XPB, também participa no recrutamento de XPA. A proteina XPD, além de
sua fungao essencial como helicase, também é importante para a manutengao da
estabilidade do complexo como um todo, através da interacdo de sua porcdo C-
terminal com outra subunidade do complexo, p44. E possivel também que a atividade
de helicase da XPD participe em mais um passo do reconhecimento da lesdo; apds o
reconhecimento da distor¢ao da dupla hélice pelo complexo XPC-hHR23B, XPD seria
importante para verificar se ha de fato a presenca de uma lesdo (Reardon e Sancar,

2003).

A regido danificada da fita simples é excisada pelas endonucleases XPG e XPF-
ERCC1, responsdveis pelas incisdes 3" e 5, respectivamente. Apds a clivagem pelo
complexo XPF-ERCC1 ja comega a ocorrer a sintese do novo fragmento de DNA antes
que ocorra a clivagem a 3" pela XPG, provavelmente de forma a minimizar a
guantidade de DNA simples fita exposto durante o processo (Staresincic et al, 2009).
XPC, XPA e TFIIH sdo liberados do complexo de reparo logo apds a incisdo a 5°. XPG
(XPG/ERCC5), além de essencial para a incisdo, também tem um papel de grande
importancia na estabilizacdo do complexo TFIIH (Ito et al, 2007). O heterodimero XPF-
ERCC1 é composto pelas subunidades XPF (103 kDa, produto do gene XPF/ERCC4) e
ERCC1 (31 kDa), sendo que ambas sdo necessarias para a estabilizacdo do complexo
(Gaillard e Wood, 2001); XPF contém o dominio catalitico de nuclease, enquanto
ERCC1 é necessario para a interacdo com XPA e outras proteinas de NER (Tsodikov et
al, 2007). O complexo XPF-ERCC1 participa ndo sé da via de NER mas também de
outros processos de reparo, como o reparo de DSBs (Ahmad et al, 2008) e ICLs
(Niedernhofer et al, 2004), além de ser essencial para a viabilidade e desenvolvimento

nos seres humanos (Ahmad et al, 2010).

Apds a incisdo feita pelo complexo XPF-ERCC1, o recrutamento das proteinas
RFC e PCNA na extremidade 3’ leva a liberacdo da nuclease e ao inicio da replicacdo do
novo fragmento de DNA (sintese de DNA pds-reparo), utilizando a fita intacta como
molde. A escolha das polimerases parece depender da fase do ciclo: em células ndo-
proliferativas ha uma preferéncia pelas polimerases & ou k, enquanto em células em
proliferacdo a sintese é feita pela pol € (Ogi e Lehmann, 2006; Ogi et al, 2010). A

ligacdo da regido de DNA recém-sintetizada é feita pela DNA Ligase | juntamente com
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FEN1 (Tomkinson e Levin, 1997), ou pelo complexo XRCC1-DNA Ligase Il (Moser et al,
2007).

1.3 Mecanismos de tolerancia a dano: sintese translesdo (TLS)

Como mencionado anteriormente, a presenca de danos no DNA causa
distor¢Oes na estrutura da dupla fita que sdo capazes de causar a parada na forquilha
de replicacdo, por bloquearem a acdo das polimerases replicativas; a forquilha
bloqueada é uma estrutura instdvel, onde podem ocorrer quebras e eventos de
recombinacdo, sendo assim potencialmente perigosa para a integridade do genoma.
Além disso, a existéncia da forquilha parada leva a sinalizagdo para parada no ciclo
celular, que, se prolongado, pode levar a morte celular. Assim, para evitar a parada
prolongada na progressao do ciclo celular, as células desenvolveram mecanismos de
tolerancia aos danos, permitindo a continuidade do ciclo com a possibilidade de
reparar os danos posteriormente (Cordeiro-Stone et al, 1999). Existem basicamente
trés mecanismos de tolerancia ja propostos: a sintese translesdao (TLS, de Translesion
Synthesis), um mecanismo de reparo pds-replicacdo conhecido como gap filling, que
envolve o preenchimento das lacunas (gaps) deixadas durante o processo de sintese
de DNA, ambos importantes na resposta das células de mamiferos na presenca de
danos que levam a parada da forquilha (QUINET et al, 2014), e um mecanismo muito
menos frequente conhecido como regressdao da forquilha (fork regression), que
envolve a formacdo de uma estrutura formada por quatro fitas duplas de DNA
conhecida como chicken foot, na qual a fita recém-sintetizada de um dos duplex de

DNA é utilizada como molde para o outro duplex (Atkinson e Mcglynn, 2009).

A utilizacdo de DNA polimerases especializadas (polimerases TLS) capazes de
continuar a replicacdo através do dano (bypass), quando ocorre o bloqueio da
polimerase replicativa € o mecanismo mais conhecido, entretanto leva a uma taxa de
erro elevada (Guo et al, 2009). As polimerases denominadas replicativas, responsaveis
pela replicacdo da grande maioria do genoma (composta de DNA integro), fazem parte
das familias B (pols o, 4 e g, que replicam o DNA nuclear) e A (pol v, que replica o DNA
mitocondrial), e possuem diversos mecanismos que garantem a incorporac¢ao do

nucleotideo correto, além de uma atividade de exonuclease 3'—5’ (atividade editorial
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ou de proofreading) que realiza a checagem do ultimo nucleotideo inserido,
permitindo sua corregdo caso nao seja o correto. Essas caracteristicas garantem de
fato um grau de fidelidade na replicacdo do DNA integro extremamente alto, com uma
taxa de erro (inser¢do de um nucleotideo errado ou uma inser¢do/delecdo de um
nucleotideo) de em média 1 a cada 10’ bases incorporadas; além disso, esses erros
ainda podem ser corrigidos pela via de MMR, levando a taxas de erros ainda menores
durante a replicacdo, de aproximadamente 1 a cada 10 nucleotideos incorporados

(Mcculloch e Kunkel, 2008).

As polimerases de TLS pertencem as familias B (pol & composta das
subunidades REV3L, com atividade catalitica, e REV7, que funcdo provavelmente
regulatoria) e, em sua maioria, Y (k, 1, N e REV1). Essas polimerases possuem sitios
cataliticos maiores do que os das polimerases replicativas, sendo capazes de acomodar
estruturas distorcidas que bloqueiam a atividade das polimerases replicativas; essa
caracteristica as torna, por outro lado, menos processivas, ou seja, elas sdo capazes de
sintetizar um ndmero muito menor de bases antes de se desprender do DNA do que as
polimerases replicativas (Sale et al, 2012). Além disso, e por causa da auséncia da
atividade editorial, as polimerases TLS apresentam taxas de erro na replicagdo do DNA
integro extremamente altas, em média de 1 a cada 10* bases incorporadas, tornando o

processo de TLS potencialmente mutagénico (Matsuda et al, 2000).

Dessa forma, é importante que o acesso das pols TLS ao DNA seja finamente
controlado: de fato, o modelo aceito atualmente descreve uma troca das polimerases
(polymerase switching) que ocorre quando a polimerase replicativa é bloqueada em
frente a lesdo, levando a parada na forquilha de replicacdo. A forquilha parada é um
sinal para que ocorra a monoubiquinitacao do fator de processividade das polimerases
PCNA pelo complexo E2/E3 ubiquitina ligase RAD6/RAD18, o que levaria a um
aumento da afinidade das pols TLS (que possuem, em sua maioria, dominios de
interacdo com PCNA — PIP — e ubiquitina — UBZ)(Waters et al, 2009) e a troca da pol
replicativa pela pol TLS (Kannouche et al, 2004). Apdés o bypass, PCNA ¢é
desubiquitinado pela DUB USP1, o que leva a perda da afinidade da pol TLS e a volta da
pol replicativa (Huang et al, 2006)(Figura 7). Dependendo do tipo de lesdo encontrado,

como por exemplo adutos de cisplatina ou sitios AP, o processo de bypass pode
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depender da acdo sequencial de duas polimerases, uma responsavel pela inser¢cdo do
nucleotideo frente a lesdo e outra pela extensdo do novo fragmento de DNA (Shachar

et al, 2009).

[ s » | TLS seguida de
i reinicio da
transcrigao

Figura 7: Mecanismo de Sintese Translesdo (TLS). Na presenca de DNA simples-fita
apo6s a parada na forquilha de replicacdo, causada pela presenca de danos distorsivos
no DNA (TT-CPD), PCNA é monoubiquitinado pelo complexo Rad6-Rad18, fazendo com
que haja a troca da polimerase replicativa (8) pela polimerase de TLS (n). Apds o
bypass da lesdo, PCNA é desubiquitinado pela DUB USP1, fazendo com que a
polimerase replicativa volte a replicar o DNA. O bypass da lesdo mostrada na figura
(TT-CPD) pela polimerase n é um processo livre de erro. Adaptado de Moraes et al,
2012a).

As pols TLS nado participam apenas do processo de TLS, mas também de
diversas vias de reparo (Lange et al, 2011), de replicagdao da cromatina onde ha regides
com DNA de estrutura diferente da forma B-DNA (Boyer et al, 2013), assim como de
processos ligados ao sistema imunolégico, como a recombinagao V(D)) e a
hipermutacdo somadtica (SHM, de Somatic Hypermutation)(Weill e Reynaud, 2008).
Além disso, algumas das fungdes das pols TLS, ligadas ou ndo ao bypass de lesdes,

ainda ndo foram completamente elucidados; algumas dessas fun¢des podem ser
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essenciais para o desenvolvimento correto dos organismos, como mostra o
camundongo deficiente em REV3L (subunidade catalitica da pol &), que apresenta

letalidade embrionaria (Wittschieben et al, 2000).
1.4 Doengas relacionadas a deficiéncia nos genes de reparo

A importancia do reparo no DNA na manutengao da homeostase dos
organismos, assim como na prevencdo dos processos de carcinogénese, é
demonstrada pela existéncia de diversas sindromes genéticas humanas causadas por
defeitos nas diferentes vias de reparo (Lehmann, 2003; Menck e Munford, 2014). Entre
elas estdo sindromes causadas por mutacbes nas vias de NER (como Xeroderma
Pigmentosum, Sindrome de Cockayne e Tricotiodistrofia), por deficiéncias no reparo
de ICLs (Anemia de Fanconi) ou de DSBs (Ataxia Telangiectasia, Sindrome de Seckel,
Sindrome de Werner, Sindrome de Bloom), para citar somente alguns exemplos. A
maioria destas sindromes esta associada, entre manifestacdes sistémicas relacionadas
aos sistemas imunoldgico e nervoso, a processos de envelhecimento precoce e a um
grande aumento na incidéncia de tumores nos pacientes afetados, quando

comparados com a populacdo em geral (Brosh, 2013).
1.4.1 Doengas relacionadas a deficiéncia em NER

As doencas causadas por deficiéncias em NER sdo Xeroderma Pigmentosum
(XP), XP com complicagdes neuroldgicas, Sindrome de DeSanctis-Cacchione, Sindrome
de Cockayne (CS), sindrome cérebro-éculo-facio-esquelética (COFS), Sindrome UV-
Sensivel (UVSS, de UV-Sensitive Syndrome), tricotiodistrofia (TTD), Sindrome XPF-
ERCC1 (XFE) e pacientes com sintomas combinados de XP e CS ou TTD (Cleaver e

Revet, 2008; Gregg et al, 2011).
1.4.2 Xeroderma Pigmentosum (XP)

A sindrome Xeroderma Pigmentosum (XP) é uma doenca autossOmica recessiva
rara que foi primeiramente descrita em 1874 (Hebra e Kaposi, 1874), mas somente em
1968 ela foi associada a deficiéncias no reparo dos danos causados no DNA por luz UV
(Cleaver, 1968), sendo a primeira sindrome humana associada a deficiéncias no

metabolismo do DNA. Estudos realizados na década de 70, através da fusdo de células
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proficientes e deficientes e analise da capacidade da célula fusionada de
complementar o defeito no reparo (Weerd-Kastelein et al, 1972), e posteriormente
com a clonagem dos genes na década de 90, determinaram-se sete grupos de
complementagdao denominados XP-A até XP-G que apresentam defeitos em NER (De
Boer e Hoeijmakers, 2000), e um oitavo grupo denominado XP-V (XP variante), que é
proficiente em NER e apresenta muta¢des na polimerase TLS m (pol eta ou POLH),
importante na sintese de DNA na presenca de fotolesdes (Johnson et al, 1999;
Masutani et al, 1999). A incidéncia de XP varia de acordo com a regido, sendo de
1:450.000 na Europa e nos Estados Unidos (Kleijer et al, 2008), podendo aumentar
para aproximadamente 1:20.000 em algumas regides como o Japdo, onde ha um forte
efeito fundador de mutacdes em XPA (Hirai et al, 2006), no norte da Africa, com
prevaléncia de mutagdes em XPC (Soufir et al, 2010), e no centro do Brasil, onde ha

uma populagdao com grande incidéncia de mutagdes em XPV (Chaibub, 2013).

Os sintomas mais freqlientes sdo a fotossensibilidade, ressecamento (xerose),
expessamento e grande surgimento de sardas, pintas e bolhas na pele de areas
expostas a luz solar (poikiloderma), fotofobia, desenvolvimento de multiplos tumores
de pele, olhos e mucosas da boca nas dreas expostas a luz solar, e, em alguns
pacientes, neurodegeneracdo progressiva (Digiovanna e Kraemer, 2012). Os sintomas
cutaneos costumam aparecer na infancia, logo nas primeiras exposi¢cdes dos bebés a
luz solar, e sdo variaveis de acordo com o grupo de complementacdo: pacientes XP-A, -
B, -D e —G apresentam altera¢des na pigmentacao e queimaduras mais graves dos que

os grupos —C, -E e -V.

Em relacdo ao surgimento de tumores nas areas expostas a luz solar, pacientes
XP com menos de 20 anos apresentam uma incidéncia 10.000 vezes maior do que a
populacdo geral de desenvolver carcinomas cutaneos, 2.000 vezes maior de
desenvolver melanomas, 1.000 vezes maior de tumores oculares e 100.000 vezes
maior de desenvolver tumores na lingua (Bradford et al, 2011). Além disso, existe
entre os pacientes XP com menos de 20 anos uma incidéncia mais elevada também de
tumores do sistema nervoso central (Kraemer et al, 1994). 90% dos tumores de
pacientes XP apresentaram mutagdes do tipo transicdo C—T em sitios de dipirimidina

no gene p53, consideradas uma assinatura molecular da radiagdo por UV; a taxa de
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mutacdo de p53 nos tumores de pele da populacdo em geral é muito menor, de cerca
de 50% (Giglia-Mari e Sarasin, 2003), em um exemplo da importancia da luz solar na

etiologia dos tumores desses pacientes.

Aproximadamente 25-30% dos pacientes XP desenvolvem anormalidades
neuroldgicas, pertencentes aos grupos de complementacgdo XP-A, -B, -D e -G (Kraemer
et al, 1987). A idade ao surgimento varia do inicio da infancia (em geral XP-A) até a
segunda década de vida, assim como a severidade dos sintomas, que variam desde
reflexos diminuidos até sintomas graves como microcefalia, perda da audicdo, e perda
progressiva da capacidade intelectual podendo levar a dificuldades da fala, do andar e
da alimentacdo (Kraemer et al, 2007). Os sintomas neurolégicos estdo associados a
uma degeneragao progressiva dos neurdnios, levando a atrofia do coértex e

concomitante aumento da espessura do osso do cranio (Rapin et al, 2000).

De fato, o desenvolvimento de tumores, assim como dos sintomas
neurolégicos, é responsavel por uma diminuicdo de aproximadamente 30 anos na
expectativa de vida dos pacientes XP, quando comparados com a populacdo: a
expectativa de vida dos pacientes XP sem sintomas neurolégicos morrem é de em
média 37 anos, enquanto a dos pacientes com sintomas neurolégicos de apenas 29
anos (Bradford et al, 2011). Enquanto a etiologia dos tumores de pele dos pacientes XP
esta claramente ligada a radiacdo solar, as lesdes responsdveis pelo desenvolvimento
da neurodegeneracdo é muito menos compreendida. Atualmente acredita-se que haja
um papel das lesdes complexas formadas por estresse oxidativo, provavelmente de
origem enddgena (Brooks, 2007; Menck e Munford, 2014), porém esse assunto ainda é

motivo de diversos estudos e controvérsias, e sera melhor discutido posteriormente.

Em 1932, de Sanctis e Cacchione descreveram trés irmaos com sintomas de XP,
deficiéncia mental, nanismo, hipoplasia gonadal e neurodegeneracdo progressiva ja
aos 2 anos de idade (Digiovanna e Kraemer, 2012). No passado, individuos XP com
qualquer sintoma de anormalidade neurolégica era denominado XP/DeSanctis-
Cacchione; entretanto, atualmente esse termo sd é utilizado para os pacientes com

doenca neuroldgica severa, nanismo e desenvolvimento sexual incompleto, que é um
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quadro muito mais raro do que o XP com complicacdes neuroldgicas (Kraemer et al,

2007).

O diagndstico precoce da sindrome XP é de extrema importancia uma vez que
os pacientes protegidos da luz solar desde a infancia ndo desenvolvem lesdes na pele.
Até o momento ndo existe cura para a doenca. O tratamento é feito através do
acompanhamento médico regular e da remocgao cirurgica das lesdes (Mareddy et al,
2013). Foi documentada a prevencdo do surgimento de novas neoplasias durante a
administracdo via oral de um derivado do acido retindico (isotretinoina), embora com
efeitos colaterais relativamente severos (Kraemer et al, 1988). O uso tdpico de uma
formulagdo lipossomal com a enzima T4 endonuclease V do virus bacteriéfago (TAN5)
mostrou-se capaz de diminuir o aparecimento de lesdes cutdneas (Yarosh et al, 2001).
A terapia génica pode representar uma nova forma de terapia para os pacientes XP: de
fato, experimentos in vitro mostraram que vetores virais sdo capazes de corrigir as
deficiéncias de reparo das células desses pacientes, assim como de prevenir o
surgimento de tumores em modelos animais (Menck et al, 2007). Recentemente,
gueratindcitos XP-C corrigidos com vetores retrovirais apresentaram correcdo da
deficiéncia em reparo e capacidade de se diferenciar normalmente tanto em culturas
organotipicas quanto em modelos murinos de regeneracdo de pele humana (Warrick
et a, 2012), representando esperancgas no avanco das técnicas de terapia génica ex vivo

para pacientes XP.

1.4.3 Sindrome de Cockayne (CS)

A Sindrome de Cockayne também é uma doenca genética autossbmica
recessiva, descrita pela primeira vez em 1936 por Edward Cockayne; ele descreveu
dois pacientes gravemente afetados por nanismo caquético (baixa estatura associada a
dificuldades na alimentac¢do devido a falta de apetite, levando a perda de peso e de
massa muscular, e fadiga), atrofia da retina e surdez (Cockayne, 1936). Além disso, os
pacientes apresentam retardo mental grave, microcefalia, anormalidades esqueléticas,
problemas no crescimento, problemas dentarios, fotossensibilidade cutanea, e
aparéncia tipica com olhos profundos e queixo proeminente, devido principalmente a

perda do tecido adiposo subcutaneo e da orbita ocular (Nance e Berry, 1992).
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Em geral os sintomas aparecem nos primeiros anos de vida, entretanto em
alguns casos ja se manifestam no nascimento; de acordo com a idade ao surgimento
dos sintomas, os pacientes podem ser divididos em CS tipo | (inicio da infancia, antes
dos 2 anos), Il (anterior ao tipo I, nascimento) e Il (apds o tipo |, 3-4 anos). Existe uma
extensa variabilidade na presenca assim como na severidade dos sintomas; em geral a
maioria dos sintomas esta presente em todos os pacientes, com variagdes na idade ao
surgimento e na velicidade da progressdao da doenca, sendo que todos os pacientes
apresentam uma piora progressiva dos sintomas. A expectativa de vida dos pacientes
tipo | é de aproximadamente 16 anos, do tipo Il entre 5 e 6 anos, e do tipo Il de 30

anos (Laugel, 2013).

CS é causada por mutagdes nos genes CSA/ERCCS (35% dos casos) e CSB/ERCC6
(65% dos casos)(Laugel et al, 2010); em geral mutagdes em CSA estdo associadas aos
fenépicos mais brandos (tipos | e lll), enquanto as mutacdes em CSB levam a forma
mais grave da doenca (Jaarsma et al, 2013). Mutac¢Ges nos genes CS também podem
levar a uma sindrome mais grave, denominada sindrome cérebro-6culo-facio-
esquelética (COFS), assim como a uma sindrome muito branda conhecida como
sindrome UV-sensivel (UVSS). COFS é caracterizada por sintomas do tipo CS Il, além de
artrogripose (deficiéncias nas articulacbes e na musculatura), microcefalia, catarata e
microftalmia; esses sintomas apresentam-se mesmo antes do nascimento, e levam a
uma expectativa de vida extremamente curta. Os pacientes COFS apresentam
mutacbes em CSB (Meira et al, 2000), XPD (Graham et al, 2001), XPG (Hamel et al,
1996) ou ERCC1 (Jaspers et al, 2007). UVSS ¢é caracterizada somente por
fotossensibilidade, sem nenhum outro sintoma de CS, nem aumento na incidéncia de
desenvolvimento de cancer; os pacientes UVSS podem ser mutacdes em CSA (Nardo et
al, 2009), CSB (Horibata et al, 2004) ou UVSSA (Nakazawa et al 2012; Schwertman et al,
2012; Zhang et al, 2012).

Enquanto os problemas neuroldgicos apresentados pelos pacientes XP sdo
causados por um processo de degeneracdo neuronal, a disfuncdo neuroldgica
progressiva dos pacientes CS é resultante de um processo patolégico diferente, ligado
primariamente a desmielinizagao ou hipomielinizagao, que ocorre desde o inicio do

desenvolvimento (Koob et al, 2010). Outras caracteristicas da patologia neuroldgica de
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CS é o tamanho extremamente pequeno do cérebro, soma de problemas no
desenvolvimento assim como da atrofia do tecido cerebral (Weidenheim et al, 2009);
depdsitos de calcio e outros minerais no cérebro; vasculopatias, como
microvasculopatia (Hayashi et al, 2012), e presenca de células anormais no cérebro,
como células de Purkinje distrdéficas, astrécitos e neurénios multinucleados; ainda nado
se sabe se a presencga dessas células é resultado da progressdao da doencga, ou se elas

fazem parte do processo patoldgico (Brooks, 2013).

Assim como as células XP, as células CS sdo sensiveis ao tratamento com UV
(Schmickel et al, 1977), posteriormente atribuida a deficiéncia na capacidade de
recomecar a sintese de RNA apds danos gerados por UV (Lehmann et al, 1979),
causada pela deficiéncia no TCR (Van Hoffen et al, 1993). As células CS apresentam
deficiéncia no reparo de CPDs porém reparam normalmente os 6,4-PPs (Barrett et al,
1991), provavelmente pela maior distor¢cdo que os 6,4-PPs causa na dupla fita, levando
ao rapido reconhecimento por XPC e reparo pela via de GGR antes que ocorra a parada
na transcricao. Além da deficiéncia no reparo de CPDs, células CS também apresentam
deficiéncia no reparo de lesGes causadas por estresse oxidativo (Spivak e Hanawalt,
2006); a participacdo de CSA e CSB no reparo desse tipo de lesdes serd melhor
discutida posteriormente. Apesar das deficiéncias em NER, os pacientes CS ndo
apresentam lesGes na pele ou aumento na incidéncia de tumores de pele, como ocorre

nos casos de XP.

Além de fazer parte da via de TCR, as proteinas CSA e CSB também sao
importantes nos processos de regulagao da transcri¢ao, pela sua interagdao com a RNA
pol I, que ocorrem na presenca de danos genotdxicos, mas que também podem ser
importantes na transcricio em geral (Cleaver et al, 2013); de fato, camundongos
deficientes em CSB apresentam deficiéncias no processo de mielinizacdo do cérebro
devido a incapacidade dos oligodendrécitos de produzir ou manter niveis normais de
producdo de mielina (Revet et al, 2012). Além disso, recentemente foi descrita a
presenca de CSA e CSB na mitocondria (Aamann et al, 2010; Kamenisch et al, 2010),
onde essas proteinas parecem ser importantes no reparo do mtDNA, assim como na
manutencdo do estado redox das células (Pascucci et al, 2012). Dessa forma, ainda nédo

ha certeza sobre qual o mecanismo mais importante na patologia (principalmente
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neurolégica) de CS, se sdo as deficiéncias no reparo ou na transcricdo (Brooks, 2013),
ou um mecanismo conjunto (Jaarsma et al, 2011); além disso, no caso da deficiéncia de
reparo, também existe controvérsia sobre qual seria o tipo de dano responsavel pela

patologia neuroldgica (Cleaver et al, 2013).

1.4.4 Tricotiodistrofia (TTD)

A tricotiodistrofia ¢ uma doenca rara, autossOmica recessiva, descrita
inicialmente no fim da década de 60 (Pollitt et al, 1968), cuja principal caracteristica é a
fragilidade de cabelos e pélos, que ficam quebradicos por causa de uma grande
diminuicdo no contelddo da matriz protéica dos cabelos (principalmente cisteina, mas
também metionina e possivelmente outros aminodcidos); as fibras de cabelos dos
pacientes TTD, quando observadas em microscépio com luz polarizada, apresentam
bandas claras e escuras alternadas (chamada de “rabo de tigre”), o que é um grande
indicativo de diagndstico de TTD. O termo tricotiodistrofia foi proposto por Price em
1979, para designar pacientes com cabelos quebradicos e deficientes em enxofre,
associados a anomalias neuroectodérmicas. Outros sintomas sdao retardo mental,
autismo, rosto caracteristico com displasia cranial, anormalidades na pele, unhas e
0ssos, estatura reduzida, e diversos problemas oculares, imunolégicos e de fertilidade

(Itin et al, 2001).

Existe uma grande heterogeneidade tanto no tipo quanto na severidade dos
sintomas: em casos mais graves ha um retardo severo nas capacidades motoras e
mentais, dificuldades na fala, e morte durante a infancia (em média 6 anos)
geralmente associada a infeccdes bacterianas (Stefanini et al, 2010); em alguns casos
ha anormalidades desde o nascimento, inclusive com complicacdes no parto. Os
pacientes moderadamente afetados apresentam baixa estatura, coordenacdo motora
reduzida, retardo mental mais leve e puberdade tardia, e geralmente sobrevivem até a
adolescéncia; ha casos em que os pacientes apresentam apenas sintomas nos cabelos,
pele e unhas (Faghri et al, 2008). Os pacientes TTD, assim como os CS, apresentam

desmielinizacdo do sistema nervoso central (Itin et al, 2001).

40-50% dos pacientes TTD apresentam sensibilidade a luz solar, mas ndo ha

mudangas na pigmentag¢ao ou desenvolvimento de tumores malignos como ocorre nos
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pacientes XP (Lehmann, 2001). Mutacdes em trés genes sdo responsaveis pelo
fendtipo TTD associado a fotossensibilidade: XPB (Weeda et al, 1997), XPD (Stefanini et
al, 1993; Broughton et al, 1994) e TTDA (Giglia-Mari et al, 2004), todos componentes
do complexo TFIIH, essencial para a transcri¢ao basal assim como para o NER; dessa
forma, assim como CS, a patologia de TTD estd associada a deficiéncias na transcricao,
e ndo sé no reparo. Mutagbes em qualquer um dos trés genes leva a uma sensibilidade
ao tratamento com luz UVC (Nishiwaki et al, 2004) e diminuigdo de em média 70% nos

niveis celulares de TFIIH (Botta et al, 2002).

Em geral, mutagcdes em TTDA ou XPB levam a um fendtipo de brando a
moderado, enquanto as mutagdes em XPD (a maioria) estdo associadas aos fendtipos
mais severos (Stefanini et al, 2010). Apesar da fotossensibilidade, a auséncia de
desenvolvimento de tumores (pelo menos de pele e associados a exposi¢cdo solar)
pode ser parcialmente explicada pela capacidade dessas células em repararem 6,4-PPs
e parcialmente CPDs quando em crescimento exponencial (Riou et al, 2004); essa
diferenca pode estar ligada a deficiéncia dessas células no recrutamento de TFIIH e de
outras proteinas de NER recrutadas pelo complexo especificamente para regides
contendo CPDs (Chigancas et al, 2008). Existem pacientes que ndo apresentam
fotossensibilidade, e ainda ndo foram encontrados todos os genes responsaveis por
essa forma da doenga; aproximadamente 20% desses pacientes apresentam mutagdes
no gene TTDN1 (de fungdo desconhecida), niveis normais de TFIIH e resposta normal a

luz UV (Nakabayashi et al, 2005; Botta et al, 2007).
1.4.5 Mutag¢des em XPD/ERCC2

O gene XPD/ERCC2 (19q13) codifica para a helicase 5’-3’ dependente de ATP,
uma proteina de 760 aminoacidos que é parte do complexo de reparo/transcri¢do
TFIIH; além da atividade de helicase essencial para o NER, XPD também tem um papel
na estabilizacdo do complexo, através da interacao com os dois subcomplexos de TFIIH
(CAK e core). Também participa do reconhecimento da lesdo (Yokoi et al, 2000),
através de diferentes mudancas na conformacdo da proteina XPD (Buechner et al,
2014). Na transcricdo, apds o posicionamento do complexo de pré-iniciacdo (TFIIA,

TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF e na RNA polimerase Il), TFIIH é responsavel pela abertura da
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dupla fita na regido préxima ao promotor, através da atividade de helicase de XPB
(Holstege et al, 1996), além de fosforilar o dominio C-terminal da RNA pol Il através da
atividade de quinase de CDK7 (Feaver et al, 1991); essa fosforilacdo é necessaria para
evitar o bloqueio do complexo no promotor e para o inicio da transcricdo (Dvir et al,

1997).

XPD também pode ser encontrada associada a subunidade CAK sem a
subunidade core do TFIIH (Reardon et al, 1996); a quinase CAK é necessdria para a
entrada da célula em mitose através da fosforilagdo do complexo CDK1/ciclinaB1
(Larochelle et al, 2007). Recentemente foi descrita a participacdo de XPD em um
complexo independente de TFIIH, o complexo MMS19-XPD (composto pelas proteinas
MMS19, XPD, MIP18, Ciaol e ANT2), que se localiza no fuso mitético e é importante

para a correta segregacao dos fusos (Ito et al, 2010).

As mutacdes no gene XPD estdo associadas a manifestacdes clinicas diferentes,
com grande diversidade nos sintomas, assim como na severidade: XP-D, TTD, XP-
D/TTD, XP-D/CS e COFS (Lehmann, 2008). A tabela 1 mostra um resumo dos fenétipos
encontrados nos pacientes XP, XP/CS e TTD com mutagdes em XPD. Apesar da grande
diferenca entre os fenétipos dos pacientes e da sensibilidade a UV, a complementacao
das células de pacientes XPD, TTD e XP-D/CS com o cDNA do gene XPD é capaz de
restaurar a capacidade de reparo dos trés fenétipos (Armelini et al, 2005). Estudos em
camundongos XPD-nocaute mostraram que mutacdes levando a perda de func¢do da
proteina sdo letais embrionarias, o que indica que esse é um gene essencial (De Boer
et al, 1998a). Assim, individuos com dois alelos nulos ndo sdo vidveis, e os pacientes
XP-D possuem mutagdes que levam a producdo de uma proteina alterada, porém
parcialmente funcional (Taylor et al, 1997). A maioria dos pacientes com mutacdes em
XPD s3ao heterozigotos compostos, sendo que os dois alelos contribuem para o
fendtipo desses pacientes, alterando conjuntamente a estabilidade do complexo TFIIH

e a atividade de helicase da proteina XPD (Ueda et al, 2009).
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Tabela 1: Manifestagdes clinicas dos pacientes com mutag¢des no gene XPD.

XP-D XP-D/CS TTD/XPD

Sensibilidade a luz solar ++ ++ ++
Aumento na pigmentagao da pele ++ - -
Cancer de pele ++ = ,
Ictiose - - +
Cabelos, pélos e unhas quebradigos - - +
Redugao progressiva das + ++ +
capacidades mentais

Degeneragdo neuronal + . i,
CalcificagOes no cérebro - + +/-
Desmielinizagao - + +/-
Ataxia +/- + )
Degeneragao da retina - + -
Nanismo +/- ++ ++
Surdez + + -
Perda de gordura subcutanea - + -

+/-, alguns pacientes afetados

Existem modelos murinos de XP/CS e TTD com mutag¢Ges em XPD (Andressoo et
al 2006; De Boer et al, 1998b), que recapitulam alguns dos fendtipos dos pacientes,
porém com algumas diferengas : o camundongo XdePCS apresenta alta incidéncia de
cancer de pele induzido por luz UVB, expectativa de vida reduzida (talvez ligada ao
desenvolvimento de tumores espontaneos), peso reduzido, aparéncia caquética e
deficiéncias leves no comportamento e na movimentacdo; as anormalidades
neuroldgicas desses camundongos sdao semelhantes aos modelos murinos de CS,

Csb™™ e Csa”. O camundongo Xpd ™

apresenta pelos curtos, quebradigos e
deficientes em cisteina, anormalidades na pele, perda de gordura subcutanea e niveis
reduzidos de hemadceas, entretanto apresenta anormalidades neuroldgicas leves
(Jaarsma et al, 2013). O camundongo XdePCS/TTD mostra que ha uma espécie de

dominancia de um alelo sobre outro que varia nos diferentes tecidos: o camundongo
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apresenta diminuicdo da sensibilidade a luz UV e surgimento de tumores de pele,

assim como diminui¢do dos sintomas tipicos de TTD (Van de Ven et al, 2012).

Em 2008, a resolugao das estruturas cristalograficas das proteinas ortélogas
XPD homologas as de trés diferentes Arquéias (Figura 8b), Thermoplasma acidophilum
(Wolski et al, 2008), Sulfolobus acidocaldarius (Fan et al, 2008) e Sulfolobus tokodaii
(Liu et al, 2008) foi de grande importancia para a elucidagao do impacto das mutagdes
tipicas de XP, XP/CS ou TTD sobre a funcionalidade da proteina e na estabilidade do
complexo TFIIH como um todo. As estruturas cristalizadas mostram que a proteina XPD
contém dois dominios de helicase RecA-like, HD1 e HD2, separados por uma fissura
contendo o dominio de ligagdo com ATP; um terceiro dominio composto por um
cluster 4FeS; e um quarto dominio denominado “Arch”; os dominios 4FeS e Arch estdo
inseridos no HD1. A proteina forma uma espécie de roda com um buraco no meio, e
tem uma estrutura muito semelhante a UvrB, o homdlogo funcional de XPD em
bactérias (Wolski et al, 2008). O dominio 4FeS é composto por seis a-hélices e quatro
cisteinas coordenando os dtomos de Fe; sua importancia é demonstrada pela perda da
atividade de helicase da proteina apds a mutacdao de qualquer uma das cisteinas, e
pela perda da estrutura da proteina quando o Fe é oxidado (Fan et al, 2008). O
dominio Arch também é composto basicamente por a-hélices com um angulo formado
entre dois grupos de a-hélices, originando uma estrutura em forma de arco. Nenhum
dos grupos obteve a estrutura da proteina ligada ao DNA, mas todos fizeram a mesma
predicdo da posicdo do DNA, sendo uma simples fita passando entre os dominios HD2

e Arch, e depois entre o tunel formado pelos dominios Arch, 4FeS e HD1.

Mutacdes em XPD que levam ao fendtipo XP sdo encontradas geralmente nas
faces dos dominios HD1 e HD2 que provavelmente interagem com o DNA, ou préximas
ao dominio de ligacdo com ATP; essas mutacdes reduzem drasticamente a atividade de
helicase da proteina, ao modificarem sitios cataliticos conservados ou regides de
ligacdo com DNA ou ATP, sem causar mudancas na estrutura do complexo TFIIH como
um todo. As mutacdes do tipo XP/CS estdo agrupadas préximo ao dominio de ligacdo
com ATP, e provavelmente estdo ligadas ao aumento ou diminuicdo da flexibilidade da
proteina, afetando suas mudangas conformacionais, ou ao desacoplamento da

hidrdlise do ATP com deslocamento do DNA. J& as muta¢des do tipo TTD estdo
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distribuidas nos dominios HD1 e HD2, levando provavelmente a uma diminuicdo da
capacidade de ligagdo com outras proteinas, o que poderia desestabilizar o complexo
TFIIH, além de poder reduzir a atividade de helicase; existem também mutacdes que
desestabilizam completamente a estrutura da proteina XPD, e consequentemente de
TFIIH. Duas mutagdes do tipo TTD sao as Unicas descritas nos dominios 4FeS e Arch. Ha
também um agrupamento de mutagdes TTD na regido que codifica para a porgdo C-
terminal da proteina, onde hda o sitio de interacdo com p44, levando a perda dessa
interagdao e consequentemente a uma grande diminuigdo na atividade de helicase. Nao
foram descritas mutac¢des patoldgicas na maioria da regido codificante para o dominio
Arch, o que pode indicar que esse dominio é mais tolerante a pequenas alteracdes

estruturais (Lehmann, 2008).

A figura 8a mostra os dominios funcionais da proteina XPD e os locais das
mutagdes XP, XP/CS e TTD ja descritas, assim como a estrutura da proteina mostrando

os quatro dominios e as posi¢cdes das mutacodes (b).

A RE66W | [G675R
(RS14W)| |(C523R)

B

Figura 8: Dominios funcionais, estrutura e mutacdes da proteina XPD. A: Dominios
funcionais da proteina XPD e os locais das mutagdes XP, XP/CS e TTD ja descritas. Sdo
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mostrados os dominios HD1, HD2, 4FeS e Arch; os dominios em helicase estdo em
vermelho. Nas caixas aparecem as mutac¢des dos tipos XP (vermelho), XP/CS (amarelo)
e TTD (roxo); as mutacdes de Homo sapiens estdo acima, e as correspondentes em
Sulfolobus acidocaldarius estdo abaixo entre parénteses. Adaptado de Cleaver et al,
2009.

B: Estrutura da proteina XPD. Os pontos representam as posi¢cdes das mutacdes dos
tipos XP (vermelho), XP/CS (amarelo) e TTD (roxo). Adaptado de Lehmann, 2008.

1.5 Xeroderma Pigmentosum Variante (XP-V)

Os pacientes XP variante (XP-V) representam aproximadamente 20% dos
pacientes XP (Opletalova et al, 2014) e apresentam fenétipo clinico mais favoravel do
que os pacientes XP classicos (XP-A a —G), que possuem deficiéncias em NER. Os
portadores de XP-V ndo apresentam grande fotossensibilidade na infancia, porém ela
aumenta no inicio da idade adulta, quando comeg¢am a surgir as primeiras lesdes
malignas de pele. Além disso, esses pacientes nao desenvolvem sintomas neuroldgicos
(Tanioka et al, 2007). Em 1999, apds a clonagem do cDNA do gene XPV/POLH,
identificou-se seu produto génico como sendo a DNA polimerase n (pol eta, XPV ou
POLH), homdlogo de Rad30 em leveduras, envolvida na TLS de fotoprodutos (Johnson
et al, 1999; Masutani et al, 1999). A pol n é, até o momento, a Unica polimerase

descrita cuja deficiéncia estd associada a uma sindrome humana.

A importancia da pol n é evidenciada pela maior incidéncia de tumores de pele
nos pacientes XP-V, que, mesmo sendo menor do que nos outros grupos de pacientes
XP, é maior do que a populagdo em geral. Apesar da baixa fidelidade e processividade
na replicacdo de DNA integro (Matsuda et al, 2000), pol n é especializada na sintese
de DNA na presenca de lesdes causadas pela luz UV (Biertlimpfel et al, 2010), uma vez
gue ela é capaz de adicionar os nucleotideos corretos (A-A) opostos a CPDs formados
por T-T (cis-syn dimeros de ditimina)(Masutani et al, 2000), que sdo as lesdes mais
comuns formadas apds exposicao a luz solar. Na auséncia de pol n, outras polimerases
TLS (v e &) sdo recrutadas para fazer o bypass dos CPDs, entretanto, ao contrario do
bypass feito pela pol n, esse é um processo mutagénico, sendo o responsavel pelo

aumento na incidéncia de tumores de pele dos pacientes XP-V (Waters et al, 2009).
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Pol 1 também esta ligada a TLS dos 6,4-PPs, entretanto, ao contrdrio das CPDs,
gue necessita somente de uma polimerase, o bypass dos fotoprodutos é feito por duas
polimerases: n ou 1 como insersoras (sintese do nucleotideo frente a lesao) e £ como
extensora (continuacdo da sintese de DNA na lacuna), em um processo geralmente
mutagénico (Prakash et al, 2005). Pol n também esta implicada na TLS de outras lesdes
ndo relacionadas as fotolesdes, como 8-oxoG (Haracksa et al, 2000a), O°-MeG
(Haracksa et al, 2000b), timina glicol (Kusumoto et al, 2002), adutos de cisplatina
(Vaismann et al, 2000) e sitios AP (Choi et al, 2010). Outras fungdes ndao-candnicas de
pol n estdo ligadas ao reparo de lesdes oxidadas em cluster (Zlatanou et al, 2011), a
alguns mecanismos de recombinacdo homodloga (Kawamoto et al, 2005), e a replicacdo
de DNA em regides de estruturas ndo-canonicas (ndo-B) de DNA, como o G-quadruplex
(estruturas secundarias formadas em regides ricas em G), que ocorrem normalmente
em algumas regides do genoma e podem bloquear as pols replicativas (Bétous et al,

2009), e na replicagdo de sitios frageis (Rey et al, 2009; Bergoglio et al, 2013).
1.5.1 O papel de pol 1 no processo de Hipermutagao Somatica (SHM)

A Hipermuta¢do Somatica (SHM, de Somatic Hypermutation) é um processo
mutagénico especifico que ocorre nos centros germinativos dos o6rgdos linfdides
secundarios, capaz de diversificar os genes das imunoglobulinas durante a resposta a
determinado antigeno, através da selecdo de células B possuindo receptores com
maior afinidade pelo antigeno (Weill e Reynaud, 2008). Durante o processo de SHM
sdo introduzidas (em sua maioria) mutagdes pontuais nos genes codificantes para as
regioes varidveis das cadeias pesada (V4) e leve (V) das imunoglobulinas, o que ocorre
quando as células ja passaram pelo processo de recombinacdo V(D)J, e apds o estimulo
das células B pelos linfocitos T (Longo e Lipsky, 2006). Esse processo é
filogeneticamente conservado e foi observado desde os peixes cartilaginosos até os
mamiferos (Diaz e Flajnik, 1998). As células B, que foram selecionadas por possuirem
um receptor BCR (B Cell Receptor) com maior afinidade pelo antigeno apds a SHM,
podem se diferenciar em plasmécitos ou células B de memdria, conferindo protecao a

longo prazo contra o antigeno especifico.
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O processo de SHM é iniciado pela enzima AID (activation-induced cytidine
deaminase), que catalisa a desaminagdo de citidinas em uracilas em regides especificas
das cadeias Vy e V| dos genes (ja rearranjados) das imunoglobulinas. As mutacdes se
estendem em uma regido de aproximadamente 2 kb, e ocorrem principalmente nos
exons codificantes dos genes V(D)J e a juzante do intron J, em uma frequéncia 1 milhdo
de vezes maior que no restante do genoma, de uma mutagdo a cada 100 ou 1000
pares de bases (Saribasak e Gearhart, 2012). Ha atualmente muitos estudos sobre os
motivos que levam a maior atividade da AID nos genes das Igs em comparagdo ao
restante do genoma, tanto nos niveis globais (H, k¥ e &) quanto regionais (regiées V e

switch, além de hotspots locais).

Dentre as diversas enzimas de reparo capazes de reparar lesdes do tipo uracila
nas células eucariéticas, demonstrou-se até agora a participacdo da glicosilase UNG e
do complexo de reconhecimento da via MMR, MSH2-MSH6, durante o processo de
SHM (Delbos et al, 2006). Apds a excisdo da uracila do par U:G pela UNG, o sitio
abasico formado na frente da guanina é convertido em uma SSB pela enzima APEL;
entretanto, se o par U:G for reconhecido pelo complexo MSH2-MSHS6, o sitio abasico é
formado pela enzima Exol. Apds a remocdo da uracila pela UNG ou Exol, ha o
recrutamento de polimerases de baixa fidelidade que irdo sintetizar o novo fragmento
de forma mutagénica. Na via UNG, os sitios abdsicos ou regides de DNA fita simples
sdo resolvidos predominantemente pela polimerase Revl, formando principalmente
mutagdes em sitios G:C; na via MSH2-MSH6, a lacuna é preenchida pela pol 7,

formando mutacgdes principalmente em sitios A:T (Reynaud et al, 2009).

As polimerases TLS foram consideradas candidatas a catalisar a geracdao de
mutacdes nos sitios gerados pela AID pela baixa fidelidade na sintese de DNA integro
(Goodman e Tippin, 2000); de fato, em 2001 foi feita a primeira descri¢gdo da pol n
como responsavel pela geracdo de mutacdes nos sitios A/T gerados durante o
processo de SHM (Zeng et al, 2001). Esse estudo demonstrou que os genes variaveis
das imunoglobulinas de pacientes XP-V apresentam uma grande diminuicdo das
mutagdes nos sitios A/T (de aproximadamente 50% para menos de 10%, com um
aumento concomitante nas muta¢des em sitios G/C), em compara¢do com a

populacdo em geral, apesar do niumero de mutacGes nao sofrer alteracdo significativa.
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O mesmo fendtipo foi encontrado em camundongos deficientes em pol 1 (Delbos et al,
2005), MSH2 (Phung et al, 1998), MSH6 (Wiesendanger et al, 2000) e Exol (Bardwell et
al, 2004).

Através da descricdo de um paciente XP-V, portador de uma mutagdo em uma
regidao nao-codificante do gene que levava a producdao de uma proteina funcional
porém em pequena quantidade, e apresentava uma proporcdao de mutagdes em sitios
A:T intermediaria entre os controles e os pacientes XP-V que nao produzem nenhuma
proteina funcional, demonstrou-se que a frequéncia de mutagdes nos sitios A/T esta
diretamente relacionada a quantidade da proteina pol n funcional; assim, o
sequenciamento das regiGes varidveis dos genes das imunoglobulinas pode ser usado
como auxilio no diagndstico de XP-V, assim como para o estudo da funcionalidade da

proteina presente nas células dos pacientes (Faili et al, 2009).

1.6 Participacao de NER no reparo de danos causados por estresse oxidativo

A interconexdo entre vias de reparo tem sido assunto de grande interesse na
comunidade cientifica hd varios anos, e diversos grupos tém estudado a participacao
de NER ou de proteinas dessa via no reparo de danos causados por estresse oxidativo
no DNA (Spivak e Hanawalt, 2006; Bohr et al, 2007; Parlanti et al, 2012; D’Errico et al,
2013; Khobta e Epe, 2013), principalmente pelo amplo espectro de lesGes que sdo
reconhecidas e reparadas por NER. Além dessa flexibilidade no reparo de substratos
ndo relacionados, diversas manifestacdes clinicas dos pacientes portadores de
sindromes com deficiéncias em NER, como os graves sintomas neurolégicos presentes
nos pacientes XP com comprometimento neuroldgico, CS, XP/CS e TTD, que n3o
podem ser explicados pela exposicdo desses pacientes a irradiacdo com luz UV
(Kraemer et al, 2007), sdo alguns dos motivos que levaram ao inicio desses

guestionamentos.

A explicacdo geralmente encontrada para os sintomas neuroldgicos desses
pacientes estd na deficiéncia no reparo de danos causados por fontes enddgenas,
principalmente as ERO, que seria ainda maior por causa dos altos niveis de

metabolismo energético do tecido nervoso, além da sua composicdo rica em lipideos,
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0 que geraria um estado de estresse oxidativo constante, com producdo de produtos
téxicos da LPO (Cleaver et al, 2009). Entretanto, até o momento n3do se tem certeza
sobre a fonte desses danos, nem sobre a identidade das lesdes responsaveis pelo

processo patoldgico.

A participacdo do NER no reparo de lesdes causadas por estresse oxidativo,
assim como a influéncia das deficiéncias do reparo dessas lesdGes na patologia
neurolégica dos pacientes com deficiéncias em NER, tem sido alvo de muitos estudos,
assim como de muita controvérsia. Um dos motivos estd baseado no modelo de
reconhecimento do TCR, que ocorre quando sdo formadas lesdes capazes de causar
uma distor¢do na dupla fita suficiente para levar a parada da RNA pol Il. Apesar de
alguns estudos terem detectado uma parada parcial da RNA pol Il frente a 8-oxoG,
uma das bases oxidadas mais estudadas (Stevnsner et al, 2008), em geral aceita-se que
essa lesdo ndo represente um bloqueio significativo para a transcricdo (Tornaletti et al,

2004; Kathe et al, 2004; Larsen et al, 2004), sendo portanto reparada por BER.

Entretanto, como mencionado anteriormente, existe uma classe de lesbes
oxidadas capaz de bloquear a RNA pol Il e que é substrato de reparo por NER, como as
ciclopurinas e outras lesdes em tandem (Brooks, 2007), lesdes oxidadas em cluster
(Cadet et al, 2012), além dos diversos adutos formado pela LPO no DNA (Berquist e
Wilson, 2012). Além disso, intermediarios da via de BER, como por exemplo os sitios
AP gerados pela acdo das glicosilases apds o reconhecimento da lesdo, constituem um
bloqueio para a transcricao (Kitsera et al, 2011), e seriam portanto substratos de TCR.
Uma hipdtese é que o acumulo dessas lesGes possa causar morte neuronal por
bloquear a transcricdo, o que, na auséncia de reparo pela deficiéncia em NER, seria

uma das causa da patologia neuroldgica que ocorre nesses pacientes (Brooks, 2007).

Além do reparo de lesGes complexas formadas pelo estresse oxidativo pela via
de NER, outra forma de participacdo de NER no reparo de lesGes oxidadas é através do
papel regulatério de algumas proteinas de NER sobre proteinas de BER. De fato, ja
foram descritas interacGes entre proteinas de NER e diversas glicosilases, como por
exemplo XPG e NTH1 (Klungland et al, 1999a), XPC e OGG1 (D’Errico et al, 2006), CSB e
NEIL1 (Muftuoglu et al, 2009) e NEIL2 (Aamann et al, 2014), entre outras; essas
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interacGes sdo responsaveis pelo aumento da atividade dessas glicosilases, e
consequentemente pelo aumento da capacidade das células em lidar com esse tipo de

danos genotoxicos.

Dessa forma, existem diversos artigos que descreveram a participacdo de
proteinas do NER no reparo de danos causados por estresse oxidativo no DNA, seja
através da interacdo com proteinas de BER, seja através do reparo de lesdes
distorsivas/complexas, ou de intermediarios de BER, pela via de NER. Células XPC se
mostraram mais sensiveis ao tratamento com agentes oxidantes, como IR e bromato
de potassio (KBrOs)(D’Errico et al, 2006) e MB (Berra et al, 2013), assim como células
XPA (Berra et al, 2013), CSA e CSB (De Waard et al, 2004; D’Errico et al, 2007; Nardo et
al, 2009) e XP-G/CS (Soltys et al, 2013).

Assim, levando-se em conta os indicios da participacdo de proteinas de NER
no reparo de lesGes causadas por estresse oxidativo (como XPA, XPC, CSA e CSB), a
hipétese deste trabalho é de que outras proteinas relacionadas ao NER também
possam ter importancia na protecdo das células contra o estresse oxidativo. Portanto,
um dos objetivos deste trabalho é estudar a participacdo da proteina XPD no reparo
dessas lesOes, através do estudo do comportamento de células com diferentes

mutagdes nessa proteina (XP-D, XP-D/CS e TTD/XPD).

Outros objetivos deste trabalho estdo ligados ao estudo da participacdo da DNA
TLS polimerase n em suas diversas fungdes na célula: na resposta a estresse oxidativo,
estudando o comportamento de células de pacientes XP-V, uma vez que essa
polimerase esta implicada na TLS de bases oxidadas, assim como no reparo de lesdes
oxidadas em cluster; no processo de SHM, como auxilio ao diagndstico da sindrome
XP-V assim como no estudo da funcionalidade das proteinas mutadas nos pacientes
(estudo realizado em colaboracdo com o Laboratério de Células B e Plasticidade
Genbmica, Institut de Cancérologie Gustave Roussy, Villejuif, Franca, sob orientacdo
dos doutores Said Aoufouchi e Alain Sarasin); e sua inducdo na presenca de danos

genotdxicos, principalmente fotoprodutos.
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2. OBIJETIVOS

2.1 Estudar a participagdo da proteina XPD na resposta celular ao estresse oxidativo

induzido pelo tratamento com MB fotoativado, através da analise do comportamento

de células deficientes em NER com mutagbes diferentes em XPD, pertencentes a

pacientes com fendtipos XP-D, XP-D/CS e TTD/XPD. Os objetivos especificos estdo

listados a seguir:

Verificar a sobrevivéncia de fibroblastos humanos transformados e primarios
de fendtipos XP-D, XP/CS e TTD/XPD apds a geracdo de estresse oxidativo
induzido pelo tratamento com MB+luz e bromato de potassio (KBrOs), através
de ensaios de sobrevivéncia celular. Além disso, verificar se a expressdo da
proteina XPD é capaz de reverter o fendtipo de sensibilidade com ensaios de
complementacgao.

Estudar o padrdo de danos no DNA, a cinética de reparo, as altera¢des no ciclo
celular e da populacdo em apoptose, assim como estudo dos mecanismos de
morte celular e da cinética de sinalizacdo em resposta a danos ao DNA, frente
ao estresse oxidativo.

Andlise da capacidade das células deficientes de reparar danos causados por
MB+luz em DNA plasmidial, assim como do comportamento das células frente
a auséncia de expressao de proteinas relacionadas ao BER (DNA polimerase 3 e

0GG1).

2.2 Estudar a participagao da polimerase 1 em suas diferentes fun¢des na célula:

Verificar sua participacdo na TLS ou reparo dos danos induzidos pelo
tratamento com MB+luz, através de ensaios de sobrevivéncia, analise do ciclo,
da populacdo em apoptose e da sinalizacdo em resposta aos danos através de
citometria, utilizando fibroblastos de pacientes XP-V.

Determinacdo da funcionalidade da proteina presente nas células de pacientes
XP-V através do sequenciamento da regido varidvel das imunoglobulinas.
Estudo da inducdo da proteina frente a estresse genotdxico causado por luz
UVC, e seu possivel papel no fendtipo celular apds danos genotoéxicos

repetidos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Linhagens celulares

As células utilizadas neste projeto sao fibroblastos humanos primarios e

transformados, obtidos a partir de bidpsias de pele de pacientes, em regido livre de

tumor e ndo exposta a luz solar. As linhagens transformadas de genétipos MRC5, XP-D,

XP-D/CS, TTD/XPD e XP-V, foram transformadas com a oncoproteina Large T do virus

SV-40 e cedidas pelo Dr. Alain Sarasin (Institut Gustave Roussy, Villejuif, Franga). Estas

linhagens sdo descritas a seguir:

MRC5-SV: fibroblasto de tecido pulmonar, originado de bidpsia de um feto
masculino de 14 semanas em 1966

XP6BE-SV (XP-D): linhagem de fibroblasto de pele obtida a partir de bidpsia de
uma paciente de 20 anos, com alta fotossensibilidade, diversos tumores
malignos na pele e neurodegeneracao desde o inicio da infancia (Robbins et al,
1974). A linhagem XP6BE foi transformada em 1986 por Proti¢-Sabji¢ et al.
Essas células sdo heterozigotas compostas por um alelo com uma transversao
C->T no nucleotideo 2047, resultando na substituicdo do cédon Arg-683 para
Trp (R683W), e uma delegao de 78 nucleotideos no exon 3, resultando na
delecdo dos aminodcidos 36 a 61 (del36—61) no segundo alelo do gene XPD,
provavelmente nulo (Takayama et al, 1995)

XPCS2-SV (XP-D/CS): linhagem de fibroblasto de pele obtida a partir de bidpsia
de um paciente com alta fotossensibilidade e sintomas neuroldgicos severos,
aos 5 anos de idade (Broughton et al, 1995). A linhagem XPCS2 apresenta
somente um alelo funcional do gene XPD, que carrega uma substituicdo G>A
no nucleotideo 1805, resultando na mudanca do aminoacido glicina para
aspartato no cédon 602 (G602D) na proteina (Takayama et al, 1995)
AS66Las/TTD2VI (TTD/XPD): linhagem de fibroblasto de pele obtida a partir de
bidpsia de uma paciente de 4 anos de idade, com sintomas tipidos de TTD:
retardo mental, baixo peso e estatura, ictiose, e cabelos e pélos curtos e

quebradigos (Sarasin et al, 1992). Essa linhagem foi transformada em 1995 por
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Eveno et al, e possui uma substituicdo de arginina para prolina em homozigose
no codon 592 (R592P)(Nishiwaki et al, 2004)

e XP30RO-SV (XP-V): linhagem estabelecida a partir de uma biépsia de pele de
um paciente de 30 anos, transformada em 1999 por Cleaver et al. Essa
linhagem possui uma delegdo em homozigose préxima a extremidade 5’ do
gene POLH (del343-355), causando um frameshift e levando a sintese de uma
proteina truncada, de aproximadamente 42 aminoacidos (Masutani et al, 1999)

e XP189VI (XP-C): linhagem de fibroblastos primarios estabelecida a partir de
bidpsia de uma paciente do norte de Africa, portando em homozigose a
mutacdo em frameshift c.1643_1644delTG (p.Val548AlafsX25) no gene XPC, o
gue leva a producdo de uma proteina truncada (Soufir et al, 2010)

e FHN: linhagem de fibroblastos primarios estabelecida a partir de bidpsia de
pele realizada no Hospital das Clinicas (FM-USP) de um paciente sem sintomas

de XP.

As células de pacientes XP-V brasileiros utilizadas neste projeto foram
estabelecidas no laboratério pelas Dras. Daniela Soltys (IQ, USP) e Veridiana Munford
(ICB Il, USP). As linhagens foram estabelecidas a partir de bidpsias de pele ndo exposta
a luz solar, enviadas ao laboratério pela dermatologista dos pacientes, para
confirmacdo do fenétipo da sindrome XP, determinagao do grupo de complementacao
e posteriores estudos funcionais com as células. Essas células foram transformadas
com as oncoproteinas E6 e E7 do virus HPV pela Dra. Veridiana Munford com vetores
cedidos pelo Dr. Enrique Boccardo (ICB I, USP). As mutacbGes dos pacientes XP-V

brasileiros serdo descritas posteriormente.

Nos ensaios com células transformadas por SV-40 a linhagem utilizada como
controle é a MRC5-SV, e para as células transformadas por E6/E7 utiliza-se a linhagem
de fibroblastos normais AS405 transformada por E6/E7 no laboratério. Nos ensaios

com células primarias, o controle é a linhagem de fibroblastos normais FHN.

As células sdo cultivadas em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium)
High Glucose (LGC Biotecnologia, Cotia, Brasil) complementado com 10%

(transformadas) ou 15% (primarias) de soro fetal bovino (SFB)(Cultilab, Campinas,
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Brasil) e 1% de solugdo de antibidtico/antimicético (0.1 mg/ml penicilina, 0.1 mg/ml
estreptomicina e 0.25 mg/ml fungizona)(Life Technologies, EUA), a 37°C em atmosfera

Umida com 5% de CO..

3.2 Tratamentos com agentes oxidantes: Azul de Metileno (MB) e Bromato de

Potassio (KBrO3)

O tratamento com MB baseia-se na fotossensibilizagdo do MB por luz visivel
(comprimentos de onda maiores que 400 nm), que gera ERO (principalmente oxigénio
singlete)(Epe et al, 1993). Para observar os efeitos do estresse oxidativo nas células em
estudo, as células previamente plaqueadas em pré-confluéncia (aproximadamente 16
horas antes do tratamento, 80-90% confluéncia) foram lavadas com PBS, e o meio
DMEM substituido pelo meio MEM-alpha transparente (Gibco, EUA) com 5% SFB,
acrescido ou ndo de diferentes concentragdes de MB (4 e 8 uM em H,0). As placas
foram incubadas por 90 minutos (periodo no qual ocorre a entrada do MB no nucleo
da célula) a 37°C, e apds esse periodo fotossensibilizadas em um negatoscépio que
emite luz visivel por 40 minutos (5,09 J/cm2)(Berra et al, 2013). Apds a
fotossensibilizacdo, as células foram lavadas com PBS e mantidas em meio de cultura
completo (DMEM + 10% SFB) na estufa até o final do experimento. As células controle
“escuro” sdo submetidas ao mesmo tratamento, mas ndo sao expostas a luz.

O KBrOs; também é um oxidante que induz majoritariamente a formacao de 8-
oxodG, em um mecanismo dependente de compostos de enxofre, como glutationa ou
cisteina, que reduzem KBrOs (na forma do anion bromato, BrOs’) a BrO,, capaz de
abstrair um elétron da guanina, formando radicais catiénicos que, apds reacdao com
uma molécula de H,O, levam a formacdo de 8-oxodG (Ballmaier e Epe, 2006;
Kawanishi e Murata, 2006). O tratamento com KBrOs (Sigma-Aldrich, EUA)(5, 10 ou 20
mM em meio) foi realizado por duas horas a 37°C; apds esse periodo o meio contendo
bromato foi retirado e as células mantidas em meio de cultura completo (DMEM + 10%

SFB) na estufa até o final do experimento (D’Errico et al, 2006).
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3.3 Tratamentos com inibidores: cafeina, 3-Aminobenzamida (3-Ab) e pifitrina-a

Nos tratamentos com agentes genotdxicos (UVC) na presenca de cafeina, as
células foram mantidas em meio DMEM completo com 1 mM de cafeina (Sigma-
Aldrich) por 30 minutos antes do tratamento. Apds o tratamento as células foram
mantidas em meio completo com cafeina até o final do experimento.

A benzamida 3-Ab (C;HgN,0) é utilizada como inibidor da enzima PARP. Sua
estrutura é muito semelhante & do NAD", assim sua atividade como inibidor se d& por
competicdo com NAD" pela liga¢cdo a PARP, essencial para o funcionamento da enzima
(Purnell e Whish, 1980). 3-Ab (Sigma-Aldrich)(2 mM em DMSO) foi adicionada ao meio
por 30 minutos antes do tratamento com o agente genotdxico, e as células foram
mantidas em meio completo com 3-Ab até o final do experimento.

A pifitrina-a é utilizada como inibidor reversivel de p53, inibindo diversas das
suas fungdes nas células como processos de transcricdo e apoptose. A pifitrina-a
(Sigma-Aldrich)(20 uM em DMSO) foi adicionada ao meio por 30 minutos antes do
tratamento com o agente genotdxico, e as células foram mantidas em meio completo

na presenga do composto até o final do experimento.

3.4 Irradia¢ao com luz UVC

Para os tratamentos com irradiagdo com luz UVC, as células previamente
plagueadas foram lavadas com PBS e posicionadas sob uma lampada germicida que
emite principalmente luz UVC (254 nm), sem as tampas plasticas das placas. O tempo
de irradiacdo de cada experimento foi determinada com um dosimetro (VLX 3.W,
Vilber Lourmat, France) com filtro para o comprimento de onda correspondente, de
acordo com a dose de energia desejada para cada experimento ou linhagem celular.
Apds a irradiacdo em PBS foi adicionado DMEM completo, e as células mantidas na
estufa até o final do experimento. As células do grupo controle foram submetidas ao

mesmo procedimento, excetuando-se a irradiagao.
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3.5 Sobrevivéncia clonogénica

Através deste ensaio pode-se verificar a capacidade de formacdo de col6nias de
células apds o tratamento com agentes genotdxicos. Para este experimento foram
plagueadas entre mil e 3.000 células por placa de 60 mm de didmetro, dependendo da
eficiéncia de plagueamento de cada linhagem transformada. Apés o tratamento com
MB, as células foram incubadas por sete a dez dias (dependendo da velocidade de
crescimento de cada linhagem) a 37°C (trocando-se o meio a cada trés dias). Apds esse
periodo as células foram lavadas com PBS, fixadas com 10% formaldeido por 10
minutos e coradas com 1% cristal violeta por 5 minutos, para a contagem das col6nias.
Ao final do experimento as placas dos controles continham em média entre 200 e 300
colonias; para a contagem foram consideradas apenas as col6nias com mais de 15
células. A andlise quantitativa foi determinada através da comparac¢ao da porcentagem

de sobrevivéncia entre as células tratadas e ndo tratadas com MB.

3.6 Ensaios de viabilidade com XTT

Este ensaio baseia-se na capacidade de células intactas de metabolizar o sal
incolor tretazolium (XTT) nas mitocOndrias, e transforma-lo em formazan, resultando
em uma coloracdo alaranjada (Cell Proliferation Kit®, Roche, Suica). 72 horas apds o
tratamento com o agente genotdxico foi adicionado o XTT na concentragdo final de
0.12 mg/ml, e o sobrenadante recolhido apds 90-120 minutos a 37°C. A leitura da
absorbancia foi feita no espectrofotémetro (GloMax Multi Detection System, Promega,
EUA), nos comprimentos de onda 492 nm (formazan) e 650 nm (“fundo”). Os valores
obtidos a 650 nm foram subtraidos dos obtidos a 492 nm, e com base nestes valores

foi calculada a porcentagem de sobrevivéncia celular.

3.7 Ensaios de fluorescéncia para detec¢do de apoptose/necrose
Esse ensaio baseia-se na capacidade diferencial de entrada dos diferentes
corantes (DAF, que cora o citoplasma; Hoechst, um corante supravital intercalante da
dupla-fita; e o Pl, que cora somente as células com a membrana ja permeabilizada)
fluorescentes de acordo com a permeabilidade das membranas celulares, o que

permite a analise do tipo de morte celular (apoptose ou necrose) de acordo com a
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fluorescéncia dos corantes e da morfologia das células. Apds os tratamentos e nos
tempos desejados as células foram coletadas, centrifugadas, e os precipitados
celulares ressuspendidos em quantidades iguais dos corantes. 10 pl da mistura foram
aplicados em laminas e visualizados em microscépio de fluorescéncia Carl Zeiss

(Alemanha); para as analises foram contadas 500 células por amostra.

3.8 Ensaios de complementagao

A complementacdo das células com mutagdes em XPD foi realizada através da
transfeccdo de um plasmideo contendo a sequéncia do gene XPD/ERCC2 em IRES com
a proteina GFP (pShuttle ERCC2-IRES-GFP), construido anteriormente no laboratdrio
pela Dra. Melissa Guava Armelini (Armelini et al, 2005)(Figura 9). Esse plasmideo foi
transfectado nas células previamente plaqueadas (em pré-confluéncia) em placas de
96 pocos com o agente de transfeccdo Lipofectamina 2000 (Life Technologies) em
meio sem soro durante duas horas (ao final das duas horas adicionou-se meio 20% SFB
para a parada da transfecgao). Nao foi observada grande toxicidade da lipofectamina,
e as taxas de transfeccdo foram de aproximadamente 80-90% (visualizacdo da proteina
GFP no microscépio de fluorescéncia). Os tratamentos com agentes genotdxicos foram

realizados 48 horas apds as transfeccdes.

I-Ceu'l

pCMV

T‘ pSHIRES-XPD§
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Pi-Sce |
ecrp  IRES

Figura 9: Plasmideo pSHIRES-XPD utilizado nos ensaios de complementacao.
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3.9  Ensaios de Host Cell Reactivation (HCR)

O ensaio de HCR consiste na andlise da capacidade de uma célula de reparar os
danos causados por algum agente genotéxico ao DNA plasmidial contendo um gene
repdrter. A capacidade de reparo é medida pela expressdao do gene repodrter, que é
reduzida se a célula apresentar deficiéncia na capacidade de reparar os danos do
plasmideo. Para os ensaios de HCR, as células previamente plaqueadas em placas de
96 pocos (aproximadamente 95%) foram transfectadas com plasmideos pShuttle
contendo genes de diferentes luciferases, de vagalume e Renilla (pShuttle/Luc,
utilizado como repodrter, e pShuttle/Renilla, utilizado como normalizador da
transfeccdo), utilizando a Lipofectamina 2000 (Life Technologies) como agente de
transfeccdo, previamente tratados com UVC e MB e fotossensibilizados por diferentes
periodos. A leitura da atividade das luciferases foi realizada 48 horas apds a
transfeccdo, com meio sem phenol red e sem soro, adicionado do substrato da
luciferase (Dual-Glo Luciferase Assay, Promega) e do quencher Stop and Glo antes da
leitura da atividade da Luc/Renilla, no luminémetro (GloMax Multi Detection System,

Promega)(Soltys et al, 2013).

3.10 Extracdo de proteinas e Western Blot (WB)

A extracdo das amostras protéicas foi realizada com tampao RIPA (10 mM Tris-
ClpH 7.4, 5 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1% desoxicolato de sédio, 0.1%
SDS) por amostra, adicionado de coquetel de inibidor de proteases (Merck Millipore,
Alemanha) e PMSF (concentracdo final: 1 mM) ou benzonase (Millipore). As amostras
foram homogeneizadas com o tampao e incubadas por 20 minutos no gelo. Apés a
incubacdo, as amostras foram centrifugadas (16000 g por 20 minutos a 4°C) e os
sobrenadantes transferidos para novos tubos, armazenados a -20°C. A quantificacdo
das amostras foi feita pelo método colorimétrico de BCA (Pierce™ BCA Protein Assay
Kit, Thermo Scientific, EUA), com leitura a 562 nm apds 30 minutos de incubacdo a

37°C.

Os experimentos de WB foram realizadas em géis de SDS-PAGE, em condicdes

desnaturantes. As concentracgdes dos géis foram de 4% Empacotamento (625 ul Tris 1
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M pH = 6.8, 665 pl Acrilamida/Bisacrilamida 30%, 25 ul SDS 20%, 100 pl APS 10%, 1.5 ul
Temed e 3.6 ml agua dd) e 10% Separagdo (2.5 ml Tris 1.5 M pH = 8.8, 4 ml
Acrilamida/Bisacrilamida 30%, 50 pl SDS 20%, 200 pl APS 10%, 3 ul Temed e 3.3 ml
agua dd). Foram aplicados de 30-50 ug de proteina de cada amostra, desnaturados a
95°C por 3 minutos, juntamente com o Tampado de Amostra 4X (0.065 M Tris pH = 6.8,
10% glicerol, 2% SDS, 2% [-mercaptoetanol, 0.002% azul de bromofenol). A
eletroforese foi realizada sob uma voltagem de 100 V, com Tampao de Corrida 1X
(Tampao de Corrida 10X: 192 mM Glicina, 250 mM Tris, 1% SDS). A transferéncia foi
realizada em membrana de nitrocelulose (Trans-Blot Transfer Medium, BioRad, EUA),
previamente equilibrada por 3 minutos em Tampdo de Transferéncia (800-900 ml
Tampado de Corrida 1X, 10%-20% metanol, dgua dd QSP 1 L) antes da transferéncia,

realizada por 90 minutos a 65 V.

Apds a transferéncia as membranas foram coradas com Ponceau S (0.1 g
Ponceau em 100 ml Acido acético 10%), e lavadas com 4gua. O bloqueio foi realizado
com TBS 0.1% Tween 20 (TBS 1X: 50 mM Tris-HCI pH = 7.4, 150 mM NaClI)(TBS-T)
acrescido de 5% leite (Molico) por uma hora, sob agitacao, a temperatura ambiente. As
incubacdes com os anticorpos primdrios (diluidos na solucdo de bloqueio) foram
realizadas por aproximadamente 12 horas a 4°C. Foram feitas 3 lavagens de 10
minutos cada com TBS-T, sob agitacdo. Os anticorpos secundarios foram incubados por
uma hora a temperatura ambiente, sob agitacdo. As membranas foram novamente
lavadas com TBS-T (3 lavagens de 10 minutos cada) e reveladas por 1 minuto com
substrato quimioluminescente para peroxidase (Immobilon Western Chemiluminescent
HRP Substrate, Millipore). A visualizacdo foi realizada no aparelho ImageQuant 300 (GE
Healthcare, EUA).

Os anticorpos utilizados foram: anti-XPV (mouse mAb to DNA poln B-7, SC-
17770, Santa Cruz Biotechnology, EUA, diluicdo 1:100); anti-p53 (mouse mAb to p53,
AHOO0152, Life Technologies, diluicdo 1:500); anti-OGG1 (goat pAb OGG1/2 L-19, SC-
12075, Santa Cruz Biotechnology, diluigdo 1:500). Normalizadores anti-B-tubulina
(Rabbit mAb to B-tubulin, H-235 SC-9104, Santa Cruz Biotechnology, diluigdo 1:1000)
ou anti-GAPDH (Mouse pAb to GAPDH, 6C5 SC-32233, Santa Cruz Biotechnology,
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diluicdo 1:1000); secundarios anti-mouse 1IgG-, anti-goat IgG e anti-rabbit IgG-HRP
(Sigma, diluigdo 1:5000).

3.11 Marcagdes para citometria: Pl, Pl + y-H2AX, Pl + Caspase 3 ativada, Pl + BrdU

Para a analise de ciclo celular e da populagdao em apoptose apds os tratamentos
com agentes genotodxicos, as células foram coletadas com tripsina e centrifugadas por
3 minutos a 500 g; o precipitado celular foi lavado com PBS, as células foram
novamente centrifugadas, e os precipitados fixados com etanol 70% e mantidos a -
20°C por pelo menos 24 horas. As coletas para analise de ciclo foram realizadas 24
horas apds o tratamento, e para a populacdo em apoptose, 48 ou 72 horas apds o
tratamento. Apés a fixacdo, as células foram centrifugadas, lavadas com PBS e coradas
com PIl, um intercalante fluorescente de DNA sem preferéncia por sequéncia (solu¢ao
de uso: 1% RNAse A 200 mg/ml, 4% solugdo Pl 500 ug/ml, 0.1% Triton X-100 em H,0)
por 30 minutos a 37°C ou 1 hora a temperatura ambiente, sob agitacdo. Apds esse
periodo as células foram centrifugadas, lavadas com PBS, ressuspendidas em PBS

filtrado e passadas no citometro de fluxo Guava EasyCyte (Merck Millipore).

Para a dupla marcagao de Pl com y-H2AX (marcador de danos no DNA) ou
caspase 3 ativada (marcador de morte celular por apoptose), as células foram
coletadas e fixadas com paraformaldeido 1% em PBS por 15 minutos no gelo, antes da
fixagdo com etanol 70%. Apds a fixagdo as células foram centrifugadas, lavadas com
PBS-T BSA (0,2% Triton X-100, 1% BSA), centrifugadas novamente e
bloqueadas/permeabilizadas por 5 minutos em PBS-T BSA. Apds o bloqueio as células
foram centrifugadas e os precipitados ressuspendidos em 50 pl de anticorpo primario
anti-y-H2AX (ser-139 mouse mAb, clone JBW301, Upstate/Millipore) ou anti-caspase 3
ativada conjugado com FITC (rabbit 559341 BD Pharmingen, EUA) 1:500 em PBS-T BSA,
incubados por 1 hora a temperatura ambiente, sob agitagdo. Na marcag¢dao para y-
H2AX, apos a incubagdo as células foram lavadas duas vezes e incubadas com 50 ul de
anticorpo secundario anti-mouse FITC (Sigma), 1:200 em PBS-T BSA por 1 hora a
temperatura ambiente, sob agitacdo. Apds a incubacdo com o anticorpo secundario as
células foram novamente lavadas duas vezes com PBS-T BSA, e a marca¢ao com PI

realizada com descrito acima.
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Para a dupla marcacdo de Pl com BrdU (5-bromo-2’-desoxiuridina, um analogo
da timidina utilizado na marcac¢do de células em replica¢do), as células receberam um
pulso de 10 uM de BrdU em meio de cultura completo por 20 minutos antes da coleta
e da fixacdo com etanol 75%, a -20°C por no minimo 24 horas. No dia seguinte, as
células foram centrifugadas e os precipitados celulares permeabilizados com 1 ml de
solugdo de pepsina (Sigma-Aldrich)(14 uM em HCL 1,5% em H,0) por 20 minutos a
37°C, centrifugados, ressuspensos em 1,5 ml de HCL 2M e incubados por 20 minutos a
temperatura ambiente. Apds a permeabilizacdo, as células foram lavadas e
ressuspendidas em 500 ul de tampdo de hibridizagdo (0,5% SFB, 0,5% Tween 20, 20
mM HEPES, em PBS). Apdés uma nova lavagem as células foram incubadas com
anticorpo primario anti-BrdU (mouse mAb, Dako MO0744, Dinamarca), 1:100 em
tampdo de hibridizacdo por 1 hora a temperatura ambiente, lavadas com PBS e
incubadas com anticorpo secundario anti-mouse FITC (Sigma), 1:200 em tampao de
hibridizagdo por 45 minutos a temperatura ambiente. As células foram novamente

lavadas com PBS e a marcacao do Pl realizada com descrito acima (Quinet et al, 2014).

3.12 DNA Fiber Assay

Para a analise da sintese de DNA apds danos genotoxicos que causam a parada
na forquilha de replicacdo, as células foram plaqueadas e apds aproximadamente 16
horas receberam um pulso de 20 uM de CldU (5-cloro-2’-desoxiuridina, analogo da
timidina) em meio completo por 20 minutos e lavadas 2 vezes com PBS antes do
tratamento com o agente genotdxico (no caso, UVC). Apds a irradiacdo, as células
foram incubadas com 200 uM de Idu (5-iodo-2’-desoxiuridina, outro analogo da
timidina) em meio completo por 1 hora, e lavadas 2 vezes com PBS. Apds os pulsos as
células foram coletadas com tripsina, centrifugadas, ressuspendidas em PBS e
contadas. Apds a contagem aproximadamente 5000 células foram colocadas na parte
superior de uma lamina, a gota foi ressuspendida em 15 pul de tampao de lise (0.5%
SDS, 200 mM Tris-HCI pH 7.4, 50 mM EDTA) e a lamina inclinada de forma que a gota
de células + tampdo de lise escorra em uma velocidade constante por
aproximadamente 30 segundos, do comeco até o fim da lamina. Apds secar por

aproximadamente 10 minutos as laminas foram fixadas em metanol: acido acético
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(3:1) por 5 minutos, secas novamente por 10 minutos e mantidas em etanol 70% a 4°C
até o dia seguinte. Apds esse periodo as laminas foram novamente fixadas com
metanol puro por 5 minutos, lavadas 3 vezes com PBS por 5 minutos, incubadas por 1
hora com HCI 2.5 N, lavadas novamente 3 vezes com PBS por 5 minutos, e bloqueadas
por 15 minutos com BSA 5% a 37°C.

Apds o bloqueio as laminas foram lavadas com PBS, incubadas com 100 ul de
anticorpo primario anti-BrdU (mouse mAb, 555627, BD Biosciences) 1:40 em PBS 0.5%
BSA por 1 hora no escuro em cdmara Umida, para marcac¢do do IdU. As laminas foram
entdo lavadas 3 vezes por 5 minutos com PBS 0.05% Tween e uma vez com PBS,
incubadas com 100 pl de anticorpo secunddrio anti-mouse Alexa Fluor 594 (goat anti-
mouse 1gG, A-11005, Life Technologies) 1:200 em PBS 0.5% BSA por 1 hora no escuro
em camara Umida, e novamente lavadas com PBS 0.05% Tween e PBS. Para a deteccdo
do CldU as laminas foram incubadas com 100 ul de anticorpo primadrio anti-BrdU (rat
mAb clone BU1/75, AbD Serotec, EUA) 1:40 em PBS 0.5% BSA por 1 hora no escuro em
camara umida, lavadas com PBS 0.05% Tween e PBS, incubadas com 100 ul de
anticorpo secunddrio anti-rat FITC (goat anti-rat 1gG, ab6840, Abcam, Inglaterra) 1:200
em PBS 0.5% BSA por 1 hora no escuro em camara Umida, e lavadas 3 vezes com PBS
0.05% Tween por 5 minutos e duas vezes com PBS por 5 minutos. No final do
protocolo, as laminas foram montadas com solu¢do de montagem (F6057, Sigma), e
mantidas a -20°C até serem fotografadas (Quinet et al, 2014).

A visualizacdo e as fotos foram realizadas em microscépio de fluorescéncia Carl
Zeiss, e a contagem das fibras para determinacdo da razao CldU:IdU foi realizada com
o software Zeiss LSM Image Browser; foram contadas no minimo 75 fibras por lamina,

em 2 experimentos independentes.

3.13 Silenciamento por siRNA

O silenciamento de duas proteinas da via de BER, a glicosilase OGG1 e a
polimerase pol B, nas células deficientes em NER, foi realizado através de RNA de
interferéncia (siRNA) com os reagentes MISSION ® esiRNA human POLB (EHU160321) e
OGG1 (EHU095411) esiRNA 1 (Sigma-Aldrich). Para o silenciamento de pol n nos

ensaios de indugao com as células primarias, foi utilizado o MISSION ® esiRNA human
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POLH (EHU004141) esiRNA1l. As células foram plagueadas em pré-confluéncia
aproximadamente 16 horas antes do silenciamento, realizado com Oligofectamina (Life
Technologies) para as células transformadas e Lipofectamina (Life Technologies) para
as células primarias, por 5 horas em meio sem soro (ao final adicionou-se meio 20%
para a parada da transfeccdo). No dia seguinte foi realizado um novo silenciamento, e
ao final das 5 horas as células foram plaqueadas para os experimentos seguintes,
aproximadamente 16 horas antes dos tratamentos genotéxicos. As coletas para
extracdo de proteina/RNA para analise da eficacia do silenciamento foram realizadas

no momento do plagueamento.

3.14 PCR Tempo Real (Real Time PCR)

Para a andlise da expressdo génica apds o silenciamento com siRNA,
aproximadamente 500.000 células foram coletadas apds o segundo silenciamento,
concomitantemente ao plagueamento. O RNA total foi extraido com o kit PurelLink®
RNA Mini Kit (Life Techonologies), segundo as instru¢cdes do fabricante. Apds a
extracdo, as amostras foram tratadas com DNase (RQ1 RNase-Free DNase, Promega) e
a sintese do cDNA (transcriptase reversa) foi realizada com o kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription (Applied Biosystems, EUA) utilizando Oligo(dT), segundo as
instrucdes dos fabricantes. As reacdes de PCR Tempo Real foram realizadas com o kit
SYBR® Green, utilizando uma concentragdo final de 0.8 uM de cada primer, 10-20 ng
de cDNA e SYBR Green Master Mix 2X em um volume final de 12.5 pl. As reagdes
foram realizadas no aparelho 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems), com a
ciclagem padrao (2 minutos a 50°C, 10 minutos a 95°C, 40 ciclos de desnaturagao a
95°C por 15 segundos e extensdao de 1 minuto a 60°C; ao final da reacdo foi adicionada
a etapa extra de 15 segundos a 95°C, 30 segundos a 60°C e 15 segundos a 95°C, para
andlise das curvas de dissociacdo). As reacdes foram realizadas em triplicatas, com um
controle negativo (sem cDNA) para cada par de primers. As analises foram realizadas
segundo a equacdo proposta por Pfaffl (PFAFFL, 2001), utilizando o gene GAPDH como
normalizador. Uma tabela com as sequéncias dos primers utilizados encontra-se no

anexo 2.

3.15 Ensaio de Cometa alcalino (Single Cell Gel Eletrophoresis)
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O ensaio de Cometa alcalino € um ensaio de boa sensibilidade para deteccdo de
quebras e sitios alcali-labeis (por exemplo sitios AP), que sdo convertidos em quebras
em pH alcalino (pH > 13). Para a realizacdo deste ensaio, 100.000 células foram
plagueadas em placas de 35 mm de diametro, 16 horas antes do tratamento
genotoxico (MB+luz). Apds o tratamento, foram realizadas coletas nos tempos 0, 2 e
24 horas, para a realizagdo de uma cinética de reparo. Para a coleta, as células foram
centrifugadas, ressuspendidas em 20 pl de PBS e 180 pl de agarose Low-Melting Point
0.5%. Essas células foram delicadamente plaqueadas em duas laminas de microscopia
previamente recobertas com uma camada de agarose 1.5%, ja gelificada, cobertas com
laminulas e mantidas a 4°C por no minimo 10 minutos, para a polimerizacdo da
agarose. Apods esse periodo as laminulas foram retiradas e as laminas incubadas por
aproximadamente 16 horas a 4°C em solucdo de lise (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10
mM Tris pH 9.5 — ajustado com NaOH; na hora da utilizagdao foram acrescentados 1%
Triton X-100 e 10% DMSO). Apds a lise, as laminas foram mantidas por 25 minutos na
cuba de eletroforese (BioRad) para a desnaturacdo do DNA em tampao de eletroforese
(2mM EDTA, 300 mM NaOH pH > 13) antes da corrida. A eletroforese foi realizada por
25 minutos a 25 V e 300 mA. Apds a eletroforese, as laminas foram neutralizadas 3
vezes de 5 minutos cada com tampao de neutraliza¢do (0.4 M Tris pH 7.5), fixadas por
no minimo 30 minutos com etanol 100% gelado (estoque -20°C). A visualizagdo foi
feita com a coloracdao por Brometo de Etideo; as laminas foram cobertas com
laminulas e observadas em microscépio de fluorescéncia com filtro de excitacdao verde
(515-560 nm)(Berra et al, 2013). A contagem dos cometas foi realizada com o software
Komet™ 6 (Andor Technology, EUA); foram analisados aleatoriamente 100 cometas

por lamina.

3.16 Analises estatisticas

Os resultados foram apresentados em graficos representando a média com erro
padrdo de pelo menos trés experimentos independentes. A significancia estatistica foi
determinada através da utilizacdo de ensaios 2-way ANOVA e post hoc Tukey, com o
software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Diferencas

foram consideradas estatisticamente significativas com p<0,05.
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3.17 Andlise do perfil de Hipermuta¢dao Somatica de pacientes XP-V

3.17.1 Pacientes: As amostras utilizadas neste projeto sdao provenientes de pacientes
encaminhados ao Instituto de Cancerologia Gustave Roussy (Institut de Cancérologie
Gustave Roussy), situado em Villejuif, na Franga, com a suspeita de XP-V. Neste estudo
estdo incluidos 5 novos pacientes XP-V que fazem parte da cohorte publicada
recentemente por Opletalova et al (2014), além de 7 controles de idades diferentes. O
protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comité de Etica do IGR. A metodologia foi

realizada com descrito em Faili e colaboradores (2009).

3.17.2 Isolamento de células B de memédria: Os linfocitos B foram isolados a partir de
3-10 ml de sangue periférico extraidos dos pacientes e dos controles em tubos com
heparina, apds a separacao por densidade através de centrifugacdo com gradiente de
ficol. Para a separacdo, as amostras de sangue foram diluidas 2-4 vezes em tampado
(PBS pH 7,2 2 mM EDTA) e delicadamente adicionadas a tubos cbnicos (15 ml)
contendo 5 ml de ficol (FicoII—PaqueT'v| p=1,077 g/ml, GE Healthcare). Os tubos foram
centrifugados a 400 g por 30 minutos, em uma centrifuga sem freio. Apds a
centrifugacdo e formacdo do gradiente, a camada de células mononucleares do sangue
periférico (PBMCs) fica na regido central do tubo, entre o ficol e o plasma, como
mostra o esquema na figura 8. A camada superior foi cuidadosamente retirada para a
coleta da camada contendo as PBMCs, que foram transferidas para novos tubos e

lavadas duas vezes com tamp3do PBS/EDTA para retirada das plaquetas e do ficol.
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Figura 10: Esquema da separacao das PBMCs por gradiente de ficol apds centrifugacao.

Apds a separacdo das PBMCs e a determinacdo do numero de células, as
amostras foram ressuspendidas em tampao (PBS pH 7.2, 0.5% BSA, 2 mM EDTA) e
marcadas por 15 minutos a 4°C com esferas magnéticas anti-CD27 (CD27 Microbeads,
Miltenyi Biotec, Alemanha), para enriquecimento em células B de memdria. Apds a
marcacao, as amostras foram aplicadas em colunas magnéticas MACS MS ou LS
(Miltenyi Biotec); as células CD27" retidas na coluna magnética foram eluidas apds

lavagens e coleta das células ndo aderidas a coluna (CD27).

3.17.3 PCR, clonagem e sequenciamento: Apds a separacao das células B de memobria,
o DNA foi extraido em PBS/Proteinase K (1 hora a 56°C sob agitacdo e 10 minutos a
95°C para inativacdo da proteinase K). Para a determinacdo do padrdao de mutagdes da
regido variavel dos genes das imunoglobulinas, um set de 6 pares de primers foi
utilizado para amplificar diversas regides intronicas (FR3-JH4-5) dos genes Vy (as
sequéncias encontram-se no anexo 2), em propor¢des correspondentes a encontradas
nas popula¢gdes humanas. A reacdo de PCR foi realizada com uma polimerase de alta
fidelidade para evitar a inclusdao de mutagdes causadas pela enzima durante os ciclos
de amplificacdo na andlise (Phusion, Qiagen, Holanda). A reacdo foi realizada com
5000-15000 células (ciclagem: 98°C por 2 minutos, 40 ciclos de desnaturacdo a 98°C
por 10 segundos, annealing de 60°C por 20 segundos e extensdo de 20 segundos a

72°C, e extensdo final de 10 minutos a 72°C). Foram realizadas 4-5 reacdes de PCR
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para cada amostra, que foram aplicadas em gel de agarose 1,5% para purificacdo da
banda correspondente ao amplicon desejado (450 bp) com o kit NucleoSpin ® Gel and
PCR Clean-Up (Macherey-Nagel, Alemanha), segundo as instrucdes do fabricante. As
sequéncias amplificadas e purificadas foram clonadas com o kit TOPO® TA Cloning ®
Kit with PCR®4 Blunt TOPO ® (Life Technologies), e transformadas por choque térmico
em bactérias E. coli quimiocompetentes (One Shot® TOP10 Chemically Competent E.
coli, Life Technologies). As bactérias contendo o inserto (determinadas por PCR) foram
enviadas para sequenciamento pela empresa GATC Biotech (Konstanz, Alemanha), em
placas de 96 pocos contendo meio LB agar acrescido do antibidtico de selecao

(kanamicina).

3.17.4 Anadlise das mutacgbes: As mutacdes foram identificadas utilizando as sequéncias
alinhadas com uma sequéncia consenso de 450 bp com o programa Codon Code

Aligner (disponivel para download publico em http://www.codoncode.com/aligner/), e

a analise comparativa das sequéncias para determinacdo do conteddo de mutacdes

em AT:CG foi realizada com o programa SHM Tool (http://scb.aecom.yu.edu/cgi-

bin/p1). Foram analisadas no minimo 200 mutagdes por paciente/controle.


http://www.codoncode.com/aligner/
http://scb.aecom.yu.edu/cgi-bin/p1
http://scb.aecom.yu.edu/cgi-bin/p1
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4. RESULTADOS

4.1 Resposta das células com diferentes mutagdes em XPD/ERCC2 ao estresse

oxidativo

4.1.1 Sensibilidade das células XP-D, XP-D/CS e TTD/XPD ao estresse oxidativo

Para estudar o comportamento das células com diferentes mutagdes no gene
XPD em resposta ao estresse oxidativo induzido pelo tratamento com MB fotoativado,
foram realizados diferentes experimentos capazes de acessar a viabilidade e/ou
sobrevivéncia das células frente ao estresse oxidativo: XTT e sobrevivéncia
clonogénica.

Os resultados indicam que as células com mutag¢Ges no gene XPD apresentam
uma maior sensibilidade ao estresse oxidativo induzido pelo tratamento com MB e luz
visivel, quando comparadas com os fibroblastos normais (MRC5), como mostra a figura
11. Os dados obtidos a partir de ambas as técnicas indicam que a linhagem mais
sensivel ao tratamento oxidante é a TTD. Como ja descrito, o MB ndo apresenta
toxicidade no escuro, indicando que a morte das células ndo se deve a presenca do

composto nas células, mas sim ao estresse oxidativo gerado pela sua fotoativacao.

A B
Viabilidade Celular - XTT Sobrevivéncia Clonogénica
P 100
MRC5 Luz -~ MRC5 Luz
MRC5 Escuro g *kk MRC5 Escuro
XP-D Luz s -+ XP-D Luz
XP-D Escuro 2 XP-D Escuro
XP-D/CSLuz € 101 * - XP-DICS Luz
XP-D/CS Escuro & el -0- XP-D/CS Escuro
TTD Luz 2 & TTD Luz
) *kk

TTD Escuro -& TID Escuro

1 T ] 1 T |

0 4 8 0 4 8
[ 1 Azul de Metileno (pM) [ 1 Azul de Metileno (uM)

Figura 11: Sensibilidade de células com mutacdes em XPD apds tratamento com Azul
de Metileno fotoativado, determinado por XTT (A) e sobrevivéncia clonogénica (B). Os
graficos mostram a média com erro padrdo de 3 experimentos independentes,
realizados em triplicatas. MRC5: fibroblastos normais. XP-D: XP6BE-SV. XP-D/CS:
XPCS2-SV. TTD/XPD: TTD2VI. ***: p < 0.001 2-way ANOVA com Tukey’s Multiple
Comparison Test.
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Para nos certificarmos que a sensibilidade das células mutadas em XPD
determinada pelos ensaios de viabilidade celular e sobrevivéncia clonogénica ndo era
um artefato derivado da transformacdo dessas linhagens por SV40, o mesmo
tratamento com MB foi realizado em linhagens primarias dos fibroblastos originais,
para ensaios de viabilidade celular (XTT). Como mostra a figura 12, as células primarias
deficientes em XPD também apresentam uma diminuigao na viabilidade celular frente
ao tratamento com MB + luz, mostrando que esse fendtipo ndo se deve simplesmente
a transformacdo. Entretanto, a sensibilidade das células primdrias é menor que a das
transformadas; é possivel que a presenca dos mecanismos de checkpoint nas células
primarias (ligados principalmente a parada em fase G1 acionada pela proteina p53),

inexistentes nas células transformadas por SV40 ajude as células a resistir ao

tratamento.
Viabilidade Celular - XTT
100 @— e
—® _e AS405
= -+ XP-D
S i —e- XP-D/CS
Q * @ TID
@®
S
5
@
S
10 ' ,
0 4 8

[ ] Azul de Metileno (uM)

Figura 12: Sensibilidade das células primarias com mutacdes em XPD apds tratamento
com Azul de Metileno fotoativado, através de ensaios de XTT. O grafico mostra a
média com erro padrao de 3 experimentos independentes, realizados em triplicatas.
AS405: fibroblastos normais. ***: p < 0.001 2-way ANOVA com Tukey’s Multiple
Comparison Test.

Para o estudo da sensibilidade das células XP-D ao tratamento com outro
agente oxidante, ensaios de viabilidade celular foram realizados apds o tratamento

com bromato de potdssio (KBrOs3), um agente que é também capaz de gerar bases
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oxidadas como a 8-oxodG, porém através de mecanismos diferentes do MB
fotoativado. Como mostra a figura 13, o tratamento com KBrOs; também leva a uma
reducdo da viabilidade celular, maior em células XP-D em relacdo as células controle,
semelhante ao que ocorre apds o tratamento com MB + luz, mostrando que esse
fenétipo ndo é exclusivo ao tratamento com MB fotoativado, mas provavelmente uma
resposta comum a agentes oxidantes em geral. Mais uma vez as células provenientes

do paciente TTD apresentam uma sensibilidade maior ao tratamento.

Viabilidade Celular - XTT

100
—® o MRC5

_ — XP-D
S % g~ XP-D/CS
% o TD
§ Fkk
S

1 . .

0 10 20

[ ] KBrO3 (mM)

Figura 13: Sensibilidade das células com mutagdes em XPD ao tratamento com
bromato de potdssio (KBrOs), através de ensaios de XTT. O grafico mostra a média com
erro padrdo de 3 experimentos independentes, realizados em triplicatas. ***: p <
0.001 2-way ANOVA com Tukey’s Multiple Comparison Test.

4.1.2 Complementacao das deficiéncias em reparo das células mutadas com o cDNA

do gene XPD/ERCC2

Ensaios de complementacdo foram realizados para determinar se a reducao da
viabilidade observada nas células com diferentes muta¢des em XPD frente ao
tratamento com MB + luz, em comparacdo aos fibroblastos normais, assim como as
diferencas de sensibilidade entre as diferentes linhagens mutadas, eram devidas a
presenca das diferentes proteinas mutadas ou simplesmente as diferencas no
background genético dos diferentes pacientes. As células complementadas através da

transfeccdo de plasmideos contendo a sequéncia génica do XPD foram tratadas com
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MB + luz 48 horas apds a transfeccdo; como controle as células também foram
testadas para a sensibilidade a irradiagao com luz UVC.

As figuras 14A e B mostram que a transfeccao de plasmideos de expressdao com
o gene XPD/ERCC2 complementam a deficiéncia das 3 linhagens deficientes nesse gene
frente a UVC, mostrando que as diferencas observadas se devem de fato as mutacoes
nesse gene, que é essencial no reparo dos danos causados nessas células tanto pelo
estresse oxidativo quanto pela luz UVC (Figura 14B). E interessante observar que as
células de fendtipo TTD com mutagdes em XPD (TTD/XPD) sdo as menos sensiveis ao
tratamento com UVC, porém sdo as mais sensiveis ao estresse oxidativo causado tanto
pelo tratamento com MB + luz quanto com KBrOs;. Quanto a sensibilidade a MB
fotoativado também verificamos complementacdo, com reducdo da sensibilidade

(Figura 14A).

A B
Viabilidade Celular - XTT Viabilidade Celular - XTT
MRC5 -= MRC5
- MRC5+ERCC2 . - MRCS+ERCC2
XPD ) -+ XPD
. XPD + ERCC2 %; -k XPD + ERCC2
TTD/XPD ° g TID/XPD
- TTID/XPD + ERCC2 § -8 TTD/XPD + ERCC2
XPICS S - XPICS
. XP/CS + ERCC2 <9 XPICS + ERCC2
10 T \ 1 T 1
0 4 8 0 3 6
Azul Metileno (pM) UVC (J/m2)

Figura 14: Complementacdo da deficiéncia em reparo de danos genotéxicos causados
por Azul de Metileno fotoativado (A) e luz UVC (B) em células com diferentes mutagdes
em XPD pelo cDNA do gene XPD/ERCC2. O grafico mostra a média com erro padrdo de
3 experimentos independentes, realizados em triplicatas.

4.1.3 Alteragdes no ciclo celular apds estresse oxidativo

A marcacdo do conteldo de DNA com PI foi utilizado para a analise do ciclo
celular das células mutadas em XPD frente ao tratamento com agentes oxidantes. Essa
marcagdo permite a andlise do ciclo celular através da incorporagao do Pl no DNA das

células: as células em fase G1 apresentam uma quantidade de PI incorporada



69

correspondente ao conteddo 2n de DNA; as células em fase G2/M, que ja duplicaram
seu genoma mas ainda ndo passaram pela citocinese, apresentam quantidade de PI
correspondente a 4n (o dobro da fase G1), e as células em fase S apresentam
incorporagdo intermedidria de PI. A figura 15A mostra o perfil do ciclo celular das
células 48 horas apds o tratamento com MB fotoativado; na figura 15B encontram-se
as quantificacGes das frequéncias de populagGes em fases G1, S e G2/M. A analise das
populacdes em Sub-G1 sera apresentada posteriormente.

Pode-se observar que as células com mutacbes em XPD apresentam um
aumento da proporc¢do de células em G2/M apds tratamento com MB fotoativado,
indicativo de uma deficiéncia dessas células no reparo dos danos causados por
estresse oxidativo levando ao bloqueio no ciclo celular, provavelmente devido a
permanéncia de lesdes ndo reparadas no genoma, mesmo apds 48 horas do
tratamento. Esse bloqueio ndo ocorre nos fibroblastos normais. E interessante o
aumento da populacdo polipldide apds o tratamento, principalmente nas células XP-D
(indicado com uma seta na figura). As células TTD/XPD apresentam as maiores
altera¢des no ciclo, condizente com a maior sensibilidade apresentada por essas

células em resposta ao tratamento oxidante.
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Figura 15: Células com mutagdes em XPD apresentam um bloqueio em G2/M 48 horas
apods tratamento com Azul de Metileno fotoativado. A: Analise do ciclo a partir da
incorporagdo de Pl. O eixo x corresponde a quantidade de DNA e o eixo y ao nimero
de células. O pico a 2500 no eixo x (fluorescéncia do vermelho, Pl) corresponde as
células em G1, o pico a 5000 as células em G2, e as fluorescéncias intermediarias a
populacdo em S. B: Os graficos representam as médias de 3 experimentos realizados
em triplicatas.

Foram realizados ensaios semelhantes para estudo do ciclo celular nas células
primarias com mutag¢des em XPD, e verificou-se que, assim como ocorre com as células
transformadas, as células primarias também apresentam alteracdes no ciclo celular
diferentes dos fibroblastos normais apds estresse oxidativo. A parada no ciclo,
semelhante ao que ocorre com as células transformadas, ocorre principalmente em
G2, de forma muito mais pronunciada do que nos fibroblastos normais. Além disso, o
tratamento com MB + luz causa danos que as células ndo sdo capazes de reparar e
levam a alteragdes no ciclo que se mantém mesmo apds 48 horas do tratamento,
enguanto apods esse periodo os fibroblastos normais ja foram capazes de recuperar

completamente o perfil do ciclo celular, como mostra a figura 16.
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Figura 16: Células primarias com diferentes mutagdes em XPD apresentam bloqueio
em G2/M 48 horas apds tratamento com Azul de Metileno fotoativado. O grafico
mostra figuras representativas de 3 experimentos independentes, realizados em
triplicatas.
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4.1.4 Analise dos mecanismos de morte em resposta a danos no DNA

A marcagao do conteudo de DNA com Pl também serve para o estudo das células em
apoptose, que corresponde as populagdes com quantidade de DNA menor que o da
célula em fase G1 (Sub-G1), o que sugere a fragmentacdo do DNA que ocorre durante
0 processo de apoptose. A figura 17 mostra um grande aumento da populagdo em
Sub-G1 nas células mutadas em XPD 72 horas apds o tratamento com MB + luz, o que
concorda com os resultados anteriores que mostraram a grande sensibilidade dessas

células a esse tratamento.
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Figura 17: Aumento da populacdo em apoptose (Sub-G1) em resposta ao tratamento
com MB + luz nas células com mutacdes em XPD. A: Histogramas representativos das
células expostas a concentracdes crescentes de Azul de Metileno fotoativado. M1
representa a populacdo em apoptose (Sub-G1). B: O grafico mostra a média com erro
padrdo de 3 experimentos independentes, realizados em triplicatas.

O aumento da populacao apoptética também foi observado apds o tratamento
com KBrOs;, como mostra a figura 18, novamente mostrando que a proteina XPD é
importante para a sobrevivéncia celular frente ao estresse oxidativo gerado por outros
tratamentos oxidantes. E interessante notar que as células TTD apresentam a maior

sensibilidade frente a ambos os tratamentos oxidantes.
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Figura 18: Aumento da populacdo em apoptose (Sub-G1) em resposta ao tratamento
com concentragdes crescentes de KBrOs; nas células com mutagdes em XPD. O grafico
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mostra a média com erro padrdo de 3 experimentos independentes, realizados em
triplicatas.

Uma outra forma de analisar a indu¢ao de morte por apoptose é a marcagao
para caspase 3 ativada, através do uso de anticorpo fluorescente, em citometria. A
caspase 3, juntamente com as caspase 6 e 7, € uma caspase efetora, cuja ativagdo por
caspases iniciadoras leva a uma série irreversivel de reagdes na célula, como a
clivagem de diversos alvos indispensdveis para o metabolismo da célula, por exemplo
as proteinas do citoesqueleto e o material genético, levando a morte celular. A figura
19 mostra a marcagdo por citometria de caspase 3 ativada dos fibroblastos normais e
com mutagdes em XPD, 72 horas apds o tratamento com concentragdes crescentes de
MB fotoativado; pode-se observar que a maior parte das células deficientes apresenta
ativagdo de caspase 3 apds o tratamento, o que acontece apenas em pequena
proporcdo nos fibroblastos normais. Esses resultados vao de acordo com os obtidos a
partir da deteccdo da populagdio em Sub-G1, indicando que de fato as células
deficientes em XPD sdo extremamente sensiveis ao estresse oxidativo, e que esse

tratamento leva a morte destas células por apoptose.
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Figura 19: Ativacdo de caspase 3 apds tratamento com concentracdes crescentes de
MB fotoativado nas células com mutacdes em XPD. No eixo x encontra-se a marcagao
da caspase 3 ativada, indicada pela fluorescéncia do verde (FITC); no eixo y esta o
nimero de células. A populacdo em vermelho representa as células apds cada
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tratamento, em comparacdao com o controle, representado em cada grafico pela linha
roxa. Sdao mostradas figuras representativas de 3 experimentos independentes,
realizados em triplicatas.

A marcagdo simultanea com os 3 corantes fluorescentes DAF, Pl e Hoechst
permite a determinacdo do tipo de morte celular de acordo com a coloragdo e
morfologia das células visualizadas no microscopio de fluorescéncia, através da
capacidade diferencial dos dois corantes nucleares para a entrada das células: o
Hoechst é um corante supravital, que entra livremente das células vivas (ou em
apoptose inicial), enquanto o Pl sé penetra nas células cuja membrana ja perdeu a
integridade (células em apoptose tardia ou necrdticas). A figura 20 mostra exemplos
dessas marcagdes (A) assim como os resultados desses experimentos (B); pode-se
observar uma grande quantidade de células que apresentam morte por necrose nas
células XP-D/CS e TTD/XPD quando comparadas com as células XP-D; esses resultados
podem indicar que o mecanismo de resposta das células XP-D/CS e TTD/XPD ao
estresse oxidativo é diferente do das células XP-D, que por sua vez é mais semelhante
aos fibroblastos normais, mostrando um predominio de morte por apoptose,
enquanto as células XP-D/CS e TTD/XPD apresentam primariamente uma morte
semelhante a necrose, porém posteriormente parece haver uma coexisténcia de mais
de um mecanismo, uma vez que ha sinais morfoldgicos de necrose, e ao mesmo tempo
ativacdo de caspase 3 e aumento da populacdo de células em Sub-G1, que

correspondem a sinais associados a apoptose (Figura 19).
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Figura 20: Andlise do tipo de morte celular em resposta ao tratamento com MB
fotoativado através de corantes fluorescentes (DAF, Pl e Hoechst). A: exemplos das
caracteristicas morfoldgicas e das coloracdes de células normais, em apoptose inicial,
em apoptose tardia e em necrose. B: Propor¢cdo das populacdes celulares apds

tratamento com MB fotoativado.
4.1.5 Analise da sinalizagao em resposta a danos no DNA

A fosforilagao da histona H2AX na serina 139 (y-H2AX) pelas quinases da familia

PI3K (ATM, ATR ou DNA-PKcs) foi durante muitos anos utilizada como marcador da
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presenca de DSBs no DNA, como observado apds o tratamento com IR, por exemplo.
Entretanto, atualmente aceita-se que essa fosforilagdo ocorra em resposta a presenca
de diversos tipos de danos no DNA, além das DSBs; essa sinalizacdo é importante para
o recrutamento de proteinas ligadas a parada no ciclo celular, ao reparo de DNA e a
apoptose. Ensaios para detecgdo de y-H2AX apds o tratamento com MB + luz mostram
que, nas células normais, o pico da marcagao ocorre 4 horas apds o tratamento, e que
24 horas ja ndo ha mais uma grande quantidade de células positivas para a marcacao.
Entretanto, nas células deficientes em XPD, a quantidade de células positivas continua
alta mesmo 48 horas apds o tratamento, indicando que ainda hd a presenca de danos
no genoma das células deficientes (a diminui¢cdo da marcagdo de y-H2AX nas células
XP-D/TTD pode estar relacionada a populagdo de células que ja estdo entrando em

apoptose/necrose 48 horas apds o tratamento)(figura 21).
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Figura 21: Presenca de danos no DNA (y-H2AX) apds tratamento com MB fotoativado
nas células deficientes em XPD. O grafico mostra a média com erro padrdao de 3
experimentos independentes, realizados em triplicatas.

4.1.6 Resposta das células deficientes em NER ao estresse oxidativo apds modulagao

da via de BER
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PARP1 é uma proteina nuclear que tem afinidade por regides de SSBs e DSBs, e
¢ ativada na presenca de diversos tipos de danos; de fato, sua ativacao é necessaria
para o reparo de SSBs por BER através do recrutamento da proteina XRCC1, além de
participar da via de HR através do recrutamento de ATR e do complexo MRE1 na
presenca de DSBs. Assim, para analisar possiveis interacdes das vias de BER e NER no
reparo das lesGes causadas por estresse oxidativo nas células deficientes em NER, foi
utilizado o inibidor de PARP 3-Aminobenzamida (3-Ab).

Como mostra a figura 22, a inibicdo de PARP foi capaz de causar um aumento
da sensibilidade ao tratamento principalmente nas células MRC5, apesar da
sensibilidade aumentar moderadamente nas outras linhagens. A linhagem normal
MRC5, que apresenta sensibilidade ao tratamento com MB+luz apenas na presenca
desse inibidor, pode indicar que, nas células proficientes em NER, PARP participa da via
de reparo de lesdes que depende de NER. Na auséncia de XPD (e provavelmente de

NER), a resisténcia ao tratamento parece ser independente da acdo de PARP.

MRC5 XPD

% viabilidade celular
% viabilidade celular

TTD/XPD

% viabilidade celular
% viabilidade celular

Figura 22: Acdo do inibidor de PARP (3-Ab) na viabilidade de células tratadas com MB
fotoativado. O ensaio de XTT foi realizado 48 horas apds o tratamento. O grafico
mostra a média com erro padrdo de 3 experimentos independentes, realizados em
triplicatas. MRC5: fibroblastos normais. **: p < 0.01 e ***: p < 0.001 2-way ANOVA
com Tukey’s Multiple Comparison Test.
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Outra forma de modular a via de BER é através do uso de RNA de interferéncia
(siRNA) para diminuir a expressao de genes dessa via, no caso a glicosilase OGG1 e a
DNA polimerase pol . A figura 23A mostra a eficiéncia do silenciamento génico de
POLB através de PCR em Tempo Real, assim como o efeito do siOGG1 na expressao
proteica através de WB; pode-se perceber que a expressdo da proteina OGG1 é
diminuida 48 horas apds o silenciamento, e é revertida aos niveis normais 72 horas
apos o tratamento com o siRNA. Apesar de preliminares, os dados apresentados na
figura 23B mostram que nao houve grande diferenca na viabilidade das células apés o
tratamento com MB fotoativado, em células silenciadas para esses genes, com excecao
das células XP-D, que apresentaram viabilidade aumentada na presenca do siOGG1,
em relacdo ao siSCR (controle); esses resultados podem indicar que as células XP-D
apresentam uma deficiéncia no reparo de intermedidrios da via de BER gerados pela

acado de glicosilases (no caso o sitio AP), o que seria amenizado na auséncia de OGG1.
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Figura 23: Efeito do silenciamento da expressdo de OGG1 e pol B na sobrevivéncia das
células deficientes em XPD apds tratamento com concentragdes crescentes (0, 2, 4 e 8
uM) de MB fotoativado. A: Diminuigdo da expressao do mRNA de POLB e da expressao
proteica de OGG1 apds tratamento com siRNA. B: A diminuicdo da expressdo das
proteinas OGG1 e pol  ndo altera a vaibilidade celular nas células deficientes em XPD
apos tratamento com MB fotoativado. O XTT foi realizado 48 horas apds o segundo
silenciamento. O grafico em A mostra a média com erro padrdao de 3 experimentos
independentes, em triplicatas.

4.1.7 Diferengas na capacidade de reparo de danos genotéxicos em DNA plasmidial

entre as células com mutagées em XPD: Ensaios de Host Cell Reactivation (HCR)

Para estudar o papel dos danos ao DNA na sensibilidade das células mutadas
em XPD ao tratamento com MB + luz foram realizados ensaios de HCR. Esse ensaio
permite a analise do papel do reparo nuclear aos danos ao DNA sem a interferéncia
dos danos ao DNA mitocondrial e a membrana celular, que ocorrem durante
tratamentos oxidantes, e que podem interferir nos resultados de viabilidade realizados
guando o tratamento é realizado nas células inteiras. Além da capacidade de reparo,
esse ensaio permite também verificar a capacidade de reiniciar a transcricdo apds o
dano genotodxico.

A figura 24 mostra os resultados desses experimentos, e pode-se observar uma
diminuicdo da capacidade de reparo do DNA plasmidial em todas as células mutadas
em XPD quando comparada a capacidade de reparo dos fibroblastos normais. Esses
resultados sugerem que de fato a presenca de danos nao reparados no DNA nuclear
dessas células é responsavel em grande parte pela sensibilidade dessas células ao

estresse oxidativo. Além disso, as células XP-D/CS e TTD/XPD apresentam menor
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capacidade de reparo que as XP-D. Esses resultados podem indicar uma correlacao
entre a deficiéncia de reparo de DNA e/ou retomada da sintese de RNA e a severidade
do fendtipo dos pacientes, uma vez que os pacientes XP-D/CS e TTD/XPD apresentam
os fendtipos mais severos (se comparados aos pacientes XP-D), assim como as
menores taxas de reparo/retomada da transcricdo apds danos gerados por estresse
oxidativo ao DNA plasmidial.

Como controle foram realizados HCRs com plasmideos tratados com UVC
(figura 24B), que mostram resultados concordantes com os ensaios de
complementacdo. Nesse caso é curioso verificar que células XP-D e XP-D/CS, cujos
pacientes apresentam fendtipos com fotossensibilidade, apresentam menor

capacidade de reparo de lesdes causadas pela luz UV.
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Figura 24: Diminuicao da capacidade de reparo de danos genotdxicos causados em
DNA plasmidial tratado com A: MB fotoativado e B: luz UVC nas células com diferentes
mutag¢des em XPD. O HCR foi realizado 48 horas apds a transfec¢ao. O grafico mostra a
média com erro padrao de 3 experimentos independentes, realizados em triplicatas.
MRC5: fibroblastos normais. ***: p < 0.001 1-way ANOVA com Tukey’s Multiple
Comparison Test.

4.1.8 Diferengas na capacidade de reparo de quebras geradas pelo tratamento com

MB fotoativado

Para analisar a capacidade de reparo das células com diferentes mutacdes em

XPD no reparo de quebras causadas pelo tratamento com MB fotoativado, foram
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realizados ensaios de Cometa alcalino, que detecta simples quebras assim como sitios
alcali-labeis (tais como sitios AP) formados durante o tratamento pelo pH alcalino
durante a eletroforese. Os graficos da figura 25 mostram que células selvagens e
células XP-D/CS, apesar de apresentarem mais quebras desde o inicio da cinética (no
caso das XP-D/CS), foram capazes de reparar as quebras causadas pelo tratamento
com diferentes concentra¢cdes de MB fotoativado 24 horas apds o tratamento, de
maneira semelhante a que ocorre nos fibroblastos selvagens. Curiosamente, as células
XP-D mostraram-se completamente deficientes no reparo dessas quebras. As células
TTD/XPD, de forma surpreendente, apresentam um grande numero de quebras
mesmo na auséncia de tratamento, um indicativo que o genoma dessas células pode
estar em constante estresse. Apesar disso, o nUmero de quebras aumenta com o
tratamento e volta aos niveis iniciais ap6és 24 horas, mostrando que as células
TTD/XPD, assim com as XP-D/CS e MRC5 e ao contrario das células XP-D, conseguem
de alguma forma lidar com essas lesdes. E interessante notar que nas células XP-D/CS
ocorre um aumento no numero de quebras 2 horas apds o tratamento, na maior

concentragdo de MB fotoativado.
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Figura 25: Cinética de reparo de quebras causadas pelo tratamento com concentragdes
crescentes (0, 4 e 8 uM) de MB fotoativado em células selvagens e com mutagdes em
XPD. A: exemplos dos nucleos observados apds a eletroforese em condic¢des alcalinas
das células tratadas com MB fotoativado. B: os danos foram expressos levando em
conta o Olive Tail Moment, a partir da formula: % DNA da cauda x comprimento do
Momento da cauda (medido do dentro do ndcleo do cometa até o centro da cauda).
T1 = 2 horas e T2 = 24 horas apds tratamento. O grafico mostra a média com erro
padrdo de 2 experimentos independentes; em cada experimento foram contados 100
nucleos por condigao.

4.2 Resposta das células com diferentes mutagées em POLH ao estresse oxidativo

4.2.1 Linhagens de fibroblastos de pacientes XP-V brasileiros utilizadas neste estudo
Paciente XPO5SP

A linhagem das células do paciente XPO5SP foi estabelecida a partir de uma
bidpsia de pele ndo-exposta a luz solar, encaminhada ao laboratério pela
dermatologista, para confirmacdo do diagndstico clinico da sindrome XP. Os sintomas
brandos de pigmentacdo da pele, assim como a auséncia de sintomas neurolégicos,
levantaram a suspeita do paciente pertencer ao grupo XP-V. O paciente, entretanto, ja
apresentou um melanoma no rosto, em uma idade precoce para a média dos
pacientes XP-V, o que pode estar relacionado a grande exposicdo a luz solar do
paciente.

Apds o estabelecimento da linhagem, foram realizados experimentos de
viabilidade celular (XTT) para determinar a sensibilidade das células a irradiacdo UVC,

na presenca ou ndo de cafeina. Sabe-se que as células XP-V apresentam sensibilidade
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moderada a UVC, e que essa sensibilidade é muito aumentada na presenca da cafeina.
Como mostra a figura 26, as células do paciente, quando na presenca de cafeina,
apresentam uma sensibilidade maior do que os fibroblastos normais, porém menor do

que os fibroblastos XP-C.
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Figura 26: Sensibilidade das células primdrias do paciente XPO5SP ao tratamento com
UVC na presenca de cafeina, determinado por XTT. FHN: fibroblastos humanos
normais. XP-V: AS865. XP-C: AS189.

Experimentos de Western Blotting indicaram a auséncia completa da proteina
DNA polimerase 1 no paciente XPO5SP, como mostra a figura 27, dado que foi tomado

como fundamental para o diagndstico da mutagao genética neste paciente.
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Figura 27: Expressao da proteina DNA polimerase n (XPV) em fibroblastos primarios
apos irradiacdo com luz UVC. As extracGes foram realizadas 0 (T0), 5 (T1) e 24 (T2)
horas apds o tratamento. Doses de UVC: FHN — 0 e 40 J/m% XPO5SP — 0 e 20 J/m?;

AS440 (XP-G)—0 e 7 J/m?
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Para a confirmacdo do grupo de complementacdo do paciente XPOS5SP,
experimentos de Unscheduled DNA Synthesis (UDS) foram realizados em nosso
laboratério em colaboracdo com o laboratério do doutor Alain Sarasin (Institut
Gustave Roussy, Villejuif, Franga). Esse experimento consiste na analise da capacidade
das células de sintetizarem DNA apds irradiacdo com luz UV; as células sdo plaqueadas
em laminulas de vidro, pré-incubadas em meio contendo timidina tritiada, tratadas
com o agente genotodxico (no caso, luz UVC) e novamente incubadas com meio +
timidina tritiada. No fim do tratamento as laminulas sdo fixadas e expostas a uma
emulsdo autorradiografica, que é revelada e em média 7 dias apds a montagem das
[aminas. Os fragmentos de DNA sintetizados apds o tratamento sao visualizados como
pequenos granulos no nucleo das células. As células XP deficientes em NER
apresentam em média menos de 10 granulos por nucleo, uma vez que ndo sao capazes
de sintetizar DNA apés a irradiacdo com luz UVC; as células XP-V, assim como as
normais, apresentam mais de 70 granulos, pois sdo capazes de reconhecer e reparar os
danos causados pela luz UVC. Os resultados obtidos no laboratdrio do Dr Alain Sarasin
mostram que as células XPO5SP apresentam numero de granulos semelhante aos
fibroblastos normais, em mais uma indicacdo que o paciente XPO5SP seja portador da
sindrome XP-V.

O sequenciamento do genoma desse paciente pela Dra Veridiana Munford e
pela também aluna de doutorado do laboratdrio Ligia Pereira Castro mostraram que
de fato esse paciente possui uma substituicdo de G para A em homozigose em um sitio
de splicing préximo ao inicio do exon 11 no gene POLH, o que levaria a codificacdo de

uma proteina ndao-funcional ou com baixissima estabilidade.

Pacientes da comunidade de Araras (Goias)

Nosso laboratdrio recebeu em 2009 amostras de diversos pacientes XP
pertencentes a comunidade de Araras (municipio de Faina), no interior do estado de
Goids. S3o pacientes provenientes de duas grandes familias relacionadas, com grande
heterogeneidade entre a severidade dos sintomas e variacdao na idade dos afetados
(incluindo alguns pacientes muito longevos, incomum em pacientes XP), porém com

nenhuma anormalidade neurolégica.
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Experimentos realizados no laboratério pela Dra Veridiana Munford mostraram
um aumento na sensibilidade das células desses pacientes a UVC na presenga de
cafeina, e os ensaios de UDS realizados no laboratério do Dr Alain Sarasin mostraram
que o numero de granulos nucleares apds irradiagao com luz UVC eram semelhantes
aos fibroblastos normais. Assim, com a suspeita desses pacientes também serem
portadores da sindrome XP-V, realizou-se um WB para a proteina pol . Como mostra
a figura 28, alguns membros da comunidade diagnosticados como XP (GO06, GOO03 e
GO04) ndo apresentam a proteina pol n (os afetados estdo sinalizados com a seta). Os
pais do paciente GO06 (GO01 e GOO05) apresentam também reducdo nos niveis de
proteina, condizente com sua condi¢cdo de heterozigotos. As pacientes GO03 e GO04

sao duas irmas, com sintomas clinicos claros de XP.
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Figura 28: Expressdo da proteina DNA polimerase 1 (XPV) em fibroblastos primarios
dos pacientes de Araras. 1: afetados

Surpreendentemente, o sequenciamento do genoma desses pacientes mostrou
a presenca de duas mutacdes no gene POLH nessa comunidade: uma mutac¢do pontual
em sitio de splicing no exon 6, e uma mutacdo pontual levando a formacdo de um
codon de parada no exon 8; ambas produziriam proteinas truncadas. Assim, nessa
comunidade existem pacientes homozigotos para a mutacdo do exon 6, homozigotos
para a mutacdo do exon 8, e hetorizogotos compostos. Apds a confirmacdo do
diagnodstico, as linhagens celulares passaram a ser chamadas de XP03GO (GOO03),

XP04GO (GO04) e XPO6GO (GOO06). A genotipagem dos membros da comunidade para
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a construcdo da arvore genealdgica das familias foi realizada pela aluna Ligia Pereira

Castro.

4.2.2 Sensibilidade das células XP-V ao estresse oxidativo

As linhagens primdrias de fibroblastos obtidas a partir das bidpsias desses
pacientes foram transformadas com as oncoproteinas E6 e E7 de HPV. Para estudar o
comportamento das células XP-V frente ao estresse oxidativo induzido pelo
tratamento com MB e luz visivel, foram realizados experimentos de sobrevivéncia
clonogénica e XTT com os fibroblastos transformados desses pacientes. Os dados
apresentados na figura 29 demonstram que as células dos pacientes XPO5SP, XP04GO
e XPO6GO (que ndo apresentam ou apresentam muito pouca proteina pol 1 no WB),
assim como a linhagem XP30RO, se mostraram mais sensiveis ao tratamento com MB
+ luz do que os fibroblastos normais (MRC5), principalmente em relacdo a sua
capacidade de formar col6nias. Essa sensibilidade, entretanto, € menor do que a das

células com mutagdes em XPD, como esperado.
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Figura 29: Sensibilidade de células com mutacdes em POLH apds tratamento com Azul
de Metileno fotoativado, determinado por XTT (A) e sobrevivéncia clonogénica (B).
XPO5SP, XPO4GO e XP06GO: pacientes XP-V brasileiros. XP30RO: XP-V.

Ensaios com células XP-V primarias também mostraram sensibilidade ao
tratamento com MB + luz (figura 30), embora menos do que as transformadas, e ao
tratamento com KBrOs (figura 31), de forma semelhante porém menos acentuada do

gue o observado nas células com mutag¢des em XPD.
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Figura 30: Sensibilidade das células primarias com mutacdes em POLH ao tratamento
com Azul de Metileno fotoativado, determinado por XTT. O grafico mostra a média
com erro padrdo de 3 experimentos independentes, realizados em triplicatas. AS405:
fibroblastos normais. AS56 e XPO5SP: XP-V.
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Figura 31: Sensibilidade das células com mutagdes em POLH ao tratamento com
bromato de potassio (KBrOs), determinado por XTT. O grafico mostra a média com erro
padrdo de 3 experimentos independentes, realizados em triplicatas.

4.2.3 Alteragdes no ciclo celular apods estresse oxidativo

A marcagao com Pl também foi realizada nas células XP-V, para determinacao
das alteragbes no ciclo celular apds tratamento com MB fotoativado. De forma
semelhante ao observado nas células com mutacdes em XPD, as células XP-V
apresentam um bloqueio no ciclo celular que permanece mesmo apds 48 horas do
tratamento, diferente dos fibroblastos normais. E interessante notar que, mesmo as
linhagens possuindo mutacgGes truncantes, o comportamento delas frente ao estresse
oxidativo é um pouco diferente: de forma geral todas as linhagens apresentam um
bloqueio em fase S/G2, entretanto esse bloqueio é varidvel em intensidade

principalmente nas concentra¢cdes mais baixas de MB, como mostra a figura 32.
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Figura 32: Diferentes linhagens de células XP-V apresentam um bloqueio no ciclo
celular 48 horas apds tratamento com Azul de Metileno fotoativado. Andlise do ciclo a
partir da incorporacao de PI.

Da mesma forma que as células transformadas, as células primarias também
apresentam um bloqueio no ciclo celular 48 horas apdés o tratamento com MB
fotoativado, que é diferente entre as linhagens: enquanto a linhagem proveniente do
paciente XPO4GO apresenta um forte bloqueio na fase G1, as linhagens dos pacientes
XPO5SP e XPO6GO apresentam um blogueio muito menos acentuado, mais semelhante

aos fibroblastos normais (Figura 33).
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Figura 33: As células primarias com mutacdes em POLH apresentam diferengas no
bloqueio do ciclo celular, apds tratamento com Azul de Metileno fotoativado. Andlise
do ciclo a partir da incorporagdo de PI. O grafico mostra a média com erro padrdo de 3
experimentos independentes, realizados em triplicatas.

De acordo com as alteragées no ciclo celular, as células XP-V apresentam uma
permanéncia da sinalizacdo da presenca de danos no genoma, que é semelhante entre
4 e 24 horas porém aumenta significativamente entre 24 e 48 horas apds o tratamento

com MB fotoativado, em mais uma indicacdo da permanéncia de lesdes nao-reparadas

no genoma (Figura 34).
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Figura 34: Presenca de danos no DNA (y-H2AX) apds tratamento com MB fotoativado
nas células deficientes na DNA polimerase n. O grafico mostra a média com erro
padrdo de 3 experimentos independentes, realizados em triplicatas.

4.2.4 Analise da populagao em apoptose apds estresse oxidativo
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De acordo com os resultados de sensibilidade, as células XP-V apresentam um
aumento na populacdo em Sub-G1 apds tratamento com MB fotoativado (Figura 35),
que é maior do que a dos fibroblastos normais, e menor do que a encontrada nas
células com mutacbes em XPD; é interessante notar que as células do paciente
XP06GO, apesar de se mostrarem mais sensiveis pelo experimento de sobrevivéncia
clonogénica, apresentam as menores quantidades de células em apoptose. Entretanto,
é importante lembrar que essas diferencas entre as diferentes linhagens podem
ocorrer ndo somente em fungdo das possiveis diferencas na expressao e/ou atividade
da proteina pol 1, mas também de todo o background genético de cada linhagem; é
necessaria a realizacdo de ensaios de complementacdo para que se possa afirmar a

validade desses resultados.
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Figura 35: Aumento da populacdo em apoptose (Sub-G1) apds tratamento com MB
fotoativado nas células deficientes na DNA polimerase n. O grafico mostra a média
com erro padrdo de 3 experimentos independentes, realizados em triplicatas.

Experimentos de citometria para caspase 3 ativada também mostraram uma
grande parte da populacdo de células XP-V positivas para essa marcacao 72 horas apds
tratamento com MB fotoativado (Figura 36), indicando, juntamente com os resultados
da populacdo em Sub-G1, que essas células provavelmente morrem por apoptose. E

interessante notar, ao contrario do que ocorre com os fibroblastos normais ou mesmo
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com as células deficientes em XPD, que ha o surgimento de duas populacdes distintas
dentre as células positivas para caspase 3 ativada; mais experimentos sdao necessarios
para investigar a relevancia bioldgica desse achado, assim como se ele se repete nas

outras linhagens XP-V .
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Figura 36: Ativacdo de caspase 3 72 horas apds tratamento com concentra¢des
crescentes de MB fotoativado nas células XP-V. No eixo x encontra-se a marcagdo da
caspase 3 ativada, indicada pela fluorescéncia do verde (FITC); no eixo y estd o nimero
de células. A populacdo em vermelho representa as células apds cada tratamento, em
compara¢do com o controle, representado em cada grafico pela linha roxa. Sao
mostradas figuras representativas de 3 experimentos independentes, realizados em

triplicatas.

4.2.,5 Capacidade de reparo de quebras geradas pelo tratamento com MB

fotoativado

Ensaios de cometa alcalino foram realizados para uma das linhagens XP-V, e os
resultados mostram que essa linhagem nao apresenta deficiéncias no reparo de
guebras geradas por esse tipo de estresse oxidativo, mostrando uma cinética de

reparo similar aos fibroblastos normais (Figura 37).
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Figura 37: Cinética de reparo de quebras causadas pelo tratamento com concentracbes
crescentes (0, 4 e 8 uM) de MB fotoativado em células selvagens e XP-V. Os danos
foram expressos levando em conta o Olive Tail Moment, a partir da formula: % DNA da
cauda x comprimento do Momento da cauda (medido do dentro do nucleo do cometa
até o centro da cauda). T1 = 2 horas e T2 = 24 horas apds tratamento. O grafico mostra
a média com erro padrao de 2 experimentos independentes; em cada experimento
foram contados 100 nucleos por condigao.

4.3 Indugao da proteina DNA polimerase 1 ap6s danos genotoxicos

4.3.1 Cinética de indugdo e dependéncia de p53

A figura 27 também mostra uma indugdo na proteina DNA polimerase n apds o
tratamento com UVC, nos fibroblastos normais e deficientes em NER (XP-G), 24 horas
apos o tratamento. Resultados semelhantes foram obtidos de forma independente
pelo doutorando Guilherme Franscisco, do laboratdrio do doutor Roger Chammas (FM-
USP): foi observada uma indugdo da proteina pol 1 em linhagem de melanoma (SK-Mel
37), 24 horas apds tratamento com UVC (20 e 40 J/m?), UVB (120 J/m?) e cisplatina
(12,5 uM). Além disso, a mesma inducdo nao foi observada na linhagem mutada em
p53 (SK-Mel 28). Esses resultados ndo eram esperados e ainda ndo haviam sido
descritos; a coincidéncia da inducdo apds tratamentos genotdxicos “semelhantes”,
assim como da cinética da inducdao, chamaram nossa atencdo e assim decidimos

realizar mais experimentos para investigar essa inducdo.
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Para verificar uma possivel participagdo da proteina p53 na indugdo de pol n,
foram irradiados com doses equitdxicas de UVC fibroblastos normais e deficientes em
NER (XP-C) transformados por SV40. As amostras proteicas foram coletadas 0, 5 e 24
horas apds o tratamento. Como mostra a figura 38, ndo houve uma indugdo da
proteina pol 1 apds o tratamento com luz UVC nos fibroblastos transformados, como

parece ocorrer nos fibroblastos primarios.
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Figura 38: Expressdo da proteina DNA polimerase 1 em fibroblastos transformados por
SV40 apds irradiagdo com luz UVC. As células foram irradiadas nas doses indicadas e
cultivadas de 0 a 24 horas antes da extracdo protéica, para realizacdo desse WB.

A adicao do inibidor de p53 pifitrina-o foi capaz de inibir a indugdo de pol 1 em
fibroblastos primarios como mostra a figura 39, em mais uma indicacdo da
dependéncia de p53 para que ocorra essa inducdo. Além disso, experimentos
realizados pelo aluno Guilherme Francisco mostraram que a expressdo de um

plasmideo contendo a sequéncia do gene TP53 foi capaz de restabelecer a indugao de

pol n apds tratamentos genotoxicos.
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Figura 39: Inibicdo da indugdao da proteina pol m apds irradiagdo com luz UVC em
fibroblastos primarios pelo tratamento com inibidor de p53 (pifitrina-a). Doses de
UVC: 0 e 40 J/m? para FHN e 0 e 6 J/m? para AS189 (XP-C).

4.3.2 Pré-dose de UVC induz diferengas na distribui¢ao do ciclo celular e diminuigao

da populacdao em apoptose apos doses elevadas de UVC

Para estudar possiveis efeitos fenotipicos dessa indugdo de pol 1 nas células
XP-C, foram realizados experimentos utilizando doses altas de UVC, 24 horas apds
irradiacdo das células com as doses mais baixas nas quais ja havia sido detectada a
inducdo da proteina pol 1 por WB (no caso 6 J/m?). Os resultados desses experimentos
sdo mostrados na figura 40, onde pode-se verificar uma diferenca nos perfis de ciclo
celular entre as células XP-C que receberam as doses “de indu¢dao” antes de receber as
doses grandes, quando comparadas com as células que receberam somente as doses
altas: as ultimas mostram uma forte parada do ciclo em fase G1, enquanto as células
pré-irradiadas apresentam uma parada em fase S/G2 (Figura 40B). Além disso, analises
da populacdo em Sub-G1 mostram que as células pré-irradiadas apresentam menos
células em apoptose do que as ndo previamente irradiadas (Figura 40C), mostrando
que a indugdo de pol n é capaz de aumentar a resisténcia das células XP-C ao estresse

genotdxico causado pela irradiagdo com luz UVC.
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Figura 40: Pré-dose de UVC induz diferencas na distribuicdo do ciclo celular e
diminuicdo da populacdo em apoptose apds doses altas de UVC em fibroblastos
primdarios XP-C. Os fibroblastos primarios foram irradiados como mostrado em A (pré-
dose de UVC: 6 J/m?). 24 e 72 horas apés a irradiacdo as células foram fixadas e
coradas com Pl para analise do ciclo celular (B) e da populacdo em Sub-G1 (C). O
grafico C mostra a média com erro padrdao de 3 experimentos independentes,
realizados em triplicatas. ***. p < 0.001 2-way ANOVA com Tukey’s Multiple
Comparison Test.

4.3.3 Pré-dose de UVC induz aumento da capacidade de replicagao de DNA

Ensaios de citometria com marcacdo de BrdU (pulso realizado por 20 minutos

apos a dose alta de UVC) também mostraram que as células pré-irradiadas sdo capazes
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de incorporar uma maior quantidade de DNA do que as células ndo-irradiadas, como
mostra a maior populagao de células em S nos grupos pré-irradiados 24 horas apds a
dose alta (em destaque na figura 41); uma irradiacdo com 46 J/m” (correspondente a
soma da dose de inducdo e da segunda dose) foi realizada como controle. Esses
resultados podem indicar que a indugao de pol 1 estd permitindo as células continuar
a replicagdo ao realizar a TLS através dos danos causados pela UVC, evitando a parada

das forquilhas de replicacdo, que poderiam levar a apoptose.
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Figura 41: Pré-dose de UVC leva ao aumento da populacdo em S 24 horas apds doses
altas de UVC em fibroblastos primdrios XP-C. Os fibroblastos primarios foram
irradiados como mostrado na figura 38A (pré-dose de UVC: 6 J/m?). O pulso de BrdU
foi realizado por 20 minutos apds a segunda dose de irradiacdo, e 24 horas apds a
segunda irradiacdo as células foram fixadas e coradas com Pl e BrdU para analise da
sintese de DNA através da incorporacdo do BrdU. No eixo x esta a fluorescéncia do
vermelho e corresponde a incorporacdo de Pl (quantidade de DNA das células) enoy a
fluorescéncia do BrdU (marcado em verde com FITC), correspondente a populacdo de
células que estd incorporando DNA no momento do pulso.

Para melhor estudar o mecanismo de acdo da pré-dose de UVC na forquilha de
replicacdo, foram realizados ensaios de DNA fiber assay, que é capaz de identificar a
elongacdo da cadeira filha de DNA em células antes e apds o dano genotdxico que
causa uma parada na forquilha de replicacdo (o dano genotéxico — no caso UVC —

encontra-se indicado com um raio na figura 42A). Esses ensaios mostraram que tanto
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fibroblastos primarios normais quanto deficientes em GG-NER (XP-C) que receberam a
pré-dose foram capazes de reativar a forquilha de replicacdo e replicar cadeias de DNA
maiores apos doses altas de UVC do que as células que ndao foram previamente
irradiadas, como mostra o aumento da razdo CldU/IdU, mais préximo dos controles
nado-irradiados (0.33), tanto nos fibroblastos normais (Figura 42B) como nos
fibroblastos XP-C (C). A figura mostra também grdaficos representando somente o
comprimento da fita de DNA sintetizada apds o dano genotoéxico (IdU track lenght),
nos quais é ainda mais evidente que as células pré-irradiadas foram capazes de
sintetizar cadeias maiores apds o dano do que as células que receberam somente as
doses mais altas.
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Figura 42: Pré-dose de UVC leva ao aumento da capacidade de sintetizar cadeias
maiores de DNA apds doses altas de UVC em fibroblastos primarios normais e
deficientes em GG-NER (XP-C). Os fibroblastos primdrios foram irradiados como
mostrado na figura 38A (pré-dose de UVC: 40 J/m? para FHN e 6 J/m? para XP-C). A:
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Exemplos de fibras com diferentes quantidades de DNA sintetizados apds o dano
genotoxico (raio). Quantificagdes das razdes CldU/IdU e do comprimento da fita de
DNA que incorporou IdU (IdU track lenght) nos fibroblastos normais FHN (B) e
deficientes em GG-NER (C). O pulso de CldU foi realizado por 20 minutos antes da
irradiacdo com as doses altas de UVC, e o de IdU por 1 hora apds essas doses. Foram
contadas no minimo 75 fibras por cada condicdo, em 2 experimentos diferentes.

De fato, as células que receberam a pré-dose mostraram-se mais aptas a
resolver a parada na forquilha de replicagao, continuando a replicagdo do seu DNA, o
que concorda com os dados de ciclo, incorporagdo de BrdU e sobrevivéncia celular,

uma vez que as forquilhas de replicacdo paradas podem colapsar formando quebras

no DNA, que sdo lesGes tdxicas.

4.3.4 DNA polimerase n é essencial para o aumento da sobrevivéncia celular

induzido pela pré-dose de UVC

Para nos certificarmos do papel da indugao da DNA polimerase 1 no fenotipo
observado nos experimentos de apoptose, foram realizados experimentos
semelhantes na presenca de um RNA de interferéncia para esse gene (siPOLH); os
resultados sdo apresentados na figura 43. Podemos observar que a expressdo/inducio
dessa proteina é essencial para o aumento da sobrevivéncia induzido pela pré-dose de
UVC, tendo um papel importante na resposta dessas células a longo prazo,
provavelmente permitindo a TLS e impedindo o colapso das forquilhas de replicacdo
gue posteriormente levariam as células a apoptose, uma vez que a quantidade de
células em apoptose é a mesma entre as células que receberam a pré-dose e as que
nao receberam na auséncia de pol 1, ou seja, a morte celular volta aos niveis sem pré-

dose.
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AS189 + UVC

% SubG1

Figura 43: Efeitos do silenciamento do gene POLH sobre fibroblastos primarios XP-C
ap6s doses repetidas de UVC. Os fibroblastos primdrios foram irradiados como
mostrado na figura 38A (pré-dose de UVC: 6 J/m?), ap6s silenciamento com siRNA. 72
horas apés a irradiacdo as células foram fixadas e coradas com PI para analise da
populacdo em Sub-G1. O grafico mostra a média com erro padrdao de 3 experimentos
independentes, realizados em triplicatas. ***: p < 0.001 2-way ANOVA com Tukey’s
Multiple Comparison Test.

4.4 Determinagao da funcionalidade da proteina DNA polimerase 1 nas células de

pacientes XP-V através do sequenciamento dos genes variaveis das imunoglobulinas

4.4.1 Confirmacdo do diagndstico da sindrome XP-V com base no perfil das mutagoes

dos genes variaveis das imunoglobulinas

Os resultados descritos a seguir foram obtidos em colaboracdo com o
laboratério do Dr. Said Aofouchi, sob co-orientacdo do Dr. Alain Sarasin, durante
periodo de doutorado-sanduiche no Laboratoério de Células B e Plasticidade Gendmica,
Institut de Cancérologie Gustave Roussy, Villejuif, na Franca. O objetivo inicial do
estagio era de aprender essa técnica que permite ndo sé uma confirmacdo do
diagndstico da sindrome de XP-V (ou mesmo do diagndstico quando ndo ha a
possibilidade da realizacdo de ensaios funcionais com fibroblastos, ou do
sequenciamento do gene POLH inteiro), mas também da determinacdo da

funcionalidade da proteina pol 1 presente nas células dos pacientes XP-V.
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Vale lembrar que os pacientes XP-V apresentam uma diminuicdo de mutacdoes
em sitios A/T de aproximadamente 50% (percentual médio da populagdo) para menos
de 10%, com um aumento concomitante nas mutagBes em sitios G/C (sinal da
atividade de pol k, apesar do numero de mutag¢des ndo sofrer alteracdo significativa, e
que a frequéncia de mutagdes nos sitios A/T estd diretamente relacionada a
quantidade da proteina pol n funcional, uma vez que pacientes XP-V que possuem
uma pequena quantidade de pol n funcional apresentam uma taxa de mutagdes em
A/T intermediaria entre os XP-Vs sem nenhuma proteina e o restante da populagdo.
Assim, foi sugerido que o sequenciamento das regiGes varidveis dos genes das
imunoglobulinas poderia ser usado como auxilio no diagndéstico de XP-V, assim como
para o estudo da funcionalidade da proteina presente nas células dos pacientes. Dessa
forma, nesse projeto buscava-se inicialmente a validacdo da possibilidade de
realizacdo do diagndstico da sindrome XP-V com base na analise das mutacdes em
sitios A:T dos genes varidveis das imunoglobulinas, partindo-se da hipdtese inicial de
gue ha uma correlacdo direta entre o nivel da polimerase ativa com a quantidade de
mutacdes em sitios A/T nesses genes.

A tabela 2 reune as informacOes dos pacientes estudados neste projeto. O
sequenciamento do gene POLH, assim como a andlise das proteinas por Western
Blotting, também foram realizados como controle para a validacdo dessa técnica como

diagndstico desses pacientes.

Tabela 2: Idade, tipo de mutacdo e padrdo de Hipermutacdo Somatica dos pacientes
estudados neste projeto

Paciente Idade Mutagaot Propor¢do Frequéncia Presenca de
mutacoes de inser¢des/de
AT:GC (%) mutagoes* lecOes
AS968 32 c.672delA 53:94,7 191 -
(p.Lys224AsnfsX5)
AS966 84 In frame V37 25,7:74,3 5,07 ++
deletion
AS967 72 In frame V37 26,3:73,7 3,98 ++
deletion
AS965 23 Codon stop 3,3:96,7 1,77 -
AS961 42 c.437dupA 6,6 :93,4 2,66 +
Média 50:50 1-2 -
populagdo

t mutagdo encontrada no gene POLH em homozigos
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* por 100 bp

Os experimentos comprovaram que 0s pacientes que possuem mutagdes que
permitem a producdo da proteina pol 1, mesmo que em quantidades residuais (AS966
e AS967), exibem uma quantidade de mutac¢des em sitios A/T superior (de 15 a 25%)
aos pacientes que possuem mutagdes que levam a auséncia completa da proteina
(AS961, AS965 e AS968). A figura 44 mostra um WB para a proteina pol m
exemplificando um paciente que contém uma pequena quantidade da proteina
(AS966, aproximadamente 75% de mutagdes em G:C), assim como um paciente que
ndo possui expressdao de pol n (AS968, aproximadamente 95% de mutagbes em G:C),
confirmando a correlagdo entre a presenga da proteina e um aumento nas mutagdes
em sitios A/T, uma vez que essa polimerase é a responsavel pelas mutaces em sitios
A/T, e somente na sua auséncia completa outra polimerase (k) é recrutada e forma

mutagdes em sitios G/C.

Pol m (79 kDa) | S

B-actina (42 kDa) - - ‘

AS966 AS968

Figura 44: Andlise da expressao da proteina pol n em fibroblastos primarios de
pacientes XP-V. Extratos das células indicadas foram utilizados para andlise da
presenca da proteina pol n por WB.

Ensaios semelhantes estdo sendo realizados com amostras dos pacientes XP-V
brasileiros, apds coleta de sangue realizada em novembro de 2103 em Araras (GO),
para determinagdo da quantidade de pol n funcional das células dos pacientes, o que é
interessante uma vez que a populacdo dessa comunidade é composta por
homozigotos de diferentes mutacbes, assim como por heterozigotos compostos e

portadores, que nunca foram estudados anteriormente.
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4.4.2 Analise dos tipos de mutag6es encontradas nas regides sequenciadas

De forma surpreendente, o estudo das regidoes amplificadas dos genes variaveis
das imunoglobulinas para a andlise das mutagdes demonstrou um padrao diferenciado
entre os pacientes XP-V mais idosos em comparacdo aos mais jovens: a figura 45A
mostra cada evento mutagénico representado por um traco ao longo da regido
amplificada; o comprimento do trago corresponde ao numero de eventos no mesmo
locus. Podemos observar que os pacientes mais idosos apresentam ndo sé uma
frequéncia de mutagGes mais elevada (superior a 4 mutag¢des/100 bp), mas também a
presenca de grandes fragmentos de insercdes e dele¢des, que ndo estdo presentes ou
estdo presentes em menor quantidade e/ou tamanho nos pacientes mais jovens
(Figura 46B, indicados por setas); vale lembrar que até o momento sé haviam sido
descritas como caracteristicas do processo de SHM mutagdes pontuais, sendo raros os

eventos de indels.

AS968 (32 anos) AS966 (84 anos)

Overall mutations Overall mutations

40

CTRL

tage mutated

Percentage mutated
°
L

20 |

CASE

— T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T LN e B B S
20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340 20 40 60 80 100 120 140 160 180 200 220 240 260 280 300 320 340

Position Position



105

Figura 45: Aumento na frequéncia de mutac¢des e na instabilidade gen6mica em
pacientes XP-V idosos. A: Frequéncia e localizacdo das muta¢des encontradas no
fragmento amplificado (J4-FR3) dos genes varidveis das imunoglobulinas. O
comprimento dos tragos verticais indica 0 nimero de eventos mutagénicos no mesmo
locus. B: Regides amplificadas de diversos clones apds alinhamento com a sequéncia
consenso, exemplificando os tipos de mutacbes encontrados nos pacientes jovens
(mutagbes pontuais e pequenas indels) e nos idosos (grande frequéncia de indels de
tamanhos varidveis, além de mutag¢des pontuais).

Para determinar se o aumento da instabilidade gendémica observado nos
pacientes mais idosos é ligada somente a idade ou a um efeito combinado da auséncia
de pol n ao longo do tempo, foram analisadas amostras de controles idosos e jovens. A
tabela 3 mostra as idades e as frequéncias de mutacdes (por cada 100 pares de bases)
dos pacientes, assim como dos controles idosos e jovens, estudados neste projeto,
lembrando que a frequéncia de mutacbes ja descrita para os pacientes XP-V é a
mesma que a da populacdo em geral, que varia entre 1 e 2 eventos mutagénicos por

100 pares de bases (o que muda é o perfil das mutacdes).

Tabela 3: Idade e frequéncias de mutagdes das regides Jy-FR3 dos genes varidveis das
imunoglobulinas, dos pacientes e controles

Pacientes XP-V Controles Idosos Controles Jovens
Frequéncia de Frequéncias de Frequéncia de
Idade mutacdes* Idade | mutacbes* Idade | mutacbes*
23 1,77 68 3,55 28 3,44
32 1,91 72 5 36 3,56
42 2,66 78 5,64 39 3,84
72 3,98 85 6,44 42 4,45
84 5,07
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* por 100 bp

A figura 46 mostra que de fato existe uma relacdo entre a idade dos individuos
e a frequéncia de mutagbes nas regides varidveis dos genes das imunoglobulinas: tanto
nos pacientes XP-V como nos controles, existe um aumento na frequéncia de

mutag¢bes em fungdo da idade.
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Figura 46: Aumento na frequéncia de mutacgdes das regides Jy-FR3 dos genes varidveis
das imunoglobulinas em funcdo da idade dos individuos. As frequéncias de mutagdes
referem-se as mutac¢des por 100 pares de bases.

Além do aumento da frequéncia de mutagdes, foi observado um aumento da
instabilidade gendmica associada a idade, ao menos nas regides amplificadas. Como
mostra a tabela 4, individuos mais idosos apresentam um maior nimero de inser¢des e
delecbes na regido sequenciada, quando comparados com os individuos mais jovens
(compare a por¢do rosa com as outras duas porgoes). Existe também uma diferenca
entre os pacientes XP-V idosos e os controles com idades semelhantes: nos pacientes
idosos ndo sé existem mais dele¢cdes e insercdes, como também o tamanho dos
fragmentos inseridos ou deletados é maior (compare a por¢ao rosa com a verde). Os
pacientes XP-V jovens ndo apresentam insercbes ou delecdes com mais de 10
nucleotideos. Esses resultados ndo haviam sido descritos anteriormente,
provavelmente pois nos estudos anteriores ndo foram utilizadas amostras de pacientes

XP-V com idades tdo avancadas.
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Tabela 4: Caracteristicas das mutacdes encontradas nas regides Jy-FR3 dos genes
variaveis das imunoglobulinas dos pacientes XP-V idosos e nos controles

Frequéncia de
Ins/del pequenast |Ins/del grandest | mutagdes*

J1 4 0 4,45
J2 1 2 3,56
J3 5 0 3,44
J4 4 0 3,84
01 4 3 3,55
02 3 0 5
03 7 1 6,44
04 6 1 5,64
AS967 9 5 3,98
AS966 9 4 51

Ins/del pequenas: < 10 nucleotideos
Ins/del pequenas: > 10 nucleotideos
T por clone (amplicon: 450 pares de bases)

* por 100 bp

J: controles jovens (25-45 anos)
O: controles idosos (65-85 anos)
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5 DISCUSSAO

5.1 Estresse oxidativo e homeostase celular

O surgimento do oxigénio (*£g-0,) na atmosfera terrestre ha bilhdes de anos,
produzido gradualmente por organismos fotossintetizantes, possibilitou o
desenvolvimento da vida na Terra como conhecemos hoje, através da formagdo da
camada de ozbnio (O3) e do surgimento de seres vivos aerdbicos. O oxigénio,
entretanto, é um agente oxidante, que, juntamente com outras espécies reativas, sao
capazes de reagir com diversas macromoléculas essenciais a vida, como os acidos
nucleicos (e ribonucléicos), as proteinas e os lipideos das membranas celulares e
mitocondriais, danificando-os de diferentes formas. Dessa forma, ao longo dos
processos evolutivos, os organismos desenvolveram diversos sistemas antioxidantes
para contrabalancear os efeitos negativos dessas espécies reativas, assim como vias

responsaveis pelo reparo que esses agentes causam nos componentes celulares.

As Espécies Reativas de Oxigénio (ERO) ndo sdo somente deletérias: diversos
organismos desenvolveram mecanismos enzimaticos para sintese e utilizacdo de
agentes oxidantes, por exemplo na defesa contra microorganismos através da
producdo de EROs por neutrdfilos e mondcitos (Lambeth, 2004), e na sinalizacdo de
diversos processos como o controle do tonus muscular, do ritmo respiratério e do
equilibrio do estado redox das células (Droge, 2002). A maior fonte de geracdao de ERO
intracelular, entretanto, é a mitocéndria, durante o processo de respiracao (Turrens,
2003). O estado conhecido como estresse redox ocorre quando hd uma producdo em
excesso de ERO, ou quando a célula é exposta a agentes oxidantes, que supera suas
defesas antioxidantes; o excedente de ERO causa diversos danos as biomoléculas,
levando consequéncias deletérias para a célula e para o organismo como um todo

(Wang et al, 2013).

Dentre as consequéncias celulares do estresse oxidativo estdo os danos a
estrutura do DNA, as proteinas e as membranas celulares (Marnett, 2002). A
peroxidacdo de lipideos das membranas por ERO leva a diminuicdao da fluidez e
aumento da permeabilidade das membranas, causa danos as proteinas integrais e leva

a propagacdao das reacdes oxidativas, através da sua decomposicdo em produtos
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téxicos, como aldeidos bifuncionais (Cejas et al, 2004). Essa propagacdo tem sido
associada a carcinogénese, doencas neurodegenerativas, doengas inflamatdrias e
auto-imunes (Bartsch e Nair, 2004; Valko et al, 2007), principalmente pela formacao de
adutos entre esses aldeidos e proteinas, que levam a modificagcdao das suas funcgdes
(Pizzimenti et al, 2013). Também podem ocorrer danos nas mitocondrias, como em
suas enzimas da matriz e componentes da cadeia de transporte de elétrons (Victor et
al, 2005), além do DNA mitocondrial; de fato existem cada vez mais evidéncias de
doencas humanas cuja patologia esta associada ao consequente acimulo de danos no

mtDNA, como alguns tipos de cancer e doencas degenerativas (Costa et al, 2011).

As ERO danificam o DNA através de diversos mecanismos, tanto na base
nitrogenada quanto na desoxirribose, levando a formagao de varios tipos de bases
oxidadas, que, se nao reparadas, levam a mutagénese e a instabilidade genética,
participando assim do processo carcinogénico (Hanahan e Weinberg, 2011). Além das
bases oxidadas “individuais”, algumas ERO podem levar a formacdo de lesdes em
tandem (Cadet et al, 2012) ou em cluster (Sage e Harrison, 2011); essas lesdes
complexas sdo capazes de interferir nos processos de replicacdo e transcricdo, sendo

portanto mais citotdxicas do que as bases oxidadas individuais (Evans et al, 2004).

5.1.1 Estresse oxidativo e doengas neurolégicas em pacientes com sindromes

associadas a deficiéncias em reparo

Os efeitos deletérios das lesdes do tipo bases oxidadas “individuais”, como por
exemplo a 8-hidroxi-2’-desoxiguanosina (8-OHdG ou 8-oxodG), estdo ligados
principalmente a processos mutagénicos, uma vez que essas lesdes ndo causam
distor¢des importantes na estrutura do DNA, levando a uma parada apenas transiente
da RNA polimerase Il (Tornaletti et al, 2004; Kathe et al, 2004; Larsen et al, 2004), mas
gue pode ser influenciada por outras varidveis como a concentracdo de ATP ou a
sequéncia na qual a lesdo estd inserida (Allgayer et al, 2013). Entretanto, as lesdes
complexas formadas por estresse oxidativo apds exposicdo a agentes genotdxicos
como a radiacdo ionizante (IR) (Georgakilas et al, 2013), ou mesmo durante o

metabolismo celular normal (Bennett et al, 2004), sdo capazes de causar distorcdes
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significativas na dupla hélice e consequentemente levar a parada da transcricdo pelo
bloqueio da RNA polimerase (Brooks et al, 2000).

Inicialmente, acreditava-se que as lesGes induzidas no DNA por estresse
oxidativo seriam reparadas exclusivamente pela via de Reparo por Excisdo de Base
(BER); entretanto, apos a identificacdo de lesGes complexas que também sdo formadas
em situacdes de estresse oxidativo, estas sim altamente distorsivas, foi descrita a
participacdo de outra via, o Reparo por Excisdo de Nucleotideos (NER), no reparo do
grande espectro de lesGes induzidas por estresse oxidativo (Berquist e Wilson, 2012).
Além dessas lesGes serem substrato direto de NER, outra forma de participacdao de
NER no reparo de lesdes oxidadas é através do papel regulatdrio de algumas proteinas
de NER sobre proteinas de BER: ja foram descritas interagGes entre proteinas de NER e
diversas glicosilases, que sdo responsaveis pelo aumento da atividade das ultimas

(Klungland et al, 1999; D’Errico et al, 2006; Muftuoglu et al, 2009; Aamann et al, 2014).

Ao contrario da alta incidéncia de tumores de pele nos pacientes portadores de
deficiéncias em NER, facilmente explicavel pela deficiéncia desses pacientes no reparo
das lesdes induzidas pela luz UV, algumas das manifestacdes clinicas desses pacientes,
como os graves sintomas neuroldgicos presentes nos pacientes XP com
comprometimento neuroldgico, CS, XP/CS e TTD, ndo podem ser explicados pela
exposicdo desses pacientes a irradiacdo com luz UV (Kraemer et al, 2007). A hipdtese
inicial seria de que pacientes XP e XP/CS teriam uma deficiéncia no reparo acoplado a
transcri¢cdo (TCR) de lesdes oxidadas como a 8-oxodG (Cooper et al, 1997), entretanto
o artigo que publicou a TCR de 8-oxodG foi retratado em 2005, por suspeita de fraudo
nos resultados (Check 2005; Cooper et al, 2005; Le Page et al, 2005); atualmente o TCR

de 8-oxodG ainda é motivo de debate na comunidade cientifica.

Assim, surgiu uma nova hipétese de que lesbes distorsivas, formadas por
processos endogenos de estresse oxidativo, seriam as responsaveis pelas patologias
neurolégicas desses pacientes (Brooks, 2007). Vale lembrar que os sintomas
neuroldgicos que atingem de 25 a 30% dos pacientes XP, pertencentes aos grupos de
complementacdo XP-A, -B, -D e -G (Kraemer et al, 1987) estdo associados a uma
degeneracdo progressiva dos neurénios, levando a atrofia do cdrtex e ao aumento da

espessura do osso do cranio (Rapin et al, 2000), enquanto a disfuncdo neuroldgica
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progressiva dos pacientes CS é resultante de um processo patolégico diferente, ligado
primariamente a desmielinizacdo (ou hipomielinizagdo), que ocorre desde o inicio do

desenvolvimento (Koob et al, 2010).

Diversos artigos descreveram a participacdo de proteinas do NER no reparo de
danos causados por estresse oxidativo no DNA, seja através da interacdo com
proteinas de BER, seja através do reparo de lesGes distorsivas/complexas, ou de
intermediarios de BER, pela via de NER. Fibroblastos deficientes em XPC apresentaram
sensibilidade ao tratamento com agentes oxidantes (D’Errico et al, 2006; Berra et al,
2013), assim como células XPA (Berra et al, 2013), CSA e CSB (De Waard et al, 2004;
D’Errico et al, 2007; Nardo et al, 2009) e XP-G/CS (Soltys et al, 2013).

Dessa forma, a partir dos indicios da participacdo de diversas proteinas de
NER no reparo de lesdes causadas por estresse oxidativo, o objetivo inicial deste
trabalho foi o de estudar a participacdo da proteina XPD na resposta das células
humanas frente ao estresse oxidativo, no sentido de melhor compreender os
mecanismos que levam as diferencas fenotipicas dos pacientes XP-D, XP-D/CS e

TTD/XPD.
5.1.2 Sensibilidade das células deficientes em XPD frente ao estresse oxidativo

O MB ¢é um fotossensibilizador fenotiazinico utilizado em terapias
fotodinamicas principalmente no tratamento de alguns tipos de tumores superficiais
(Wainwright et al, 1997). Pela sua caracteristica hidrofilica, o MB ¢é facilmente
incorporado pelas células (Blazquez-Castro et al, 2009), onde ele pode ser encontrado
em diferentes compartimentos celulares dependendo da concentracdo utilizada no
tratamento, sendo que a quantidade de MB detectada no nucleo , onde ele se liga ao
DNA de diversas formas (Rohs et al, 2000), aumenta depois da fotoativacdo (Mellish et
al, 2002). Apd6s absor¢do no comprimento de onda do vermelho (665 nm), a
fotoativacdo do MB, que nas concentragdes utilizadas neste trabalho (4 e 8 uM)
encontra-se majoritariamente em sua forma monomeérica, leva a formacao de grandes
quantidades de oxigénio singlete (*0,), com subsequente formagdo de um grande
numero de lesGes do tipo 8-0xo-G no DNA (Boiteux et al 1992). A metodologia utilizada

neste trabalho foi a mesma padronizada durante a tese de doutorado da Dra. Carolina
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Maria Berra, que é comprovadamente capaz de levar a absorcao do MB pelos
fibroblastos humanos, e de gerar 10, no nicleo dessas células, medido através da
emissdo desse composto no infra-vermelho préximo (aproximadamente 1270 nm)

(Berra et al, 2013).

A linhagem XP-D utilizada neste trabalho (XP6BE) possui mutacdes diferentes
em cada alelo: um alelo nulo que possui uma dele¢ao de 78 nucleotideos no exon 3,
levando a perda de aproximadamente 30 aminoacidos (del36—61), e outro alelo com
uma substituicdo de uma arginina para triptofano no cédon 683 (R683W), causada por
uma transversdao C=>T no nucleotideo 2047 (Takayama et al, 1995). Os resultados dos
trabalhos dos trés grupos que resolveram a estrutura cristalografica da proteina XPD
de trés diferentes Arquéias homodlogas a proteina humana (Fan et al, 2008; Liu et al,
2008; Wolski et al, 2008) permitem predizer as atividades da proteina XPD produzida
por esse paciente, que tem a atividade de helicase comprometida, ligada a alteracdes
no sitio de interacdo com p44, a diminuicdo da afinidade por ssDNA e a perda de

aproximadamente 80% da capacidade de hidrélise de ATP.

A linhagem XP-D/CS utilizada (XPCS2) apresenta somente um alelo funcional do
gene XPD, que carrega uma substituicdo G—>A no nucleotideo 1805, resultando na
mudanca do aminodcido glicina para aspartato no cédon 602 (G602D) na proteina
(Takayama et al, 1995). De acordo com os estudos de cristalografia, a substituicdo da
glicina, que é um aminodacido que confere flexibilidade as cadeias peptidicas por nao
possuir cadeias laterais, por um aspartato, leva a uma diminuicdo da afinidade pelo
DNA por causa da adicdo da carga negativa desse aminoacido na regido HD1-HD2,
assim com a uma perda da flexibilidade da proteina, impedindo mudancas conformais
importantes para a funcionalidade da proteina, assim como para a interacdo com
outras proteinas do complexo TFIIH; além disso, essa proteina mutada também
apresenta uma reducdo na atividade de helicase. E interessante notar que, das quatro
mutag¢des em XPD que levam ao fenétipo XP/CS (G47R, G602D, R666W e G675R), trés

sdo substituicGes de glicinas por outros aminoacidos menos flexiveis (Liu et al, 2008).

A linhagem TTD estudada (TTD2VI) possui uma substituicdo de arginina para

prolina em homozigose no cédon 592 (R592P) (Nishiwaki et al, 2004). Essa proteina
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ndo possui reducdo na atividade de helicase, porém essa substituicdo (que também
estd situada na porgcao C-terminal (regido de interagdo com p44) leva a uma grande
desestabilizacdo das interacdes da proteina XPD com os outros componentes do
complexo TFIIH. Através desses estudos cristalograficos, pode-se fazer uma predicao
do impacto das mutagdes que levam aos fendtipos XP, XP/CS e TTD na funcionalidade
da proteina: de forma geral, mutagdes XP alteram a capacidade de ligagdo com ATP e
DNA, diminuindo sua atividade de helicase; as do tipo XP/CS alterariam a capacidade
de mudancas conformacionais, e as do tipo TTD, a estabilidade dos dominios da
proteina, além de sua capacidade de interagdo com os outros componentes do
complexo TFIIH (Fan et al, 2008). Pode-se dizer que, em geral, as mutacdes dos dois
ultimos tipos levam a fenétipos clinicos mais graves, que na maioria das vezes atingem

os pacientes desde o inicio do desenvolvimento.

Através de diversos experimentos, identificamos uma elevada sensibilidade dos
fibroblastos humanos com diferentes deficiéncias na proteina XPD ao estresse
oxidativo induzido pelo tratamento com MB fotoativado. Houve pequenas diferengas
na sensibilidade entre as trés linhagens, sendo que a TTD/XPD se mostrou sempre a
mais sensivel (com menos de 10% de sobrevivéncia na dose mais alta de MB), seguido
da XP-D (10-20% de sobrevivéncia) e da XP-D/CS (20-40%). Essa sensibilidade é
significativamente maior do que os fibroblastos normais, e, em concordancia com
diversos trabalhos anteriores, sé ocorre apds a fotoativacdo do MB (Wainwright et al,

1997; Blazquez-Castro et al, 2009; Berra et al 2013; Soltys et al , 2013).

O aumento da sensibilidade também foi mostrado apds tratamento com outro
agente oxidante, o Bromato de Potassio (KBrOs), que também leva a formacdo de
bases oxidadas porém através de um mecanismo diferente do MB fotoativado
(Ballmaier e Epe, 2006; Kawanishi e Murata, 2006), mostrando que a sensibilidade
dessas células ndo deve ser exclusiva ao MB fotoativado, mas sim uma resposta
comum ao estresse oxidativo em geral. Células primdrias mutadas em XPD também se
mostraram mais sensiveis ao tratamento com MB fotoativado, porém essa
sensibilidade é menos acentuada que nos fibroblastos transformados. Sabe-se que a
transformagdao com o antigeno Large T do virus SV40 ocorre principalmente pela

interacdo dessa oncoproteina viral com os supressores de tumor p53 e pRb, inativando
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suas funcbes (Pipas, 2009); com os controles de checkpoint do ciclo celular atenuados
pela auséncia da acdo dessas duas proteinas, pode-se esperar que as células
transformadas ativem mecanismos de morte celular com mais facilidade do que as
células primadrias, que conseguem ativar corretamente seus controles do ciclo e assim
reparar as lesdes ao invés de entrarem em apoptose. E importante destacar também
que a sensibilidade dessas células ao tratamento com MB ativado foi corrigida por
complementacdo com a transfeccdo de um vetor de expressdo com o gene XPD,
confirmando o papel da proteina XPD no processo que garante a resisténcia ao

tratamento.

A deficiéncia no reparo de fotoprodutos em células XP-D, XP-D/CS e TTD/XPD ja
foi descrita (Fujimoto et al, 2005; Nishiwaki et al, 2008), assim como um aumento na
sensibilidade ao quimioterdpico doxorrubicina (Saffi et al, 2010); Arlett et al (2008) nado
encontraram sensibilidade ao tratamento com IR em fibroblastos XP ou XP/CS de
diversos grupos de complementacdo, entretanto as células CS sdo sensiveis a esse
tratamento (Cramers et al, 2011). Células CS com muta¢bes em CSA e CSB sao
reconhecidamente sensiveis ao estresse oxidativo (Tuo et al, 2003; Spivak e Hanawalt,
2006; D’Errico et al, 2007), provavelmente pela importancia dessas proteinas ndo sé
no reparo do DNA nuclear mas também na manutencdo da integridade mitocondrial
(Osenbroch et al, 2009). Em relacdo a tratamentos oxidantes em células com mutag¢des
em XPD, ja foi descrito um aumento na sensibilidade de células linfoblastdides
humanas XP-D (e XP-B) ao tratamento com perdxido de hidrogénio (H,0,;)
(Gopalakrishnan et al, 2010). Do nosso conhecimento, essa é a primeira descri¢cdo do

aumento da sensibilidade de células XP-D/CS ou TTD/XPD a tratamentos oxidantes.

Apds o tratamento com MB fotoativado, detectamos um bloqueio no ciclo
celular em fase G2/M nas trés linhagens com muta¢Ges em XPD, mesmo apds 48 horas
do tratamento, periodo apds o qual os fibroblastos proficientes ja haviam retornado
ao seu perfil normal do ciclo celular, indicando a presenca de danos nao-reparados no
genoma dessas células. E interessante notar que tanto as células transformadas
guando as primarias mostraram o bloqueio na mesma fase do ciclo. Esses resultados
estao de acordo com diversos outros trabalhos que também detectaram bloqueio em

G2/M em células mutadas em XPD apds tratamento com doxorrubicina (Saffi et al,
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2010), assim como em fibroblastos XP-A, XP-C (Berra et al, 2013) e XP-G/CS (Soltys et
al, 2013) apods tratamento similar ao deste trabalho. A transicdo G2/M é controlada
por diversas vias de sinalizacdo de checkpoint, essenciais para que a mitose ocorra de
forma adequada, e verificou-se que diversos compostos que induzem estresse
oxidativo levam a um bloqueio do ciclo celular na fase G2/M (Burhans e Heintz, 2009),
em um fendmeno que talvez esteja ligado ao fato de que uma grande parte das
proteinas que controlam o checkpoint em G2/M possuem sitios responsivos ao estado

redox da célula (Conour et al, 2004).

E interessante notar também o grande aumento na popula¢do polipldide
(quantidade de DNA > 4n) nas células XP-D apds tratamento com MB fotoativado,
principalmente nas maiores concentragdes utilizadas. Esses resultados talvez estejam
ligados a participacdo da proteina XPD em outro complexo que ndo o TFIIH, o MMXD
(composto pelas proteinas MMS19, XPD, MIP18, Ciaol e ANT2), que se localiza no fuso
mitdtico e é importante para a correta formacdo e segregacao dos fusos (lto et al,
2010); esse trabalho descreveu a formacdo de nucleos aberrantes por causa de
deficiéncias na segregacao correta dos cromossomos, tanto em células XP-D quanto
em XP-D/CS. Gopalakrishnan et al (2010), utilizando células linfoblastéides humanas,
também detectou anomalias cromossdmicas assim como uma grande quantidade de
danos no DNA em regides teloméricas em células XP-D apds tratamento com H,0,,
sugerindo um papel importante dessa proteina na manutencdo da integridade

gendmica em condi¢des de estresse oxidativo.

Em concordancia com a parada no ciclo celular, a marcacdo da histona H2AX
fosforilada (y-H2AX) também se manteve alta mesmo apds 48 horas de tratamento
com MB fotoativado, o que nao foi observado nos fibroblastos normais, nos quais essa
marcacao ja havia retornado aos niveis iniciais 24 horas apds o tratamento. A
fosforilacdo dessa histona na serina 139 pelas quinases da familia PI3K (ATM, ATR ou
DNA-PKcs) foi utilizada durante muito tempo como marcador de quebras na fita dupla
do DNA (DSBs), como observa-se por exemplo apds tratamento com IR; atualmente,
entretanto, essa marcagao é aceita como indicativo da presenca de diversos tipos de
dano no DNA, servindo para o recrutamento de proteinas de checkpoint do ciclo

celular, reparo e apoptose, sendo assim importante na manutengao da integridade do
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genoma (Lukas et al, 2011). Nossos resultados de ciclo celular e marcagdo de y-H2AX
indicam a presenca de danos ndo reparados no genoma das células deficientes em XPD
apos tratamento com MB fotoativado, mostrando que essa proteina é essencial para o
reparo das lesdes formadas por estresse oxidativo, mas que as deficiéncias em XPD
ndo impedem a sinalizacdo em resposta aos danos, ao contrdrio do que ocorre em

fibroblastos deficientes em XPF (Mogi e Oh, 2006).

5.1.3 Diferengas entre os mecanismos de morte celular entre as células deficientes

em XPD frente ao estresse oxidativo

Além da analise do ciclo celular, a marca¢do com o lodeto de Propideo (PI), um
intercalante da fita dupla de DNA, permite a deteccdo da populacdo em SubG1, ou
seja, com um contelddo de DNA menor do que células em fase G1 (< 2n). Essa
fragmentacdo do DNA ocorre durante o processo de morte celular por apoptose, que é
um processo que envolve a acdo regulada de enzimas catabdlicas (proteases e
nucleases), e leva a mudancas caracteristicas na morfologia nuclear, como a
condensacdo e fragmentacdo da cromatina, com a formacao de fragmentos de DNA de
multiplos de aproximadamente 200 bp (Kroemer et al, 1998). Em concordancia com os
ensaios de sensibilidade, os experimentos de citometria de fluxo detectaram um
aumento na populagdo em Sub-G1 nas células deficientes em XPD 72 horas apds

tratamento com MB fotoativado ou KBrOs, o que ndo ocorre nos fibroblastos normais.

A apoptose também é caracterizada pela ativacdo de caspases, que sao
cisteina-proteases que clivam as proteinas e levam a sua degradacdao. As caspases
apoptogénicas (2, 3, 6, 7, 8, 9 e 10) podem ser divididas entre caspases ativadoras (2,
8, 9 e 10), cuja funcdo é ativar as caspases efetoras (3, 6 e 7) que sdo as responsaveis
pelos eventos proteoliticos caracteristicos da apoptose (Thornberry, 1998). As
caspases efetoras sdo responsaveis por uma série de eventos irreversiveis no interior
das células, como a clivagem de proteinas essenciais para a integridade do
citoesqueleto (como a actina) ou do DNA (como PARP, TOP-1 e ICAD, inibidor da
DNAse ativada por caspases, CAD), levando a morte celular (Ryter et al, 2007). Durante
a apoptose ocorrem também mudancas na membrana plasmatica que levam a

exposicdo de residuos de fosfatidilserina (Ptd-Ser), o que é um sinal para
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reconhecimento e eliminacdo das células apoptdticas pelas células vizinhas ou por
fagocitos profissionais, antes que a ocorra o rompimento da membrana celular e o
extravasamento dos conteudos celulares para o meio extracelular, o que poderia levar
a uma reacgao inflamatdria, como é o caso da morte por necrose (Ravichandran e
Lorenz, 2007). Assim como os experimentos de deteccdo da populacdo em Sub-G1, os
ensaios de detec¢do de caspase 3 ativada mostraram um aumento dessa marcagdao em
todas as linhagens deficientes em XPD 72 horas apés tratamento com MB fotoativado,

em uma extensao muito maior do que nos fibroblastos normais.

Outro experimento que permite detectar o mecanismos de morte celular é a
coloragdo com trés corantes fluorescentes; o DAF é um corante verde de citoplasma, e
ha dois corantes de DNA, o Hoechst, em corante supravital capaz de ser incorporado
por células vivas (ou em apoptose inicial), e o Pl, que s6 é incorporado por células
mortas por necrose ou com a membrana ja permeabilizada (apoptose tardia). Assim,
de acordo com a incorporacdo dos corantes, assim como a morfologia das células,
pode-se distinguir entre morte por apoptose (incorporacdao do Hoechst, condensagao
nuclear, formacao de blebs) ou necrose (incorporacdo de Pl, tamanho aumentado). Os
experimentos utilizando a coloragao simultdanea com esses trés corantes mostrou um
grande predominio de morte por necrose nas células XP-D/CS e TTD/XPD apds
tratamento com MB fotoativado, em ambas as concentra¢des utilizadas, assim como
ao longo de todo o tempo em que as células foram acompanhadas. Esses resultados
parecem contraditérios com os dos experimentos de detec¢ao da populagdo em Sub
G1 e da ativacdo de caspase 3 por citometria, ambos indicativos da ativacdo de

mecanismos de apoptose por todas as linhagens estudadas.

A morte por necrose pode ser morfologicamente caracterizada por um grande
aumento do conteudo citoplasmatico (oncosis) e da matriz mitocondrial, que ocorrem
logo antes do rompimento da membrana celular; esse tipo de morte foi durante anos

I”

caracterizado como um mecanismo nao programado, quase “acidental”, que ocorreria
em resposta a insultos fisicoquimicos, ao contrdrio da apoptose, que sempre foi
conhecida como “morte celular programada”, e had anos esteve associada a
homeostase dos organismos e a processos como a metamorfose de insetos e anfibios

(Vandenabeele et al, 2010). Entretanto, desde o trabalho de Chen et al (2003),
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comegaram a ser descritos diversos mecanismos de necrose regulada, vias de morte
celular geneticamente controladas que levam ao extravasamento de conteudos
intracelulares, e sdo morfologicamente caracterizados por granulacdo do citoplasma e
oncose de organelas e da célula como um todo. Atualmente foram descritas diversas
vias de necrose regulada que apresentam em comum essas caracteristicas, mas que
diferem em seus mecanismos de iniciagdao assim como nas moléculas sinalizadoras e
efetoras do processo, como a necroptose, o partanatos, oxitose, ferroptose, ETose,
NETose, pironecrose e piroptose (Berghe et al, 2014); existe também uma via de
necrose denominada autoschizis, que apresenta morfologicamente algumas
caracteristicas de apoptose como fragmentacdo nuclear e formacdo de blebs

citoplasmaticos (Jamison et al, 2002).

Tanto a via extrinseca da apoptose quando a necroptose podem ser iniciadas
pela ativacdo de receptores de morte da familia receptores de TNF (Tumor Necrosis
Factor), como os TNF-R1 e 2 ou Fas apés ligagdo com TNF-a ou FasL (ligante de Fas),
respectivamente (Fayaz et al, 2014). Apds a ligacdo de TNF ao receptor, ha a formacao
de um complexo ligado ao TNFR1 denominado complexo | (composto por RIPK1 —
Receptor Interacting Protein Kinase 1 - e TRADD — TNFR1-Associated Death Domain),
responsavel pela ativacdo de NF-kB (Nuclear Factor-xB), que aumenta a transcricdo de
diversos genes anti-apoptéticos; existe também um complexo denominado complexo
lla, dependente de TRADD, que é formado por FADD (Fas-Associated Death Domain),
RIPK3, FLIPs (Flice-Like Inhibitory Protein) e proé-caspase 8 (Wu et al, 2012). Os
homodimeros da pro-caspase 8 sofrem autoprotedlise resultando na sua ativagao e
dissociacdo do complexo lla, permitindo a ativacdo das caspases efetoras 3 e 7, que

irdo dar continuidade ao processo apoptaético.

Entretanto, quando ha uma inibicdo da caspase 8, RIPK1 e RIPK3 se associam,
sdo ativados por auto- e transfosforilacdo, e se agregam em complexos denominados
necrossomos. A fosforilacdo de RIPK3 leva ao recrutamento de MLKL (Mixed Lineage
Kinase Domain-Like), que também ¢é fosforilada por RIPK3, levando a ativacdo de uma
série de JUN quinases (JNKs), producdo de EROs (em grande parte pelas mitocondrias)
e inducdo de necroptose. Entretanto, quando clAPs (cellular Inhibitor of Apoptosis

Proteins) sao degradadas ocorre uma cascata de sinalizagdo um pouco diferente,
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através da mudanca da ativagao canonica para nao-canoénica de NF-kB; essa mudanca
leva a formacdo de um complexo dependente de RIPK1 denominado complexo Ilb ou
ripoptossomo. O complexo llb pode induzir tanto apoptose quanto necroptose,

dependendo da presenca ou auséncia da caspase 8 (Galluzi et al, 2014).

Dessa forma, é possivel que o processo de morte celular que ocorra nas células
XP-D/CS e TTD/XPD seja algum tipo de necrose regulada, como a necroptose, se essas
células possuirem algum tipo de deficiéncia no processo apoptético, como por
exemplo na ativacdo da pré-caspase 8, que é uma das proteinas reguladoras da
escolha entre as duas vias. Alguns dominios da proteina XPD j& foram descritos como
essenciais para o processo apoptotico apds danos causados por irradiacdao UV, sendo
que esses dominios estdo mutados em células TTD/XPD, tornando assim as células XP-
D mais sensiveis a morte por apoptose (Queille et al, 2001). Um trabalho mais recente
mostrou que a proteina XPD se colocaliza com foci de y-H2AX em regides de DSBs
geradas por triplexes de DNA, e que a fosforilagdo de H2AX no residuo de tirosina 142
foi capaz de estimular a apoptose, em um mecanismo dependente de XPD, mostrando
um papel dessa proteina na protecdao da instabilidade gendmica induzida por

estruturas ndo-canodnicas de DNA (Tiwari e Rogers, 2013).

No caso das células XP-D/CS e TTD/XPD possuirem alguma deficiéncia no
processo apoptoético (em especial na ativacdo da caspase 8), devido ou ndo as
mutac¢des em XPD, é possivel que elas estejam ativando outras vias de morte, como a
necroptose, ou mesmo que haja uma coexisténcia entre mais de uma via, uma vez que
foi detectada a ativacdo de caspase 3 nessas duas linhagens, o que nunca foi descrito
como estando relacionado a alguma forma de necrose regulada. De qualquer forma,
estd claro que ha uma grande diferenca entre os mecanismos de morte entre as

células XP-D e as células XP-D/CS e TTD/XPD.

E possivel que essa diferenca esteja ligada aos fenétipos dos pacientes XP-D,
XP-D/CS e TTD; alguns dos pacientes XP-D apresentam sintomas neuroldgicos ligados a
neurodegeneragao que aparecem mais tardiamente ao longo da vida desses pacientes,
enquanto os portadores de XP-D/CS e TTD apresentam sintomas neuroldgicos mais

graves, desde o inicio da infancia ou mesmo durante a gestacdo, caracterizados por
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uma desmielinizagdao que é uma doeng¢a mais ligada a falhas no desenvolvimento, e
nao de degeneracgdo. Essa presenca acentuada de necrose detectada nos fibroblastos
apos danos genotdxicos causados por estresse oxidativo, indicando processos
diferentes do apoptdtico, pode ocorrer também nas células do sistema nervoso central
(CNS, de Central Nervous System), como as células da glia ou as células-tronco do CNS,
durante exposicao a EROs de origem enddgena. O mecanismo de necroptose ja foi
associado a diversas patologias, como em doencas neurodegenerativas como
Huntington, Parkinson e Alzheimer (Lin e Beal, 2006), ou apds danos causados por
isquemia/reperfusdo; de fato, diversos trabalhos descreveram que o uso de inibidores
especificos de diversos fatores da necroptose, como RIPK1 ou RIPK3, é capaz de levar a
uma melhoria nos fendtipos de diversas doencgas neurodegenerativas (Yuan et al,
2003). Dessa forma, seria interessante estudar se existe de fato um envolvimento
desses mecanismos nas patologias de CS e TTD, uma vez que inibidores dessas vias, ou
mesmo da sua inflamacdo associada, poderiam levar a uma melhora no fenétipo

desses pacientes.

5.1.4 Interagles entre as vias de BER e NER no reparo de lesdes causadas por

estresse oxidativo

Neste trabalho também realizamos experimentos na tentativa de buscar
possiveis interacdes entre as vias de BER e NER no reparo das lesdes causadas por
estresse oxidativo. De fato, diversos trabalhos ja descreveram interagdes entre essas
duas vias através do estimulo da atividade de glicosilases de BER por proteinas de NER,
como ja mencionado anteriormente (Klungland et al, 1999; D’Errico et al, 2006;

Muftuoglu et al, 2009; Aamann et al, 2014).

Além disso, outros estudos mostraram a participacdo de diversas proteinas de
NER no reparo de lesdo causadas por estresse oxidativo (De Waard et al, 2004; D’Errico
et al, 2006; Spivak e Hanawalt, 2006; D’Errico et al, 2007; Nardo et al, 2009; Berra et
al, 2013; Soltys et al, 2013), que ndo necessariamente estdo relacionados a uma
interacdo entre uma proteina de NER e uma glicosilase: por exemplo, segundo Parlanti
et al (2012), a participagdao da proteina XPA no reparo desse tipo de lesdes ndo estd

ligada a interacdo com nenhuma glicosilase, talvez porque as principais lesdes
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responsaveis pela toxicidade do tratamento com agentes oxidantes ndo sejam as bases
individuais (substratos principais de BER), mas sim os danos complexos como
ciclopurinas, quebras ou até ligacGes cruzadas entre DNA e proteinas (substratos de
outras vias de reparo, como NER, HR, NHEJ ou reparo de ICLs). Nesse mesmo trabalho,
os autores ndo encontraram diminuigdo na viabilidade celular apds estresse oxidativo
associado ao silenciamento de OGG1 nas células XP-A ou CS-B, e concluiram que todas
essas proteinas fazem parte de uma mesma via de reparo, iniciada por OGG1, e que

tem como cofatores algumas proteinas de NER.

O reparo dessas lesdes, que conta com interacGes de proteinas de duas vias
distintas, pode ser responsavel pelo reparo do genoma como um todo, ou somente
dos genes transcricionalmente ativos, em uma espécie de TCR da via de BER: a
glicosilase NEIL2 foi encontrada associada a RNA polimerase Il em regides onde havia
presenca de bases oxidadas, e ndo foi encontrada em genes inativos (Banerjee et al,
2010). Outro trabalho, utilizando uma nova metodologia (Comet-FISH assay),
demonstraram que existe de fato um mecanismo de TCR de 8-0x0G, e que o reparo
preferencial dessa lesdo na fita transcricionalmente ativa é dependente tanto de

proteinas de BER (OGG1) quanto de NER (XPA, CSB e UVSSA)(Guo et al, 2013).

Uma das estratégias utilizadas foi o uso de um inibidor de PARP, a 3-
Aminobenzamida, C;HgN,O (3-Ab); a estrutura da 3-Ab é muito semelhante a do NAD",
e sua atividade como inibidor se d4 por competicio com NAD" pela ligacdo a PARP,
essencial para o funcionamento da enzima. PARP1 é uma proteina nuclear que tem
afinidade por regides de SSBs e DSBs, e é ativado na presenca de diversos tipos de
danos; essa ativacdo se da pelo recrutamento de PARP1 para as regides de DNA
danificado, o que causa um grande aumento na sua atividade catalitica, possibilitando
a sintese de longos polimeros de PAR (poli-ADP ribose), que sdo ligados a diversas
proteinas, incluindo a prépria PARP, modificando as fung¢bes das proteinas PARiladas
(Rouleau et al, 2010). Sua ativacdo é necessaria para o reparo de SSBs por BER através
do recrutamento da proteina XRCC1, proteina responsavel pela montagem e ativacao
da maquinaria de BER (EI-Khamisy et al, 2003); PARP1 também participa do reparo de
DSBs pelas vias de HR, através do recrutamento de ATR e do complexo MRE1 na

presenca de DSBs (Haince et al, 2008), e de NHEJ (Wang et al, 2006; Patel et al 2011).
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De fato, diversos inibidores de PARP tém sido testados na clinica, inclusive ja em testes
clinicos de fase Il, para terapia contra diversos tipos de cancer, em combina¢do com
diferentes agentes quimioterapicos, pelo poder dos inibidores de PARP de aumentar a
sensibilidade das células tumorais aos agentes quimioterdpicos convencionais
(O’Sullivan et al, 2014).

Nossos experimentos mostraram que a inibicao de PARP foi capaz de causar um
aumento da sensibilidade ao tratamento nas células MRC5, apesar de um aumento
moderado na sensibilidade das outras linhagens. A linhagem normal MRC5, que
apresenta sensibilidade ao tratamento com MB fotoativado apenas na presenca desse
inibidor, pode indicar que PARP participa do reparo das lesGes induzidas por esse
tratamento, provavelmente através da ativacao de BER, embora ndo se possa excluir a
possibilidade da participacdo das vias de reparo de quebras, uma vez que esse
tratamento também pode levar a formacao de quebras, como detectado pelos ensaios
de cometa. Em relacdo as linhagens deficientes em XPD é possivel que a sensibilidade
dessas células ja seja tdo grande nas concentragdes de MB utilizadas, que ndo esteja
ocorrendo um efeito sinérgico da inibicdo de mais uma via; é possivel também que o
menor efeito do 3-Ab nessas células seja uma indicacdo de que a participacdo de PARP
no reparo dessas lesdes dependa da atividade da proteina XPD.

Utilizamos também uma outra estratégia para interferir na via de BER, através
do uso de RNA de interferéncia (siRNA) para diminuir a expressdo de genes dessa via,
no caso a glicosilase OGG1 e a DNA polimerase pol 3. Nossos resultados mostraram
gue nao houve grande diferenca na viabilidade das células apds o tratamento com MB
fotoativado na presenca de ambos os siRNAs, em nenhuma das linhagens.

Em relacdo ao siPOLB, é possivel que a auséncia de fendtipo detectavel por
experimentos de viabilidade seja devido a possibilidade de realizacdo de BER mesmo
na auséncia dessa proteina, através da via longa de BER, que também pode utilizar a
DNA polimerase 8. No caso da OGG1, a auséncia de efeito do silenciamento na
sobrevivéncia pode ser explicada pela grande redundancia que existe entre as
glicosilases: a OGG1 é a principal glicosilase envolvida na excisdao de 8-oxoG e FapyG
(Dizdaroglu, 2005), entretanto outra glicosilase, MYH (homdloga em Homo sapiens da
MutY de E. coli) também participa do reparo de 8-0xoG, através da excisdo da adenina

erroneamente incorporada frente a 8-oxoG apds a replicagao, evitando assim os
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efeitos mutagénicos dessa lesdo (Hazra et al, 2001); em relacdo a FapyG, pelo menos
outras duas glicosilases, NEIL1 e NEIL3, também s3o capazes de realizar sua excisdao
(Wallace, 2013). O camundongo nocaute para OGG1 (OGGl'/') é vidvel e ndo apresenta
nenhum fendtipo ao longo da vida, e apesar de apresentar um aumento nas taxas de
mutagénese espontdnea e de acumular grandes quantidades de 8-oxo no DNA
mitocondrial, ndo desenvolve tumores (Klungand et al, 1999; De Souza-Pinto et al,
2001). Entretanto, na presenca de estresse oxidativo, esse camundongo apresenta um
fenétipo significativamente pior do que os animais selvagens: por exemplo, apds
isquemia/reperfusdo, os camundongos 0GG1” apresentaram quantidades muito
maiores de danos do tipo bases oxidadas em diversas regides do cérebro, e
apresentaram uma recuperagdao muito mais lenta (Liu et al, 2011). Talvez seja possivel
detectar um fendtipo do silenciamento de OGG1 e POLB apods tratamento com MB
fotoativado através de outros experimentos que ndo os de viabilidade, como por

exemplo por HCR.

5.1.5 Capacidade de reparo e/ou retomada da transcri¢gdo apdés danos genotéxicos

causados por estresse oxidativo das células com muta¢cdes em XPD

Para estudar o papel dos danos ao DNA na sensibilidade das células com
mutag¢des em XPD ao tratamento com MB fotoativado foram realizados ensaios de
HCR, que permite a andlise do papel do reparo nuclear aos danos ao DNA sem a
interferéncia dos danos ao DNA mitocondrial e a membrana celular, que ocorrem
durante tratamentos oxidantes, e que podem interferir nos resultados de viabilidade
realizados quando o tratamento é realizado nas células inteiras. Além da capacidade
de reparo, esse ensaio permite também verificar a capacidade de reiniciar a
transcricdo apds o dano genotoxico.

Nossos resultados mostraram uma diminui¢ao da capacidade de reparo do DNA
plasmidial em todas as células mutadas em XPD quando comparada a capacidade de
reparo dos fibroblastos normais, sugerindo que de fato a presenga de danos ndo
reparados no DNA nuclear dessas células é responsavel em grande parte pela

sensibilidade dessas células ao estresse oxidativo. Outros grupos também
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demonstraram, através de ensaios semelhantes, a deficiéncia no reparo de lesdes
causadas por estresse oxidativo em DNA plasmidial em células com muta¢Ges em
proteinas de NER: XP-C (Kassam e Rainbow, 2007; Berra et al, 2013), CS-A e CS-B
(Spivak e Hanawalt, 2006); muta¢des em pelo menos um gene de MMR, MSH2,
também levaram a uma diminuicdo na capacidade de reparo de bases oxidadas
causadas por tratamentos com luz UVA ou MB fotoativado em DNA plasmidial (Pitsikas
et al, 2007).

Além disso, as células XP-D/CS e XP-D/TTD apresentam menor capacidade de
reparo/retomada da transcricdo do que as XP-D, o que pode indicar uma correlagdo
entre a deficiéncia de reparo de DNA e/ou retomada da sintese de RNA e a severidade
do fendtipo dos pacientes, uma vez que os pacientes XP-D/CS e TTD/XPD apresentam
os fendtipos mais severos (se comparados aos pacientes XP-D), assim como as
menores taxas de reparo/retomada da transcricdo apds danos gerados por estresse
oxidativo ao DNA plasmidial. De fato, diversas sindromes estdo associadas a
deficiéncias em diferentes via de reparo de DNA, ndo somente XP, CS e TTD, mas
também as sindromes de Bloom, Werner, FA, ataxia-telangiectasia (AT), tendo todas
elas alguns sintomas em comum, como aumento na incidéncia de tumores,
envelhecimento precoce e sintomas neuroldgicos. Deficiéncias no reparo de DNA,
tanto nuclear quanto mitocondrial, estdo também associados a diversas doencas
neurolégicas (Kulkarni e Wilson, 2008; Hayashi, 2009; Jeppesen et al, 2011; Canugovi
et al, 2013; Sepe et al, 2013). Dessa forma, durante anos pensou-se que as patologias
neuroldgicas dos pacientes XP, CS, XP/CS e TTD também pudessem ser respondidas
pela sua deficiéncia no reparo de DNA, uma vez que a deficiéncia no reparo estd ligada
aos sintomas de fotossensibilidade, envelhecimento precoce e aumento de incidéncia
de tumores (Hashimoto e Egly, 2009; Brooks 2013).

Entretanto, é importante lembrar que a via de NER é menos ativa em células
terminalmente diferenciadas, como é o caso dos neurdnios e astrécitos (Nouspikel,
2007; Yamamoto et al, 2007), e que, por mais que o acumulo de danos no DNA possa
levar a morte celular, a luz UV nunca é capaz de atingir as células do CNS. Além disso,
as patologias neuroldgicas dos pacientes XP, CS (ou XP/CS) e TTD é extremamente
diferente: como ja mencionado, os pacientes XP que apresentam sintomas

neuroldgicos sofrem de processos neurodegenerativos, enquanto as patologias dos
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pacientes CS e TTD é mais ligada a deficiéncias no processo de deposicao da mielina,
desde o inicio do desenvolvimento. Dessa forma, alguns grupos defendem que as
patologias neuroldgicas dos pacientes CS e TTD ndo podem ser explicadas somente
pela deficiéncia no reparo do DNA, mas também (ou principalmente) pelas deficiéncias
nos processos transcricionais desde o inicio do desenvolvimento (Compe e Egly, 2012).
De fato, uma diferenca importante entre as células XP-D e XP-D/CS reside ndo na
capacidade de reparo de fotoprodutos (completamente ausente para CPDs e
deficiente para 6,4-PPs, tanto em genes inativos quanto ativos em ambas as
linhagens), mas sim na retomada da transcricdo apds os danos causados pela luz UV,
que as células XP-D/CS, ao contrario das XP-D, ndo conseguem realizar mesmo apds 24
horas de tratamento (Van Hoffen et al, 1999). Essa deficiéncia na retomada da
transcricdo ndo parece ser ligada a deficiéncia no reparo, mas sim a um processo ativo
de repressao da transcricdao de diversos genes, o que poderia ajudar a explicar os
fendtipos severos dos pacientes XP-D/CS (Vélez-Cruz et al, 2012). Seria interessante
verificar se essa mesma diferenca ocorre apds danos causados por estresse oxidativo.

Além da sua participacdo em processos de reparo e de transcricdo, o complexo
TFIIH também é importante para diversos outros processos, como na regulacdo de
outros fatores de transcricdo, como o p53 (Lu et al, 1997), e de diversos receptores
nucleares, que sdo fosforilados pela subunidade CDK7 do complexo TFIIH, como os
receptores de acico retindico, vitamina D, hormoénios sexuais ou da tireoide (Compe e
Egly, 2012; Zhou et al, 2013). Dessa forma, algumas deficiéncias de desenvolvimento
de pacientes TTD podem ser explicadas por exemplo por defeitos na estabilizacdo de
receptores de hormoénios da tireoide (TR) somente em determinada populacdo de
células (as responsivas a horménios da tiredide), devido as mutacdes em XPD que
levam ao mal funcionamento do complexo TFIIH (Compe et al, 2007), o que explicaria
em parte a auséncia de diferencas na expressao génica de fibroblastos de pacientes XP
e TTD (Offman et al, 2008); assim, é possivel que muitas das diferencas importantes
entre os pacientes XP, XP/CS e TTD n3do sejam detectadas através do estudo de
fibroblastos.

A deficiéncia de reparo, entretanto, esta claramente associada ndo somente a
etiologia dos tumores de pele de pacientes XP (Bradford et al, 2011; Lai et al, 2013),

mas também ao desenvolvimento de sintomas oculares (Brooks et al, 2013) e auditivos
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(Totonchy et al, 2013). Um estudo com diversos camundongos deficientes em NER
mostrou diferengas interessantes entre os animais nocaute para Csa e Csb, assim como
no animal Xpd"®, que apresentam alteracBes nas células da microglia compativeis
com a desmilinizagdo que é vista nos pacientes CS, e ndo encontradas nos animais
nocaute para Xpa e Xpc. Nao foram encontrados sintomas claros de neurodegeneracao
em nenhum dos animais, somente alguns foci de ativacao de p53, mais frequentes nos
animais CS do que nos XP; sabe-se que somente cruzando os animais CS com XP
consegue-se o aparecimento de sintomas neuroldgicos, entretanto esses duplo-
mutantes apresentam progeria grave e tém uma vida extremamente curta (Murai et
al, 2001). Para estudar os efeitos da deficiéncia completa de NER na patologia
neuroldgica, foram gerados animais CS com nocaute condicional para Xpa somente em
neurdnios pds-natais. Esses animais apresentam grande perda neuronal ao longo do
tempo, provavelmente causada pelo acimulo de lesGes no DNA, mostrando que as
deficiéncias em NER se somam as deficiéencias em TCR nos processos

neurodegenerativos (Jaarsma et al, 2011).

Em resumo, as diferencas entre os fendtipos dos pacientes XP-D, XP-D/CS e
TTD/XPD estdo provavelmente ligadas a deficiéncias no reparo de diversos tipos de
lesdes, inclusive lesGes causadas por estresse oxidativo, mas também a diferencas nos
processos transcricionais apds dano genotdxico, e outros processos que o complexo
TFIIH faz parte, como a ativacdo de receptores nucleares. Nossos resultados indicam
qgue diferengas nos mecanismos de morte celular também podem estar ligados as

diferencas fenotipicas entre esses pacientes.

5.1.6 Sensibilidade das células XP-V aos danos genotdxicos causados por estresse
oxidativo

Aproximadamente 20% dos pacientes XP pertencem ao grupo XP variante (XP-
V) (Opletalova et al, 2014); esses pacientes apresentam fenétipo clinico mais brando,
quando comparados pacientes XP cldssicos (XP-A a XP—G), que possuem deficiéncias
em NER. Os portadores de XP-V ndo apresentam grande fotossensibilidade na infancia,
porém esta aparece na puberdade e aumenta no inicio da idade adulta, quando
comegam a surgir as primeiras lesdes malignas de pele. Além disso, esses pacientes

ndo desenvolvem sintomas neuroldgicos (Tanioka et al, 2007). Com a clonagem do
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cDNA do gene XPV/POLH, em 1999, identificou-se seu produto génico como sendo a
DNA polimerase n (pol eta, XPV ou POLH), homélogo de Rad30 em leveduras,
envolvida na TLS de fotoprodutos (Johnson et al, 1999; Masutani et al, 1999). Esta é a
Unica polimerase descrita cuja deficiéncia esta associada a uma sindrome humana até

0 momento.

Sabe-se que atividade da DNA polimerase n é essencial para evitar os efeitos
carcinogénicos da radiacdo UV; essa importancia é evidenciada pela maior incidéncia
de tumores de pele nos pacientes XP-V, que, apesar de ser menor do que nos outros
pacientes XP, é maior quando comparado com a populacdo em geral. Pol n apresenta
baixa fidelidade e processividade na replicacdo de DNA integro (Matsuda et al, 2000),
porém é especializada na sintese de DNA contendo lesdes causadas pela luz UV
(Biertimpfel et al, 2010): essa polimerase é capaz de adicionar os nucleotideos
corretos (A-A) opostos a CPDs formados por dimeros de T-T (cis-syn dimeros de
ditimina) (Masutani et al, 2000), as lesdes mais comuns formadas ap6ds exposicdo a luz
solar. Na auséncia de pol n, o recrutamento de outras polimerases TLS (1 e &) para
fazer o bypass dos CPDs resulta em aumento de mutacdes que levam aumento na
incidéncia de tumores de pele dos pacientes XP-V (Waters et al, 2009). Assim, acredita-
se que, ao contrario do bypass feito pela pol n, esse processo € mutagénico. Pol 1
também participa da TLS dos 6,4-PPs, que é realizado por duas polimerases: n ou 1
como insersoras (sintese do nucleotideo frente a lesdo) e & como extensora
(continuacgdo da sintese de DNA na lacuna), em um processo geralmente mutagénico

(Prakash et al, 2005).

Nossos dados mostraram que os fibroblastos provenientes de pacientes XP-V
apresentam um aumento da sensibilidade ao tratamento com MB fotoativado, que é
maior do que os fibroblastos normais, porém menor do que os fibroblastos com
mutacdes em XPD. Ensaios com linhagens de células XP-V primarias, provenientes do
pacientes XP-V brasileiros, também mostraram sensibilidade ao tratamento com MB
fotoativado, embora essa sensibilidade seja menos acentuada do que o observado nas
linhagens transformadas. Os fibroblastos XP-V também mostraram sensibilidade ao

tratamento oxidante com KBrOs.
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De acordo com os resultados de sensibilidade, as células XP-V apresentam um
aumento na populagdao em Sub-G1 apds tratamento com MB fotoativado, que é maior
do que a dos fibroblastos normais, e menor do que a encontrada nas células com
mutagbes em XPD; é interessante notar que as células do paciente XPO6GO, apesar de
se mostrarem mais sensiveis pelo experimento de sobrevivéncia clonogénica,
apresentam as menores quantidades de células em apoptose. Experimentos de
citometria para caspase 3 ativada também mostraram uma grande parte da populacdo
de células da linhagem XP30RO positivas para essa marcacdo 72 horas apods
tratamento com MB fotoativado, indicando, juntamente com os resultados da
populacdo em Sub-G1, que essas células provavelmente morrem por apoptose.

Os resultados de citometria de fluxo mostraram que as células XP-V
apresentam um bloqueio no ciclo celular que permanece mesmo apds 48 horas do
tratamento, diferente dos fibroblastos normais. E interessante notar que, mesmo as
linhagens possuindo mutagdes truncantes, o comportamento delas frente ao estresse
oxidativo é um pouco diferente: de forma geral todas as linhagens transformadas
apresentam um bloqueio em fase S/G2, entretanto esse bloqueio é varidvel em
intensidade principalmente nas concentragdes mais baixas de MB. Da mesma forma
gue as células transformadas, as células primarias também apresentam um bloqueio
no ciclo celular 48 horas apds o tratamento com MB fotoativado, que é diferente entre
as linhagens: enquanto a linhagem proveniente do paciente XPO4GO apresenta um
forte blogueio na fase G1, as linhagens dos pacientes XPO5SP e XPO6GO apresentam
um bloqueio muito menos acentuado, mais semelhante aos fibroblastos normais.

As células da linhagem XP30RO apresentam uma permanéncia da sinalizacdo da
presenca de danos no genoma, que é semelhante entre 4 e 24 horas porém aumenta
significativamente entre 24 e 48 horas apds o tratamento com MB fotoativado, em
mais uma indicacdo da permanéncia de lesdes ndo-reparadas no genoma. Essas lesdes
ndo devem ser quebras, uma vez que os resultados dos ensaios de cometa mostraram
gue essas mesmas células sdo proficientes no reparo de quebras causadas pelo
tratamento com MB fotoativado.

E necessario lembrar que tanto o aumento da sensibilidade das células XP-V
frente aos tratamentos oxidantes em relagdo aos fibroblastos normais, assim como as

diferentes respostas observadas entre as linhagens de pacientes diferentes, podem
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ocorrer ndo somente devido a possiveis diferengas na expressdo e/ou atividade da
proteina pol 1, mas também de todo o background genético de cada linhagem. Ensaios
de complementacdo sdo necessarios para que se possa afirmar a validade desses
resultados.

De forma geral, um aumento na sensibilidade das células XP-V ao tratamento
oxidante ndo era esperado, uma vez que essas células sao proficientes em NER e BER,
provavelmente as vias mais importantes para o reparo das lesdes causadas por esse
tratamento. E conhecido que pol n estd implicada na TLS de outras lesdes além das
lesdes causadas pela luz UV, como bases oxidadas tipo 8-0xoG e timina glicol (Haracksa
et al, 2000a; Kusumoto et al, 2002), bases alquiladas como a 0%-MeG (Haracksa et al,
2000b), adutos de cisplatina (Vaismann et al, 2000) e sitios AP (Choi et al, 2010).

Os fibroblastos de pacientes XP-V sdo moderadamente sensiveis a radiacao
UVC, e essa sensibilidade é fortemente aumentada na presenca de cafeina, um inibidor
das quinases da familia PI3K, que participam da sinalizacdo para a parada no ciclo
celular. Entre essas quinases esta ATR, que é ativada apds danos genotéxicos causados
por UVC pela interacdo de ATRIP com regides de ssDNA protegidos por RPA; um dos
alvos de ATR é Chk1, essencial para a parada no ciclo celular, assim como para a
estabilizacdo da forquilha de replicacdo (Despras et al, 2010). Além disso, ATR também
esta envolvida no recrutamento de pol m para regides de parada na forquilha de
replicagdo apds UVC, através da fosforilagdo de pol n (Chen et al, 2008). A cafeina
também é capaz de aumentar a sensibilidade das células XP-V ao tratamento com
cisplatina (Albertella et al, 2005), entretanto esses mecanismos ainda ndo foram
completamente elucidados.

Células deficientes em pol 1 também mostraram-se mais sensiveis ao
tratamento com doxorrubicina, assim como células deficientes em XP-A, sensibilidade
gue também é aumentada na presenca de inibidores de quinases (Moraes et al,
2012b). A sensibilidade a agentes oxidantes, entretanto, nunca foi descrita em células
XP-V. Células deficientes em outra polimerase TLS, pol 1, se mostraram sensiveis a
tratamentos oxidantes, provavelmente através do seu papel na via de BER (Petta et al,
2008), o que ndo parece entretanto ser o caso da pol 1.

O papel dessa polimerase na TLS de algumas lesGes causadas pelo tratamento

com MB fotoativado esta certamente ligado a diminuicdo da mutagenicidade, uma vez
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que a pol n apresenta alta fidelidade ao replicar lesGes do tipo 8-0xoG (Mcculloch et al,
2009), presentes em grande quantidade apds esse tratamento. Entretanto, as lesGes
mais responsaveis pela citotoxicidade desse tratamento provavelmente ndo sdo as
bases oxidadas individuais, mas sim as lesGes em cluster, as ciclopurinas e as quebras,
provenientes em grande parte apds a acdao da APE1 em sitios AP, principalmente na
presenca de muitas bases oxidadas em uma mesma regidao (Sage e Harrison, 2011). De
fato, o tratamento com diversos agentes oxidantes é capaz de levar a parada na
forquilha de replicagao (provavelmente pela formacgao de outros danos além das bases
oxidadas individuais), uma vez que Zlatanou et al (2011) detectaram altos niveis de
PCNA monoubiquitinado apds tratamentos oxidantes, sinalizacdo essencial para o
recrutamento de polimerases TLS (Kannouche, 2004; Bienko et al, 2010; Despras et al,
2012), e que de fato pol n é recrutada para regides onde ha a presenga de lesdes em
tandem de forma dependente de MSH2, e que a sintese de DNA ndo-programada
(UDS) so é retomada na presenga tanto de MSH2 quanto de pol n, mostrando que
essas proteinas sdo essenciais para o reparo desse tipo de lesao.

Além de ser capaz de realizar a TLS através de sitios AP, pol 1 também é capaz
de realizar o bypass de lesdes do tipo bases oxidadas em tandem, como as 8,5-
ciclopurina-2"-desoxinucleosideos: de fato, essa polimerase é capaz de inserir as bases
corretas T e C frente as lesGes ciclo-dA e ciclo-dG, respectivamente, com frequéncias
maiores do que as bases incorretas (Swanson et al, 2012); entretanto, pol | é capaz de
inserir apenas dois ou trés nucleotideos sem se dissociar do DNA apds o bypass da
lesdo, sendo entdo substituida pela polimerase & (You et al, 2013). Dessa forma, pol n
nado esta ligada somente a diminui¢cdo dos efeitos mutagénicos do estresse oxidativo,
mas também dos efeitos citotdxicos, por evitar os eventos de parada na forquilha de
replicacdo, que podem eventualmente colapsar formando quebras.

Uma vez que essa polimerase também estd envolvida em outros tipos de
reparo de lesGes mais complexas, como as quebras e ligacdes cruzadas (que também
podem ser formadas durante estresse oxidativo), através da sua participacdo nas vias
de HR (Kawamoto et al, 2005; Mcillwraith et al, 2005; Sebesta et al, 2005) e do reparo
de ligagbes cruzadas (Ho e Scharer, 2010; Klug et al, 2012; Fu et al, 2013). Pol n

também possui um papel ndo-catalitico na sinalizacdo e reparo de lesGes que causam a
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parada na forquilha de replicacdo, através da sua participacdo no recrutamento de
Rad18 para os locais onde ha danos, o que é essencial para a monoubiquitinagdao de
PCNA e consequentemente para a retirada do bloqueio da forquilha (Durando et al,
2013).

Dessa forma, é possivel que o aumento na sensibilidade encontrado nas células
XP-V esteja ligado ao papel da DNA polimerase 1 no reparo de lesdes mais complexas
do que as bases oxidadas individuais, uma vez que essa polimerase participa de
diversas vias de reparo, lembrando que hd necessidade dos ensaios de

complementagdo para a confirmagdo desses resultados.

5.2 Indugao da DNA polimerase 1 apds estresse genotdxico e suas consequéncias nas

respostas celulares

Nossos resultados mostraram uma clara indugdo nos niveis proteicos da DNA
polimerase 1 apds o tratamento com luz UVC, tanto nos fibroblastos normais quanto
nos deficientes em NER (XP-G), 24 horas apds o tratamento, mostrando que essa
inducdo é uma resposta celular que independe da sua proficiéncia em reparo.
Resultados semelhantes foram obtidos de forma independente pelo doutorando
Guilherme Francisco, do laboratdrio do Dr. Roger Chammas (FM-USP): foi observada
uma indugdo da proteina pol 1 em linhagem de melanoma (SK-Mel 37), 24 horas apds
tratamento com UVC, UVB e cisplatina. Além disso, a mesma inducdo ndo foi
observada na linhagem mutada em p53 (SK-Mel 28). Da mesma forma, ndo foi
detectada a inducdo apds doses equitdxicas de luz UVC em fibroblastos transformados
por SV40, ou ap6s adicdo do inibidor de p53 (pifitrina-a). Além disso, experimentos
realizados por Guilherme Francisco mostraram que a expressdo de um plasmideo
contendo a sequéncia do gene TP53 foi capaz de restabelecer a indugdo de pol n apds
tratamentos genotoxicos.

Alguns grupos realizaram o perfil de expressdao génica em diversos modelos,
entretanto a indugdo de pol 1 ndo foi detectada em nenhum deles (Dazard et al, 2003;
Lee et al, 2005; Enk et al, 2006). E possivel que o gene POLH n3o fizesse parte dos

painéis analisados por nenhum desses arquivos. No trabalho de Enk et al (2006),



132

entretanto, uma grande quantidade de genes foram modulados por UVB em células da
pele também 24 horas apds tratamento, mostrando que existe de fato uma resposta
tardia das células a esse estresse genotdxico. Em relacdo a genes ligados a reparo, ja é
conhecido que as proteinas XPC, XPE e XPF sdo induzidas apds radiagdo UV, sendo que
os genes XPC e p48/DDB2 s3o responsivos a p53 (Hwang et al, 1999; Adimoolan e Ford,
2002; Li et al, 2013), enquanto a indugdo de XPF foi descrita como dependente de um
aumento de c-Fos (Tomicic et al, 2011). Mesmo adutos causados por aflatoxina sdo
capazes de induzir a atividade de NER de forma geral, assim como aumentar a
expressao de XPA e XPB principalmente no figado dos animais tratados, efeitos
também ligados ao status de p53 (Mulder et al, 2014).

Outros artigos avaliaram a expressao génica apds tratamento com cisplatina, e
detectaram aumento na expressao de XPC e hHR23 em células de adenocarcinoma de
pulmdo (Shen et al, 2011), e de XPC e XPE em melanoma (Bowden et al, 2010;
Barckhausen et al, 2013), também dependentes de p21 e p53. Liu e Chen (2006)
demonstraram que existe um elemento de ligacdao a p53 na regidao promotora do gene
POLH, e detectaram um aumento no mRNA de pol 1 apds quebras geradas pelo
tratamento com camptotecina e IR, de forma dependente de p53. Dessa forma, nossos
dados parecem concordar com a literatura que mostra a inducdo de genes ligados a
resposta das células a insultos ao genoma, e que essa indugdo estd geralmente ligada
ao fator de transcricao p53.

Essa indugdo de pol m, no entanto, ndo implica necessariamente em uma
vantagem funcional, uma vez que a simples expressdo dessa proteina em células XP-A
ndo aumentam a capacidade dessas células de replicarem genoma lesado (Lima-Bessa
et al, 2006). Sendo assim buscamos estratégias que pudessem testar a funcionalidade
dessa proteina induzida nos fibroblastos primarios. Realizamos experimentos
semelhantes aos ensaios que eram feitos nas décadas de 60 e 70, nos quais eram
aplicadas doses fracionadas de radiacdo UV ou IR, em geral uma dose menor seguida
de uma dose maior, que geravam efeitos diferentes nas células em comparagdo com a
aplicacdo de somente uma dose grande (Elkind e Sutton, 1960; Domon e Rauth, 1973;
Todd, 1973; Todd et al, 1977; Moustacchi et al, 1979). Assim, tratamos fibroblastos
deficientes em GGR (XP-C) com a menor dose de UVC apds a qual havia sido detectada

a indugdo da proteina pol | por WB, e 24 horas depois (tempo no qual detectamos a
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maior inducdo), aplicamos uma segunda dose, mais alta, de irradiacdo UVC. De um
modo geral, nossos dados indicaram que a indugao da proteina pol n em células
humanas tem capacidade funcional: permitem ndo sé um melhor processo de
replicagdo de genoma lesado, como também levam a um aumento da sobrevivéncia
das células. Células que receberam somente doses elevadas apresentaram um forte
bloqueio em fase G1, enquanto as células que haviam recebido a pré-dose
apresentaram um bloqueio diferente, em fase S/G2. Os ensaios de incorporag¢do de Pl
também mostraram que as células que receberam a pré-dose apresentaram uma
menor quantidade de células em apoptose (Sub-G1) do que as células que receberam
somente as doses elevadas.

Ensaios de citometria através da marcacdo de BrdU, com um pulso realizado
apos a dose alta de UVC, também mostraram que as células pré-irradiadas sdo capazes
de incorporar uma maior quantidade desse nucleotideo na molécula de DNA, em
relacdo a células nao-irradiadas. Além disso, ensaios de fibra de DNA (DNA fiber)
demonstraram que tanto células normais quanto deficientes em NER (XP-C) irradiadas
com a pré-dose apresentaram uma elongacao mais eficiente do DNA em replicacdo
apos irradiacdo com doses altas de luz UVC, em relagdo a células que sé receberam
essas doses de luz UVC mais altas.

Esses resultados podem indicar que a indugdo de pol 1 esta permitindo as
células realizarem TLS mais eficientemente através dos danos causados pela irradiacao
com luz UVC, reduzindo o bloqueio das forquilhas de replicacdao, que podem sinalizar
para apoptose (Ortolan e Menck, 2013), como parece ocorrer nas células que nao
receberam a pré-dose. O trabalho de Moustacchi et al (1978) também detectou um
aumento na capacidade de replicacdo de DNA apds doses altas em fibroblastos
normais que haviam recebido pré-doses de UVC, efeito que estava ausente em
fibroblastos de pacientes XP-V e XP-A; esses resultados podem indicar também que os
efeitos da pré-dose no aumento da sobrevivéncia das células ndo esteja somente
ligado a TLS, mas também ao processo de reparo das lesdes.

Os resultados desses ensaios apresentaram semelhancas aos resultados do
trabalho de Sarasin e Hanawalt (1978), que detectaram que o tratamento de células de
primatas com doses baixas de diversos agentes carcinogénicos, assim como a

irradiagdo com luz UVC, eram capazes de aumentar a resisténcia de virus SV40 a
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irradiacdo com luz UVC. Os compostos carcinogénicos utilizados, como a aflatoxina e o
metilmetanosulfonato (MMS), tém em comum a capacidade de levar a parada na
forquilha de replicacdo das células eucariontes, sendo que o aumento da sobrevivéncia
dos virus foi relacionado a inibicdo da replicagdo do DNA viral das células hospedeiras.

Curiosamente, resultados similares haviam sido obtidos em bactérias, uma vez
que bactérias pré-irradiadas com UVC ou IR, ou pré-tratadas com mitomicina C (MMC)
ou aflatoxina, eram capazes de levar ao aumento da sobrevivéncia de virus fago-A
inativados por UVC (Sarasin et al, 1977), e que esse fenbmeno (conhecido como
induced phage reactivation) era dependente da ativacdo da via de resposta SOS em
bactérias (Weigle, 1953). Estes estudos levaram a busca por uma resposta em células
de mamiferos semelhante a resposta SOS de bactérias (Sarasin, 1985).

O termo resposta SOS foi utilizado pela primeira vez em 1974 por Miroslav
Radman, para descrever um mecanismo celular de resposta a estresse causado por
exposicdo a luz UV. Existem mais de 40 genes, regulados pela proteina repressora
LexA, que sdo induzidas em resposta a danos ao DNA e fazem parte do regulon SOS em
E. coli. Na presenca de danos genotdxicos, ocorre o acimulo de filamentos da proteina
RecA ativada (RecA*), o que ativa a transcricdo de genes SOS pela clivagem do
repressor LexA. Dentre esses genes, além do préprio lexA, estdo genes ligados a vias de
reparo de DNA, como NER (genes uvr) e reparo por recombinacao (recA); dessa forma,
apos o reparo das lesdes, os genes SOS sdo novamente reprimidos por LexA (Schlacher
e Goodman, 2007).

Uma das caracteristicas da indugcdo da resposta SOS é a o aumento da
mutagénese; de fato, existem trés genes de polimerases TLS induzidos pela resposta
SOS em E.coli: pol IV (dinB), pol 1l (dinA) e pol V (umuDC), sendo esta ultima a principal
responsavel pela mutagénese observada apds inducdo da resposta SOS (Bagg et al,
1981). Na fase estacionaria do ciclo celular, entretanto, as trés polimerases sao
responsaveis pela geracdo de mutacbes que conferem variabilidade na busca das
células procariontes por vantagens adaptativas (Yeser et al, 2002). A DNA polimerase V
(composta pelas subunidades UmuC e UmuD’, sendo UmuC a catalitica) também
pertence a familia Y das polimerases TLS, e é a principal polimerase implicada na TLS
de CPDs, 6,4-PPs e sitios AP (Nohmi, 2006). Na TLS de 6,4-PPs formados por T-Ts, pol V

incorpora principalmente dG frente a esses fotoprodutos, o que consiste no perfil
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mutagénico detectado apds inducdo da resposta SOS in vivo (Leclerc et al, 1991). Logo,
o processo SOS é ativado em bactérias reduzindo o efeito letal da irradiacdo UVC,
porém, ao custo de aumento de mutagénese.

Nossos resultados mostraram ainda que o silenciamento da expressao de pol n
também confirma o papel dessa proteina na reducdo de morte das células, porém nao
realizamos ensaios de mutagénese. E provavel que a indug3o dessa proteina apresente
um papel importante na resposta das células a longo prazo, provavelmente
aumentando a eficiéncia de TLS e impedindo o colapso das forquilhas de replicagao
gue posteriormente sinalizam para ativacdo de apoptose.

Assim, os efeitos “protetores” da pré-dose aparentemente ndo dependem
somente do aumento da capacidade de TLS, mas provavelmente também ao aumento
da expressdao de diversas outras proteinas induzidas por p53, dentre elas diversos
genes relacionados ao ciclo e ao reparo de DNA. No trabalho de Barckhausen et al
(2013), o aumento na expressdao de XPC e XPE nas células de melanoma por
tratamentos quimioterapicos foi capaz de conferir resisténcia a longo prazo ao
tratamento com agentes que causam ICLs nessas células, fenOmeno que sd ocorreu
nas células com p53 selvagem, mostrando que o aumento da capacidade de
reconhecimento dessas lesdes por proteinas de NER, assim como o aumento na
capacidade de lidar com as forquilhas bloqueadas, é capaz de conferir um aumento na
sobrevivéncia das células.

Sendo assim, pode-se fazer algumas analogias entre nossos resultados e a
resposta SOS de bactérias: a pré-dose de UVC funcionaria como um ativador de um
gene controlador da expressao de diversos outros genes, como é o caso de RecA nas
bactérias e de TP53 nas células de mamiferos. Dentre os genes induzidos, tanto na
resposta SOS como nos sistemas de pré-dose, estdo genes ligados a reparo de DNA,
assim como polimerases TLS. Uma das pols TLS induzidas pela resposta SOS é a pol V
que, assim como a pol n de mamiferos, é responsavel pelo bypass de lesdes causadas
pela luz UV. De fato, um mecanismo que possibilitasse as células eucariontes a
responder de uma forma mais eficiente (através do aumento das suas capacidades de
reparo e de evitar a parada prolongada da forquilha de replicacdo) a um agente
genotoxico presente de forma constante no meio ambiente, como a luz UV, poderia de

fato conferir uma vantagem evolutiva a essas células, e poderia ter sido um
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mecanismo selecionado ao longo da evolucgdo. Entretanto, para de fato definir um
mecanismo “SOS-like” em células de mamiferos, é necessario o estudo da mutagénese,

gue é uma das caracteristicas da resposta SOS de procariotos.

5.3 Determinagao da funcionalidade da proteina DNA polimerase n nas células de
pacientes XP-V através do padrio de mutacdes dos genes varidveis das

imunoglobulinas apds Hipermutagao Somatica

A Hipermutacdo Somdtica (SHM, de Somatic Hypermutation) ocorre nos
centros germinativos dos drgaos linféides secundarios, e leva a diversificacdo dos
genes variaveis das imunoglobulinas durante a resposta a determinado antigeno,
através da selecdo de células B possuindo receptores com maior afinidade pelo
antigeno (Weill e Reynaud, 2008). As células B que possuirem um receptor BCR (B Cell
Receptor) com maior afinidade pelo antigeno podem se diferenciar em plasmacitos ou
células B de memodria, conferindo protecao a longo prazo contra o antigeno especifico.
Durante o processo de SHM s3o introduzidas (em sua maioria) mutacdes pontuais nos
genes codificantes para as regides varidveis das cadeias pesada (Vy) e leve (V.) das
imunoglobulinas, depois que as células passaram pelo processo de recombinacao V(D)J

e apos estimulo por células T (Longo e Lipsky, 2006).

O processo de SHM ¢é iniciado pela enzima AID (activation-induced cytidine
deaminase), que catalisa a desaminacdo de citidinas em uracilas em regides
especificas, de aproximadamente 2 kbp dos genes das imunoglobulinas, levando a
frequéncia de uracilas 1 milhdo de vezes maior que no restante do genoma (Saribasak
e Gearhart, 2012). A uracila pode ser reconhecida e excisada pela glicosilase UNG ou
pelo complexo MSH2-MSH®6, e de acordo com a via de reconhecimento e formacao do
sitio AP ha o recrutamento de diferentes polimerases TLS, sendo que pol 1 é recrutada

pela via MSH2-MSH®6, formando mutacdes em sitios A/T (Reynaud et al, 2009).

Em 2001 foi feita a primeira descrigdao da pol 1 como responsavel pela geragdo
de mutagdes nos sitios A/T durante o processo de SHM (Zeng et al, 2001),
demonstrando que os genes varidveis das imunoglobulinas de pacientes XP-V

apresentam uma grande diminuicdo das mutagcdes nos sitios A/T (de
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aproximadamente 50% para menos de 10%, com um aumento concomitante nas
mutagdes preferencialmente em sitios G/C), em comparag¢do com a populagdo em
geral, apesar do nimero de muta¢des ndo sofrer alteracdo significativa. Estudos
posteriores demonstraram que a frequéncia de mutagdes nos sitios A/T estd
diretamente relacionada a quantidade da proteina pol i funcional; assim, foi sugerido
que o sequenciamento das regides varidveis dos genes das imunoglobulinas poderia
ser usado como auxilio no diagndstico de pacientes XP-V, assim como para o estudo da

funcionalidade da proteina mutada nesses pacientes (Faili et al, 2009).

Os experimentos realizados em colaboracdo com os Dres. Said Aofouchi e Alain
Sarasin comprovaram que 0s pacientes que possuem mutagdes que permitem a
producdo da proteina pol m, mesmo em quantidades residuais, exibem uma
quantidade de mutagBes em sitios A/T superior aos pacientes que possuem mutagdes
gue levam a auséncia total da proteina, confirmando a correlacdo entre a presenca da
proteina e um aumento nas mutacGes em sitios A/T. Ensaios semelhantes serdo de
grande interesse para a determinacdo da quantidade de pol 1 funcional das células dos
pacientes XP-V brasileiros, sobretudo nessa populacdo extremamente singular,
composta por homozigotos de diferentes mutagdes, assim como por heterozigotos
compostos e portadores, que nunca foram estudados anteriormente. Esses
experimentos, assim como os ensaios de complementagao, poderdo responder se as
diferencas observadas nas diferentes linhagens de pacientes XP-V apds tratamento

oxidativo se devem realmente a diferengas na expressdo/atividade de pol 1.

5.3.1 Papel da DNA polimerase 1 na manuteng¢ao da integridade da regidao dos genes

variaveis de imunoglobulinas em idosos.

O estudo das regides amplificadas dos genes varidaveis das imunoglobulinas
para a analise das muta¢des demonstrou um padrdo diferenciado entre os pacientes
XP-V mais idosos em compara¢dao aos mais jovens, com uma frequéncia de mutagdes
mais elevada e a presenca de grandes fragmentos de insercGes e delecdes, que ndo
estdo presentes (ou estdo presentes em menor quantidade e/ou tamanho) nos

pacientes mais jovens. Esses resultados foram inesperados uma vez que até o
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momento sé haviam sido descritas como caracteristicas do processo de SHM mutacdes

pontuais, sendo raros os eventos de indels (Keim et al, 2013).

Com a utilizacdo de controles de idade pareada, detectamos n3ao s6 um
aumento na frequéncia de mutacdes em funcdo da idade (tantos nos pacientes quanto
nos controles), mas também um aumento na instabilidade genémica (numero de
eventos mutagénicos) associada a idade, ao menos nas regides amplificadas:
individuos mais idosos apresentam um maior nimero de indels na regido sequenciada,
quando comparados com os individuos mais jovens. Existe também uma diferenca
entre os pacientes XP-V idosos e os controles com idades semelhantes: nos pacientes
idosos existe ndo s6 um numero maior de indels, como também o tamanho dos
fragmentos inseridos ou deletados é maior. Os pacientes XP-V jovens ndo apresentam
insercdes ou dele¢des com mais de 10 nucleotideos. Esses resultados ndo haviam sido
descritos anteriormente (provavelmente pela auséncia de pacientes XP-V em idades
avancadas nos outros estudos), e indicam um papel dessa polimerase na manutencao
da integridade do genoma ao longo da vida dos individuos, ao menos nos genes das
imunoglobulinas.

Pol n é necessaria para a manutencao da estabilidade gendmica na presenga de danos
genotdxicos como os fotoprodutos, sua auséncia estando associada ao aumento de
quebras (Limoli et al, 2002). Além disso, mesmo na auséncia de agentes genotdxicos
externos, cada vez mais estudos tém relacionado a agdo de pol n na replicagdo de DNA
em regides de estruturas ndo-B de DNA, que ocorrem normalmente em algumas
regides do genoma e podem bloquear as polimerases replicativas (Bétous et al, 2009;
Sharma et al, 2012; Boyer et al, 2013), e na replicacdo de sitios frageis (Rey et al, 2009;
Bergoglio et al, 2013), sendo que sua auséncia também estd associada a formacdo de
quebras cromossémicas nessas situacdes. E possivel que a auséncia de pol 1, com sua
substituicdo por outra(s) polimerase(s) por um longo periodo de tempo, esteja ligada a
um aumento da instabilidade gen6mica, principalmente nas regides repetitivas, em um
mecanismo semelhante ao observado em C. elegans, que acumula um numero
crescente de delegdes ao longo da vida, na auséncia de pol n ou em resposta a
estruturas ndo-canbnicas de DNA, em um mecanismo dependente de outra

polimerase, 0 (POLQ)(Roerink et al, 2014; Koole et al, 2014).
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6 CONCLUSOES

Com o trabalho realizado durante esta tese, e relagdo com dados existentes na
literatura, pudemos contribuir com algumas conclusdes, dentre as quais destacamos as

gue julgamos mais importantes:

Fibroblastos humanos com mutagdes em XPD/ERCC2, provenientes de
pacientes XP-D, XP-D/CS e TTD/XPD sdo altamente sensiveis ao estresse oxidativo,
induzido por pelo menos dois agentes oxidantes (Azul de Metileno fotoativado e
Bromato de Potdssio), sendo que a complementacdo das trés linhagens com o gene
XPD foi capaz de restaurar a proficiéncia de reparo em todas as linhagens. Detectamos
diferencas importantes relacionadas ao mecanismo de morte celular entre as
linhagens estudadas, sendo que as células XP-D apresentam um mecanismo de morte
celular por apoptose, enquanto as células XP-D/CS e TTD/XPD apresentam em
concomitancia mecanismos de apoptose e necrose. As linhagens diferem também em
relacdo a capacidade de reparo/retomada da transcricdo apds danos oxidativos
causados em DNA plasmidial, que sdo extremamente diminuidas nas células XP-D/CS e
TTD/XPD, quando comparado com as células XP-D. ldentificamos também uma
sensibilidade moderada de células provenientes de pacientes XP-V ao tratamento
oxidativo, porém esses dados necessitam de confirmacdo por ensaios de
complementa¢dao. De um modo geral, esses dados indicam que a proteina XPD, e a via
de reparo NER, participa do processamento de lesGes induzidas por estresse oxidativo,
auxiliando células humanas a sobreviver a lesdes induzidas no seu genoma nuclear. Na
auséncia de determinadas funcdes dessa proteina, a reducdo da capacidade de reparo
dessas lesdes sinaliza a processos de morte celular, os quais podem explicar fendtipos
clinicos observados em pacientes XP-D. Curiosamente, células de linhagens que
apresentam apoptose e necrose, apds tratamento com agente gerador de oxigénio
singlete (MB fotoativado), correlacionam com fendtipos mais graves, envolvendo
problemas de desenvolvimento com XPD/CS e TTD. Células provenientes de paciente
com fendtipo mais brando (XP-D) apresentam apenas apoptose. Esses dados devem
ser melhor explorados, buscando confirmar essa correlagdo em um numero maior e
diversificado, na expectativa que os fendtipos celulares (apoptose/necrose ou apenas

apoptose) possam corresponder a uma regra geral que discrimine fendtipos clinicos de
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pacientes (CS e TTD ou XP, respectivamente). Essas observacdes ndo sé poderiam
facilitar o diagndstico de pacientes como também podem ser pistas importantes para

se compreender as bases moleculares da diferenca fenotipica entre esses pacientes.

A proteina DNA polimerase 1 é induzida apos tratamento genotoxico em fibroblastos
primarios proficientes e deficientes em NER, sendo que o tratamento de células primarias
com pré-doses de UVC antes de doses altas do mesmo agente genotdxico é capaz de
induzir mudangas no perfil do ciclo celular, aumentar a capacidade de retomada do
processo de replicacdo do DNA e proteger da morte celular. Esses dados sdo pioneiros
no sentido de demonstrar que células humanas também apresentam processos
indutivos similares ao processo SOS observado inicialmente em bactérias, envolvendo

aumento da expressao e atividade de uma DNA polimerase TLS.

Confirmamos também a possibilidade de uso do perfil de mutacdes em sitios
A/T nos genes varidveis das imunoglobulinas como alternativa de diagnéstico de XP-V,
assim como na predicao da funcionalidade da proteina pol 1 presente nas células dos
pacientes. Além disso, detectamos um aumento na frequéncia de mutagdes nos genes
variaveis das imunoglobulinas em fungdo da idade nas células humanas, assim como a
presenca de grandes delecdes e insercdes nos genes varidveis das imunoglobulinas nos
pacientes XP-V de idades avangadas, o que nao foi observado nos pacientes jovens ou

em controles de idades pareadas.
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7 ANEXOS

Anexo 1: Paper publicado. Rocha CR e Lerner LK, Okamoto OK, Marchetto MC, Menck
CF. The role of DNA repair in the pluripotency and differentiation of human stem cells.
Mutat Res 752(1): 25-35, 2013.

Anexo 2: Tabela com as sequéncias dos primers utilizados.
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1. Introduction

Genetic material is constantly exposed to a variety of genotoxic
agents that can produce lesions on DNA and ultimately generate
genomic instability. The potential sources of DNA damage include
(i) endogenous factors such as those generated by metabolic
activities (e.g., reactive oxygen species [ROS]) and DNA replication
and (ii) exogenous factors such as environmental agents (e.g.,
ultraviolet [UV] and ionizing radiation [IR]). Some DNA lesions
create structural alterations in the DMA that can impair gene
transcription and DNA replication, thereby compromising wvital
cellular functions [1].

To counteract the constant occurrence of DNA lesions, cells
have evolved complex DNA repair systems that are responsible for
maintaining the integrity of genetic material. The major excision
repair mechanisms in most cells for repairing damaged or
inappropriate base incorporation within single DNA strands are
base excision repair (BER), nucleotide excision repair (NER) and
mismatch repair (MMR) [2]. In addition, two important mecha-
nisms are responsible for repairing lesions involving two strands of
DNA, interstrand crosslinks (ICLs) or double strand breaks (DBS):
non-homologous end-joining (NHE]) and homologous recombina-
tion (HR) [3]. The repair of different types of DNA lesions therefore
depends on different sets of proteins that presumably undergo
crosstalk to form a network for protection of the cell genome [4].
DNA repair mechanisms are ubiquitous protective mechanisms
comprised of several pathways that address many different types
of DNA lesions.

Human stem cells have the potential to differentiate into
several cell types. Adult stem (AS) cells are important in the long-
term maintenance of tissues throughout life, as they are
responsible for regenerating tissues in response to damage and
for replacing senescent terminally differentiated cells. AS cells
normally have their differentiation limited to certain derived
tissues and do not generate germ cell lines. In contrast, human
embryonic stem (ES) cells have the potential to differentiate into
all cell types found in mammalian embryos, including germ cells.
Although stem cells are difficult to obtain and their clinical use is
limited by ethical and safety considerations, genetic strategies
were developed to reprogram the nuclei of somatic differentiated
cells into pluripotent stem cells, which were termed induced
pluripotent stem (iPS) cells [5]. The maintenance of genomic
integrity in stem cells, both by increased stress defense and DNA
repair mechanisms is extremely robust because genetic alterations
can potentially compromise the functionality of entire cell
lineages. For AS cells, genetic alterations have been linked to the
impairment of proliferation and differentiation capacity and to the
increased potential of tumorigenicity and aging [6]. Unrepaired
DNA damage can lead to genomic instability and mutation, which
can affect cell proliferation control, resulting in cancer. The
inability of cells to cope with DNA damage triggers certain cellular
responses that may lead to cell death. This event is critical because
it provokes a decrease in the pool of stem cells, reducing the body's
ability to repopulate damaged tissues and leading to aging.

In this review, we discuss (i) the DNA repair capacity of stem
cells and its crucial role in differentiation and pluripotency
maintenance of ES and iPS cells; (ii) the DNA repair responses of
cancer stem cells and their implications for cancer therapy; and
(iii) the possible roles of DNA repair in the reprogramming process
of somatic cells to a pluripotent state and the potential use of iPS
cells for cellular therapy of DNA repair deficient patients.

2. Adult stem cells have elevated DNA repair capacity

AS cells have the remarkable ability of self-renewal and
differentiation into different functional cell types. In contrast to

postmitotic or short-lived somatic cells, tissue-specific stem cells
persist and function throughout the entire life of an organism to
regulate tissue homeostasis and regeneration. AS cells are
responsible for supporting many tissue functions, including the
production of undifferentiated cells for tissue rejuvenation [6]. The
functional demands and the longevity of stem cells indicate that
they are uniquely equipped to maintain genomic integrity in ways
different from those of somatic cells. In fact, as it will be discussed
here, AS cells generally display high levels of DNA repair capacity,
which decreases with differentiation.

One of the most versatile and highly conserved DNA repair
mechanisms is the NER. This pathway is involved in the repair of
helix-distorting lesions such as UV-induced photoproducts,
cyclobutane pyrimidine dimers (CPDs) and pyrimidine 6-4
pyrimidone photoproducts ((6-4)PPs) [7]. Many bulky DNA
adducts, including ICLs, generated by environmental pollutants
(e.g., aldehydes) or by anti-tumor agents (e.g., cisplatin) are also
repaired by the NER pathway [8]. The NER pathway comprises two
subpathways: global genome repair (GGR), which senses the
distortion in the double helix and repairs damage throughout the
genome, and transcription-coupled repair (TCR), which addresses
DNA lesions at the transcribing strand of active genes.

NER activity was shown to decrease during the differentiation
of many types of human stem cells [9). When the repair of UV-
induced DNA lesions was compared in terminally differentiated
human ( hNT) neurons and their precursor cells (NT2), the removal
of CPDs, by GGR, was markedly decreased in hNT neurons.
Furthermore, (6-4)PPs repair kinetics was also perturbed in hNT
neurons, since nearly complete removal was achieved only after 3
days, whereas a complete repair of (6-4)PPs lesions was observed
within hours in NT2 cells [10]. The attenuation of GGR upon
differentiation was also observed in differentiated macrophages as
aresult of the hypo-phosphorylation of the ubiquitinating enzyme
E1.The TFIIH complex, a component of NER pathway, could be the
potential target for ubiquitination and may represent an important
mechanism to regulate NER upon differentiation [11]. By contrast,
TCR subpathway remained functional in those cells and there was
no significant reduction in levels of NER enzymes. Moreover,
terminally differentiated cells also efficiently repair the nontran-
scribed strand of active genes, a mechanism known as differentia-
tion-associated repair (DAR). In this case, NER enzymes are
recruited at the transcription domain resulting in the efficent
repair of the damaged non-transcribed DNA strands [12,13].

BER is responsible for correcting small base modifications (e.g.,
oxidized bases and alkylation damage) and DNA single-strand
breaks (S5Bs). Such damage may result from endogenous events
(e.g., mitochondrial metabolism) or exogenous genotoxic agents
(eg., anticancer drugs). The BER pathway also comprises two
subpathways: the short-patch subpathway in which a single
nucleotide is replaced and the long-patch subpathway in which 2-
13 nucleotides are replaced [14]. In situ hybridization studies
showed that, in the mice brain, some BER glycosylases (such as
OGG1 and Neil 1) are highly expressed in neural stem or progenitor
cells, conferring high capacity to remove 8-oxoguanine (8-oxoGua)
lesions, which were reduced upon the induction of differentiation
[15]. The murine Nei endonuclease VIlI-like 3 (Neil3) glycosylase
was also found to be specifically expressed in areas known to
harbor neural stem and progenitor cells [16,17]. In addition, other
groups observed downregulation of BER genes, such as XRCC1 and
DNA ligase III and DNA ligase | during differentiation of mouse
myoblasts to terminally differentiated myotubes. Importantly,
both short and long patch BER pathways were dysfunctional in
myotubes and accumulation of 8-oxoGua was observed as a
consequence. The attenuation of BER in these differentiated cells
also resulted in the accumulation of SSBs and phosphorylated
H2AX nuclear fod after exposure to hydrogen peroxide [18].
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The HR and NHE] pathways repair the DNA molecule when it
undergoes DSBs, usually caused by [R or free radicals exposure. HR
is an error-free repair mechanism that requires a homologous DNA
sequence to perform DSB repair [19]. Therefore, this mechanism is
limited to the S or G2 cell cycle phase when sister chromatids are
available to serve as a template for correction of the broken strand
[20]. In contrast to HR, the NHE] pathway joins the two ends of a
DSB through a process that is largely independent of homology or
cell cycle phase. As a result of NHE] repair, the insertion or deletion
of a few nucleotides may occur at the rejoining site. Thus, NHE] is
considered an error-prone DNA repair mechanism [21,22].
Interestingly, in hematopoietic SC, downregulation of the NHE]
key component Ku70 protein is correlated with donor aging. As a
consequence, expression levels of Ku70 is higher in the newborns’
SCs when compared to young and old donors [23]. Also, human
hair follicle bulge SCs, compared with epidermal cells, have
increased nuclear expression and activity of DNA-PKcs ensuring
faster repair of DSBs by NHE] pathway [24].

The MMR pathway addresses base-base mismatches, insertions
and deletion loops that are generated during replication. In the
MMR pathway, the mismatch site is identified by MLH1, which
binds to the base, followed by identification of the newly
synthesized strand. A specific exonuclease removes the mis-
matched strand, followed by re-synthesis and ligation by DNA
polymerase and ligase, respectively [25)]. Quantitative reversed
transcribed-PCR identified a higher expression of DNA repair
genes, including several members of the MMR (MSH2, MSH6, MLHT,
PMS2), BER (AAG and APEX) and MGMT (Og-methylguanine
methyltransferase), in CD34+ (stem) cells compared to the
terminally differentiated CD34— counterparts. However, these
differences were not observed if those cells are induced to
proliferate by cytokines [26].

Another important mechanism to maintain genomic stability is
the Fanconi anemia (FA) pathway. FA pathway deficiency generally
leads to high cancer susceptibility and FA patients display
pronounced hypersensitivity to DNA-damaging agents such as
cross-linkers and IR exposure. The FA pathway coordinates a
complex response to genotoxic agents involving HR, NER, and
translesion synthesis. A key step in the activation of the FA
pathway is the ubiquitination of FANCD2 protein, leading to
formation of DNA repair structures [27]. Recently, it was shown
that the FA pathway is downregulated upon differentiation of THP-
1 and HL-60 leukemia cells into macrophages. During differentia-
tion, a significant reduction of mRNA and proteins of most
components of the FA complex was detected, which leaded to
deficiency of FA pathway activation due to lack of FANCD2
monoubigquitination [28]. In these cases, however, the reduction on
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FA pathway was accompanied by an increase of DSB repair through
NHE] [28].

Furthermore, in a study comparing hematopoietic stem and
differentiated cells, a variation of DNA repair capacity and
expression of DNA repair genes was observed during differentia-
tion of these cells treated with alkylating agent melphalan or
ethylnitrosourea. The rate of removal of DNA adducts, the resealing
of repair gaps and the resistance to DNA-reactive drugs were
higher in stem (CD34+ 38—) than in mature (CD34—) or progenitor
(CD34+ 38+) cells from the same individual [29).

3. DNA damage response in stem cells

Besides higher DNA repair capacity, AS cells count with
additional protection mechanisms. Many AS cells are usually
quiescent, remaining at the GO phase of the cell cycle, which
minimizes the chance of replication error. In addition, those cells
display a low metabolic activity and reduced number of
mitochondria and consequently decreased ROS production. For
example, hepatic and hematopoietic stem cells contain low
numbers of mitochondria and display low oxygen consumption
[30,31]. Furthermore, in contrast to differentiated cells that rely
primarily on mitochondrial respiration, AS cells generate energy
mainly through anaerobic glycolysis [32,33]. As expected, the use
of the anaerobic glycolytic pathway confers a cytoprotective
advantage to AS cells in view of the fact that mitochondrial
respiration generates large amounts of DNA damage induced by
ROS. In combination those mechanisms provide short-term
benefits in terms of DNA damage [34] (Fig. 1).

Cell proliferation requires progression through the G1 and G2
checkpoints ensuring duplication of viable and healthy cells. If cells
are exposed to genotoxic agents during DNA synthesis, the G1
checkpoint is activated, leading to a transient delay of the S phase
progression for proper repair of the lesions [35,36]. Once the DNA
damage has occurred, the cell initiates the process of DNA damage
response (DDR), which comprises a complex of proteins that
function as sensors, transducers and effectors. Thus, following DSB
induction, a complex cascade of reactions is triggered to arrest the
cell cycle and recruit DNA repair factors. The ataxia telangiectasia
mutated (ATM) kinase and the ataxia telangiectasia related (ATR)
kinase lead to cell cycle arrest, after DSBs are sensed by other
proteins like RPA or the 9-1-1 complex [37] by phosphorylating
the protein kinases CHK1 and CHK2. These DNA damage
transducers then slow down or arrest the cell cycle by decreasing
the activity of cyclin-dependent kinases (CDK), which gives the cell
time to DNA repair before replication continues [38]. While ATM
and DNA-PKcs play an important role in the response to DSBs, ATR

[ Oxidative Metabolism |
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Fig. 1. Increased mitochondrial oxidation and reduced DNA repair upon stem cell differentiation. Stem cells display high DNA repair capacity and a low number of
mitochondria, and rely on glycolysis for their energy needs. Mitochondrial oxidation is suppressed, resulting in reduced mitochondrial ATP production and ROS release.
During differentiation, cellular remodeling occurs, leading to increase in mitochondrial mass, mitochondrial oxidation, and ROS production. Fully differentiated cells display
reduced activity of the major DNA repair mechanisms, which may lead to genetic instability.
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Fig. 2. The consequences of DNA damage in stem cells. DNA damage response (DDR) is activated following DNA damage in stem cells, leading to DNA repair, apoptosis or
senescence. Over the lifetime of an organism, apoptosis and senescence may lead to exhaustion of the SC pool and to aging. If DNA is not properly repaired, 5Cs accumulate
mutations, which may be propagated within the SC population through self-renewal and passed on to daughter cells during 5C differentiation. Mutations that confer a
selective advantage in SCs may generate a pool of fast-growing cells that, with the accumulation of more mutations over time, leads eventually to the development of drug-

resistant cancer.

controls the responses to a much broader spectrum of DNA
damage, including lesions that interfere with DNA replication, such
as SSBs and stalled DNA replication forks [39]. Besides, ATM and
ATR signaling also increase DNA repair by inducing, recruiting and
activating repair proteins by modulating post-transcriptional
modifications like phosphorylation or SUMOylation [40].

The well-orchestrated action of these proteins has several
possible outcomes. One of the consequences of DDR is the arrest of
the cell-cycle progression aiming the DNA damage resolution and
ultimately cell survival [41,42]. Alternatively, if repair of the lesion
is impossible, the cell may be driven to senescence, be eliminated
by apoptosisor (in the case of stem cells) proceed to differentiation
(Fig. 2).

In fact, several studies have demonstrated a direct link between
reduced DNA repair capacity and loss of genomic integrity leading
to differentiation or impaired function (self-renewal) of AS cells
[43]. Mutations in genes related to NHE] (ligase [V and Ku80), NER
(XPD) or telomere maintenance (mTR) were associated with
impairment of hematopoietic stem cell function, e.g., decreased
self-renewal and age-dependent loss of bone marrow cellularity
and erythropoiesis [44). Reese et al. have found that Msh2/
murine hematopoietic S5Cs accumulate genomic damage leading to
loss of repopulating capacity, confirming that MMR machinery is
required for maintenance of stem cell function [45]. Also mouse
hematopoietic SCs lacking functional FANCD1 and BRCA2 exhib-
ited marked proliferation and self-renewing defect [46]. Moreover,
it has been shown that loss of stem cell function is not limited to
nuclear DNA damage, hence neural stem cells subjected to
mitochondrial DNA damage compromise their self-renewal ability
and shift their differentiation direction toward an astrocytic
lineage [47].

The fate of cells following DNA damage is directly related to the
severity of the insult and the rate of repair, and is spedally
determined by the duration and degree of the activation of p53
signaling. Thus, the faster the damaged DNA is repaired, the
weaker is the activation of p53, preventing cellular apoptosis. The
sensitivity to DNA damage and p53-induced apoptosis varies
greatly among AS cells [48,49). For example, hair-follicle-bulge AS
cells have been shown to rely on two mechanisms for increasing
their resistance to cell death induced by IR exposure: a higher level
of expression of the anti-apoptotic gene Bel-2 and activation of p53

for a shorter period. Of note, p53 attenuation is due to a higher
activity of NHE] repair mechanism displayed by those stem cells
[24].

If the DNA damage escapes DDR or is misrepaired, mutations
may accumulate in the stem cell pool, generating genetic
instability. The mutated genome may then be propagated and
amplified either horizontally (by the self-renewal of stem cells) or
vertically (to downstream progeny through differentiation).
Mutations that confer a selective advantage to stem cells or
progenitor cells have the possibility of being further amplified
through the process of clonal expansion. Over time, this large pool
of cells may acquire additional mutations that, in turn, may
eventually lead to tumorigenesis [50]. Therefore, robust DNA
repair efficdency is crucial for the prevention of aging and diseases
such as cancer (Fig. 2).

4. Cancer stem cells: the dark side of DNA repair

Because AS cells are long-lived, there is a relatively high
probability that a given AS cell will acquire the mutation(s)
necessary for the transformation process. AS cells and malignant
cells both possess an important common feature: the unlimited
capacity for cell division [51]. Cancer stem (CS) cells are a small
population of cells within tumors that have the potential for
indefinite self-renewal and differentiation [52]. CS cells are
characterized by the ability to “recapitulate the generation of a
continuously growing tumor” [53]; ie, they are capable of
initiating a tumor in immune-compromised mice, and the growing
tumor, following a series of transplantations, is able to recapitulate
the heterogeneity of the primary tumor.

CS cells are important in cancer biology because, like other stem
cells, they are able to persist for the lifetime of the organism. In
practical terms, they are resistant to radiotherapy and chemother-
apy [54,55). Resistance to anticancer treatment, in the case of
glioma stem (GS) cells, is related to the activation of pathways that
are linked to cell proliferation, such as the phosphatidylinositol-3-
kinase (PI3K)-Akt pathway. Akt inhibitors are capable of sensitiz-
ing GS cells to chemotherapeutic agents and IR exposure [56,57].
Enhanced activation of DNA damage checkpoints may contribute
to the increased resistance of CS cells to genotoxic agents; e.g., GS
cells, in comparison to differentiated cells, display higher
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activation of the checkpoint effector proteins checkpoint kinase-1
(Chk 1) and checkpoint kinase-2 (Chk 2) in response to IR [58].
However, the role of DNA repair pathways in the resistant
phenotype of CS cells remains controversial because some groups
did not observe increased DNA repair capacity in CS cells [9,59).

Many studies are being performed to determine the molecular
markers of CS cells and to elucidate the biological mechanisms that
are responsible for their increased resistance to radiotherapy and
chemotherapy. Hopefully, it may be possible in the near future to
manipulate CS cells to increase their sensitivity to anticancer
therapy, thereby increasing the efficiency of treatment protocols
|60].

5. The intimate relationships between DNA repair, stem cells
and aging

Over the lifetime of an organism, stem cell elimination and
senescence eventually lead to stem cell exhaustionand consequent
aging. Thus, the hallmark of aging is the loss of regenerative
capacity of tissue-specific stem cells, resulting from the depletion
of the stem cell pool (through either apoptosis or differentiation
following DNA damage ) and ultimately to the impairment of tissue
and organ functions. There is abundant evidence that the
accumulation of cellular damage over a lifetime is the primary
cause of age-dependent stem cell decline [61-64]. Inherited
defects in DNA repair mechanisms cause progeroid or accelerated
aging symptoms [65]. Cockayne syndrome, xeroderma pigmento-
sum (in some cases), Wemer syndrome, Hutchinson-Gilford
progeria syndrome, ataxia telangiectasia, trichothiodystrophy,
and Rothmund-Thomson syndrome are some of the diseases
most clearly related to DNA repair defects [66-68]. DNA damage
generated spontaneously by the byproducts of cell metabolism
(e.g., ROS), induces increased cell death when DNA repair is faulty,
which may lead to tissue (e.g., neuronal tissue ) degeneration and
reduced cell renewal capacity of stem cells. The results of studies of
NER deficiency syndromes indicate that the DNA repair of damage
induced by oxidative stress is defective in cells from patients with
symptoms related to developmental problems, neurodegeneration
or progeria, but not in cells from patients with mutation in the
same gene who do not present such symptoms [69,70]. Curiously,
cells from patients with a mutation in the gene XPC, who do not
present a clinical phenotype related to neurodegeneration or
progeria, were also reported to be defective in their ability to repair
DNA damage induced by oxidative stress [71]. In fact, there is
evidence that the complex XPC-HR23B stimulates the activity of
0GG1, the glycosylase responsible for recognizing and initiating
the repair of 8-oxoGua, one of the most abundant oxidized bases
[72]. These controversial results indicate that oxidatively generat-
ed damage is necessary but not sufficient for the more severe
symptoms related to progeria observed in these patients. Further
studies regarding the possible occurrence of such differences in
stern cells are important to clarify not only the consequences of
genotoxic damage in the aging process but also the role of the
aging-related protective effects of stem cells,

Consistent with the DNA damage-based theory of aging, some
knockout mice for genes related to DNA repair present symptoms
related to neurological diseases and premature aging [64,73).
Under genotoxic stress, the hematopoietic stem cells of NER or
NHE] deficient mice displayed increased apoptosis levels and
reduced proliferation and self-renewal, leading to functional
exhaustion [74]. Proteins of NER and BER are also responsible
for protecting DNA damage in mitochondria, which may ultimately
lead to aging: the NER proteins CSA and CSB were also found to be
targeted to mitochondria after oxidative stress, as well as they
were shown to interact with the BER glycosylase OGG1. The
absence of one of these proteins leads to loss of subcutaneous fat

by apoptosis caused by accumulation of damage in mtDNA, one of
the major characteristics of aging both in normal and progeroid-
affected organisms [75). Other relevant factor may include the
induction of autophagy by CSB protein to remove damaged
mitochondria, as a consequence, C5B defective cells exhibit
mitochondrial dysfunction and increased metabolism [76].

A recent study showed that muscle-derived stem|progenitor
(MDSP) cells from old or progeroid mice (ERCC1~'~ mice) had
reduced proliferation and differentiation potential [77]. A single
injection of MDSP cells derived from young wild-type mice was
able to restore the proliferation and differentiation of ERCC1~/
MDSP cells, and transplantation of MDSP cells increased the
lifespan of ERCC1~'~ mice more than 3-fold. The transplanted
MDSP cells improved the health and lifespan of progeroid mice
even though limited donor cell engraftment was detected,
suggesting that the cells exerted their therapeutic effect through
secreted factors. Consistent with this concept, a parabiotic pairing
between a young and an old mouse, in which the two mice shared a
single arculatory system, revealed that young systemic molecular
signaling enhanced the proliferation and activation of aged
myogenic progenitor cells [78).

The lifespan increase observed in ERCC1~'~ mice following the
transplantation of MDSP cells from a younger mouse may seem
inconsistent with the damage-based theory of aging However, it is
reasonable to speculate that the secreted factors that contribute to
the inhibition of age-related phenotypes and to a prolonged
lifespan direct or indirectly promote antioxidant effects. ROS, the
natural by-products of oxidative energy metabolism, are often
considered to be the major endogenous source of DNA damage
related to aging [79)]. Thus, a cell with an induced antioxidant
defense might undergo less DNA damage, resulting in enhanced
genomic stability and ultimately in greater longevity.

6. Embryonic stem cells have the highest DNA repair capacity

ES cells are defined by two remarkable properties: the ability to
undergo indefinite self-renewal and the potential to differentiate
into all of the tissues of the organism. Genomic instability and
mutations in ES cells can compromise their ability to generate
multiple cell types and lineages. Germ line cells may also be
affected; i.e., the progeny derived from the original mutated ES
cells may carry the mutation. In view of these potentially
catastrophic effects of mutation, it is not surprising that ES cells
possess powerful systems for maintaining their genomic integrity.

Regardless of enormous progress in the field of pluripotent stem
cells, still there is a lack of knowledge related to their DNA re pair
capacities as compared to differentiated cells. In addition, most of
the available data on DNA repair has been obtained using mouse, as
opposed to human EScells as models. Maynard et al. demonstrated
that human ES cells display more efficient DNA repair than do
somatic cells in response to various DNA damaging agents
(hydrogen peroxide [H,0;], UV-C, IR and psoralen). The alkaline
comet assay revealed that after exposure to 20]/m?® UV-C
radiation, the two human ES cell lines tested showed more rapid
repair kinetics than fibroblasts, indicating a more efficient NER
activity [80]. Microarray analysis revealed that human ES cells
have higher expression of several DNA repair genes, including
some related to BER and DSB repair, when compared to human ES-
differentiated cells. Thus, when human ES cells or its differentiated
counterpart were treated with Hy0; the protein levelsof 0GG1 and
APE1 were increased in the human ES cells. In accordance, the level
of 8-oxoG lesions was lower in human ES cells than in fibroblasts
due to a more efficient repair of oxidatively generated lesions [80].

Moreover, a higher level of proteins involved in MMR ( MLH-1,
MSH-2, MSH-6), HR (MRE11, NBS1, and RAD52) and NHE] (XRCC4
and ligase IV) was detected in ES cells, when compared to
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differentiated cell lines [81]. Consistent with these findings,
human ES cells, in comparison with neural progenitors (NPs) or
astrocytes, were shown to repair D5Bs more efficiently and in an
ATR-dependent HR manner. It was observed an elevated basal
expression of RADS1 in the human ES cells (NP and astrocytes
express 50% and 10% of Rad51 levels detected in ES cells,
respectively). Also, after treatment with 2 Gy of IR, ES cells display
efficient resolution of RAD51 foci, an indication of activation of HR
[82]. In a different study, the NHE]J activity was investigated and
although human ES cells showed lower NHE] activity, the accuracy
of repair in the ES cells was 1.4-fold and 2.6-fold higher when
compared with NPs and astrocytes, respectively. While NHE] is the
predominant pathway in somatic cells for the repair of DSBs, HR is
preferentially used in mouse and human ES cells [82,83 . However,
when it comes to DNA repair capacity, differences were observed
between mouse and human ES cells. As an example, mouse ES cells
failed to rejoin half of the DSBs produced by high doses of IR
exposure, while human ES cells were able to rapidly repair IR-
induced DSBs [84]. Moreover, the NHE] mechanism of human ES
cells differs from that of somatic cells in that it is independent of
ATM, DNA-PKcs and PARP, but dependent on XRCC4 [85]. However,
recent observations showed that DNA-PKecs and NHE] can
participate in the repair of DSBs induced by IR exposure during
late G2 in human ES cells [86]. Therefore, upon differentiation of
human ES cells, the use of NHE] to repair DSBs progressively
increases, whereas the fidelity of repair decreases.

ES cells rely on two distinct mechanisms to preserve their
genomic integrity. First, the cells display reduced levels of ROS,
increased expression of antioxidants and higher activity and
fidelity of repair mechanisms. Second, ES cells that are unable to
repair their damaged DNA are eliminated from the stem cell
population through differentiation or apoptosis [33]. Human ES
cells display very low levels of mitochondrial mass and oxidative
phosphorylation and obtain energy preferentially through non-
oxidative glycolysis [87]. Mitochondrial proliferation and tran-
scription increase significantly during the differentiation process
[88,89] (Fig. 1), suggesting that mitochondrial activity plays an
important role in the balance between self-renewal and differen-
tiation in ES cells [90,91]. In addition, reduced expression levels of
antioxidants and DNA repair genes and increased DNA damage
were observed in spontaneously differentiated human ES cells
[92].

The cell cycle of human ES cells is shorter than that of somatic
cells. HumanES cells cycle through the same four phases ( G1, 5, G2,
and M), but the duration of the G1 phase is much shorter and the
transition from the G1 to S phase is fadlitated by increased
expression of CDK4 and cyclin D2 [93). The unique kinetics of the
G1 phase, and the partial deficiency of G1/S checkpoint, in ES cells
allow damaged cells to progress into the S phase, in which the DNA
damage is amplified, leading to cell death. Premature differentia-
tion and senescence are alternative outcomes of DNA damage
repair that are considered to exert a beneficial effect by restricting
the accumulation of defective cells in the stem cell compartments.
From an evolutionary perspective, the DDR-enforced differentia-
tion of stem or precursor cells may therefore help to preserve the
genomic integrity of a cell type, tissue, organism, or species.
Following genotoxic stress, the tumor suppressor p53 is stabilized
and activated, as in other cells, thereby preventing the accumula-
tion of genetic mutations by inducing cell cycle arrest and DNA
repair. In cases of severe or excessive DNA damage, p53 may
induce apoptosis or senescence to eliminate potentially tumori-
genic cells [94]. p53, acting as a transcription factor, may also
directly repress the expression of important genes related to
pluripotency, such as nanog [95). Such repression is one of the
major links between DNA damage and loss of pluripotency leading
to cell differentiation.

7. DNA repair efficiencies in induced pluripotent stem cells and
in embryonic stem cells are equivalent

iPS cells are obtained via the acquisition by fully differentiated
cells of de novo pluripotency upon the overexpression of a defined
set of transcriptional factors [5]. Human iPS cells share several
characteristics with human ES cells, including self-renewal,
differentiation into cell types of all three germ layers and the
capacity to form teratomas when injected into immune-compro-
mised mice [96]. iPS cells therefore have a wide range of potential
medical applications. They represent a rejection-free tissue source
for regenerative medicine and avoid the ethical restrictions or
concerns regarding the use of human embryonic cells. iPS cells can
be obtained from a variety of human tissues and serve as powerful
tools for the elucidation of disease development and progression
(so-called “disease in a dish” modeling) and for drug screening
[97,98]. It is therefore crucial to confirm that iPS cells possess
robust DNA repair mechanisms to ensure their genomic integrity
for purposes of safe use in both disease modeling and cellular
therapy strategies.

Because the development of human iPS cells is quite recent, few
studies have addressed the DNA repair processes of these cells. A
study comparing ES and iPS cells showed that their stress defense
mechanisms are remarkably similar [99]. Similarly to ES cells, the
DDR of iP5 cells occurs in the absence of the G1/S checkpoint, and
the cells undergo G2/M cell cycle arrest followed by efficient DSB
repair resulting from high expression of DNA damage signaling and
DSB repair genes [81]. The expression levels of DNA repair-related
genes and of the NHE], HR, BER, MMR, and NER pathways were
equivalent in iPS and ES cells and were generally higher in
comparison with differentiated counterparts [81]. Another study
showed that both human iP5 and ES cells repaired DSBs very
efficiently but expression levels of RAD51 and Ku70 were higher in
iPS than in ES cells [100]. In spite of their active repair responses,
human ES cells were found to be highly sensitive to IR exposure
[101]. Human iPS cells responded in a comparable fashion
following IR exposure, undergoing cell cycle arrest at the G2
phase through activation of ATM signaling and repairing DSBs by
HR [81]. These findings demonstrate that iPS cells rely on highly
efficient repair mechanisms to ensure genetic stability and indicate
that DNA repair pathways are reprogrammed in the process of
generating iPS cells.

Because reprogramming is not a fully controlled event, it is
necessary to evaluate DNA repair capacities in every iP5 cell line
generated to characterize their genomic stability status. Recent
studies have shown that iPS cells bear not only significant
differences in their DNA repair capacities but also defects at both
the genetic and epigenetic levels. Gore et al. demonstrated that at
least half of the protein-coding point mutations present in
twenty-two iPS cell lines analyzed were acquired during the
reprogramming process, independently of the reprogramming
method used [102]. Lister et al. studied the epigenetic alterations
in some iPS cell lines and concluded that cells that were
incompletely reprogrammed or possessed defects in methylation
and histone modification patterns transmitted these alterations
to their differentiated progeny at a high frequency [103]. In a
recent study, an iPS cell line displayed a normal spectral
karyotype but showed microsatellite instability and reduced
DNA repair capacities in three out of four DNA repair pathways
examined, indicating that incomplete reprogramming may lead
to variability of DNA repair pathways [104]. These findings
highlight the need to address not only the karyotype stability (as
is the common current practice) but also the DNA repair
capacities and to perform a complete analysis of both the
genome and the methylome of each iPS cell line prior to its use in
research or therapy.
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Because many of the genes involved in the self-renewal
potential of stem cells are also linked to pluripotency, cell cycle
and reprogramming (i.e., oncogene ¢c-Myc and tumor suppressor
p53) [51], there are important concerns regarding the tumorigenic
potential of iPS cells. Both human ES cells and iPS cells are able to
form teratomas when injected into immune-compromised mice
[105], and iPS cells have a slightly higher potential than ES cells in
this regard [106]. The teratomas derived from iPS cells showed
malignant features such as high mitotic rate and invasiveness
[107] independently of the cell origin [108].

7.1. Cellular therapy using iPs cells

The milestone study by Takahashi et al. in 2007 [96] initiated a
new era of regenerative medicine using human iPS cells. These
cells offer the prospect of generating unlimited quantities of cells
for autologous transplantation, with potential therapeutic appli-
cation to a broad range of disorders [109]. For this purpose, iPS cell
lines could be generated from a patient's somatic cells, corrected in
vitro with the wild-type version of the gene, differentiated into the
desired cell type and then transplanted back into the patient [110].

In spite of significant recent advances in the field, the
reprogramming of somatic to iPS cells is an inefficient process.
One altemative method for improving iPS cell generation is to
suppress p53 activity in the differentiated cells [111,112].
Abrogation of this tumor suppressor gene was shown to allow
efficient reprogramming even of cells with pre-existing DNA
damage. Apparently this is due to the lack of DDR and decreased
apoptosis induction in cells lacking p53. As a result, the
impairment of p53 activity leads to the generation of iPS cells
that carry persistent DNAdamage and chromosomal abnormalities
[113]. p53 thus ensures genomic integrity during reprogramming
at the cost of reduced efficiency of the process. The fact that c-Myc
is a well-known oncogene is also an important concern. Some
studies have demonstrated the possibility of developing iPS cell
lines without c-Myc [114,115]. Although the reprogramming
occurred at a reduced frequency, these iPS cells did not induce
tumor formation when injected in mice.

Other important factors regarding the efficiency and safety of
iPS cells for therapy are the source of the somatic cells and the
reprogramming methodology. Several studies have shown that
different somatic cells have differing de-differentiation capacities,
in terms of both the efficiency and the “end products” of the
reprogramming process [116]. For example, mouse liver cells
needed a smaller virus titer to be reprogrammed than did mouse
fibroblasts [117]. Recent epigenetic studies of iPS cell lines showed
that the cells harbor an epigenetic memory that makes them more
easily differentiated into one or another cell type depending on the
original somatic cell type. Each cell type contained residual
methylation signatures that favored their differentiation into
lineages related to the donor cell type [118].

The use of viral vectors and random integrative systems is
undesirable for gene targeting because of their carcinogenic
potential. Non-viral vectors, transient expression plasmids, pro-
teins and even miRMNAs are currently being tested and represent
important strategies for obtaining iPS cell lines for regenerative
medicine purposes [116,119-121].

7.2, iPS cell therapy for patients with DNA repair deficiencies

Several human pathologies are associated with DNA repair
deficiencies. Some of these diseases, such as xeroderma pigmen-
tosum (XPA-G), Cockayne syndrome (CSA-B), and ataxia telangi-
ectasia (ATM), are candidates for gene therapy because the disease
results from the loss of function of a single gene. The dinical
features vary greatly among the DNA repair defidency syndromes;

symptoms include increased frequency of skin cancer, neurode-
generation and premature aging [122]. There is no cure or therapy
to date for any of the syndromes mentioned above [123].
Xeroderma pigmentosum patients are NER deficient and therefore
highly susceptible to skin cancer when exposed to sunlight [124].
Because of the accessibility of the skin and the fact that XP is a
monogenic disease, XP patients are potentially good candidates for
cellular therapy. In a recent study, a genetically corrected skin ofan
XP-C patient was obtained using a retrovirus to transfer the wild-
type XP-C gene into keratinocytes [125]. However, there was
concern regarding the use of an integrative virus-based strategy in
terms of possible tumorigenicity. The generated skin also lacked
melanocytes and was therefore unable to recapitulate the original
skin color. The development of improved strategies for the cellular
therapy of XP patients remains an urgent priority.

The generation of disease-free keratinocytes or even recon-
stituted skin from differentiated iPS cells may be established as an
alternative approach for the regeneration and repair of damaged
skin in XP patients. Until very recently, there were no protocols for
the differentiation of iPS cells into multipotent keratinocytes.
However, an exciting recent study demonstrated that functional
keratinocytes could be obtained from mouse iPS cells through the
sequential application of retinoic acid, bone morphogenetic
protein-4 and growth on collagen IV-coated plates [126]. In
another study, melanocytes were generated when iP5 cell culture
was supplemented with Wnt3a, SCF, and ET-3 [127]. Moreover,
zinc finger nuclease technology has also emerged as a safe and
efficient alternative to gene correction [128]. These findings are
important steps toward autologous cellular therapy using iP5 cells
for the correction of many skin diseases in humans. XP fibroblasts,
for example, could be genetically engineered to obtain full gene
correction and reprogrammed into iPS cells, followed by differen-
tiation into fibroblasts, keratinocytes, and melanocytes, to
reconstitute a functional skin (Fig. 3).

7.3. Can a DNA repair deficient cell generate an iPS cell?

A breakthrough in cellular therapy for DNA repair deficient
patients was achieved in 2009, when iPS cells were generated from
corrected FA cells[129]. Fanconianemiaisa rare, multigenic disease
caused by defidency of the FA pathway and is commonly associated
with progressive bone marrow failure and increased susceptibility
to cancer [130]. In that study, FA-corrected iPS cells were
differentiated into disease-free hematopoietic progenitors of the
myeloid and erythroid lineages. However, the fact that Fanconi
deficient fibroblasts could not be reprogrammed without prior
genetic correction at that time raised the question of whether it was
possible to obtain iPS cells from DNA repair deficient cells. This
question was answered recently by Miiller et al., who succeeded in
reprogramming FA cells from different complementation groups
from both mouse models and human patients. They were able to
generate iPS cells from FA fibroblasts of FA-A and FA-C mouse
models and also from FA-A, FA-C, FA-G and FA-D2 human fibroblasts
(although ata muchlower frequency). In the case of the mouse FA-A
iPS cells, the frequency of iPS generation was greatly enhanced after
correction of the deficiency using a FANCA retrovirus. The correction
of the human fibroblasts prior to reprogramming yielded cells that
had a normal karyotype and were capable of differentiating into
erythroid and myeloid cell lineages, suggesting the feasibility of this
approach for future therapeutic development [131].

Another study revealed that the XPC complex (XPC-RAD23B-
CENTNZ2) acts as an Oct4/Sox2 co-activator in ES cells and plays an
important role in pluripotency maintenance and differentiation of
ES cells aswell as in reprogramming of iPS cells. Downregulation of
either XPC or RAD2 3B induced differentiation of mouse ES cells and
promoted apoptosis, and low levels of XPC greatly reduced
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Fig. 3. An example of potential cellular therapy for XP patients using iPS cells. NER deficient adipocytes obtained via a liposuction procedure are corrected by homalogous
recombination (e.g., using zinc finger endonucleases). Disease-free cells are reprogrammed using non-viral vectors (e.g., microRNA, siRNA, protein factors, small molecules)
followed by differentiation into fibroblasts, melanocytes and keratinocytes to reconstitute a functional skin Autologous transplantation of disease-free skin to UV-exposed
areas of xeroderma pigmentosum [ XP) patients reduces clinical symptoms and tumor development.

reprogramming efficiency [132]. Interestingly, these effects of XPC
on reprogramming are independent of its role in NER pathway.
These findings showed that a functional XPC complex is crucial for
obtaining iPS cells and that gene correction is required prior to
reprogramming.

It should be noted that the above study was performed in
mouse cells and that XP-C patients do not express the XPC gene.
These patients have a high propensity to develop skin cancer but
not developmental or neurological abnormalities, which would be
expected if XPC was a key factor for the pluripotency maintenance
of ES cells. This observation suggests that XPC deficiency is
necessary but not sufficient for the impairment of ES cell or AS cell
functionality. Because XPC deficiency promotes the differentiation
and apoptosis of stem cells, one can speculate that XP-C patients
may have a reduced stem cell pool.

Primary CSB fibroblasts were also successfully used to generate
iPS cells [133]. However, these cells displayed increased oxidative
stress and the accumulation of oxidatively generated DNA damage,
which may be responsible for the increased rate of cell death in
comparison with DNA repair profident cells. CSB thus appears to
play an important role in the maintenance of genomic integrity
during the genetic reprogramming of pluripotent cells: this role may
be relevant to the premature aging phenotype of these patients.

The results described here suggest potential problems from
compromised DNA repair pathways during the reprogramming of
adult cells into iPS cells. Pre-existing or new unrepaired DNA
damage may impair transcriptional and replication processes and/
or affect mitochondrial metabolism, thereby hampering the
generation of these pluripotent cells. Continuing studies of these
cells offer unique opportunities to investigate the effects of DNA
repair processes on stem cells in general and how these processes
affect human aging.

8. Concluding remarks

Genetic integrity is important for normal cell metabolism in
general. Faulty DNA repair mechanisms may lead to increased cell

death, resulting in a need for tissue regeneration, or increased
mutation, which can generate tumors. Pluripotent stem cells are
particularly susceptible to DNA damage, and DNA repair mecha-
nisms are therefore crucial for maintaining the genomic stability of
these cells. The elimination of the stem cell pool by DNA lesions
reduces the ability of an organism to regenerate damaged tissues,
leading to developmental problems, tissue degeneration and
premature aging. Persistent mutations in stem cells not only
reduce the ability of these cells to restore damaged tissues but also
generate tumor cells that display a high flexibility to adapt to a
variety of microenvironments in the body and to resist therapy.

Stem cells have attracted strong scientific interest in recent
decades, particularly because of their potential therapeutic
application. DNA repair studies have revealed, not surprisingly,
that stem cells have a much greater capacity to address DNA
damage than do their differentiated counterparts. Oxidative
metabolism also appears to be lower in stem cells, providing
protection from oxidative radicals. Cells that carry unrepaired
lesions can be dangerous for stem cell therapy. To safely and
reliably provide cells for therapeutic and research purposes, it is
crucial to ensure that their genomic stability is robust. In the case
of iPS cells, the reprogramming process requires an additional
surveillance step at the level of epigenetic wvariation. The
tumorigenic potential of stem cells is a major concemn, and future
studies should focus on ways to reduce such potential. C5 cells play
important roles in tumor responses to classical therapies,
particularly chemotherapy. The multipotent features of CS cells
and their ability to cope with DNA damage require further
investigation.

Our understanding of the processes related to tissue degenera-
tion, developmental problems, and premature aging observed in
patients who suffer from defects in DNA damage repair and
responses is still nebulous. There are many indications that stem
cells are directly related to these syndromes, but the underlying
mechanisms remain unclear. Our ability to generate iPS cells in the
laboratory will provide tools to answer some of the fundamental
questions involved. Experiments using these cells will reveal how
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intricately linked the DNA repair and reprogramming processes
are.

In conclusion, more research comparing stem cells and
differentiated tissues, in vitro, and whenever possible in vivo, is
needed to understand the nature, extent and consequences of the
incomplete repair or faulty responses to DNA damage within an
organism. These studies are essential for more effective use of stem
cells in human therapy.
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Anexo 2: Tabela com as sequéncias dos primers utilizados

Nome do oligonucleotideo Sequéncia

POLB Forward 5' -ACGTAAACTGGAAAAGATTCGGC-3'
POLB Reverse 5' -GCCCAATTCGCTGATGATGGTTC-3'
GAPDH Forward 5’-CAAGGCTGTGGGCAAGGT — 3’
GAPDH Reverse 5’-GGACCATGCCAGTGA-3’

hFR3 1 Forward 5’-GACACGGCTGTGTATTACTGTGC-3’
hFR3 2 Forward 5’-GACACGGCCGTGTATTACTGTGC-3’
hFR3 3 Forward 5’-GACACCGCCATGTATTACTGTGC-3’
hFR3 4 Forward 5’-GACACAGCCACATATTACTGTGC-3’
hFR3 5 Forward 5’-GACACAGCCGTGTATTACTGTAC-3’
hFR3 6 Forward 5’-GACACGGCCTTGTATTACTGTGC-3’

hiJH4-5 Reverse 5’-GTCGAACCAGTTGTCACATTGTG-3’
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