UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
INSTITUTO DE QUIMICA

Programa de P6s-Graduacéo em Ciéncias Bioldgicas (Bioquimica)

FERNANDA TEIXEIRA ROWIES

Caracterizagéo da expressao de vias de reparo e medida de dano

ao DNA em epitélio olfatério de camundongos

Versao corrigida da Dissertacéo defendida

Séo Paulo
Data de depdsito na SPG:

07/08/2019






FERNANDA TEIXEIRA ROWIES

Caracterizacéo da expressao de vias de reparo e medida de dano

ao DNA em epitélio olfatorio de camundongos

Dissertacdo apresentada ao Instituto
de Quimica da Universidade de Sao
Paulo para a obtencdo do titulo de
Mestre em Ciéncias (Bioquimica).

Orientadora: Profa. Dra. Nadja
Cristhina de Souza Pinto

Sao Paulo

2019



Autorizo a reproducéo e divulgacao total ou parcial deste trabalho, por qualquer meio
convencional ou eletronico, para fins de estudo e pesquisa, desde que citada a fonte.

Ficha Catalogréfica elaborada eletronicamente pelo autor, utilizando o
programa desenvolvido pela Se¢éo Técnica de Informatica do ICMC/USP e
adaptado para a Divisdo de Biblioteca e Documenta¢édo do Conjunto das Quimicas da USP

Bibliotecéaria responsavel pela orientacdo de catalogacao da publicacéo:
Marlene Aparecida Vieira - CRB - 8/5562

Rowi es, Fernanda Tei xeira

R882c Caracterizagdo da expressao de vias de reparo e
nedi da de dano ao DNA emepitélio olfatério de
canmundongos / Fernanda Tei xeira Rowi es. - Sédo
Paul o, 2019.

77 p.
Di ssertacdo (nestrado) - Instituto de Quim ca da

Uni ver si dade de S&o Paul o. Departanmento de
Bi oqui mi ca.
Oientador: Souza-Pinto, Nadja Cristhina de

1. neurdnios olfatoérios. 2. reparo de DNA. 3. RT-
PCR. 4. PCR de | onga extensdo. 5. neurodegeneracgéo.
I. T. Il. Souza-Pinto, Nadja Cristhina de,
ori ent ador.




Dedico a todas as mulheres cientistas,
especialmente as brasileiras






AGRADECIMENTOS

A pés-graduacao é bruta. Vivencia-la é uma eterna mistura de sentimentos de orgulho,
pertencimento, contribui¢do e cooperacdo, mas também de muita solidao, ddvida e um senso
exacerbado de responsabilidade que por vezes beira culpa e medo. Nos corredores, nés nos
apoiamos, dizendo que é assim mesmo. Como disse um pesquisador a quem respeito muito,
Prof. Ben Van Houten, em um congresso que tive o prazer e o privilégio de participar ao longo
dessa jornada, ““Science is a series of bad months, and a few good days. This is one of the good
days”. Este documento ¢ um dos dias bons. E eu néo teria chegado neste dia bom, ndo fossem

as pessoas que caminharam ao meu lado e me seguraram, durante 0S meses ruins.

Agradeco de coracdo, de corpo e alma a minha familia. Meus pais, Maria Cristina e
Luis Fernando pela vida, pelo incentivo aos estudos desde sempre e pelo apoio incondicional
em todas as minhas decisdes. Por todos os conselhos sobre o melhor caminho a seguir e por
respeitarem as escolhas que fiz ao trilhar proprio caminho, mesmo discordando de algumas. Eu
n&o poderia ter nascido de dupla melhor. As minhas gémeas Julia e Beatriz, por serem um porto
seguro, uma fonte inesgotavel de referéncias a uma infancia muito feliz e por me permitirem
muitas vezes visualizar véarias versdes de mim mesma, e me lembrarem constantemente que
POSSO Ser VArias coisas e ser eu mesma a todo o tempo. A meus novos irmaos recém-chegados,
Ricardo e Mavi, pelo carinho e pela leveza e respeito com 0s quais incorporaram nosso nucleo

Rowies. Eu tenho muita sorte.

A Prof. Nadja Cristhina de Souza Pinto, minha orientadora, por me acolher como filha
cientifica desde a época de graduagdo. Agradeco pela paciéncia, pelo constante incentivo a
exceléncia, por todas as palavras de consolo. Admiro sua forma de fazer ciéncia e tomo sua

carreira cientifica e sua postura na vida como fontes de inspiracéo.

A Prof. Bettina Malnic, minha co-orientadora, por tornar mais possivel a minha
aproximacdo com a neurociéncia e aceitar me orientar neste trabalho. Agradeco pela paciéncia,

disponibilidade e pela oportunidade de contribuir.

Aos colegas do Laboratério de Genética Mitocondrial; em especial 0s irmaos
cientificos Felippe Truglio, Rebeca Alencar, Rebeca Bueno, Lais Yoshie, aos doutores Carolina
Parga e Mateus Mori, e a técnica Adriana Wendel, por serem minha melhor companhia nesses
meses todos. Por toda a ajuda em todos os sentidos, de protocolos, experimentos e estudos a






conversas profundas sobre a vida, o futuro, Game Of Thrones e Netflix. Teria sido imensamente

mais dificil sem vocés.

Aos colegas do Laboratorio de Neurociéncia Molecular; em especial Cassandra Lyra,
Thiago Nakahara e & técnica Erica Bandeira, por toda a ajuda e contribuicéo para este trabalho
com relacdo as amostras e protocolos de hibridizacdo in situ. Agradeco também pelo carinho,

solicitude e boa companhia.
A Sara Santana, por ter chegado, por ter ficado e tornar meus dias mais leves.

Ao grande amigo e mentor Alexandre Redondo, por ter sempre as melhores palavras

de incentivo na ponta da lingua que me clarearam sempre que precisei.

Aos ex-companheiros de casa (muito saudosa e querida) Rodrigo Veras, Armando

Nader e Gabriel Sebton, por tornarem minha rotina mais leve num periodo dificil.

Aos amigos que em algum momento acompanharam este processo muito de perto.
Apesar de ndo entenderem muito bem o que eu faco, vibram em sintonia comigo nos dias bons
e ndo me fazem perguntas antes de me consolarem nos meses ruins. Alana Neres, Aline Bornal,
Camila Felix, Céssia Bandeira, Fernanda Haddad, Gabriel Kasparevicis, Giovanna Arone,
Halinne Piccioni, Paula Sayuri, Roberta Russo, Tamyres Funcia, Thais Fontebassi, Thatyane
Rezende, Vinicius Corréa. A Mauritz de Vries, pelo apoio e incentivo no inicio de tudo, que

ndo esqueci e ndo poderia deixar de agradecer.

A FAPESP pelo financiamento deste trabalho através de Auxilio & Pesquisa — Projeto
Tematico (2017/04372-0) e Bolsa de Mestrado (2017/13723-1).






RESUMO

Rowies, F. T. Caracterizacdo molecular de reparo de DNA em epitélio olfatorio de
camundongos. 2019. 76 p. Dissertacdo de Mestrado — Programa de POs-Graduacdo em

Bioguimica. Instituto de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo, 2019.

As primeiras células responsaveis pela percepgdo olfatdria sdo os neurénios olfatorios (OSNs)
presentes no epitélio olfatorio (EO) da cavidade nasal, que reconhecem moléculas volateis
presentes no ar, denominadas odorantes, atraves de receptores especificos. Diferentemente de
neurdnios do sistema nervoso central (SNC), que estdo relativamente protegidos de genotoxinas
exogenas, OSNs estdo em constante contato com agentes potencialmente genotdxicos,
incluindo o oxigénio atmosférico. Além disto, em contraste com a maioria dos neurdnios do
SNC, OSNs sdo periodicamente repostos através de neurogénese adulta, portanto, possuem um
tempo de vida menor do que outros neurbnios. A funcdo olfatéria diminui durante o
envelhecimento normal e patoldgico, através de mecanismos que ainda ndo estdo totalmente
claros. Em doengas neurodegenerativas, a perda do olfato é um dos sintomas iniciais e é
utilizada como marcador de resposta a alguns tratamentos. Rela¢@es causais entre deficiéncias
em reparo de DNA e neurodegeneracdo ja foram demonstradas em varios modelos
experimentais. No entanto, ainda nao se sabe se alteragfes nessas vias contribuem para a perda
olfatéria observada nessas condicOes, provavelmente porque ndao hd dados disponiveis na
literatura sobre vias de reparo de DNA em OSNSs. Por isso, 0 objetivo deste estudo foi
caracterizar as vias de reparo de DNA presentes em populacdes de OSNs maduros e seus
precursores. Analisamos dados de expressdao de genes de reparo extraidos de dois
transcriptomas diferentes, um relacionado a idade e outro, ao estdgio de diferenciacdo destes
neurdnios. Em seguida, validamos os resultados obtidos da analise in silico através de PCR em
tempo real utilizando amostras de EO de camundongos da linhagem C57BL/6J em duas idades
(neonatos e com trés semanas de idade). Nossos resultados indicam que OSNSs séo proficientes
em todas as vias de reparo de excisdo analisadas, apresentando expressao detectavel de genes
essenciais de cada via. A comparagéo entre popula¢Ges enriquecidas em precursores ou em
neurdnios maduros, nas duas analises, sugere que a atividade de pelo menos quatro vias de
reparo de excisdo € menor em camundongos jovens, quando comparados aos neonatos,
sugerindo, portanto, que ha diminui¢do na expressdo durante a diferenciacdo destas células.
Esta observagdo vai corrobora com dados da literatura que mostraram que a expressao e

atividade de proteinas de reparo em células proliferativas é maior do que em células






terminalmente diferenciadas. Para testar a hipotese de que, por estarem em constante contato
com agentes genotdxicos, OSNs acumulam mais lesdes em DNA do que células no SNC,
comparamos os niveis de lesées em DNA obtido de amostras de EO e de bulbo olfatério (BO),
e de cortex temporal (CT), uma regido cerebral que ndo apresenta taxas significativas de
neurogénese e ndo expostas ao ambiente externo. A taxa de leséo foi calculada a partir de dados
obtidos por PCR de longa extensdo. Resultados obtidos utilizando EO, BO e CT de
camundongos com trés semanas de idade mostram que a amplificacdo em amostras de CT €
muito menor do que em EO ou BO, sugerindo que neurdnios do SNC acumulam mais lesoes
do que neurdnios de regides que apresentam neurogénese, mesmo que estas estejam
constantemente expostas a agentes genotoxicos exdgenos. Além disso, a eficiéncia de
amplificacdo de fragmentos longos de DNA mitocondrial (mtDNA) foi menor em EO do que
em BO, sugerindo que a constante exposic¢do ao oxigénio atmosférico contribui para o acimulo
de lesBes ao mtDNA, que é mais suscetivel do que o DNA nuclear. Esse trabalho demonstra,
pela primeira vez, que OSNs expressam proteinas essenciais de vias de reparo de DNA, cuja
expressao decresce durante o processo de maturacao dos neurénios olfatorios. Esses resultados
devem contribuir para o entendimento dos mecanismos de manutencéo da integridade genémica

nestas células tdo Unicas.

Palavras-chave: neurénios olfatorios, reparo de DNA, RT-PCR, PCR de longa extensdo,

neurodegeneracdo.






ABSTRACT

Rowies, F. T. Molecular characterization of DNA repair in mouse olfactory epithelium.
2019. 76 p. Dissertacao de Mestrado — Programa de Pds-Graduagdo em Bioquimica. Instituto

de Quimica, Universidade de Sdo Paulo, Sao Paulo, 2019.

The first cells responsible for olfactory perception are the olfactory sensory neurons (OSNs),
located in the olfactory epitelhium (OE) in the nasal cavity, which recognize volatile molecules
in the air, called odorants, through olfactory receptors. Unlike neurons located in the central
nervous system (CNS), which are relatively protected from exogenous toxins, OSNs are in
constant contact with genotoxic agents, including atmospheric oxygen. Moreover, in contrast
with most neurons in CNS, OSNs are periodically replaced through adult neurogenesis,
therefore, having shorter lifespan than most neurons. Olfactory function decreases during
normal and pathological aging, through mechanisms that are still not fully understood. In
neurodegenerative diseases, olfactory loss is an early symptom and, in some cases, is used as a
treatment response marker. DNA repair defects have been causally linked with
neurodegeneration in different experimental models. However, it still unclear whether DNA
repair alterations contribute to olfactory loss in these conditions, probably because there are no
data available on DNA repair dynamic in OSNs. Therefore, our goal was to characterize the
DNA repair pathways present in precursor and mature OSNs populations. We analyzed gene
expression data from age-related and differentiation stage-related transcriptomes of these
neurons, and validated the results by real time PCR using mouse OE samples from C57BL/6J
lineage in two different ages (newborns and three weeks old). Our results indicate that OSNs
are proficient in all DNA repair pathways investigated, showing detectable expression of
essential genes from each pathway. When comparing populations enriched for mature OSNs or
its precursors, our results suggest that the activities of at least four repair pathways are lower in
young mice than in newborns, suggesting that DNA repair expression decreases during OSNs
differentiation. This observation is consistent with published data showing that the expression
and activities of repair proteins is lower in terminally differentiated than in proliferative cells .
To test the hypothesis that OSNs would accumulate more DNA damage than CNS neurons,
since they are in constant contact wtih genotoxic agents, we compared DNA damage levels in
nuclear and mitochondrial DNA from OE, olfactory bulb (OB), and temporal cortex (TC)
samples. We chose to use the TC region and a non-olfactory related control as it does not show

significant adult neurogenesis and it is not exposed to external environment. Lesion rate was






calculated from data obtained by long extension PCR. Results from 3 weeks old mice OE, OB
and TC samples showed that the amplification in TC samples is much lower than OE or OB
samples, suggesting that neurons in CNS accumulate more damage than neurons that undergo
neurogenesis. Besides, lesion frequency was higher in OE mitochondrial DNA (mtDNA) than
in OB, suggesting that the constant exposure to atmospheric oxygen may contribute to
accumulation of mtDNA lesions. This work demonstrates, for the first time, that OSNs are
proficient in at least four DNA repair pathways, and that expression of key genes in these
pathways decreases with differentiation. These results will contribute to better our
understanding of the mechanisms involved in genomic stability in such unique cell types.

Key-words: olfactory sensory neurons, DNA repair, RT-PCR, long extension PCR,

neurodegeneration.
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1. INTRODUCAO
1.1 A instabilidade do DNA requer mecanismos de reparo

O DNA ¢é uma molécula orgénica complexa presente em uma grande variedade de
organismos, que carrega consigo toda a informacdo genética de um individuo e que €
transmitida deste para seus descendentes. Seu papel biolégico como repositdrio e veiculo de
informacdo pressupde estabilidade tanto quimica quanto estrutural. Isto é, para que oS
individuos de uma espécie prosperem, tanto enquanto individuos, quanto como espécie, é
essencial que todas as moléculas de DNA ndo sofram alteracfes que resultem em patologias
durante a vida de um individuo e nos processos que envolvem sua reproducdo. No entanto,
estudos sobre o metabolismo do DNA revelaram sua dinamicidade, concluindo que o DNA néo
é uma molécula totalmente estavel (revisado em Friedberg, 2003). As modifica¢fes que podem
ocorrer em sua estrutura sdo bastante variadas (Figura 1). Alguns dos tipos de lesdo mais
comuns sdo pequenas modificagdes covalentes, como alquilagdo, oxidac¢do ou desaminacéo de
uma das quatro bases do DNA (adenina, citosina, guanina e timina), que ndo afetam
significativamente a estrutura da dupla-hélice. Outras modificacBes mais complexas podem
distorcer a estrutura em dupla-hélice, como dimeros formados pela luz UV, a ligacéo covalente
de hidrocarbonetos ciclicos, ligacfes covalentes cruzadas entre fitas ou na mesma fita de DNA.
H4, ainda, lesdes que envolvem a quebra de uma ou de ambas as fitas do DNA, sendo esta
ultima uma das mais severas lesdes, pois pode levar a perda de informacéo genética. Tais lesdes
podem surgir decorrentes do metabolismo normal da célula, durante sua replicacdo ou apés
eventos de resposta imunologica e inflamacéo (revisado em Reuter et al, 2010), ou da acdo de
agentes exdgenos como luz ultravioleta, radiacéo ionizante e moléculas capazes de reagir com
o0 DNA. Se ndo forem reparadas, estas modificacdes podem se acumular, podendo levar a morte
celular ou gerar mutac@es, que podem enfim resultar em alteracfes patoldgicas como cancer,

envelhecimento precoce e neurodegeneracdo. Desta forma, a existéncia de vias moleculares que
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removam essas lesdes (Figura 1) antes que elas possam resultar em citotoxicidade ou

mutagénese é essencial para a manutencao da vida.

Agentes Agentes alquilantes Espécies reativas de Radiagio ionizante
de dano Desaminagdo de bases oxigénio Radiagdo ultravioleta
ao DNA Erros de replicagdo Compostos arométicos
m m 0
OH OH

|
- HW
Lesdes ' G
[ I-.\

formadas Erros de pareamento

Incorporagdo de uracila Bases oxidadas Quebras de fita (simples e duplas)
Sitios abasicos Quebras defita Distorgoes da dupla-hélice por
(simples e duplas) ligagdes covalentes

Basesalguiladas

Reparo por excisdo de .
bases Reparo por excisio de

Reparode nucleotideos

pareamentos erréneos I
Recombinagdo

Homdloga

Vias de

reparo Reparo por excisdo de
bases

Recombinagdo Homdloga

Jungéo de pontas ndo-

Jungio de pontas ;
homdlogas

o ;
nao-homdlogas

Figura 1: Tipos de lesdo ao DNA geradas por diferentes fontes e as vias de reparo associadas.
Diferentes vias de reparo podem competir ou agir em conjunto para reparar o0 mesmo tipo de dano.
Algumas leses podem ser formadas a partir da acdo de mais de um agente. As vias de reparo que serdo
engajadas dependem da natureza da lesdo, da agdo coordenada da sinalizacdo de reconhecimento dos
danos, do estagio de diferenciacdo celular e do compartimento celular em que o dano sera reparado,
nacleo ou mitocondria. Adaptado de Chatterjee e Walker, 2017.

As vias de reparo engajadas podem ser por reversdo direta da lesdo ou por mecanismos

via excisdo. Neste trabalho, daremos enfoque as vias mais comuns de reparo por excisao.

1.1.1 Reparo via excisao de bases (BER)

A via de reparo por excisdo de bases (BER, Base Excision Repair) (Figura 2) é
responsavel pela remocdo de pequenas modificagdes covalentes como alquilag6es,
oxidagdes/reducdes e desaminacao de bases, que nédo alteram significativamente a estrutura da
dupla-hélice. A via se processa a partir do reconhecimento e remocao da base modificada por
uma DNA glicosilase, gerando um sitio abasico (apurinico ou apirimidinico, portanto, sitio

AP), que é entdo processado pela atividade AP-liase da glicosilase — para glicosilases
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bifuncionais — ou por uma AP endonuclease, gerando uma quebra de fita simples. As pontas
remanescentes da quebra sdo processadas e a via pode seguir por dois caminhos. Na via curta
de BER, uma nova base correta € inserida por uma DNA polimerase e a ligacdo fosfodiéster €
novamente estabelecida por uma DNA ligase. Na via longa, uma sequéncia maior de bases é
inserida, deslocando a fita antiga e gerando um flap, que é removido por um complexo
enzimatico, e a entdo a ligacdo fosfodiéster € reestabelecida (revisado em Dianov e Hibscher,

2013).
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Figura 2: Esquematizagdo geral da via de BER, em que a) o reconhecimento da lesdo e a
remocao da base lesionada ocorre por glicosilases mono ou bifuncionais, dependendo do tipo de dano,
gerando um sitio abasico (AP). Glicosilases bifuncionais promovem uma inciséo na fita de DNA apds
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a remogdo de base, ao passo que outras endonucleases sdo responsaveis por este passo no caso da
remogdo por glicosilases monofuncionais. Um conjunto variado de enzimas faz o processamento das
pontas geradas. Danos que causam quebras de fita simples sdo reparados por BER a partir deste ponto.
A via se processa por dois caminhos distintos, sendo b) a via curta de BER, com a incorporacéo da base
correta por uma polimerase e reestabelecimento da ligacdo fosfodiéster e c) a via longa, com a
incorporacdo de mais de uma base e posterior remocéo do flap formado, antes do reestabelecimento da
ligacdo fosfodiéster. Adaptado de Jeppensen et al., 2011.

1.1.2 Reparo via excisdo de nucleotideos (NER)

A via de reparo por excisdo de nucleotideos (NER, do inglés, Nucleotide Exision Repair)
(Figura 3) é responsavel pela remocdo de uma variada gama de adutos covalentes que ndo
apresentam conservagéo estrutural, mas que tém em comum o fato de introduzirem distorgdes
significativas na dupla-hélice de DNA, como dimeros ou fotoprodutos de pirimidina,
geralmente provocados por radiacdo UV, e adutos heterociclicos. Mecanisticamente, essa via
consiste na remocao do nucleotideo lesionado, como parte de um oligonucleotideo de cerca de
25-30 bases, e substituicdo por um novo fragmento. Em eucariontes, esta via envolve a acéo de
cerca de 30 proteinas, que seguem cinco passos basicos sucessivos: reconhecimento da lesao,
abertura da dupla hélice de DNA no local da lesdo, dupla incisdo nas extremidades do
oligonucleotideo contendo a lesdo, sintese de DNA a partir da fita molde ndo danificada e
ligagdo da por¢do 3’ da fita recém-sintetizada a sequéncia original. A etapa de reconhecimento
e localizacdo da lesdo pode ocorrer acoplada a transcricdo (TCR, do inglés Transcription
Coupled Repair), em que é dependente do bloqueio de RNA polimerase 11; ou independente de
transcricdo, numa subvia conhecida como reparo do genoma global (GGR, do inglés Global
Genome Repair), na qual o reconhecimento acontece por proteinas especificas

(XPC/Centrin/hRAD23B) (revisado em Marteijn et al, 2014).
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Figura 3: Esquematizacdo geral da via de NER. Apds a lesdo, em que a formacdo de ligagdes
covalentes que distorcem a estrutura da dupla-hélice, o reconhecimento ocorre por complexos
enzimaticos distintos. No reparo de “genoma global” (GG-NER), independente de transcricdo, o
reconhecimento é feito através do complexo XPC-HR23B-CEN2. O complexo DDB facilita este
reconhecimento pois sua acdo promove uma ligeira distor¢do na dupla hélice. No reparo acoplado a
transcricdo (TC-NER), o reconhecimento se da pelo bloqueio da progressdo da RNA polimerase Il. A
partir deste ponto as duas subvias seguem pelo mesmo caminho, em que ha o recrutamento de enzimas,
incluindo helicases que irdo desenrolar as fitas do DNA no sitio da lesdo. A acéo de duas endonucleases
(o complexo XPF-ERCCI1 na ponta 5° ¢ XPG na ponta 3”) promove a incisdo dupla e a sintese de nova
fita € feita por uma polimerase, assessorada por outras proteinas e o reestabelecimento da ligacdo
fosfodiéster. Adaptado de Jeppensen et al., 2011.
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1.1.3 Reparo de quebras de dupla fita (DSBR)

Quebras de dupla fita constituem um dos danos mais grave a estabilidade genémica, pois
podem levar a delecBes de porgdes criticas e/ou muito extensas do genoma, bem como a
rearranjos cromossdmicos e perda de ploidia. As vias de reparo de quebras de dupla fita (DSBR,
do inglés, Double Strand Break Repair) (Figura 4) promovem a ligacdo das pontas livres
restaurando a integridade estrutural, e podem ocorrer por algumas vias mecanisticamente
distintas, que podem colaborar ou competir entre si, dependendo da disponibilidades de fitas
homdlogas ou pequenas regides de homologia. Em mamiferos, as principais vias que
promovem DSBR sdo a de recombinacdo homologa (HR, do inglés Homologous
Recombination) (Figuras 4b e 4d) e a de jun¢do de pontas ndo homdlogas (NHEJ, do inglés
Non Homologous End Joinig) (Figuras 4c e 4e).

A via de HR requer a presenca de uma fita homdloga para ser utilizada como molde, por
iss0, estd menos sujeita a erros e acredita-se que seja restrita as fases S tardia e G2 do ciclo
celular, em que ha presenca de fita homologa da crométide irmd. Ela comega através do
reconhecimento da quebra de uma das fitas por um complexo enzimatico que se liga as quebras,
seguido da degradacdo exonucleolitica das pontas 5° gerando um filamento de fita simples de
DNA. Estes filamentos sdo ligados por proteinas que promovem a busca por homologia de
sequéncia. Quando encontrada esta homologia, outras enzimas promovem um loop de
deslocamento, ou seja, a abertura na dupla hélice da fita de DNA ndo lesionada, em que 0
filamento da fita lesionada “invade” na regido homologa, formando uma estrutura conhecida
como juncédo de Holiday. A partir dai, sera sintetizado novo DNA na fita lesionada, enquanto
que o segundo filamento de DNA ainda nao reparado se alinha ao loop de deslocamento e sua
resolucdo pode seguir por diferentes caminhos, produzindo produtos crossover ou ndo-
crossover. A via de NHEJ promove a ligacdo direta entre as extremidades do DNA, sem a

necessidade da utilizacdo de uma fita homdloga como molde, portanto, podendo ocorrer em
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qualquer fase do ciclo celular. Esta via segue basicamente quatro passos, que envolvem a
participagao de diversas enzimas: (I) reconhecimento da quebra, recrutamento e estabilizagdo
de enzimas do complexo NHEJ nas extremidades; (I1) estabelecimento da “ponte” entre as
pontas de DNA através de inser¢do de nucleotideos por uma polimerase; (111) processamento
das pontas de DNA,; (1V) restauracao da ligacao fosfodiéster e dissolugcdo do complexo NHEJ

(revisado em Davis e Chen, 2013, Renkawitz et al., 2014, Scully et al., 2019).
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Figura 4: Esquematizacdo das vias de reparo de quebras de duplas fitas. a) ap6s formacao da
quebra, o complexo enziméatico MRN ¢é recrutado para o sitio de lesdo e ha a ativacdo de ATM através
de sua fosforilagdo. O reparo pode seguir por duas subvias distintas: b) recombinacdo homologa (HR),
quando ha a presenca de cromossomo homaélogo na forma de cromatide-irm4, ou c¢) juncdo de pontas
nao-homologas (NHEJ), na auséncia de fita homdloga. Em HR, um complexo enzimatico ira promover
a recessao da fita lesionada, deixando uma regido de DNA simples fita em que se ligam monémeros de
Rad51, protegendo esta regido contra nucleases. Mais enzimas sdo recrutadas ao sitio de leséo (incluindo
facilitada pela acéo de Rad54, através da invasdo da fita Ie5|0nada na dupla-hélice da cromatide- |rma,
formando uma estrutura denominada D-loop. Apés encontrada a regido complementar, d) DNA
polimerases sintetizam as fitas complementares, formando regifes de interseccdo das fitas (juncdo de
Holliday) que, quando resolvidas, irdo resultar em duas moléculas de DNA hibrido (crossover entre
DNA que sofreu lesdo e DNA molde). Alternativamente, o reestabelecimento da ligagdo fosfodiéster
por LIG1 e cooperacdo de outras enzimas podem gerar produtos sem crossover. Em NHEJ, o dimero
Ku se liga nas pontas deixadas pela quebra e recruta a subunidade catalitica de DNA PK (DNA PKcs),
gue auxilia na aproximagdo das pontas. Em seguida, mais enzimas sdo recrutadas para promover a
abertura da hélice e a recessdo das pontas, por um mecanismo ainda ndo completamente elucidado.
Finalmente, e) DNA polimerases inserem 0s nucleotideos e as pontas sdo novamente conectadas através
de um complexo enzimético, mediada pelo heterodimero XRCC4-Lig4. Adaptado de Jeppesen et al.,
2011.

1.1.4 Reparo de pareamentos erréneos (MMR)

A via de reparo de pareamentos errdneos (MMR, do inglés, Mismatch Repair) (Figura
5) é dedicada a erros de pareamento e pequenas alcas de delecao/insercdo que sdo incorporados
pela maquinaria de replicacdo durante a replicacdo do DNA e recombinacdo génica. Em
eucariontes, a maquinaria enzimatica de MMR esta fisica- e funcionalmente associada a
forquilha de replicacéo, possivelmente através de intera¢6es proteicas coordenadas pelo sliding
clamp PCNA. O reconhecimento das lesdes é realizado por um de dois heterodimeros,
dependendo da natureza do pareamento err6bneo. ApOs o0 reconhecimento, uma nuclease

especifica introduz uma quebra de fita simples proxima a lesdo, resultando posteriormente em
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resseccao exonucleolitica e ressintese da fita de DNA de forma correta, que entéo é selada por
uma DNA ligase, reestabelecendo a ligacdo fosfodiéster (revisado em Genschel e Modrich,

2003).
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Figura 5: Esquematizagéo geral da via de MMR em mamiferos. Apds o reconhecimento do erro
de pareamento por um dos heterodimeros (MSH2-MSH6 or MSH2-MSH3), o complexo MLH1-PMS2
¢ recrutado. Outro complexo contendo PCNA promove uma incisdo no lado 5’ ou 3’ da lesdo, o que ira
direcionar os passos seguintes através de duas subvias mecanisticamente distintas, cuja maquinaria
consiste basicamente do mesmo conjunto de enzimas, que irdo promover a excisdo dos nucleotideos
adjacentes a lesdo até a regido de incisdo. Por fim, a fita de DNA complementar é sintetizada e a ligacao
fosfodiéster é reestabelecida. Adaptado de Jeppesen et al., 2011.

1.1.5 Patologias associadas a deficiéncia em reparo de DNA
Uma vez que o papel das atividades de reparo € garantir a integridade da estrutura e da
sequéncia correta de nucleotideos do DNA, a perda ou mau funcionamento de qualquer proteina
envolvida nestes processos € potencialmente prejudicial para a célula. Alteragdes nas atividades
enzimaticas de reparo tém sido cada vez mais associados a diversas patologias, mas
principalmente cancer, envelhecimento precoce e neurodegeneragdo (Menck e Munford, 2014;
Jeppensen et al, 2011). Com excecdo das DNA glicosilases, que apresentam significativa

sobreposicdo de substratos, a auséncia de qualquer outra enzima de BER causa letalidade
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embrionaria (Friedberg e Meira, 2006), o que evidencia a importancia desta via na viabilidade
de um organismo. Além disso, sdo crescentes os estudos que mostram que a diminuigdo da
atividade de BER esté associada a neurodegeneracdo e envelhecimento (Sykora et al, 2015;
Soltys et al, 2019). Mutacdes em genes que codificam proteinas da via NER causam doencas
humanas autossomo-recessivas, como Xeroderma pigmentoso (XP) e sindrome de Cockayne
(CS). Pacientes XP apresentam incidéncia muito elevada de cancer de pele, fotossensibilidade
e neurodegeneracdo em alguns casos, engquanto pacientes CS apresentam fendtipo de progéria,
neurodegeneracdo e expectativa de vida média de apenas 12 anos (Reid-Bayliss, 2016).
Diversas sindromes resultantes da deficiéncia em vias de DSBR sdo caracterizadas por
neuropatologias, algumas delas incluem neurodegeneracdo progressiva e, em alguns casos,
microcefalia. Um exemplo deste tipo de sindrome é a doencga autossdmica recessiva rara ataxia
telangiectasia, caracterizada pela perda do controle muscular durante movimentos voluntarios
(ataxia) e dilatacdo de vasos sanguineos (telangiectasia). Mutagcdes em genes de HR estdo
associados a canceres de mama e ovario, 0 que recentemente ganhou destaque na midia pelo
“Efeito Angelina Jolie”, motivando uma reflexao sobre o papel da midia no aconselhamento
genético a portadores de tais mutagdes (Brianese et al, 2018; James et al, 2013; Vasconcellos-
Silva et al, 2018). MMR reduz o nimero de erros associados a replicacdo do DNA. Por esse
motivo, 0 mau funcionamento desta via aumenta significativamente a taxa de mutacdes
espontaneas e, consequentemente, a incidéncia de tumores e canceres tanto hereditarios como

esporadicos (Fishel et al 1993).

O numero de evidéncias experimentais indicando uma relagéo causal entre 0 acimulo de
lesdes no DNA e a falha na maquinaria de reparo com neurodegeneragdo é significativo.
Particularmente, lesdes oxidadas, isto é, causadas em decorréncia de ataque de espécies reativas

de oxigénio (EROs), compdem a parcela mais significativa de lesdes no DNA de neur6nios, ja
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que estas células consomem cerca de 20% do total do oxigénio consumido por um individuo

adulto (Kety, 1957; Herculano-Houzel, 2011).

1.1.6 LesOes oxidadas ao DNA

O metabolismo natural da célula é fonte enddgena de EROs, classe de moléculas
resultantes da reducdo parcial do oxigénio molecular (O2), capazes de reagir com biomoléculas,
causando danos. As trés espécies mais expressivamente detectadas em ambientes fisioldgicos
s&o o radical anion superoxido (O2™), perdxido de hidrogénio (H205) e o radical hidroxila ("fOH)
sendo este ultimo o mais reativo com o DNA (Balasubramanian et al, 1998; Evans, et al. 1997).
Tais espécies sdo produzidas em grande quantidade por células especificas durante a resposta
imunoldgica (revisado em Yang et al., 2013), mas em condicdes fisioldgicas normais, uma das
principais fontes de EROs é a cadeia de transporte de elétrons (CTE) mitocondrial, cujo
potencial “vazamento” de elétrons resulta na constante liberacdo destas espécies no meio

intracelular (Figura 6) (Dickinson, 2015).
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Figura 6: Esquematizacdo da geragdo de EROs na matriz mitocondrial em decorréncia do
transporte de elétrons através da CTE. O fluxo normal de elétrons parte da oxidacdo de NADH ou
succinato pelos complexos | e |1, respectivamente. Estes elétrons sdo entdo transportados através de
outras reacOes de oxido-reducdo ao longo dos complexos, até chegar no aceptor final, o O, que é

reduzido a H,O. O vazamento de elétrons pode ocorrer nos complexos | e Ill, reduzindo O;
monoeletronicamente, gerando O™ Adaptado de Dickinson, 2015.
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Devido ao fato de a respiracdo celular ocorrer na mitocondria, 0 DNA mitocondrial
(mtDNA) é mais suscetivel a oxida¢Ges, embora essas ocorram também no DNA nuclear. A
exposicao a altas tensbes de oxigénio, como oxigénio atmosférico, também contribui para o
estresse oxidativo (Chen et al, 2018), isto &, o desbalanco entre EROs e espécies antioxidantes.
Portanto, células em ambientes com constante exposi¢do ao ambiente externo, em teoria, estdo
mais suscetiveis a danos oxidados em seu DNA do que células que ndo experimentam esta
exposicdo. Particularmente, as células responsaveis pela respiracdo e olfato estdo
constantemente expostas a alta concentracdo de O, atmosférica, e, portanto, sdo mais
suscetiveis a estresse oxidativo (Perry et al, 2003; Ghanbari et al, 2004; revisado em Rogers e

Cismowski, 2018 e Valavanidis et al, 2013).

1.2 As bases moleculares do olfato

Em vertebrados, o olfato se inicia (Figura 7) com o reconhecimento de moléculas volateis
denominadas odorantes atraves de receptores presentes em neurénios olfatorios sensoriais (do
inglés, Olfactory Sensory Neurons — OSNSs) localizados no epitélio olfatério (EO) da cavidade
nasal. OSNs sdo neurbnios bipolares com um unico dendrito que alcanca a superficie do
epitélio, projetando cerca de 20 a 30 cilios bastante finos na mucosa nasal, e cujo axénio é
projetado diretamente para o bulbo olfatério, no sistema nervoso central (SNC). Em um mesmo
EO estdo presentes milhGes de OSNs, porém, cada um expressa um Unico tipo de receptor
olfatorio, especifico para uma determinada classe de odorantes (revisado em Nagai et al., 2016).
Diferentes OSNs que expressam 0 mesmo tipo de receptor ndo estdo localizados,
necessariamente, proximos uns dos outros, mas convergem seus axdnios para uma mesma
regido denominada glomérulo, onde ocorre a sinapse destes neurdbnios com dendritos de
neurdnios do bulbo olfatério (BO). O sinal elétrico é entdo levado a diversas regides do SNC,

que culminardo com a percepcdo olfatoria pelo individuo (revisado em Firestein, 2001).
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Figura 7: Esquema ilustrativo do sistema olfatorio e da transmissdo de sinal olfatério de
mamiferos. (Adaptado de https://www.nobelprize.org/uploads/2018/06/odorant_high_eng.jpg)

O correto funcionamento das funcgdes olfatérias é fator essencial em comportamentos
animais, desde os mais instintivos como caca, protecdo contra predadores, marcacao territorial
e encontro de um parceiro sexual desejavel, até processos mais complexos de aprendizagem e
memoria. Além disso, devido a sua alta especificidade, o olfato tem um papel fundamental na
percepcdo gustativa, e vice-versa. Isto porque a percepcdo gustativa € capaz de diferenciar
apenas cinco tipos de sabores (doce, salgado, azedo, amargo e umami), enquanto a olfatéria
pode reconhecer diversas nuances entre um odorante e outro, aumentando a discriminacédo dos

sinais.
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1.2.1 Neurdnios olfatérios sdo um tipo particular de neurdnios

Neurdnios olfatérios sdo uma classe particular de neurdnios. Além de sua localizacdo fora
do contexto cerebral, esses neurdnios estdo necessariamente em contato com o ambiente
externo e constantemente expostos a taxas mais altas de Oz do que neurdnios no sistema nervoso
central (SNC). Além disso, para a maioria das regides do SNC o processo de neurogénese é
restrito ao periodo de desenvolvimento embrionario seguido de um curto periodo perinatal
(Cone e Cone, 1976; revisado em Gage, 2002). A neurogénese consiste na divisdo de células-
tronco neurais e a subsequente maturagdo em células neurais progenitoras; estas progenitoras
entdo migram e maturam em neurdnios (Gage, 2019). Em adultos, a ocorréncia deste processo
é bastante limitada, restrita a duas regifes especificas. Em uma delas, neurénios na fase
replicativa situam-se na zona subgranular (ZSG) parte do giro dentado do hipocampo, e
migram, ao longo de sua maturacdo, para a regiao CA3, também no hipocampo (Altman e Das,
1965; Riksson et al., 1998; revisado em Schafer et al., 2016). Na segunda regido, neur6nios na
fase replicativa estdo na zona subventricular (ZSV) e migram, ao longo de sua maturacéo, para
compor o tecido do bulbo olfatério (BO) que, portanto, € composto exclusivamente de células

maduras (Doetsch et al., 1999; Lois e Alvarez-Buylla, 1994).

O EO também apresenta neurogénese adulta, tendo sua populagdo de neurdnios
constantemente substituida ao longo da vida (revisado em Schwob et al., 2017; Brann e
Firestein, 2014). Assim, a populagcdo de OSNs maduros possui tempo de vida mais curto do que
outros tipos neuronais (Sultan-Styne et al., 2009). Nesse contexto, acredita-se que a capacidade
de regeneracdo do EO atraveés de neurogénese € o que permite dar continuidade no
funcionamento da funcdo olfatéria mesmo ap6s um dano massivo, pois este tecido é capaz nao
sO de repor os neurdnios que foram perdidos, mas também de reestabelecer o fluxo sinaptico
para os glomérulos corretos apds a lesdo (Cheung et al. 2014). O processo de neurogénese

continua no EO é acompanhado de um fluxo de migracdo de OSNs ao longo de sua
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diferenciacdo (Figura 8). No entanto, diferentemente do BO, que é composto exclusivamente
de neurbnios maduros, uma vez que a regido de replicacdo esta situada em uma regido
relativamente distante deste tecido (Lois e Alvarez-Buylla, 1994), a regido de replicagéo,
migracdo e localizagdo de neurdnios maduros no EO ocorre numa regido muito proxima;
portanto, a composicdo celular deste tecido inclui os trés estagios de maturacdo neuronal
(Schwob et al, 2018). Para sua fungéo adequada, as células maduras necessitam estar em contato
direto com o ambiente externo, por isso se localizam na regido mais proxima ao limen da

cavidade nasal, enquanto precursores de neurdnios se localizam na regido mais basal do EO.
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Figura 8: Organizacéo celular do EO de camundongo. A) Corte frontal do crénio de camundongo. Em
preto, OSNs marcados delimitam o interior do EO. B) Corte histoldgico do EO, em que 1) camada de células de
suporte; 2) camada de OSNs maduros, identificados através do marcador OMP (olfactory marker protein); 3)
camada de OSNs imaturos, identificados através do marcador GAP43 e 4) progenitores de neurdnios, identificados
através do marcador Ngnl. A cavidade nasal (Iimen) se localiza no topo da imagem. (Adaptado de Michaloski
etal, 2011).

1.2.2 Funcdo olfatéria, envelhecimento e neurodegeneracao

A perda da funcdo olfatoria durante o envelhecimento normal e patoldgico tem sido
extensivamente reportada (Bianchi et al., 2013; Talamo et al., 1989; Doty, 2012; Attems et al.,
2014; Conley et al., 2016), porém, as bases moleculares e fisioldgicas que causam e permeiam
esta perda ainda ndo estdo totalmente claras. Apesar disso, a perda olfatoria é considerada um
sintoma precoce de doencas neurodegenerativas, sendo um fator considerado para o diagnostico
e usado como marcador de resposta a tratamentos, em alguns casos (Kishikawa et al., 1994,
Velayudhan e Lovestone, 2009).

H& um consenso na literatura de que o envelhecimento é o principal fator de risco para

neurodegeneracdo (Jorm et al., 1987), embora ainda haja discussdo acerca das bases
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moleculares que determinam estes processos. Ha4 também muitas evidéncias de que o acumulo
de danos ao DNA desempenha um papel causal em neurodegeneragéo (revisado em Jeppesen
et al., 2011, Madhabhuski et al, 2014) e, portanto, as atividades de reparo de DNA estéo
intimamente relacionadas com tais patologias, como sugerem inclusive resultados recentes de
nosso grupo, que mostram que as atividades de BER, diminuidas no cérebro pds-mortem de
portadores da doenca de Alzheimer, estdo correlacionadas a um menor nimero de copias de
mtDNA, porém estes individuos ndo apresentam maior taxa de mutacdo no mtDNA (Soltys et
al, 2019). Assim, seria plausivel especular que alteragdes em atividades de reparo de DNA em
neurdnios olfatdrios contribuissem para a perda olfatéria observada durante o envelhecimento
e em doengas neurodegenerativas, especialmente considerando a exposi¢do constante a agentes
potencialmente genotdxicos. No entanto, ndo existem informagdes disponiveis na literatura
sobre atividades de reparo de DNA no contexto de neurénios no EO. Uma busca ampla em
varias bases de dados de publicacdes cientificas revelou apenas dois estudos que investigam o
papel de enzimas de reparo na funcdo olfatdria e suas correlagdes, tanto no envelhecimento

normal quanto patol6gico, e ambos apenas em BO (Misiak et al, 2017; Canugovi et al, 2015).

Uma vez que estes neurdnios estdo em contato constante com o ambiente externo
contendo agentes genotoxicos, incluindo o Oz atmosférico, especulamos que OSNs maduros
teriam expressdo aumentada de genes de reparo, e/ou acumulariam mais danos em seu genoma
do que neurénios protegidos do contato direto com agentes genotdxicos do ambiente externo
pelo crénio. Esta hipdtese, caso confirmada, forneceria suporte para um melhor entendimento
dos mecanismos que permeiam a perda olfatéria observada no envelhecimento normal e
patologico. A partir destas consideragdes, os objetivos deste trabalho foram propostos para
estabelecer a fundamentacdo conceitual inicial para estudos futuros sobre as relagbes causais

entre atividades de reparo de DNA e alteragdes funcionais em OSNS.
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2. OBJETIVOS
2.1 Objetivos Gerais:

Identificar as vias de reparo de DNA presentes no EO de camundongos, ao nivel de
expressao génica, e avaliar se ha diferenca nesta expressdo ao longo da diferenciacéo celular de
OSNE.

Identificar se 0 EO acumula mais lesdes em DNA devido a sua exposicdo frequente a

agentes genotoxicos.

1.1 Obijetivos Especificos:

a) Usando abordagens in silico, identificar a expressdo de genes de vias candnicas de
reparo de DNA em epitélio olfatdrio e analisa-los comparativamente quanto a idade de
camundongos e ao estagio de diferenciacdo de OSNSs;

b) Caracterizar a expressdo e localizagdo de genes-chave das vias de reparo de DNA
identificadas ao longo do EO de camundongos e analisa-los comparativamente quanto
a idade;

C) Quantificar os niveis de lesdes em DNA nuclear e mitocondrial de tecido que passa por
neurogénese (EO), tecido que ndo passa por neurogénese, mas € proveniente de
linhagem replicativa (BO) e tecido que ndo passa por neurogénese e nao é proveniente
de linhagem replicativa (regido arbitraria do cortex temporal), e analisa-los

comparativamente.
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3. METODOLOGIA
Este trabalho teve aprovacdo do Comité de Etica em Uso e Cuidado de Animais do
Departamento de Bioguimica — 1Q USP (#60/2017) e foi desenvolvido nos Laboratorios de
Genética Mitocondrial do Instituto de Quimica da USP, sob orientacdo da Prof. Dra. Nadja
Cristhina de Souza Pinto, e de Neurociéncia Molecular, sob co-orientagdo da Prof. Dra. Bettina

Malnic.

3.1 Analise in silico: transcriptomas

Para as andlises de expressao génica de proteinas das vias de reparo de DNA, utilizamos
dados obtidos a partir de analise de transcriptoma de EO camundongos selvagens recém-
nascidos e com quatro semanas de idade, realizado previamente pelo nosso grupo atraves de
sequenciamento de RNA (Camargo et al, 2019) e dados de transcriptoma de neurbnios
olfatérios maduros e seus precursores, separados por FACS (Fluorescence-activated cell
sorting), realizado por Magklara e colaboradores (2011).

Para a avaliacdo da expressdo basal de cada via, comparamos a expressao de quatro genes
de cada via de reparo (Tabela 1), de maneira que houvesse pelo menos um gene envolvido em
uma das etapas gerais de reconhecimento da lesdo, remocéo da leséo e processamento do DNA
reparado.

Tabela 1 — Relacdo de genes analisados nos transcriptomas, respectivas proteinas

codificadas e sua funcao.

Gene Proteina Func¢do na via

Identificacdo e remocéo de lesdo

UNG UDG : ~ .
(incorporacéo de uracila)
BER POLB POLB Sintese de DNA apds remocéo da lesao
0GG1 0GG1 Identificacdo e remocao de lesdo (formacéo de

8-0x0-guanina); incisdo na fita de DNA
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APEX1 APE1 Incisdo na fita apds a remogdo da lesdo

Identificacdo de lesdo (distorcdo de dupla-

XpC XpC hélice em GG-NER)

Identificacdo de lesdo (distor¢cdo da dupla-

XPA XPA hélice); ancoradouro para outras enzimas no
NER sitio da lesdo
Ancoradouro para outras enzimas apos a parada
ERCCO cSB da RNA polimerase 1l em TC-NER
POLD1 POLD1* Sintese de DNA ap6s remocao da lesdo

Identificagdo e marcagéo da leséo

BRCA1L BRCA1L (ubiquitinacéo)

1 **
BRCA2 BRCA? Ancoradouro para o complexo recombinase

HR (interagdo com filamentos de Rad51)
RAD52 RAD52 Componente do complexo recombinase**
EXO1 EXO1 Recessdo 5’ 3’ da fita de DNA ap6s leso
XRCC6 Ku70 Protecdo das pontas de DNA (ligacdo na dupla-

hélice) em conjunto com Ku80

Protecdo das pontas de DNA (ligagdo na dupla-

XRCC5 Kug0 hélice) em conjunto com Ku70

NHEJ

Formacao do complexo DNA-PKcs

_ *
PRKDC  DNA-PKcs (aproximacdo das pontas de DNA)

LIG4 LIG4 Ligacdo de DNA ap6s remocao da lesao

*Subunidades cataliticas
**Q complexo recombinase prepara a busca por homologia
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3.2 Medida do padréo de expressdo génica das vias de reparo de DNA
O padrdo de expressdo de genes codificadores das proteinas de reparo escolhidas foi
medido em camundongos da linhagem C57BL/6J em duas diferentes idades: recém-nascidos
(neonatos) e com trés semanas de idade. Para o grupo neonatos, consideramos o intervalo de 4

a 7 dias de idade.

3.2.1 Obtencdo das amostras

Os animais foram mantidos no Biotério de Producéo e Experimentacdo da Faculdade de
Ciéncias Farmacéuticas e Instituto de Quimica, na Universidade de Sao Paulo, de acordo com
protocolos estabelecidos pela unidade, desde 0 nascimento até 0 momento de eutanasia, sem
qualquer tipo de intervencdo ou tratamento. Os protocolos de manutencdo dos animais estao
descritos em “Manual de Cuidados e Procedimentos com Animais de Laboratorio”, ¢ estdao
disponiveis em <http://interactivepdf.uniflip.com/2/81637/296210/pub/index.html>. Todos os
neonatos foram mantidos junto a mae e retirados até no maximo 1h antes de serem eutanasiados.
Todos os utensilios utilizados na dissecacdo foram esterilizados antes do procedimento e
tratados com inibidor de RNAses, quando necessario.

Camundongos jovens foram eutanasiados em camara de CO> seguido de decapitacéo,
enquanto neonatos foram eutanasiados por hipotermia em uma camara contendo gelo seco (sem
contato fisico), o que proporciona leve sedacdo, seguida de decapitacdo. Todos o0s
procedimentos foram previamente aprovados pela Comissdo de Etica em Uso de Animais
(CEUA) do 1Q-USP, e seguem os protocolos estabelecidos no Biotério, conforme descrito no
“Manual de Cuidados e Procedimentos com Animais de Laboratoério.

Todos os animais foram dissecados com o auxilio de uma lupa (especialmente neonatos)
para a retirada do EO inteiro (Figura 9). Ap0s a retirada do tecido, esse foi imediatamente

mantido em gelo seco e armazenado em freezer -80°C até o processamento.
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Figura 9: Representacdo da localizagdo do EO de camundongos.

3.2.2 Preparacdo das amostras

Utilizamos a linhagem celular C2C12, um subclone da linhagem celular de mioblastos de
camundongos da linhagem C2 (ATCC® CRL-1772™), para a padronizagdo de todos os primers
utilizados (Apéndice A). A extracdo de RNA foi feita com o kit GenElute (Sigma-Aldrich), de
acordo com as especificacOes do fabricante, sendo adicionada uma etapa de digestdo com
DNAse | (Thermo Scientific), para a eliminagdo de contaminacdo por DNA. A concentracdo
de RNA nas amostras foi quantificada através da medida da absorbancia em 260 nm no
equipamento NanoDrop 1000 (Thermo Scientific). A verificagdo da pureza das amostras foi
feita no mesmo equipamento, através da razdo entre os valores de Absorbancia 260/230 (a
absorbancia em 230 nm corresponde & contaminag¢do por moléculas orgénicas) e 260/280 (a
absorbancia em 280 nm corresponde & contaminagdo por proteinas). Apenas as amostras cujas
razoes < 2 foram utilizadas.

Amostras que apresentaram contaminagdo por moléculas orgénicas foram tratadas com
solucdo de etanol 75% RNAse-free e acetato de amonio 2 M para precipitacdo de RNA,
incubadas em gelo por 1h e centrifugadas por 12.000 g durante 30 minutos a 4°C. Os

sobrenadantes foram descartados, os pellets, suspendidos no dobro de volume de etanol 75%
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RNAse-free adicionado inicialmente e os tubos foram novamente centrifugados a 12.000 g
durante 15 minutos a 4°C. Ap0s a segunda centrifugacdo, os tubos foram incubados durante 15
minutos a temperatura ambiente (15-25°C) para dissolver sais co-precipitados. Em seguida, 0s
sobrenadantes foram cuidadosamente retirados e descartados. Os precipitados foram
novamente suspendidos no dobro de volume de etanol RNAse-free, centrifugados e incubados
a temperatura ambiente. Apos a retirada do segundo sobrenadante apds incubagdo, os tubos
foram deixados para secar durante 10 minutos a temperatura ambiente sobre uma bancada
isolada e devidamente sinalizada, para evitar contaminagdo com RNAses. Finalmente, os
precipitados foram suspendidos em &gua tratada com DEPC previamente preparada e
novamente quantificados e verificados quanto a sua pureza.

A integridade das amostras foi verificada pela presenca de bandas tipicas correspondentes
as subunidades 16S e 18S de RNA ribossomal, através da resolucdo de aliquotas de 1 ug de
cada amostra em gel de agarose 1% (m/V) em tampdo TAE (Tris base 40 mM, EDTA 1 mM,
acido aceético para pH 8,0), seqguido de incubacédo do gel em solucdo de brometo de etideo (2

ug/mL) e analisado em equipamento transiluminador UV (Thermo Scientific).

3.2.3 Reacdes de transcricdo reversa e analise quantitativa de cDNA
Para obter o DNA complementar de fita simples utilizamos o kit High Capacity cDNA
Reverse Transcription (Thermo Scientific), conforme especificacBes do fabricante. As reacfes

foram realizadas em volumes de 25 uL, utilizando até 2 ug de RNA total.

A analise de expressdo do mRNA de todos os genes de interesse foi realizada através de
PCR quantitativo em tempo real. Para isto, preparamos reacdes de 20 uL utilizando Power
SYBR Green PCR Master Mix (Thermo Scientific) e realizamos as amplificagdes no
equipamento 7300 Real Time PCR System (Thermo Scientific), ambas seguindo especificacdes

do fabricante. Como controle enddgeno da quantificacéo relativa, utilizamos o gene HMBS. As
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sequéncias dos primers (Tabela 2) foram obtidas utilizando o banco de dados PimerBank de

Harvard (Wang, 2002), validados por BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi).

Tabela 2 — Relagdo de primers utilizados na quantificacdo de expressao génica via

PCR quantitativo em tempo real - RT-PCR.

Gene Sequéncia direta5” 2> 3 Sequéncia reversa3' 2> 5
UNG TTCGGGAAGCCGTACTTCG CATCTGGGTCCATGTGAACAC
Via BER POLB  TGAACCATCATCAACGAATTGGG  CCATGTCTCCACTCGACTCTG
OGG1  CTGCCTAGCAGCATGAGACAT  CAGTGTCCATACTTGATCTGCC
APEX1 ACGGGGAAGAACCCAAGTC  TCCACATTCCAGGAGCATATCT
Rad52  CTTTGTTGGTGGGAAGTCTGT  CGGCTGCTAATGTACTCTGGAC
Via HR Exol TGGCTGTGGATACCTACTGTT  ATCGGCTTGACCCCATAAGAC
BRCAL CGAATCTGAGTCCCCTAAAGAGC  AAGCAACTTGACCTTGGGGTA
BRCA2 ATGCCCGTTGAATACAAAAGGA  ACCGTGGGGCTTATACTCAGA
XPC TCCAGGGGACCCCACAAAT GCTTTTTGGGTGTTTCTTTGCC
Via NER XPA  CCCAAAATGATTGACACCAAAGG TGGTTCATAAGGTACGAGTCCA
ERCC6  GAGACCACAGAGAAACGTCCA CTCCTGCTCACTGGTTTGCT
POLD1 TCGCAGTTTGAGGCGAACC CTGAGCCCACATAGTGGTCA
XRCC6  ATGTCAGAGTGGGAGTCCTAC  TCGCTGCTTATGATCTTACTGGT
ViaNHEJ  XRCC5  ATGGCGTGGTCCGGTAATAAG  CCTGTCGTTGGACAAACATAGTC
PRKDC  AAACCTGTTCCGAGCTTTTCTG  TAAGGGCACAGCATATCGCTT
LIG4  TTTGCAGACTTATGTTCCACACT TCCTTTCTGTTCTTATGAAGGGC
Normalizador ~ HMBS AAGGGCTTTTCTGAGGCACC ~ AGTTGCCCATCTTTCATCACTG
Ric8B  AGCTGGTTCGTCTCATGACAC CAGCGTTCCCATAGCCAGTG
N(')"Iif?t%??orses Ngnl CCAGCGACACTGAGTCCTG CGGGCCATAGGTGAAGTCTT
OMP TCCGTCTACCGCCTCGATTT CGTCTGCCTCATTCCAATCCA


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
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Todos os primers foram previamente submetidos a validacdo (Apéndice A) através da
determinacdo da eficiéncia e especificidade de amplificacdo a partir de amostra de cDNA da
linhagem C2C12. Realizamos reagOes de amplificacdo em dilui¢Ges seriadas contendo 0,72;
3,6; 18 e 90 ng de cDNA, em triplicata, utilizando os mesmos equipamentos e reagentes
descritos no item 3.2.3. O célculo de eficiéncia de amplificacdo foi obtido baseado na inclinagao
(slope) da curva padréo. A faixa de eficiéncia aceita foi entre 0,80 — 1,2 (fator de amplificagéo
entre 1,8 ¢ 2,2) e o valor de R? > 0,97. A medida de quantificagdo relativa (QR) seguiu a
equacao proposta por Pfaffl (Pfaffl, 2001) com adaptacdes, a partir dos valores de fatores de
amplificagéo dos genes de interesse e de referéncia (FAnT, FAHke, respectivamente), obtidos

através da eficiéncia de cada par de primers e dos valores de Act das amostras de neonatos e

com trés semanas de idade (ACT nwb € ACT 3wo, respectivamente), como segue:

Act nwh - Act 3wo

QR= -
. Act nwh = Act 3we
FAynt

3.3 Localizacéo espacial das proteinas de reparo em cortes histologicos de EO
3.3.1 Preparacao de laminas
Amostras de epitélio olfatdrio inteiro foram obtidos de trés camundongos com trés
semanas de idade (eutanasiados como descrito em 3.2.1), utilizando utensilios previamente
limpos com solugdo de inibidor de RNAse. Os 6rgdos foram imediatamente colocados em
solucdo fixadora de paraformaldeido 4% e deixados em geladeira overnight. No dia seguinte,
o0s orgdos foram transferidos para uma solucéo livre de RNAses de 0,45 M de EDTA em PBS
(137 mM NaCl, 10 mM NazHPO4 2.7 mM KClI, 1,8 MM KH2POys; pH 7.4) e incubados também
overnight. Em seguida, foram transferidos para uma solucdo contendo 20% (m/v) sacarose em

PBS por meia hora, retirados, cuidadosamente secos utilizando kimwipes, transferidos para
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moldes plasticos contendo meio de montagem (Tissue Tek) para crioprotecéo e congelados em
gelo seco antes de serem armazenados em -80°C.
3.3.2 Sintese de ribossondas
As sequéncias dos genes de interesse foram obtidas do GeneBank
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) e utilizadas para o desenho de primers para a
amplificacdo de fragmentos, a que chamamos de inserto, de 800-1000 pb da sequéncia
codificadora dos mRNAs, utilizando o software GENtle (http://gentle.magnusmanske.de/). A

relacdo de sequéncias de primers e tamanho dos insertos esta apresentada na Tabela 3.

Tabela 3 — Relacéo de primers e tamanho de insertos utilizados na sintese de sondas
para hibridizacao in situ.

Descricao Tamanho do Sequéncia
¢ amplicon (bp) g
APE1 forward ACGGGGAAGAACCCAAGTC
995
APEL1 reverse AACACCTGAAGGCTAAAACACCAG
POLB forward AACTCGCAAACTTTGAGAAGAACGTG
836
POLB reverse GCGGATGGTGTACTCATTGATTGTG
XRCCS5 forward TTCCTGGACGCCCTGATTGTG
945
XRCCS5 reverse ATAAACTAAACACTCATAGGCGTC
XRCC6 forward TGACTACTCTTTGAGTGAAGTGCTC
803

XRCCE6 reverse AGACGTTCTTCCGGGGTGTG


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/
http://gentle.magnusmanske.de/
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Os insertos foram clonados em vetor pGEM-T Easy (Promega) e suas sequéncias foram
confirmadas através de andlise de restricdo e sequenciamento. Os plasmideos contendo as
sequéncias corretas foram linearizados por restricdo com enzimas de modo que a sequéncia
complementar ao MRNA (cCRNA) esteja contigua ao promotor de RNA Polimerases virais (SP6
ou T7). Utilizamos estes plasmideos como molde para a sintese in vitro de ribossondas com
polimerases virais SP6 RNA Polimerase ou T7 RNA Polimerase, utilizando uracilas marcadas
com Digoxigenina.

3.3.3 Hibridizagéo in situ

Utilizamos o protocolo de hibridizagdo proposto por (Nakahara, 2014), baseado no
trabalho de (Ishii et al., 2004), composto por trés etapas, como descrito:

Etapa 1 - Pré-Tratamento das secGes e hibridacéo:

As laminas foram secas utilizando secador por 10 min, e em seguida fixadas com
paraformaldeido 4% por 20 minutos. Entdo foram lavadas e tratadas com HCI 0,1 M por 10
min para permeabilizacdo e tratadas por 30 min com H2O2 0,1% (v/v) a fim de inativar
peroxidases enddgenas. Em seguida, as amostras foram acetiladas com 1 mL de Anidrido
Acético em 250 mL de trietanolamina 0,1 M pH 8,0, e hibridadas com solucdo de hibridagéo
pré-aquecida (50% (v/v) Formamida, 10% (m/v) Sulfato de Dextran, NaCl 600 mM, RNA-
transportador de levedura 200ug/ml, 0,25% (m/v) SDS, Tris-HCI 10 mM pH 8,0, 1X Solucgéo
de Denhardt, EDTA 1mM) contendo sondas antissenso de RNA nas concentragdes
especificadas, durante um periodo de 16 h a 60°C, cobertas com laminulas de vidro.

Etapa 2 - Lavagem e incuba¢do com anticorpo:

No segundo dia, as laminulas foram deslocadas em 5X SSC (750 mM NaCl, 75 mM
citrato de sodio, pH 7.0) e as ldaminas foram lavadas a 60°C em 2X SSC (300 mM Nacl, 30 mM
citrato de sodio, pH 7.0) por 30 min, 0,2X SSC (30 mM NaCl, 3 mM citrato de sodio, pH 7.0)

por 20 min e 0,1X SSC (15 mM NacCl, 1,5 mM citrato de sodio, pH 7.0) por 20 min. Foram
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entdo transferidas para solugdo 0,1X SSC a temperatura ambiente, e em seguida para: i) uma
solugéo de PBS com 0,1% (v/v) Tween-20 por 10 minutos; ii) tamp&o TN (Tris- HCI 100 mM
pH 7,5, NaCl 150 mM) por 5min duas vezes. Essas laminas foram, entdo, blogueadas em
tampdo TNB (Tris-HCI 100 mM pH 7,5, NaCl 150 mM, 0,05% Reagente de Bloqueio (Perkin
Elmer)). As laminas foram ent&o incubadas com anticorpo anti-DIG-AP (ROCHE), diluido em
1:800 em 200uL de tampédo TNB (100 mM Tris-HCI, 150 mM NacCl, 0,5% (m/v) reagente de
blogueio PerkinElmer FP1020), cobertas com laminula de Parafilm™, a 4°C overnight.

Etapa 3 - Marcacdo Cromogénica Simples:

As laminas foram lavadas 6 vezes em tampdo TNT (Tris-HCI 100 mM pH 7,5, NaCl
150 mM, 0,05% Tween-20) por 5min cada, com agitagdo suave. Em seguida, lavadas duas
vezes em tampdo da Fosfatase Alcalina (Tris-HCI 100 mM pH 9,5, MgCl> 50 mM, NaCl 100
mM, 0,1% Tween-20) por 5min. Entdo foram incubadas com uma solugéo 1:1 (V/V) de Tampéo
da Fosfatase Alcalina 2X : 10% (v/v) Alcool Polivinilico (Mowiol). O Tamp&o da Fosfatase
Alcalina 2X foi filtrado e apés a adi¢cdo de 10% PVA, foram adicionados 6,7 ul de NBT 75

mg/mL e 5 ul de BCIP 50 mg/mL.

3.4 Medida do numero de lesbes em DNA
3.4.1 PCR de longa extensao
Amostras de trés regides neuronais distintas: EO, BO e uma regido neuronal néo-
olfatoria do cortex (CT), foram extraidas de trés camundongos (eutanasiados como descrito em
item 3.2.1) com trés semanas de idade, conforme ilustrado na Figura 10. O DNA total destas
regides foi extraido utilizando o kit DNeasy Blood and Tissue (Qiagen). As amostras foram
quantificadas no equipamento NanoDrop (ThermoFisher Scientific) e diluidas a uma
concentracdo de 6 ng/uL para serem utilizadas nas reacdes de amplificacdo, segundo protocolo

adaptado de Kovalenko e Santos (2009). A quantidade de DNA molde utilizada em cada reacéo
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foi padronizada previamente. Para a amplificacdo dos fragmentos longos, utilizamos o kit
AccuPrime Tak DNA Polymerase High Fidelity (Invitrogen) e, para os fragmentos curtos, o kit
Taq DNA Polymerase Recombinant (Invitrogen). As condicOes experimentais de cada reagéo
estdo resumidas na Tabela 4 e a relagcdo de sequéncias de primers utilizados, bem como o
tamanho de produtos de amplificagdo estdo apresentados na Tabela 4. As sequéncias dos

primers foram obtidas por Kovalenko e Santos (2009).

CT

EO

Figura 10: Esquematizacdo ilustrativa das regies neuronais (EO, BO e CT) utilizadas nas
reacOes de PCR de longa extenséo.

Tabela 4 — CondicGes experimentais utilizadas nas reacdes de amplificacdo de
fragmentos para o ensaio de PCR de longa extenséo.
Fragmento DNA (ng) Programa no termociclador

94°C por 3 minutos (1 ciclo)
120 94°C por 45 segundos, 56°C por 30 segundos,
72°C por 1 minuto (22 ciclos)
94°C por 30 segundos (1 ciclo)
30 94°C por 30 segundos, 62°C por 30 segundos,
68°C por 15 minutos (33 ciclos)

Fragmento curto

nuclear

Fragmento longo

nuclear

94°C por 3 minutos (1 ciclo)
Fragmento curto
] ) 3 94°C por 45 segundos, 56°C por 30 segundos,
mitocondrial ] )
72°C por 1 minuto (22 ciclos)

94°C por 30 segundos (1 ciclo)
Fragmento longo
6 94°C por 30 segundos, 56°C por 30 segundos,

68°C por 18 minutos (28 ciclos)

mitocondrial
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Tabela 5 — Relagéo de primers utilizados no ensaio de PCR de longa extensdo

_ Tamanho do .
Desricéo ) Sequéncia
amplicon (bp)

Fragmento longo mitocondrial
GCCAGCCTGACCCATAGCCATAATAT

forward
10.000
Fragmento longo mitocondrial
GAGAGATTTTATGGGTGTAATGCGG
reverse
Fragmento curto mitocondrial
AACCTCCATAGACCGGTGTAAAA
(RNR1) forward
128
Fragmento curto mitocondrial
TTTATCACTGCTGAGTCCCGT
(RNR1) reverse
Fragmento longo nuclear (-
) TTGAGACTGTGATTGGCAATGCCT
globina) forward
8.700
Fragmento longo nuclear (-
) GCCTGGACTTTGCCCCTAAT
globina) reverse
Fragmento curto nuclear (HPRT)
GCCTGGACTTTGCCCCTAAT
forward
134
Fragmento curto nuclear (HPRT)
CGCCTTTCCACTCTTCAGGT

reverse

Apos as reacOes, os produtos de amplificacdo de fragmentos longos foram resolvidos
em gel de agarose 1% , em tampdo TAE (40 mM Tris base, 20 mM acido acético, 1 mM EDTA,
pH 8.0), e de fragmentos curtos em gel de poliacrilamida (19:1, acrilamida:bis-acrilamida) 10%,
em tampdo TBE (89 mM Tris base, 89 mM éacido borico, 2 mM EDTA, pH 8.0). Os géis foram
corados em brometo de etidio, fotografados sob luz UV e a quantificagdo da intensidade das
bandas foi feita utilizando o software ImageJ vI.48. Para cada amostra, foram realizados pelo

menos dois experimentos independentes.
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A frequéncia de les@es foi calculada baseado no protocolo de Kovalenko e Santos, com
algumas adaptacOes. Normalizamos a amplificacdo dos fragmentos longos pela amplificagéo
dos fragmentos curtos em cada grupo (EO, BO e CT). Em seguida, normalizamos a
amplificacéo corrigida dos grupos EO e BO (Aeo e Ago, respectivamente) pela amplificagdo
corrigida de CT (Acrt), resultando em uma amplificacéo relativa dos dois primeiros grupos.
Assumindo uma distribuigdo aleatéria de lesdes e usando a equacdo de Poisson [f(x)=e™\%/x!,
em que A é a frequéncia média de lesdo] para templates sem lesdo (isto €, x = 0), a frequéncia

média de leséo por fita de DNA é determinada por A = — In Aeo,go/AcT.

3.5 Analises estatisticas
Dados retirados de transcriptomas disponiveis na literatura sdo apresentados na forma
de tabelas. Dados obtidos experimentalmente estdo representados graficamente como média +
desvio padrdo, exceto quando indicado. Comparacgdes entre as médias dos grupos experimentais
foram feitas através do teste t de Student’s para amostras ndo pareadas com o software
GraphPad Prism v5.01. Estabelecemos o valor de p < 0,05 como médias significativamente

diferentes.
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4. RESULTADOS

4.1 Analise in silico de genes de reparo de DNA em EO de camundongos

Escolhemos analisar quatro das principais vias de reparo por excisdo: BER, NER, HR e
NHEJ, que sdo responsaveis pelo reparo das principais lesbes induzidas em DNA por
genotoxinas endogenas e exogenas, como radiacbes UV e ionizantes, agentes oxidantes,
alquilantes e hidrocarbonetos aromaticos policiclicos. Para cada via, analisamos quatro genes
(Tabela 1, item 3.1), escolhidos de maneira que houvesse ao menos um gene envolvido em
cada um dos trés passos gerais de reparo: reconhecimento da lesdo, remocdo da lesdo e
processamento da(s) fita(s) de DNA excisada(s).

Uma vez que OSNSs, diferentemente da maioria dos neurénios do sistema nervoso central
(SNC), passam por neurogénese e maturacdo ao longo do tempo, optamos por bases de dados
cujas informag0es refletissem estes processos. Analisamos, portanto, dados de transcriptoma
obtido através de sequenciamento de RNA de EO de camundongos selvagens, da linhagem
C57BL/6J, recém-nascidos e com quatro semanas de idade, realizados pelo nosso grupo
(Camargo et al, 2019), para que pudéssemos ter uma visdo geral dos processos ao longo do
desenvolvimento. Analisamos também dados de transcriptoma de OSNs murinos da linhagem
C57BL/6J maduros e seus precursores, separados por FACS (Fluorescence-activated cell
sorting), realizado por (Magklara et al, 2011), também através de sequenciamento de RNA,
para que pudéssemos avaliar mais especificamente as alteragdes nas atividades de reparo de
DNA durante o processo de diferenciagdo de OSNSs. Os resultados obtidos estdo sumarizados
nas Tabelas 6 e 7. As medidas sdo normalizadas por fragmentos por kilobase de éxons por
milhdo de fragmentos mapeados (FPKM). Os transcritos estdo identificados segundo o nome

do respectivo gene.



45

Tabela 6: Valores de FPKM dos genes representativos de cada via de reparo em

camundongos neonatos e com 4 semanas de idade.

FPKM FPKM
4
Gene Neonatos semanas Gene Neonatos semanas

UNG 109 15 XPC 42 47
POLB 11.9 145 KPA 93 13,0

BER NER
0GG1 73 8.9 ERCC6 3.1 4.4
APEX1 112 56 POLD1 135 65
BRCA1 95 28 XRCC6 117 15,2
BRCA2 17 1.0 XRCCS 117 115

HR NHEJ
RAD52 73 101 PRKDC 71 8.4
EXO1 21 06 LIG4 31 57

A analise global da expressdo de genes de reparo de DNA com relagdo a idade do
camundongo sugere, de maneira geral, que a expressdo dos genes das vias de BER, NER e HR
ou ndo varia com a idade ou diminui; por outro lado, a expressdo dos genes da via NHEJ tende
a aumentar levemente durante o desenvolvimento. Da via BER, 0s genes POLB e OGG1
parecem ndao mudar significativamente seu padrdo de transcri¢do, enquanto a expressao de
APEX1 diminui pela metade e de UNG diminui cerca de dez vezes nos camundongos mais
velhos. Este mesmo padréo foi observado para os genes da viade HR: EXO1, BRCAl e BRCA2
diminuem drasticamente o nivel de expressdo, enquanto apenas RAD52 tem seus niveis de
transcricdo aumentados, nos animais mais velhos. Os genes da via de NER investigados aqui

apresentam respostas distintas durante o desenvolvimento, uma vez que os genes XPC e CSB
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ndo diferem quanto aos niveis de transcrigdo, enquanto XPA tem um leve aumento. Mesmo
assim, o decréscimo na transcricdo de POLD1 é muito mais proeminente do que dos outros
genes. Os genes da via de NHEJ ndo apresentaram alteragcOes grandes de expressdo em
camundongos mais velhos, com exce¢do do gene LIG4 que apresentou niveis de transcri¢éo

duas vezes maior em adultos.

Tabela 7: Valores de FPKM dos genes representativos de cada via de reparo em
precursores de OSNs (Ngnl+) e OSNs maduros (OMP+).

FPKM FPKM
Gene Ngnl+ OMP+ Gene Ngnl OMP+
UNG 2.0 0.1 XPC 135 123
POLB 297 324 XPA 152 128
BER NER
0GG1 6.3 6.8 ERCC6 32 3.4
APEX1 32,6 91 POLD1 16,7 45
BRCA1 29 08 XRCCE 120 37.9
BRCA?2 1,0 0.4 XRCCS 8.0 8.4
HR NHEJ
RAD5?2 51 22 PRKDC 55 2.9
EXO1 06 00 LIG4 16 25

Os resultados obtidos quando comparamos a expressdo dos transcritos durante a
maturacdo dos OSNs (Tabela 7) recapitula as varia¢fes observadas com relacdo a idade dos
camundongos, sendo as diferencas, no entanto, mais acentuadas. Esta observacéo,
provavelmente, resulta do fato de que camundongos recém-nascidos tém maior propor¢do de

precursores de neurbnios em seu EO, e camundongos adultos terdo maior proporcdo de
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neurdnios maduros. E interessante notar, no entanto, que embora alguns genes tenham
apresentado padrdo de transcricdo inverso ao observado anteriormente, como RADS52 e
PRKDC, a maioria manteve a variagdo observada na comparacdo entre neonatos e animais
adultos, especialmente aqueles cuja diferenca é grande, como UNG, BRCAL, XRCC6 e
POLD1. Considerando que os dois conjuntos de dados utilizados aqui foram obtidos em
laboratérios diferentes, e utilizando amostras diferentes (tecido total vs populacGes
enriquecidas), a alta concordancia entre os resultados sugere que, de fato, essas variagdes devem
estar refletindo alteraces bioldgicas relevantes. E também importante ressaltar que embora a
técnica de sequenciamento de RNA forneca uma boa visdo qualitativa, ela carece de validacGes

mais especificas do ponto de vista quantitativo de genes transcritos.

4.2 Anédlise da expressdo de genes de reparo por PCR em tempo real

4.2.1 Amostras utilizadas na padronizagao dos primers

Dada a limitada disponibilidade das amostras teste, para a validagdo dos resultados obtidos
nas analises in silico inicialmente tentamos realizar a padronizacdo dos primers com amostras
de tecido neuronal obtido de camundongos que seriam descartados. Estes animais ndo passaram
por nenhum tipo de intervencéo, e foram mantidos nas mesmas condi¢6es daqueles utilizados
neste projeto. No entanto, o RNA obtido das amostras se apresentou, consistentemente,
contaminado, 0 que persistiu mesmo ap0s modificacdes nas quantidades de material inicial e
adaptacOes no protocolo sugerido pelo fabricante. Além disso, o rendimento néo foi satisfatorio
para a realizacdo da padronizacdo dos 16 pares de primers utilizados. As amostras que foram
submetidas a precipitacdo com etanol tiveram ainda menor rendimento, apesar de néo
apresentarem mais absorbancia significativa em 230 nm. Sendo assim, a linhagem de
mioblastos murinos C2C12 foi escolhida por apresentar boa concentracdo e qualidade dos

RNAs obtidos (Apéndice A).
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4.2.2 Marcadores olfatérios

Uma vez que utilizamos todo o tecido do epitélio olfatério ao inveés de populacGes
enriquecidas em precursores e neurdnios olfatorios maduros, consideramos importante
confirmar que as idades escolhidas (neonatos vs animais jovens com 3 semanas de idade)
refletiam adequadamente a mudanca no perfil das populagédo de células maduras/imaturas que
compdem o EO dos animais. Sendo assim, escolhemos trés marcadores de diferencia¢éo de
OSNs, que deveriam indicar uma maior populacdo de precursores de neurbnios em
camundongos neonatos e maior populacdo de células maduras em camundongos jovens. As
proteinas OMP (olfactory protein marker, modulador da cascata de transducdo de sinal
olfatorio) e Ngnl (neurogenina 1, fator de transcrigdo envolvido na iniciacdo da diferenciacéo
neuronal) sdo marcadores especificos de maturidade de OSNs, de forma que é esperado que
OMP seja consideravelmente mais expresso em células maduras e Ngnl, em precursores
(Nickell, 2012). A proteina Ric-8b é uma GEF (fator de troca de nucleotideo guanina) que esta
associado a subunidade da proteina G de receptores olfatorios, e € mais expressa em neurénios
maduros do que em seus precursores (Machado et al, 2017). Os resultados obtidos da anélise
da expressdo desses genes nas amostras de tecido olfatério utilizadas nesse estudo estéo
apresentados na Figura 11 em termos de expressdo relativa as amostras de neonatos,
consideradas, para questdes de calculo, como controle, e confirmam que as amostras de EO de
camundongos com 3 semanas de idade apresentam uma maior populacdo de OSNs maduros.

Assim, essas amostras foram utilizadas para o0s experimentos subsequentes.
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Figura 11: Anélise por PCR em tempo real de expressdo de mRNA de genes marcadores
indiretos (Ric-8b) e diretos (OMP, Ngnl) de maturidade olfatéria, a partir de cDNA de EO de
camundongos neonatos (nwb), e com trés semanas de idade (3wo); utilizando HMBS como
normalizador enddgeno. Os resultados sdo expressos como a média + desvio padrdo de trés réplicas
bioldgicas, em triplicatas, de dois experimentos independentes. (*p < 0,05, ns ndo significativo).

4.2.3 Validacéo das analises in silico para a expressdo de genes de reparo

Para validar os resultados obtidos com a analise dos transcriptomas, utilizamos a técnica de
quantificacdo relativa de expressdo por PCR em tempo real, utilizando primers especificos para

cada gene, apos verificacdo da eficiéncia de amplificacdo de cada par (Apéndice A).

As Figuras 12-15 apresentam o0s resultados obtidos na quantificagdo de dois
experimentos de PCR em tempo real, a partir de trés réplicas biolégicas de EO de camundongos
neonatos e com 3 semanas de idade, realizadas em triplicata. Os resultados s@o apresentados
como expressao relativa as amostras de neonatos, consideradas, para questdes de calculo, como
controle. Como pode ser observado, ha diminuicdo significativa na expressao da maioria dos

genes investigados em camundongos jovens, comparados aos neonatos.
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Figura 12: Analise por PCR em tempo real da expressao de mMRNA de genes da via BER a
partir de cDNA de EO de camundongos neonatos e com trés semanas de idade; utilizando HMBS como
normalizador enddgeno. Os resultados sdo expressos como a média + desvio padrdo de trés réplicas
bioldgicas, em triplicatas, de dois experimentos independentes. (*p < 0,05).
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Figura 13: Analise por PCR em tempo real da expressdo de mMRNA de genes da via NER a
partir de cDNA de EO de camundongos neonatos e com trés semanas de idade; utilizando HMBS como
normalizador enddgeno. Os resultados sdo expressos como a média + desvio padrdo de trés réplicas
bioldgicas, em triplicatas, de dois experimentos independentes. (*p < 0,05).
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Figura 14: Andlise por PCR em tempo real da expressdao de mMRNA de genes das via HR a partir
de cDNA de EO de camundongos neonatos e com trés semanas de idade; utilizando HMBS como
normalizador enddgeno. Os resultados sdo expressos como a média + desvio padrdo de trés réplicas
biolégicas, em triplicatas, de dois experimentos independentes (*p < 0,05).
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Figura 15: Analise por PCR em tempo real da expressao de mRNA de genes da via NHEJ a
partir de cDNA de EO de camundongos neonatos e com trés semanas de idade; utilizando HMBS como
normalizador enddgeno. Os resultados sdo expressos como a média + desvio padréo de trés réplicas
biolégicas, em triplicatas, de dois experimentos independentes. (*p < 0,05).



52

4.3 Andlise da expressao de genes de reparo por hibridizacdo in situ

A arquitetura do epitélio olfatorio ja é bem estabelecida, com os precursores de OSNSs se
localizando em uma camada basal e migrando ao longo do epitélio a medida que se diferenciam,
de modo que a camada de interface com o ar € constituida quase que exclusivamente por esses.
A técnica de hibridizacédo in situ permite uma andlise espacial da expressdo génica no tecido
como um todo, e por isso foi utilizada para confirmar os resultados de PCR em tempo real que
sugerem que hé variacdo na expressao de genes de proteinas de reparo ao longo da diferenciacéo
de OSNs. Para este experimento, escolnemos duas vias de reparo, consideradas as mais
importantes no contexto neuronal (BER, responsavel pelo reparo de danos oxidados, e NHEJ,
principal via para o reparo de quebra de duplas fitas em células pds-mitéticas). Devido ao
volume de trabalho associado a construgdo das sondas, preparacao de laminas e hibridacdo do
tecido, escolhemos, a principio, dois genes por via. Destes, 0 gene que obtivemos sucesso em
todas as etapas foi a endonuclease APE1, da via de BER, cuja diminui¢do da expressao durante
o desenvolvimento foi consistente nas anélises in silico (Tabelas 6 e 7) e na analise de PCR em
tempo real (Figuras 12-15).

A Figura 16 apresenta imagens representativas de laminas com cortes transversais e EO
hibridizados com sonda especifica para 0 mMRNA de APE1 e contra-coradas com NBT/BCIP.
Podemos observar que este gene é expresso em todo o EO (Figura 16a), e que ha uma clara
diferenca na marcacdo entre as camadas enriquecidas com os diferentes estagios de maturacédo
neuronal, com a marcacdo mais forte sendo observada na camada de precursores OSNs (Figura
16b, C), confirmando os dados obtidos nos resultados anteriores. E importante ressaltar, no
entanto, que o sucesso desta técnica depende, dentre outras coisas, do nivel de mRNA presente
nas células. Os valores de FPKM de genes de reparo séo baixos quando comparados a outros

genes especificos de OSNs; APE1 apresenta um FPKM em torno de 5, enquanto OMP apresenta
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FPKM em torno de 500. Sendo assim, ainda sdo necessarios refinamentos desta técnica para

conclusdes mais robustas.

Figura 16: Imagem representativa de hibridizagdo in situ para 0 MRNA de APEL em cortes
histolégicos de EO de camundongo com 3 semanas de idade. Sondas de fita antissense de mRNA foram
utilizadas para hibridacdo cromogénica no tecido. a) visdo geral do EO e b) aumento de 20x em que A:
camada de OSNs maduros, B: camada de OSNs imaturos e C: camada de precursores de OSNSs. lu:
lumen (cavidade nasal).

4.4 Analise de leses em DNA de OSNs por PCR de longa extenséo

Devido a sua localizacdo, neurdnios olfatorios, principalmente os maduros, estdo
constantemente expostos a agentes potencialmente genotdxicos presentes no ar (revisado em
Moller et al, 2014 e Ajmani et al, 2016). No entanto, ndo h& dados na literatura sobre 0s niveis
de lesGes em DNA nesse tipo celular, em condig¢des fisioldgicas, e os poucos dados disponiveis
séo pertinentes a modelos celulares expostos em condi¢Ges in vitro. Assim, para a interpretacéo
adequada do papel de vias de reparo de DNA da manutencdo da estabilidade gendmica de OSNs
é fundamental determinar a quantidade de danos em DNA nessas células em condicBes basais.
Para responder a esta pergunta, utilizamos a técnica de PCR de longa extensdo, que mede lesdes
blogueadoras da DNA polimerase, através da diminuicdo na eficiéncia de amplificacdo de
moldes contendo lesdes. Escolhemos, a principio, comparar os dois tecidos compostos de
neurdnios relacionados ao sistema olfatério, de EO e BO. No entanto, EO apresenta

neurogénese adulta e BO é constituido de neurbnios provenientes da ZSV, que também
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apresenta neurogénese, o que poderia influenciar os resultados uma vez que ambos tipos
neuronais tém origem em populagdes replicativas. Assim, escolhemos um grupo controle que
ndo passa por este processo, uma regido arbitraria do cortex temporal a que chamamos de CT.
O objetivo deste experimento foi, portanto, ter uma visdo comparativa inicial do acimulo de
danos em: i) um tecido que passa por neurogénese adulta e esta diretamente exposto aos agentes
genotoxicos presentes no ar (EO); um tecido que passa por um processo de neurogénese adulta
“indireta” e ndo esta diretamente exposto ao ambiente externo (BO); e um tecido que ndo passa
por nenhum tipo de neurogénese adulta neurogénese e ndo esta exposto ao ambiente externo
(CT).

Para esse ensaio, 0 numero de lesdes € estimado pela eficiéncia de amplificagdo de um
fragmento longo, no qual a chance da polimerase do PCR encontrar lesdes € maior, relativa a
amplificagdo de um fragmento curto, para normalizar pela quantidade de DNA em cada ensaio.
Os resultados das amplificacGes dos fragmentos longo e curto para 3 amostras de cada tecidos
estdo apresentados na Figura 17. A eficiéncia de amplificagdo dos fragmentos longos, tanto
nucelar quanto mitocondrial, foi significativamente maior em OE e BO do que em CT, como
demonstrando pela intensidade das bandas (Figuras 17a e 17b, respectivamente), enquanto que
a eficiéncia de amplificacdo dos fragmentos curtos foi comparavel (Figuras 17c, 17d),
indicando quantidades equivalentes de DNA em cada amostra. Esse resultado sugere que

neurdnios de CT acumulam mais lesdes em DNA, tanto em nDNA guanto em mtDNA.
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Figura 17: Géis de agarose 1% (a, b) e acrilamida 12% (c, d) apds corrida dos produtos de
amplificacdo, corados com brometo de etideo. Fragmentos longos (a,b) e curtos (c, d) de DNA nuclear
(a, ¢) e mitocondrial (b, d) extraidos de trés réplicas biolégicas (n=3) de EO, BO e CT extraidas de
camundongos com trés semanas de idade. Imagem representativa de trés repeticGes independentes.

A intensidade das bandas obtidas nos géis foi utilizada para calcular a amplificacdo
relativa de EO e BO, comparados a CT (Figura 18). Podemos ver, neste grafico, que a

amplificacdo dos fragmentos nucleares (Figura 18a) em EO e BO é cerca de 20 vezes maior
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do que CT, enquanto a amplificacdo de fragmentos mitocondriais (Figura 18b) é cerca de 5
vezes maio nesses tecidos. Estes dados sugerem, ainda, que ha mais lesdes em mtDNA do que

em nDNA em ambos os tecidos relacionados ao sistema olfatério.
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Figura 18: Quantificacdo da analise por PCR de longa extensdo da presenca de lesdo no DNA
a) nuclear (regido do gene B-globina), normalizada pelo fragmento do gene HPRT de 134 bp, e b)
mitocondrial, normalizada pelo fragmento do gene MT-RNR1 de 128bp de trés réplicas bioldgicas (n=3)
de CT, EO e BO, extraidas de camundongos com trés semanas de idade. Os resultados sdo expressos
em termos de amplificacdo relativa a amplificacdo de CT. (*p < 0,05 ns ndo significativo).

A partir dos dados de amplificacéo relativa, calculamos a taxa de leséo por fita de DNA
de ambos tecidos do sistema olfatério (Figura 19). Como esse célculo é relativo a uma amostra
padrdo, utilizamos o CT como “controle”. Assim, uma vez que ja haviamos observado que a
amplificacdo dos fragmentos longos foi maior em EO e BO do que em CT, as “taxas” obtidas
sdo negativas e refletem o quanto menos lesGes esses dois tecidos tém em relacdo ao cortex.

Podemos observar que a taxa de lesdo em nDNA é semelhante nos dois tecidos, mas a taxa de

lesdo em mtDNA é maior em EO do que em BO.
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Figura 19: Medida da taxa de lesdo por fita de DNA (nuclear e mitocondrial) em trés réplicas
bioldgicas (n=3) de EO e BO extraidas de camundongos com trés semanas de idade, obtida por A =—In
Acoso/Act, em que Aeoso € Act correspondem as amplificagdes corrigidas (amplificagdo de fragmentos
longos de nDNA normalizadas pelo fragmento do gene HPRT de 134 bp, e amplificacdo de fragmentos
longos de mtDNA normalizadas pelo fragmento do gene RNR1 de 128 bp). (*p < 0,05 ns nédo
significativo).
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5. DISCUSSAO

Estudos anteriores demonstraram, para diversos tipos celulares, que a dindmica de
reparo de DNA ndo é constante ao longo da diferenciacdo celular de forma que, em geral, as
vias de reparo de DNA séo mais ativas em células progenitoras do que em células terminalmente
diferenciadas (Sanes e Okun, 1972; Subrahmanyam et al, 1991; Byfield et al, 1975; Chan e
Walker, 1976; Koval e Kaufmann, 1976; Ho e Hanawalt, 1991; Tofilon e Meyn, 1988; Murray
e Meyn, 1987). Essas alteracGes em reparo de DNA afetam, inclusive, o nivel de expressao
génica (Nouspikel, e Hannawalt, 2000), uma vez que a manutencdo da fidedignidade da
sequéncia nucleotidica em células em fase de divisdo celular é de extrema importancia para
evitar mutacdes que possam ser passadas as células-filhas. A modulacéo da expressdo génica
de diversos genes de reparo apos estresse genotoxico também tem sido reportada (Das et al,
2005; Long et al, 2007; Tomicic, 2011). Entretanto, dados sobre o padrao de expressdo de genes
de reparo em OSNs se limitam aqueles presentes em grandes bibliotecas (Magklara et al, 2011,
Olender et al, 2016; Scholz et al, 2016; Camargo et al, 2019), em estudos cujo foco, geralmente,
estd em entender processos de expressao de receptores olfatorios, e ndo na dindmica de reparo.

Este trabalho, portanto, se fez necessario como um primeiro passo para entender esta dinamica.

Os resultados das analises in silico indicaram que todas as vias de reparo de DNA
investigadas sdo expressas em OSNSs, e que a expressao varia ao longo da diferenciacédo e do
desenvolvimento inicial da vida do individuo, como reportado anteriormente em outros tipos
neuronais (Sanes e Okun, 1972; Subrahmanyam et al, 1991; Byfield, 1975). Os niveis de
expressdo dos genes de reparo de DNA analisadas aqui sdo compativeis com o nivel de
expressdo de outras vias celulares relevantes em neurdnios, como aquelas envolvidas na
orientacdo axonal mediadas por guanosinas trifosfatases da familia Rho (Rho GTPases)
(revisado em O’Donnel, 2016) e na despolariza¢cdo de membrana mediada por canais de ions

Ca?" durante a sinapse (revisado em Simms e Zamponi, 2014). Para comparac&o, a amplitude
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dos valores de FPKM das proteinas analisadas para o conjunto de dados obtidos por (Camargo
et al, 2019) foi de 1,7 — 13,5 para neonatos e 0,6 — 15,2 para camundongos de 4 semanas,
comparado a uma amplitude de 1,5 — 27,1 para neonatos e 1,2 — 11,3 para camundongos de 4
semanas, de 4 genes envolvidos em sinalizacdo de Ca?* (CREB1 e GRIN2A) e orientagio

axonal (CXCR4 e DBN1)

E interessante notar que neurdnios maduros estio em contato direto com agentes
potencialmente genotdxicos presentes no ar (revisado Ajmani et al, 2016). Considerando isso,
nossa hipotese inicial foi de que neurdnios olfatérios maduros teriam maior expressdo génica
de proteinas de reparo, em reposta ao suposto acimulo de lesdes em DNA. Vale ressaltar que
ndo ha dados na literatura comparando os niveis de lesées em DNA em precursores e neurdnios
olfatérios maduros, mas a observacdo de que varios odorantes apresentam algum nivel de
genotoxicidade (McGinty et al, 2011; Bhatia et al, 2013) fornece suporte para a hiptese. No
entanto, os resultados obtidos aqui indicam que, ao contrario, em geral a expressdo de proteinas
de reparo de DNA tende a diminuir durante o desenvolvimento do epitélio e maturacdo dos

neurdnios olfatorios.

Os dados de expressdo génica obtidos através da técnica de sequenciamento de RNA
permitem uma boa analise quantitativa de alteracdes em padrbes de expressdo génica. No
entanto, é importante que os resultados sejam validados utilizando outras metodologias, pois
cada técnica pode conter artefatos e erros inerentes ao procedimento. Utilizando-se de mais de
uma analise, é possivel obter resultados mais quantitativamente fiéis. Sendo assim, observamos
que os resultados obtidos por PCR em tempo real sdo consistentes com os dados in silico. Para
a via de BER, nas trés analises (Tabelas 6 e 7 e Figura 12) é possivel observar expressao
significativamente menor dos genes UNG e APEX1 em camundongos jovens, quando
comparado com neonatos. Além disso, diferentemente do que foi observado in silico, também

a expressdo de OGGL1 e POLB foi significativamente menor em camundongos jovens (Figura
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12). Estas observagdes sdo inéditas no contexto de OSNs, mas muitos estudos anteriores ja
demonstraram que existe modulacdo nas atividades de enzimas de BER associada a idade e
durante a diferenciacgéo celular em diferentes tecidos, tanto no reparo de DNA nuclear (nDNA)
quanto de DNA mitocondrial (mtDNA). Foi proposto por (Hildestrand et al, 2007) que os niveis
de OGG1 sdo mais baixos em neurdnios totalmente diferenciados do que seus precursores. Por
outro lado, Souza-Pinto et al, 1999 j& haviam demonstrado anteriormente que a atividade dessa
enzima aumenta em mitocodndrias hepaticas de ratos durante o envelhecimento. Mais
recentemente, (Sykora et al., 2013) mostraram que a linhagem humana de neuroblastoma SH-
SY5Y € mais suscetivel a lesdes induzidas por agentes oxidativos, mas ndo por agentes
alquilantes, devido a diminuicdo em diversos fatores associados a via de BER em células
diferenciadas. Devido a estas diminuicGes, ha um consenso baseado em diversas evidéncias de
que existe acimulo de danos ao NDNA e mtDNA com a idade e em células terminalmente
diferenciadas (Nouspikel, 2007), e que a via BER desempenha um papel importante associado
ao envelhecimento e a neurodegeneracdo (revisado em Maynard et al, 2015). De fato, nosso
grupo demonstrou recentemente que a atividade de UDG é significativamente menor em
nacleos e mitocondrias obtidos de diferentes regiGes cerebrais de portadores de doenca de
Alzheimer (DA) quando comparados com individuos normais e com individuos com indices

neuropatolégicos de DA mas que ndo apresentavam déficit cognitivo (Soltys et al., 2019).

A etapa de reconhecimento das lesdes na via de NER pode ser mediada por duas subvias
distintas, em que uma delas é associada a transcri¢cdo (TCR, do inglés transcription coupled
repair) e outra consiste no escaneamento constante do genoma (GGR, do inglés global genome
repair). Assim, seria intuitivo propor que em células terminalmente diferenciadas, a via TCR-
NER seria mais relevante, uma vez que células pos-mitéticas ndo replicam seu DNA. Dos genes
que codificam proteinas da via NER analisados aqui, CSB é necesséria para o reconhecimento

de lesdes na subvia TCR-NER e XPC na subvia GGR-NER, enquanto XPA e POLD séao
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comuns as duas subvias. Enquanto a analise dos transcriptomas mostrou diminui¢do apenas na
expressdo de POLD durante o desenvolvimento, os resultados obtidos com PCR em tempo real
indicam que, também em OSNs, a via NER esta diminuida em epitélio olfatério maduro,
provavelmente refletindo a diferenciacdo dos neurdnios olfatdrios. Esses resultados estdo em
acordo com dados da literatura que mostram que mesmo vias de reparo associadas a transcricao
foram atenuadas ap0s a diferencia¢do neuronal e em outros tipos celulares (Sanes e Okun, 1972;
Subrahmanyam et al, 1991; Byfield, 1975; Chan e Walker, 1976; Koval e Kaufmann, 1976; Ho

e Hanawalt, 1991; Tofilon e Meyn, 1988; Murray e Meyn, 1987).

Quebras de fita dupla de DNA sdo lesdes altamente citotoxicas, e ndo é inesperado que
sejam reparadas por pelo menos duas vias distintas, HR e NHEJ, que, de maneira geral, atuam
em diferentes fases do ciclo celular, aonde HR parece estar limitada as fases S tardia e G2
(Bernstein e Rothstein, 2009). Parte desse efeito deve estar relacionado a disponibilidade da
cromatide-irma, como regido homologa, apenas nessas fases do ciclo. Como discutido no item
4.1, neurdnios maduros, devido a sua diferenciagao terminal, contam basicamente com a via de
NHEJ para reparar este tipo de dano. Assim, seria plausivel propor que a expressao de genes
que codificam proteinas essenciais dessa via seria preservada durante a diferenciagéo.
Entretanto, os resultados obtidos da analise por PCR em tempo real também indicam que a
expressdo de proteinas desta via € menor em camundongos jovens do que em neonatos, assim
como dos genes das proteinas da via HR (Figuras 14 e 15). A importancia da via de HR em
progenitores de neurdnios ja foi demonstrada em estudos anteriores (Rousseau et al., 2012).
(Orii et al., 2006) demonstraram, utilizando dois grupos de camundongos, um deficiente em
HR e outro, e NHEJ, que estas duas vias séo espacgo-temporalmente distintas: a inativagao de
HR se mostrou crucial nos primeiros estagios de embriogénese, levando ao aumento de
apoptose, enquanto a auséncia de NHEJ teve consequéncias deletérias somente em estagios

tardios do desenvolvimento, caracterizados pela alta taxa de diferenciacdo. Este estudo sugere
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que HR tem um papel protetivo contra citotoxicidade induzida por quebras de dupla fita em
células proliferativas, tornando-se dispensaveis em células pés-mitéticas. Por outro lado, nossos
resultados parecem indicar que a via de NHEJ também é diminuida durante a diferenciacdo. No
entanto, essas analises ndo permitem avaliar se 0s niveis de expressdo observados nos neurénios
maduros ainda sdo suficientes para manter a estabilidade gendmica e preservar a integridade

celular.

Embora nossos resultados de hibridizacdo in situ sejam preliminares, as imagens
demonstram uma forte tendéncia de diminuicdo de transcritos de APE1l nas camadas
enriquecidas com células diferenciadas. Este dado vai ao encontro de nossos resultados
anteriores e com dados da literatura, discutidos nos paragrafos anteriores, de que a via de BER,
de maneira geral, € mais ativa em precursores de neurdnios. Hildestrand e colegas (Hildrestrand
et al., 2007) demonstraram, também utilizando a técnica de hibridizacdo in situ, que células
progenitoras de neurdnios possuem maior capacidade de remover a base oxidada 8-hidroxi-
doxiguanina (8-OHdG) do que células diferenciadas. Esta base modificada é uma das lesGes
oxidadas mais abundantes em condigdes fisioldgicas (revisado em Fortini et al, 2003), e €
removida pela enzima 8-oxoguanina DNA glicosilase (OGG1) (Dianov et al, 1998), que inicia

a via de BER.

A partir dos resultados obtidos acima, propusemos a hipétese de que OSNs acumulariam
mais danos em seu genoma do que neurbnios presentes no SNC, pelo fato destes estarem
protegidos pelo cranio e, consequentemente, ndo estarem em contato direto com agentes
genotoxicos externos. Ao contrario, nossos resultados obtidos através de PCR de longa extensao
(Figuras 17 e 18) sugeriram que ha um maior acumulo de danos em DNA extraido da regido
CT, que ndo passa por nenhum tipo de neurogénese adulta, e ndo estd exposta ao ambiente
externo. Os resultados obtidos nesse ensaio foram inesperados, e ndo suportam a hipotese inicial

de que neurdnios olfatérios acumulam mais lesdes em DNA devido a constante exposicéo. Por



63

outro lado, considerando que uma diferenca fundamental entre os tecidos EO e BO e o cortex
é a presenca de algum tipo de neurogénese adulta, podemos especular que a manutengdo da
integridade gendmica é necessaria para a manutengéo da capacidade replicativa, resultando em
maior integridade do DNA em tecidos replicativos. Como ndo avaliamos aqui a expressao de
genes de proteinas de reparo em outros tecidos neurais além do epitélio, ndo podemos
correlacionar os dois eventos em nossas condi¢des experimentais. No entanto, dados anteriores
relacionando processos de neurogénese e reparo de DNA no hipocampo mostraram que a
manutencdo da neurogénese parece ser dependente de BER, uma vez que progenitores de
neurdnios de camundongos idosos nocauteados para uma DNA glicosilase bifuncional presente
em BER apresentaram capacidade proliferativa diminuida, além da atividade de reparo reduzida
(Regnell et al, 2012). Outros estudos seriam necessarios para entender melhor esta dindmica

entre neurogénese versus reparo.

Por outro lado, nossos resultados sugerem que ha maior acimulo de danos ao mtDNA
em EO do que em BO (Figura 18b), o que corrobora com nossa hipotese inicial, uma vez que
ambos tecidos passam por algum tipo de neurogénese, mas apenas 0 EO estd exposto ao
ambiente externo. Este dado, no entanto, € particularmente interessante quando avaliado do
ponto de vista da natureza do processo de neurogénese. Neurdnios no BO ndo passam pelo
processo de replicacéo neste tecido, mas sim na regido da SZV, antes de migrarem, enquanto
amadurecem, para o BO. Sendo assim, é possivel especular que as células que compdem este
tecido passam por uma “limpeza” de contetdo genético, de modo que apenas 0 DNA mais
integro chegue ao seu destino, enquanto que 0 DNA que sofreu lesdes inerentes a replicacéo
seja eliminado durante a migracdo. No EO o processo ocorre na mesma regido, de modo que
células que contenham os danos inerentes a replicacdo permanegcam proximas as células cujo
DNA ¢ mais integro. Isto é, podemos especular que a diferenca nos niveis de lesdo observada

pode ser atribuida ao contato com o ambiente externo, mas também da diferenca no processo
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de neurogénese adulta que estas regiGes apresentam, que confere diferentes naturezas as

amostras obtidas neste estudo.

Além disso, ao compararmos as taxas de leséo no nDNA e mtDNA (Figura 19),
observamos que este Gltimo acumula significativamente mais lesdes no EO. Esse resultado €
consistente com dados da literatura que ja mostraram anteriormente que mtDNA é mais
suscetivel e acumula danos por mais tempo do que nDNA (Yakes e van Houten, 1997). Além
disso, por estar fisicamente proximo da cadeia transportadora de elétrons, potencialmente
geradora de espécies reativas de oxigénio, 0 mtDNA é um alvo preferencial para o ataque de
EROs (Bohr et al., 2002; Stuart et al., 2005). Mais uma vez, podemos especular que a natureza
do processo de neurogénese adulta em cada tecido pode influenciar neste dado. O EO, tendo
em sua composicdo células replicativas, demanda alto consumo energético para a formacéo de
ATP, o que poderia resultar na formacdo de mais EROs e, consequentemente, mais danos ao
mtDNA. Entretanto, a alta concentracdo de O, no ambiente em que se situa este tecido (Chen
et al, 2018), comparativamente ao ambiente intra-cranial, também pode ter algum papel na
natureza das lesGes. Seriam necessarios outros experimentos para testar tais hipdteses, que nao

foram realizados neste estudo.

A integridade do mtDNA € de extrema importancia para a manutencdo da homeostase
celular, principalmente em se tratando de células cujo metabolismo energético ¢é
predominantemente oxidativo, como o0s neurdnios. O acumulo de danos ao MtDNA
eventualmente leva a mitofagia e autofagia; o que, no contexto neuronal, estad associado ao
envelhecimento e neurodegeneracdo (Batlevi e Spada, 2011, McWilliams et al., 2018). Por
outro lado, varios grupos, incluindo o nosso, ja demonstraram que mitocdndrias de células de
mamiferos sdo proficientes em BER, que remove a maioria das modificacbes causadas por
oxidacdo (Muftuoglu et al., 2014). No contexto de neurdnios olfatorios, esta associa¢do ainda

ndo esta descrita na literatura, embora tenha sido reportado recentemente que a deficiéncia de
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BER leva a diminuicdo da capacidade olfatoria e morte neuronal no BO em camundongos

selvagens e em modelos da doencga de Alzheimer (Canugovi et al, 2015; Misiak et al, 2017).

Em conjunto, nossos resultados ddo um passo inicial para o melhor entendimento da
dindmica de reparo de DNA em OSNs, mostrando que a expressao de genes das vias de BER,
NER, NHEJ e HR, que removem a maioria das lesdes ao DNA, sd0 menos expressos em
camundongos jovens do que em neonatos, provavelmente devido a mudanga na composicao
celular do EO e, portanto, possivelmente o padrdo de expressao destes genes decai conforme a
diferenciacdo destas células. Além disso, 0o mtDNA de OSNs acumula mais lesdes do que outras
regides no SNC, mas o mesmo ndo ocorre para nDNA. E possivel que o processo de
neurogénese deste tecido desempenhe um papel compensatério, de maneira que as células
sejam repostas antes que as lesdes se acumulem de forma significativa, porém sdo necessarios

mais estudos para confirmar esta hipotese.
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6. CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

Nossos resultados indicam que OSNs expressam genes de todas as vias candnicas de
reparo de DNA analisadas, e que sua expressdo varia ao longo do desenvolvimento e maturagédo
neuronal. Os dados obtidos indicam fortemente que a expressao de enzimas de reparo em OSNs
diferenciados € menor do que a observada em seus precursores, consistente com dados da
literatura em contexto neuronal ndo-olfatério e outros tipos celulares. Uma vez que a
citotoxicidade de lesdes em DNA e a formacdo de mutacBes ambas dependem da maquinaria
de replicacéo, celulas em divisdo demandam grande atividade de reparo para evitar bloqueios e
erros de replicacdo que possam vir a resultar em morte celular e mutacBes. Uma vez
diferenciadas, a chance de lesdes bloqueadoras serem “encontradas” ¢ limitada a atividade da
RNA polimerase, e com isso a dependéncia das vias de reparo, de maneira geral, cai, embora
ainda seja relevante no contexto de transcri¢do. Esta dindmica parece estar presente também em

neurdnios olfatdrios, apesar de sua localizacdo diferenciada.

Mostramos, ainda, que neur6nios relacionados ao sistema olfatorio, provenientes de
linhagem germinativa (isto é, passam por processo de neurogénese adulta) acumulam menos
dano ao DNA, tanto nuclear, como mitocondrial, do que neurdnios do SNC, apesar de estarem
constante e diretamente em contato com agentes potencialmente genotoxicos. Além disso,
nossos resultados sugerem que neurdnios do epitélio olfatorio acumulam mais lesdes no DNA
mitocondrial do que neurénios do bulbo olfatério. Esta observacao esta em acordo com muitos
dados da literatura que indicam que o DNA mitocondrial € mais suscetivel a danos oxidados do
que o DNA nuclear (Yakes e van Houten, 1997), devido a sua proximidade com a cadeia
transportadora de elétrons. O metabolismo energético neuronal é quase exclusivamente
oxidativo, e com isso neurdnios consomem significativamente mais oxigénio do que outros
tecidos. Considerando que neurdnios olfatérios estdo expostos a concentracdo de O, bastante

mais alta do que outros neurénios (cerca de 20% de O, ou 152 Torr, concentragdo atmosférica
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vs cerca de 2,53 Torr, concentracdo no tecido na regido do cortex (Chen et al, 2018)), podem
ser ainda mais propensos & formacdo de EROs e, portanto, ainda mais sensiveis a danos ao

DNA mitocondrial.

Nosso trabalho caracteriza, pela primeira vez, quais vias de reparo de DNA sdo expressas
em epitélio olfatério murinho, e como a expressdo de genes dessas vias varia ao longo do
processo de maturacdo neuronal. Esses resultados estabelecem uma base conceitual para
estudos sobre a dindmica de reparo de DNA nestas células, que apresentam caracteristicas
celulares e funcionais bastante particulares. A relevancia de nossos resultados é evidente, e
acreditamos que seja interessante estudos com camundongos ainda mais velhos, tanto de
expressao génica quanto de acumulo de dano ao DNA, para buscar entender melhor essa

dindmica ao longo do envelhecimento e no contexto de neurodegeneracao.
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8. APENDICES

Apéndice A — Padronizacgao de primers

Fe-blank Frint Screen | Hex | Measurement complate 21/2/2018 1345
Ideasune - Exit
Blank Frint Report Show Report User Dhafaul
Crverley control | Clear greph each Sample v Sampla Type FiMA-40 TI
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550 4
5.00- Sample ID
450+
3 4.00-
S 350-
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37.1 BHE7S -0,51/128/724

Imagem representativa do espectro de absor¢do de amostra de tecido neuronal no
equipamento NanoDrop, apresentando provavel contaminacdo, portanto inadequada para ser
utilizada na padronizacdo dos primers.
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Imagem representativa do espectro de absor¢do de amostra de tecido neuronal no
equipamento NanoDrop, apds precipitacdo com etanol, apresentando baixa concentracéo,
portanto inadequada para ser utilizada na padronizacéo dos primers.
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* Re-blank A . Frint Screen : bake new BLANE 2{3ZMs 1040 =
casuE it
Blank Frint Fie port Show Feport Measurement User Diafault
Creerlay control | Clear greph each Sample Sampla Type FilHA4D -I
30.99—
27.50-
26.00=- Sample D
22,50~
o 2000-
U
S 17,50 :
i
::_! 15.00- Sample &
£ 1250 a| 230 Zlam  Abs| 12357
3
E 10,00~ A-2E0 10 mm path| 28,091
= 150+
5 0= A-ZB010 mm path) 13,646
2.50= 260/280 206
0.00-{
Zelfgil0 227
'3:”]:;. . 1 1 1 I 1 I 1 1 1 1 1 I
220 230 240 250 260 270 280 290 300 310 320 330 340 350
Waevelength nm I‘lg.fl.IL 1123.6
271 BH8TS -053/12324

Imagem representativa do espectro de absor¢do de amostra de C2C12 no equipamento
NanoDrop, apresentando boa qualidade e concentracdo, adequada para ser utilizada na
padronizacao dos primers.

Os valores de eficiéncia foram obtidos a partir da ferramenta gPCR Efficiency Calculator
(Thermo Fisher Scientific), disponivel no site:
<https://www.thermofisher.com/br/en/home/brands/thermo-scientific/molecular-
biology/molecular-biology-learning-center/molecular-biology-resource-library/thermo-

scientific-web-tools/qpcr-efficiency-calculator.html>

Fator de Fator de
G e e
ene amplificagéo Gene amplificagédo
UNG 2,15 XPC 2,09
POLB 2,04 XPA 2,09
BER NER

0GG1 1,96 ERCC6 2,06
APEX1 1,97 POLD1 2,05
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Gene Fator de Gene Fator de
amplificacéo amplificagéo
BRCA1 1,97 XRCC6 1,99
BRCA2 1,97 XRCC5 1,01
HR NHEJ
RADS52 2,00 PRKDC 213
EXO1 1,99 LIG4 212
Fator de
Gene e
amplificacéo
OMP 2,16
Marcadores NGN1 1,98
olfatorios
RICSB 1,97
Normalizador HMBS 2,11






