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RESUMO

MORI, M. P. Novo papel da proteina XPC na regulacdo dos complexos da cadeia de
transporte de elétrons e desequilibrio redox. 2015. 173 f. Tese (Doutorado) — Instituto de
Quimica, Universidade de Séo Paulo, Sdo Paulo, 2015.

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo normalmente e continuamente geradas em
mitocdndrias, majoritariamente na cadeia de transporte de elétrons (CTE). Harman (1956, 1972
e 1992) teorizou que os radicais livres gerados nas mitocondrias seriam a principal causa do
envelhecimento. De fato, durante o envelhecimento é observado um desequilibrio entre
formagdo e remogdo de EROs, que resulta em estresse redox. Essa condigdo favorece a
formacéo de lesdes oxidadas no DNA, acarretando em mutagénese ou morte celular. Diversos
mecanismos moleculares cooperam para o reparo de DNA. Duas vias de reparo de DNA lidam
com a maioria das lesGes: o reparo por excisdo de base (BER) e o reparo por excisdo de
nucleotideos (NER). A via BER corrige pequenas modificacdes de bases que surgem de reacoes
de desaminacdo, alquilacdo e oxidacdo. A via NER é mais versatil, reconhecendo lesdes que
distorcem a dupla hélice de DNA, como danos induzidos por luz UV e adutos volumos.
Pacientes xeroderma pigmentoso (XP-A a XP-G) herdam mutacdes em um de sete genes que
codificam proteinas envolvidas na via NER, ou em um gene que codifica uma polimerase
translesdo (XP-V). A doenca é caracterizada por fotosensibilidade e incidéncia elevada de
neoplasias cutaneas. A proteina XPC atua na etapa de reconhecimento da lesdo de DNA na
subvia de reparo global do genoma (GG-NER), e sua mutacdo da origem aos sintomas classicos
de XP. Novas fung¢bes de XPC foram recentemente descritas: i) atuando como cofator na via
BER auxiliando as DNA glicosilases OGG1, TDG e SMUG,; ii) atuando como cofator
transcricional de elementos responsivos a Oct4/Sox2, RXR e PPARa; e iii) na adaptagao
metabolica na transformacdo de queratindcitos. Entdo, propusemo-nos a investigar as relacdes
entre XPC e a manutengdo da integridade do DNA mitocondrial, a sensibilidade celular a
estresse redox mitocondrial e possiveis alteracbes bioenergéticas e redox. Para tal,
padronizamos um ensaio in vitro de cinética de incisdo em DNA plasmidial a fim de
investigarmos o possivel papel de XPC no reparo de lesdes oxidadas em mtDNA. Porém, nossos
dados revelaram que XPC ndo se encontra em mitocondrias. Apesar disso, células XP-C sdo
mais sensiveis ao tratamento com azul de metileno (AM), antimicina A (AA) e rotenona (ROT),
que geram estresse redox mitocondrial. A sensibilidade a AA foi completamente revertida em
células corrigidas. Células XP-C apresentaram alteracGes quanto ao uso dos complexos
mitocondriais, com diminuicdo da taxa de consumo de oxigénio (OCR) via complexo | e um
aumento da OCR via complexo Il, dependente da presenca de XPC. Ademais, a linhagem XP-
C apresentou um desequilibrio redox mitocondrial com maior producdo de EROs e menor
atividade de GPx. O DNA mitocondrial de células XP-C apresentou niveis elevados de lesdo e
delecdo, que no entanto ndo retornaram aos niveis encontrados em células selvagens na
linhagem XP-C corrigida. Observamos uma acentuada diminuicdo da expressdo de
PPARGC1A, um importante regulador de biogénese mitocondrial. Contudo, ndo foi possivel
determinar o0 mecanismo de supressdo da expressdo de PPARGC1A. Por fim, identificamos que
o tipo de mutacdo em XPC pode estar associado a expressao de PPARGC1A. Esse estudo abre
novas possibilidade na investigacdo do papel de proteina XPC, a parte da instabilidade
genbmica, na adaptacdo metabolica e desequilibrio redox em direcdo da progressao tumoral.

Palavras-chave: XPC, regulacdo, complexos da cadeia de transporte de elétrons,
desequilibrio redox, PPARGC1A



ABSTRACT

MORI, M. P. New role of XPC protein in regulating the electron transport chain complexes
and redox unbalance. 2015. 173 f. Tese (Doutorado) — Instituto de Quimica, Universidade de
Sédo Paulo, S&o Paulo, 2015.

Mitochondria continuously produce reactive oxygen species (ROS), mainly at the electron
transport chain. Harman (1956, 1972 e 1992) proposed that normal aging is driven by increased
mitochondrially generated free radicals. Indeed, during the course of aging there is an increased
imbalance between formation and removal of ROS, leading to redox stress. This condition
favours the formation of oxidized DNA lesions, given rise to mutations and cell death. Several
molecular mechanisms cooperates to repair the DNA. Two DNA repair pathways deal with the
majority of lesions: base excision repair (BER) and nucleotide excision repair (NER). The BER
pathway corrects small base modifications that arise from deamination, alkylation and oxidation
reactions. The NER pathway is more versitile, recognizing helix-distorting lesions, such as UV-
induced damage and bulky adducts. Xeroderma pigmentosum (XP-A to XP-G) patients inherit
mutations in one of seven protein-coding genes involved in NER pathway, or in a gene coding
a translesion DNA polymerase (XP-V). Photosensitivity and a thousand-fold increased in the
risk of developing cutaneous neoplasms are the main clinical features of XP. XPC protein
functions in the recognition step of global genome NER (GG-NER) sub-pathway, and
mutations in this gene lead to classical XP symptoms. Recently, it has been described that XPC
acts: i) as a cofactor in BER pathway through functional interaction with DNA glycosylases
OGG1, TDG and SMUGTI,; ii) as coactivator in transcription at Oct4/Sox2, RXR and PPARa
responsive elements; iii) in metabolic shift during keratinocytes transformation. Thus, we
sought to investigate a possible role for XPC in the maintenance of mtDNA integrity, cellular
sensitivity to mitochondrial redox stress and eventual bioenergetic and redox changes. For this
purpose, we established an in vitro plasmid incision assay to investigate the possible role of
XPC in the repair of oxidized lesions in mitochondrial DNA. However, our data revealed that
XPC did not localized in mitochondria. Nonetheless, XP-C cells are more sensitive to
methylene blue, antimycin A (AA) and rotenone treatment, which induce mitochondrial redox
stress. The XP-C sensitivity to AA was completely reverted in XPC-corrected cells. XP-C cells
presented altered usage of mitochondrial complexes, with decreased oxygen consumption rate
(OCR) via complex I and increased OCR through complex I1, an XPC-dependent phenomenon.
Furthermore, the XP-C cell line showed mitochondrial redox imbalance with increased ROS
production and decrease GPx activity. MtDNA from XP-C cells accumulate lesions and
deletions, which, however, were found at similar levels in the corrected cell line. We identified
a sharp decrease in the expression of PPARGC1A, a master regulator of mitochondrial
biogenesis. Nevertheless, it was not possible to determine the mechanism of suppression of
PPARGC1A expression. Finally, our results suggest a possible link between the type of XPC
mutation and PPARGC1A expression. This study unfolds new possible roles for XPC, aside
from its established roles in genomic instability, in metabolic adaptation and redox imbalance
towards tumour progression.

Keywords: XPC, regulation, electron transport chain complexes, redox imbalance,
PPARGCI1A
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1 INTRODUCAO

Com o desenvolvimento das diversas areas do conhecimento nos ultimos dois séculos,
em especial das Ciéncias da Saude e Biologicas, observou-se um aumento significativo na
expectativa e na qualidade de vida da populagédo humana. Com a descoberta de antimicrobianos,
soros e vacinas, € com 0s avangos tecnologicos na medicina diagndstica, preventiva e na
terapéutica, varias doencas infecciosas virais, bacterianas ou causadas por outros organismos
tiveram sua incidéncia sobremodo diminuida. No entanto, em paralelo ao aumento global da
expectativa de vida ocorreu um aumento expressivo na incidéncia e prevaléncia de canceres,
doencas cardiovasculares, neurodegenerativas e imunoldgicas (Castillo-Salgado, 2000;
Buchalla et al., 2003; Mathers & Loncar, 2006).

O fator de risco comum e principal a essas doencas ¢ a idade. Um dos questionamentos
na pos-modernidade ocidental é: podemos evitar essas condicGes fisiopatoldgicas associadas ao
envelhecimento? Na tentativa de responder isso, muitos cientistas se propuseram a estudar o
fator ou os fatores causais por trds do processo de envelhecimento. Quase 60 anos desde que
Harman (1956) propds a “teoria do radical livre” como causa do envelhecimento, a mitocondria
continua sendo a estrela principal no estudo da relacéo entre radicais livres e outras espécies
reativas e envelhecimento. De fato, 0 custo associado ao uso do oxigénio molecular (O2) como
aceptor final de elétrons da cadeia respiratéria € a potencial formagdo do radical anion
superoxido (O27) (Turrens, 2003) que, por sua vez, pode dar origem a outras espécies reativas
de oxigénio (EROs), como perdxido de hidrogénio (H20) e radical hidroxila ("OH). Embora
novas vias moleculares de geracdo de oxidantes e nitrosantes tenham sido descritas em células,
como NADPH oxidases (NOX), éxido nitrico sintases (NOS), ciclooxigenases (COX),
lipoxigenases (LOX), xantina oxidase, monooxigenases da familia de citocromo P450, estima-
se que as mitocbndrias ainda sdo responsaveis por 90% da geracdo celular de EROs (Balaban,
Nemoto & Finkel, 2005). Mesmo com o entendimento mais apropriado do papel fisiolégico de
segundos mensageiros exibido por oxidantes como H2O2 e O™ e nitrosante como NO", reacfes
inespecificas destas espécies reativas com biomoléculas, como lipideos, proteinas e DNA,
exercem um papel chave no desenvolvimento de diversos processos fisiopatologicos
(Holmstrom & Finkel, 2014).
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1.1 MITOCONDRIA COMO FONTE DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

Acredita-se que na mitocondria os complexos | e 111 da cadeia de transporte de elétrons
(CTE) sejam os principais responsaveis pela producdo colateral ou até mesmo regulatoria de
02" (Fig. 1). Resumidamente, a CTE é constituida por complexos proteicos de alto peso
molecular que possuem em suas estruturas carreadores de elétrons, capazes de transportar 0s
equivalentes redutores gerados nas reacfes de catabolismo (fontes oxidaveis de carbono)
sucessivamente até o O, gerando agua e um gradiente de prétons (H") através da membrana
mitocondrial interna (ApH). Devido a carga positiva do préton um gradiente elétrico potencial
é formado através da membrana mitocondrial interna (potencial elétrico de membrana
mitocondrial — AY¥). Juntos, o ApH e 0 AY contribuem para a formagao da for¢a proton-motriz
(FPM ou Ap), que €é a energia potencial desses gradientes utilizada principalmente para sintese
de ATP, transporte de metabolitos e homeostase i6nica (Figueira et al., 2013).

Os elétrons iniciam seu fluxo através da cadeia respiratoria via complexo I, quando o
doador de elétrons € NADH, ou via complexo I, que utiliza FADH; como cofator. O complexo
I (NADH:ubiquinona oxidoredutase) € um complexo multiproteico, em formato de L, composto
por pelo menos 45 diferentes subunidades (Vinothkumar, Zhu & Hirst, 2014). No sitio de
oxidacdo de NADH, o primeiro grupo a receber elétrons é a flavina mononucleotideo (FMN)
que rapidamente os transfere via centros de ferro-enxofre (Fe-S cluster) até a ubiquinona
(UbQ). Caso o sitio de ligagdo a NADH (NADH desidrogenase — modulo N) esteja desocupado
e FMN totalmente reduzido, existe a possibilidade de O ser reduzido a O." (Kussmaul & Hirst,
2006). De fato, ndo existem subunidades extras (ou supérfluas) ao redor do sitio de ligacao de
NADH, o que reforga a hipotese de formacao de oxidantes nesse local (Vinothkumar, Zhu &
Hirst, 2014). Outro local em que se acredita gerar O-" é o sitio de ligacdo a UbQ (mddulo Q)
(Herrero & Barja, 2000) mesmo local onde a rotenona se liga inibindo o complexo | (Figueira
et al, 2013). Independentemente do mecanismo, ambos os sitios de producédo de O2™ o liberam
na matriz mitocondrial.

Por sua vez, o complexo Il (succinato desidrogenase — SDH) é menos suscetivel a
producéo de oxidantes devido ao modo como seus centros redox estdo arranjados (Yankovskaya
et al., 2003). Porém, a reducdo do montante (pool) de UbQ pela SDH, glicerol-3-fosfato
desidrogenase e acil-CoA desidrogenases a fim de abastecer os complexos Il e IV, pode

resultar em um fluxo reverso de elétrons para o complexo I, pelo menos em mitocondrias
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isoladas; e esse fendmeno esta associado a producédo de O2™ no sitio de ligagdo da UbQ (Figueira
etal., 2013).

No complexo Il (citocromo bci), durante 0 mecanismo de transferéncia de elétrons
denominado ciclo Q (Mitchell, 1976; Trumpower et al., 1990), a geracdo do radical
semiubiquinona (UbQ") potencializa o escape de elétrons para 0 Oz (Yu et al., 1978; Ohnishi &
Trumpower, 1980). Isso porque no ciclo Q, o ubiquinol (UbQH. — produto da redugédo da UbQ)
é oxidado no sitio Qo, com a ejecdo de dois H" da matriz mitocondrial para o espaco
intermembranas transferindo um elétron para o centro Fe-S desse complexo. Esse elétron é
sucessivamente transportado ao citocromo c: e, em seguida, ao citocromo c (este ultimo néo faz
parte do complexo IlI). O outro elétron do UbQH> é transferido para o citocromo b, depois ao
citocromo by. O elétron no citocromo by retorna a UbQ no sitio Qi, regenerando citocromo by
na forma oxidada e formando o radical UbQ’. Enquanto isso, um segundo UbQH> chega ao
complexo do citocromo bci e seus elétrons seguem as mesmas vias. O elétron do segundo
UbQH> que seguiu a via de oxidoreducdo dos citocromos b, e by retorna ao radical UbQ"
formado no primeiro ciclo no sitio Qi gerando UbQH. (mesmo sitio de ligacdo da antimicina
A, um inibidor do complexo I1); o citocromo by e UbQ séo regenerados (oxidados) liberando-
0s para outro ciclo de transporte de elétrons (Xia et al., 1997). A geracdo de EROs mediada
pelo radical UbQ" ocorre, principalmente, no sitio Qo (Figueira et al., 2013). No sitio Qo, a
transferéncia de um elétron da UbQH> para o centro de Fe-S e do outro para o citocromo b nao
ocorre simultaneamente, havendo a formacdo transiente de UbQ'. Qualquer situacdo que
permita a sobrevivéncia prolongada de UbQ" no sitio Q, favorece a formacao O, (Jezek et al.,
2005). Apesar do mecanismo néo ser bem definido, sabe-se que o O>™ produzido no complexo
I11 pode ser liberado tanto na matriz mitocondrial quanto no espaco intermembranas (Muller et
al., 2004).

Outras fontes contribuem para a geracdo mitocondrial de EROs, como glicerol-3-
fosfato desidrogenase, a-cetoglutarato desidrogenase, diidrolipoil desidrogenase do complexo
da piruvato desidrogenase e monoaminoxidase (Drahota et al., 2002; Starkov et al., 2004,
Tretter et al., 2004; Tahara et al., 2007; Zang & Misra, 1993). Entretanto, a contribuigéo dessas
para o fluxo total de EROs mitocondrial, bem como seu papel em condicdes fisioldgicas e

patoldgicas, ainda ndo sdo bem estabelecidas.
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1.1.1 Sistema Mitocondrial de Defesa Antioxidante

A “teoria do radical livre” de Harman encontrou um forte aliado apos a descoberta de
uma enzima intracelular, cuja funcédo principal € sequestrar e reduzir o O, formado ao H.O2, a
superoxido dismutase (SOD) (McCord & Fridovich, 1969). Hoje sabemos que mdaltiplas vias
enzimaticas cooperam para a detoxificacdo das EROs, assim como para regular o papel de
EROs na sinalizacéo.

A EROs mais comumente formada na mitocondria, 0 O2" € rapidamente dismutado
pelas duas SODs mitocondriais, a MnSOD (SOD?2), situada na matriz mitocondrial, e a
Cu/ZnSOD (SOD1), no espaco intermembranas. Devido a alta concentracdo da enzima somada
a elevada cinética enzimatica (k~2x10° Ms?), virtualmente, todo o O, formado dé origem ao
H-0x.

Por sua vez, o H>O. é menos reativo e mais difusivel, sendo considerado a principal
ERO na sinalizacdo celular (Lindahl et al., 2011). Em mitocéndrias, dois sistemas enzimaticos
sdo responsaveis pela remocdo eficiente de H.O»: o sistema glutationa (GSH)/glutationa
peroxidase (GPx)/glutationa redutase (GR) e o sistema tioredoxina (Trx)/peroxiredoxina
(Prx)/tioredoxina redutase (TrxR). A enzima GPx utiliza duas moléculas do antioxidante GSH
para reduzir uma molécula de H20O> a duas moléculas de H>O e uma de O.. Em seguida, as duas
glutationas oxidadas (GSSG) sdo reduzidas de volta a GSH pela enzima GR ao custo de
NADPH. Ja a Prx reduz o H.O> atraves da oxidacdo de um residuo de cisteina (Cys—SH) ao
acido sulfénico (Cys—SOH), que se condensa com a Cys—SH de uma outra molécula de Prx,
formando uma ponte de dissulfeto intermolecular (Prx-S—S-Prx). Subsequentemente, a Trx
reduz a ponte de dissulfeto da Prx-S—S-Prx ao custo da autoxidagdo intramolecular de duas
Cys—SH (Trxoxi), regenerando duas moléculas de Prx. Por fim, a Trx oxidada retorna ao estado
reduzido através da enzima TrxR com o gasto de NADPH (Mailloux et al., 2013).

Um esquema geral dos processos moleculares que produzem e consomem as EROs em

mitocondrias é representada na figura 1.
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Figura 1 — Processos moleculares mitocondriais que produzem e consomem as EROs. Os principais sitios de geragdo de O, na CTE sdo:
1) o sitio de oxidagdo de NADH no C-I através do grupo prostético FMN; 2) o sitio de ligagdo a UbQ no C-I; e 3) sitio Q, de oxidagdo da
UbQH,. O radical O," formado é dismutado a H,O, pela SOD2 na matriz mitocondrial, e pela SOD1 no espago intermembranas. Por sua vez,
0 H,0; é reduzido a dgua pela acédo de dois sistemas enzimaticos: i) 0 GSH/GPx/GR e ii) Trx/Prx/TrxR. Ambos os sistemas, apés uma cascata
de reacBes de oxirredugdo, acabam utilizando o potencial redutor de NADPH, gerando NADP*. Caso o H,O, néo seja metabolizado, ele pode
passar da matriz mitocondrial para o espago intermembranas através de aquaporinas. Além disso, o H,O, pode se difundir através das
membranas ao citosol e ao meio extracelular. Apesar do H,O, ser relativamente in6cuo, essa ERO pode reagir com Fe?'/Cu'* via reagdo de
Fenton gerando o &nion OH" e o altamente reativo radical ‘OH. Esse radical pode reagir com proteinas, lipideos, RNA e DNA. A reacéo de
‘OH com DNA seré tratada na segdo a seguir. Adaptado de Muftuoglu, M.; Mori, M. P.; Souza-Pinto, N. C. Formation and repair of oxidative
damage in the mitochondrial DNA, Mitochondrion, 2014.

1.2 OXIDACAO b0 DNA E MUTAGENESE

O papel da molécula de DNA como armazenador da informacgéo genética resulta em

um problema intrinseco a essa funcdo. No caso da molécula de DNA sofrer uma modificacdo
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quimica, ao contrario de uma modificacdo em proteinas, lipideos ou RNAs, a célula, via de
regra, ndo pode degradar a molécula danificada e sintetizar uma nova. 1sso porque a informacéo
para sintetizar uma molécula nova esta armazenada nela mesma. Contudo, duas caracteristicas
da molécula de DNA conferem-lhe vantagens para suplantar esse problema: a dupla fita e a
complementariedade de bases entre as mesmas.

Apesar dessa aparente vantagem quimica, ainda assim, inimeras reacdes quimicas
podem alterar sua estrutura, resultando em mudancas no contetdo da informacdo genética, as
mutacgdes. Ao nivel do organismo, mutacdes podem resultar em efeitos deletérios, e tanto
mutagdes germinativas quanto mutagcdes somaticas sdo associadas com varias doencas humanas
(Evans et al., 2004).

Mesmo em condicdes fisiologicas, o0 DNA pode perder bases nitrogenadas
espontaneamente, pela hidrdlise da ligacdo N-B-glicosidica entre a base e o aglcar.
Considerando somente a taxa de depurinagao espontanea, o DNA pode perder de 2.000 a 10.000
purinas por dia em uma unica célula de mamiferos (Lindahl & Nyberg, 1972). De modo
semelhante, a deaminacgdo espontanea da citosina em uracila ocorre em média de 100 a 500
vezes por dia em cada célula do nosso corpo (Lindahl & Nyberg, 1974; Duncan & Miller, 1980).

Como conhecemos hoje, a complexidade necessaria a vida, como
compartimentalizagdo, metabolismo e replicagdo, acarreta tanto em um aumento da
probabilidade quanto em um aumento da diversidade quimica de modificagdes no DNA.
Levando em consideracdo somente as bases nitrogenadas do DNA, as possiveis modificacdes
a que elas estao sujeitas sdo: i) reacdes de oxidacdo, alquilacdo e desaminacéo; ii) formacéo de
fotoprodutos de UV [dimeros de pirimidina ciclobutano (CPD) e 6-4-pirimidina-pirimidona (6-
4PP)]; iii) formacgdo de adutos covalentes com nitrosaminas, epdxidos de hidrocarbonetos
aromaticos policiclicos, aldeidos, cetoaldeidos e perdxidos de lipideo; iv) ligacdo cruzada
intercadeia, intracadeia e DNA-proteina. Ademais, ampliando os possiveis alvos de danos no
DNA, reacOes de diversos compostos com a 2'-desoxirribose (2'-dR) podem gerar: i) sitios
abésicos, ii) quebra de fita simples (SSB, do inglés single strand break) e iii) quebra de fita
dupla (DSB, do inglés double strand break). Por fim, os préprios mecanismos de replica¢éo de
DNA apresentam falhas intrinsecas, de modo que podem ser gerados: i) pareamentos errdneos
(ndo-candnico) e ii) alcas de DNA fita simples devido a pequenas adi¢des ou dele¢des, iii) além
de quebras resultantes da desmontagem precoce da forquilha de replicacdo (Sancar et al., 2004;
Branzei & Foiane, 2008).
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Mesmo em eucariotos, onde a maioria das reacdes de oxirreducdo se encontram
compartimentalizadas, 0 genoma se encontra continuamente vulneravel ao ataque de produtos
colaterais de processos redox. Em células aerobicas, as lesdes oxidadas de DNA — ou seja,
aquelas que foram induzidas por agentes oxidantes — representam o tipo de estresse genotdxico
enddgeno mais comum em organismos aerébicos (Cooke et al., 2003).

Dentre os oxidantes mais frequentemente formados em sistemas bioldgicos, apenas o
"OH e 'O, reagem eficientemente com DNA. O ataque do grupo fosfodiéster do DNA é
desprezivel devido a alta densidade eletronica. Ja a 2'-dRP pode ser atacada pelo "OH através
da abstracdo de hidrogénio de qualquer um dos cinco carbonos do acucar. A preferéncia de
remocao de hidrogénio correlaciona-se a acessibilidade do carbono da pentose ao solvente na
seguinte ordem: C5>C4">C3">C2">C1’ (Aydogan et al., 2002; Balasubramanian et al., 1998;
Miller et al., 1994). Apos o ataque mediado por "OH, ocorre a formagdo de um radical centrado
no carbono atacado, que segue rearranjos intramoleculares culminando, na maioria das vezes,
na quebra de fita de DNA (Breen & Murphy, 1995; Pogozelski & Tullius, 1998).

Quando o C5' é atacado, na auséncia de oxigénio molecular (O2), 0 radical centrado
nesse carbono ("C5’) pode atacar a dupla ligagdo N7—-C8 da sua propria purina, formando um
composto ciclico denominado (5'-R)- ou (5’-S)-8-ciclo-2'-desoxirribopurina (8,5'-cdP) (Keck,
1968; Raleigh et al., 1976; Dizdaroglu, 1986). A formagao de 8,5’-cdP é fortemente inibida sob
condicBes aerdbicas porque Oz reage com “C5’ a uma velocidade igual a da taxa de difusdo
(Dizdaroglu et al., 1975, 1977; Isildar et al., 1981).

Contudo, as nucleobases séo de longe o principal alvo de oxidacdo no DNA. O "‘OH
adiciona em duplas ligacdes das bases nitrogenadas com constantes de velocidade comparaveis
a taxa controlada de difusdo (k=3 a 10 x 10° Ms™1) (von Sonntag, 1987). Em pirimidinas, 0s
principais alvos de ataques de "OH sdo os carbonos C5 e C6; e os carbonos C4, C5 e C8, em
purinas. Os produtos finais de oxidacdo em timina s@o 0s quatro diestereoisémeros cis e trans
de 5,6-dihidroxi-5,6-diidrotimina (timina glicol) e a 5-hidroxi-5-metilhidantoina (Evans et al.,
2004). Ja a citosina possui um grupo amino l&bil e seus produtos de oxidacéo principais sdo a
5,6-dihidroxi-5,6-diidrouracila (uracila glicol), 5-hidroxiuracila, 5-hidroxicitosina e 5-
hidroxihidantoina (Samson-Thibault et al., 2012). Porém, a guanina € 0 composto mais
amplamente estudado quanto a seus produtos de oxidacdo. O radical hidroxila ataca as duplas
ligagBes entre os carbonos C4-C5 e N7—C8, mas também é capaz de abstrair hidrogénio do
grupo 2-amino (Candeias & Steenken, 2000; Chatgilialoglu et al., 2009). O radical centrado em

N7 exibe ambivaléncia redox (Steenken et al., 2001). Seguindo a via redutora, o radical C8-
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OH-N7-il-guanina daré origem a 2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidina (FapiGua); e
seguindo a via oxidante, o radical C8-OH-C4-il-guanina resulta na formacdo de 8-oxo-7,8-
diidroguanina (8-oxoGua). Além disso, a guanina ¢é capaz de reagir com *O2 que se adiciona ao
anel imidazol da guanina formando um endoperoxido intermediario, que segue rearranjos
intramoleculares para formar 8-oxoGua (Ravanat et al., 2001). As mesmas reacdes de adi¢ao
do 'OH também ocorrem na adenina, com menor eficiéncia, gerando 4,6-diamino-5-
formamidopirimidina (FapiAde), 8-oxo-7,8-diidroadenina (8-0xoAde) e, em menor grau, 2-
hidroxiadenina (2-OH-Ade). A figura 2 identifica os principais alvos de espécies oxidantes em
DNA, destacando alguns dos principais produtos resultantes desse ataque.
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Figura 2 — Diversidade quimica de modificagbes de DNA induzidas por oxidantes. -OH e 'O, s&o as principais EROs que reagem com
DNA. -OH prontamente se adiciona nas duplas ligagdes das bases nitrogenadas ou abstrai hidrogénio com menor eficiéncia. 1) propenal base,
2) 3'-fosfoglicolato e 3) 5'-aldeido representam produtos Unicos que sdo gerados da abstragdo de H da 2'-dR, que na maioria das vezes leva a
quebra de fita de DNA. 4) 8-oxoGua e 5) FapiGua representam dois produtos de oxidagdo da guanina. Ambos se originam da adi¢do de na
dupla N7-C8, porém o ambiente redox determina qual via o radical C8-OH vai seguir. 6) 8,5'-cdP representa um produto do radical centrado
no C5' que se adiciona a dupla ligagdo N7-C8 da purina adjacente. N&o se conhece uma via de reparo de mtDNA que lide com esse tipo de
lesdo. Por isso, especula-se que essa Isesdo seja extremamente toxica para 0 mtDNA. 7) M1G representa uma modificacdo indiretas advindo
de subprodutos reativos formados no estresse redox, como MDA e propenal base. Apesar de M1G ser considerado um aduto volumoso foi
demonstrado que ele é capaz de ser reparado por MPG (AAG). Adaptado de Muftuoglu, M.; Mori, M. P.; Souza-Pinto, N. C. Formation and
repair of oxidative damage in the mitochondrial DNA, Mitochondrion, 2014.

Um resultado importante do estresse redox celular é que todas as biomoléculas sdo
atingidas por diferentes EROs e subprodutos dessas reacOes podem interagir com DNA,
gerando modificagdes distintas. Produtos de peroxidacdo lipidica como hidroperdxidos de
lipideos, derivados cetdnicos e aldeidos reativos podem interagir com o DNA gerando uma

vasta diversidade de adutos (Hecht et al., 2011). Um dos principais subprodutos da peroxidacéao
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lipidica é o malondialdeido (MDA). Esse aldeido reativo ataca o grupo 2-amino da guanina
seguido da ciclizagdo em N1 e desidrata¢ao, dando origem ao pirimido[1,2a]purina-10(3H)ona
(M1Gua). Outros aldeidos reativos, como o crotonaldeido, a acroleina e até mesmo o
acetaldeido — comumente formado durante o metabolismo do etanol — reagem com DNA
originando adutos covalentes nas nucleobase (Chung et al., 1989; Zhang et al., 2006 e 2007;
Garcia et al., 2011).

Entretanto, do ponto de vista bioldgico, a introducdo de modificacbes quimicas e/ou
estruturais no DNA s6 terd relevancia se essas interferirem com a “fun¢do” primaria dessa
molécula em armazenar e transmitir informacdo. Essa interferéncia decorre do fato de que
algumas dessas modificacdes podem ser refratérias a atividade de DNA e RNA polimerases,
parando a progressao da replicacdo ou da transcri¢do, que sao eventos geralmente citotoxicos.
Além disso, outras modificacBes podem resultar na incorporagédo, pela DNA polimerase, de
outro nucleotideo, diferente daquele que seria o par candnico do nucleotideo ndo modificado,
resultando em um evento mutagénico. E importante salientar que nem toda vez que uma DNA
polimerase (Pol) “passa por cima” de uma leséo (lesion bypass) ocorre um evento mutagénico;
e que nem toda modificacdo é mutagénica.

Por exemplo, a 8-oxoGua pareia normalmente com citosina na orientagdo
tridimensional anti. Porém, em conformacdo syn a 8-oxoGua pareia com adenina e, caso nao
seja reparada, origina a transversio G:C—T:A (Kuchino et al., 1987). J& a desaminagdo de
citosina em uracila sempre levara a fixacdo da mutagdo de transicdo C:G—T:A, se ndo for
corrigida. ModificacGes raras no DNA podem ter consequéncias severas em células
replicativas, como € o caso da 2-OH-Ade. Dependendo da DNA polimerase e do contexto da
sequéncia de DNA em que essa lesé@o se encontra, 2-OH-Ade pode parear com qualquer uma
das quatro bases, gerando um espectro mutacional diverso (Barone et al., 2007; Amoroso et al.,
2008).

J& a timina glicol (Tg), um produto de oxidacdo da timina, é capaz de bloquear a
extensdo das DNA polimerases a, B, 6 ¢ A (Clark & Beardsley, 1989; Belousova et al., 2010).
As modificagdes (5'S)-8,5'-ciclo-2'-desoxiadenina  (8,5'-cdA) e (5'S)-8,5'-ciclo-2'-
desoxiguanina (8,5’-cdG) sdo capazes de inibir a transcrigdo de RNA Pol 1l tanto in vitro quanto
in vivo (You et al., 2012). Outro grupo, porém, reportou que 8,5’-cdPs ndo bloqueiam a
transcricdo, mas geram mutacao transcricional (Marietta & Brooks, 2007). Além do mais, ndo
obstante varias DNA polimerases de sintese translesdo serem capazes de lidar com 8,5'-cdP,
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ainda assim essas Pol 1), 1, ¥ e { passam com dificuldade através da lesdo, além de incorporarem

o nucleotideo errado através da leséo in vivo, particularmente, Pol n (You et al., 2013).

1.3 MuTACOES EM MTDNA E GERACAO DE EROs: CicLo VICIOSO

O genoma mitocondrial (MtDNA) possui uma altissima densidade de informacao. Em
humanos, aproximadamente 96% dos 16.569 pares de bases do mtDNA compreendem os 37
genes que codificam para 13 polipeptideos, 22 RNAs transportadores (tRNA) e 2 RNAs
ribossémicos (rRNA) (Muftuoglu et al., 2014). Dos complexos da CTE, o mtDNA codifica sete
subunidades do complexo | (MT-ND1, -2, -3, -4, -4L, -5 e -6); uma do complexo Il (citocromo
B — MT-CYB); trés do complexo IV (MT-CO1, -2 e -3); e duas da ATP sintase (MT-ATP6 e -
8). Além disso, em cada uma das duas fitas do mtDNA (H e L, do inglés heavy e light, em
referéncia ao conteddo diferenciado de purinas nas duas fitas, que resulta em massa molar
distinta) os genes sé&o transcritos em um unico transcrito policistronico, a partir do promotor de
cada fita (P+ 0 promotor da fita H e P 0 promotor da fita L) (Bonawitz et al., 2006) (Fig. 3).
Consequentemente, uma lesdo no mtDNA tem uma maior chance de acontecer em uma regido
codificadora, aumentando a probabilidade de consequéncia fenotipica da mutacdo, caso o
mtDNA esteja sendo replicado, ou de parada da RNA polimerase mitocondrial, caso 0o mtDNA
esteja sendo transcrito. De fato, calcula-se que mutagdes no mtDNA ocorram 10 vezes mais
frequentemente do que no DNA nuclear (Brown et al., 1979), apesar de a razdo para essa

discrepancia ainda ndo estar clara.
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Figura 3 — DNA mitocondrial (mtDNA) e a cadeia de transporte de elétrons (CTE). Os 37 genes codificados no mtDNA incluem sete
subunidades do CI (ND1, 2, 3, 4, 4L, 5 e 6), uma subunidade do CIlI (citocromo b — Cyt b), trés do CIV (CO1, 2 e 3) e duas da ATPase (A6 e
8), 22 tRNAs (codigo de uma letra) e 2 rRNAs (16S e 12S). (Obs.: Esses ndo sdo os simbolos oficiais. Os simbolos oficiais sdo encontrados
no texto). A CTE e a distribuicdo dos polipeptideos codificados no mtDNA. Fonte: Schon, E. A.; DiMauro, S.; Hirano, M. Human
mitochondrial DNA: roles of inherited and somatic mutations. Nat Rev Genet, v. 13, n. 12, p. 881, 2012

Mutacbes em mtDNA estdo no centro do conceito moderno da teoria mitocondrial do
envelhecimento. Essa teoria, propde que as EROs geradas normalmente na mitocondria séo as
responsaveis por causar mutacbes no mtDNA (Harman, 1972 e 1992; Linnane et al., 1989).
Postula ainda que o acumulo progressivo de mutagdes no genoma mitocondrial durante a vida
do organismo leva a disfuncdo mitocondrial, e esse declinio na fun¢do mitocondrial resultaria
em um estresse redox, aumentando ainda mais 0s danos e as mutag¢des causados por oxidantes
no mtDNA, gerando um ciclo vicioso (Taylor & Turnbull, 2005).

Contudo, pouco se sabe a respeito da regulagéo in vivo da geracdo de oxidantes nos
complexos mitocondriais. Porém, ha uma clara correlagdo positiva entre a intensidade da forca

préton-motriz e a produgdo de O>", enquanto uma diminuicdo nesse potencial através da
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membrana diminui a geragdo de O™ (Korshunov et al., 1997). Especula-se que um elevado
potencial de membrana acarreta na diminuicdo do fluxo de elétrons através da cadeia
respiratoria, aumentando a probabilidade de ocorrer a redu¢cdo monoeletrénica do O, em O™,
Igualmente, poder-se-ia esperar que muta¢fes no mtDNA que afetem a velocidade do fluxo de
elétrons através da CTE causariam também um desequilibrio no estado redox mitocondrial em
direcdo a mais oxidativo.

E claro que, porque uma Unica célula pode conter de poucas centenas a alguns milhares
de genomas mitocondriais, € comum existir uma variacao na sequéncia das varias moléculas de
mtDNA em uma mesma célula, fendmeno denominado heteroplasmia (Brandon et al., 2006).
O contrério, a homoplasmia, é quando todas as moléculas da populacdo de mtDNA séo iguais.
De acordo com os dados experimentais existentes até 0 momento, para que uma mutacdo
patogénica no mtDNA possa se manifestar funcionalmente, ela deve exceder um determinado
limiar do total de genomas mitocondriais na célula, que € de 60 a 90% dependendo: i) do tipo
da mutacao, ii) e o tipo celular onde ela se manifesta (Krishnan et al., 2007).

A parte da dificuldade em investigar a validade do conceito do “ciclo vicioso”, alguns
estudos se propuseram a analisar somente um dos lados do ciclo, comecando com a investigacao
do efeito de algumas muta¢des no mtDNA na bioenergética e no estado redox mitocondrial. De
fato, células de individuos com a mutagdo patogénica 8993T>G em mtDNA (que gera a
substituicdo L156R na subunidade ATP6 do complexo V) apresentam uma maior producgéo de
EROs (Trounce et al., 1994; Mattiazi et al., 2004; Petros et a, 2005). Em experimentos de
transmitochondrial cybrids que consiste na fusdo celular de células enucleadas com células
depletada de mtDNA (células p°) Ishikawa et al. (2008) demonstraram que o MtDNA
carregando duas mutacGes em ND6 (G13997A e 13885insC) é capaz de aumentar a geracao
EROs e a capacidade metastatica de células tumorais. Do outro lado do ciclo, também héa bons
argumentos mostrando que a oxidacao lenta e continua que ocorre nos tecidos aumentam a
carga de mutacGes no mtDNA. Corroborando essa hipotese, células negativas para citocromo ¢
oxidase (CO-negativo) em anélise imunohistoquimica, caracteristica encontrada em tecidos de
algumas doengas mitocondriais, também sdo encontradas em tecidos pds-mitdticos
envelhecidos comparados com tecidos jovens (Muller-Hocker et al., 1989). Inesperadamente,
com a idade, essas células CO-negativas acumulam mutacdes clonais no mtDNA ao invés de
varias mutacdes tipicas de instabilidade genébmica (Muller-Hocker et al., 1993; Brierley et al.,
1998). Em outro estudo, a transversdo T414G no mtDNA foi detectada exclusivamente em

individuos com mais de 65 anos de idade (Michikawa et al., 1999). DelecGes no mtDNA
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também foram detectadas mais frequentemente em células de tecidos envelhecidos, como
neurdnios de varias regifes do cérebro e fibras musculares (Corral-Debrinski et al., 1992;
Bender et al., 2006; Bua et al., 2006). Ademais, as células que continham essas dele¢Ges
apresentaram disfuncdo na cadeia respiratéria (Kraytsberg et al., 2006; Bua et al., 2006).

Contudo, h& indicios de que o acumulo de muta¢cdes em mtDNA com a idade nao é
dirigido por oxidagdo do mtDNA. Em um trabalho recente, Itsara et al. (2014) demonstraram
que a maioria das mutagdes pontuais em mtDNA em Drosophila néo sio do tipo G:C—T:A -
que é considerado uma assinatura de mutacdes induzidas oxidativamente. Igualmente, Waganat
et al. (2015) estudando camundongos knockout para Cu-Zn superoxido dismutase (Sod1) ndo
encontraram aumento significativo de delecbes no mtDNA, embora as células desses
camundongos produzam o dobro de H2O> e apresentem o dobro de marcagdo para 8-oxoGua
(Elchuri et al., 2005; Muller et al., 2006 e 2007; Waganat et al., 2015). Esses resultados abrem
a possibilidade de que outros mecanismos ainda ndo profundamente explorados estejam
envolvidos com a perda da estabilidade do mtDNA com a idade, entre eles os mecanismos de
reparo de DNA.

1.4 REPARO DE DNA

Em uma perspectiva pessoal da descoberta da dupla hélice, Francis Crick admite que
“Nos deixamos escapar totalmente o papel de enzimas no reparo (de DNA) ... Eu percebi que o
DNA ¢ tao precioso que muitos mecanismos distintos de reparo de DNA devem existir” (Crick,
1974, traducdo do autor). O grau de importancia que o reparo de DNA representa para a biologia
e a origem da vida pode ser compreendida claramente no fato de que todos 0s seres Vivos,
incluindo alguns virus, possuem genes que codificam enzimas de reparo de DNA. A
comunidade cientifica, em geral, aceita a hipotese de que mecanismos de reparo de DNA devam
ter surgido muito no comeco da vida. Isoladamente, a informacéo genética ndo sobreviveria as
condi¢cbes adversas que compunham a atmosfera primordial, independente da condicao
atmosférica imaginada ser redutora ou oxidante. Dessa forma, ndo seria fantasioso especular
que o reparo de informagdes genéticas possa ter precedido ou acompanhado o aparecimento de
moléculas autoreplicantes.

Historicamente, os primeiros pesquisadores a terem observado o fendmeno de reparo
de DNA foram Albert Kelner e Renato Dulbecco, em observacdes independentes e em modelos

distintos. Entretanto, o fendmeno, denominado fotorreativacao, foi descrito apenas nos termos
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da habilidade da luz visivel em reverter os efeitos toxicos de radiagdo ultravioleta (Kelner, 1949;
Dulbecco, 1949). Isso porque, muito antes de conhecer 0 mecanismo molecular pelo qual a luz
visivel ativa a clivagem dos dimeros de pirimidina pela acdo da enzima fotoliase, era necessario
conhecer os alvos moleculares e a propria natureza quimica das modificacdes induzidas pela
luz UV, que sé foi determinada claramente em 1960 (Beukers & Berends, 1960).
Posteriormente, as consequéncias bioldgicas dessas lesdes foram extensivamente investigadas
por Richard Setlow (Setlow et al., 1966). Um avanco significativo na compreensdo da
relevancia bioldgica do reparo de DNA foi fornecido pelo Dr James E. Cleaver (1968) que
relatou pela primeira vez a associacdo de um defeito no reparo de DNA com xeroderma
pigmentoso (XP), uma doenca hereditaria rara cuja principal caracteristica fenotipica é
suscetibilidade aumentada a neoplasias cutaneas em areas expostas a luz solar.

Os seres vivos sdo dotados de mdaltiplas vias de reparo que reconhecem e removem 0S
diferentes tipos de modificacfes possiveis a molécula de DNA, cada uma com especificidade
mais ou menos bem definida, havendo, em algumas ocasides, sobreposi¢do de substrato. Em
mamiferos, ha oito vias molecularmente definidas envolvidas em reparo e resposta aos
diferentes tipos de lesdes no DNA: i) reparo por reversao direta (DRR, do inglés direct reversal
repair), ii) reparo por excisdo de base (BER, do inglés base excision repair), iii) reparo por
excisdo de nucleotideo (NER, do inglés nucleotide excision repair), iv) reparo de pareamento
erroneo (MMR, do inglés mismatch repair), reparo de quebra de fita dupla v) por recombinagéo
homologa (HR, do inglés homologous recombination) e vi) por juncdo de extremidades nédo-
homologas (NHEJ, do inglés non-homologous end joining), vii) sinalizacdo de dano ao DNA
(DDS, do inglés DNA damage response) e viii) sintese de DNA translesdo (TLS, do inglés
translesion synthesis) (Milanowska et al., 2011).

Ainda, no contexto de reparo de DNA em mamiferos suas células possuem dois
compartimentos onde a informacao genética esta armazenada na forma de DNA: o nucleo e a
mitocondria, onde se encontram os genomas nuclear (nDNA) e mitocondrial (mtDNA),
respectivamente. Por muito tempo se imaginou que as mitocondrias de mamiferos nao possuiam
um sistema de reparo de DNA. Isso se deveu, em grande parte, a experimentos conduzidos por
Clayton et al. (1974), onde ficou demonstrado ndo haver remocéo de dimeros de pirimidina do
mtDNA de células humanas e de camundongos irradiadas com UV. Esses dados poderiam
parecer contraditorios as observages feitas por Shima et al. (1973), que abordou a questao de
reparo de mtDNA utilizando raios X. Nesses experimentos, Shima et al. demonstraram a

incorporacdo de precursores de DNA em mitocondrias isoladas de figado de rato apds a
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irradiacdo. Porém, os autores do estudo demonstraram apenas que a incorporacdo era
dependente de Pol y, a DNA polimerase mitocondrial replicativa, ndo sendo possivel identificar
se a incorporacdo era associada a replicacdo ou ao reparo, devido a limitacdo técnico-cientifica
da época. Finalmente o trabalho que identificou, de forma definitiva, a atividade de uma enzima
especifica de reparo de DNA em mitocondrias de mamiferos foi realizado por Anderson e
Friedberg, em 1980. Nesse trabalho, ficou claro que mitocdndrias altamente purificadas de
células de mamifero apresentavam atividade especifica de uracil DNA glicosilase, uma enzima
de reparo descrita em 1974 por Tomas Lindahl.

Sabemos hoje que, do mesmo modo pelo qual o genoma nuclear é reparado, o mtDNA
também é sujeito a diversas vias de reparo. Porém, nem todas as vias de reparo que se encontram
no nucleo foram identificadas em mitocondrias até o0 momento. Além disso, tanto a identidade
molecular de varios componentes dessas vias quanto os mecanismos de regulacédo das diferentes
vias ainda néo estdo claros.

Das oito vias de reparo identificadas em mamiferos, as vias BER e NER sdo as mais
bem caracterizadas. Inclusive, nos primeiros estudos dos mecanismos moleculares de reparo de
DNA, as duas vias eram conjuntamente denominadas de via de reparo por excisdo (Setlow &
Carrier, 1964; Boyce & Howard-Flanders, 1964; Aoki et al., 1966; Ganesan & Smith, 19609;
Lindahl, 1982, Cleaver, 2003). As diferengas comegaram a emergir principalmente através de
pesquisas conduzidas por Lindahl no comeco da década de 70, caracterizando as DNA
glicosilases envolvidas na via de BER (Lindahl, 1982). Ainda no comeco da década de 70, de
Weerd-Kastelein e colaboradores (1972) fizeram uso da técnica de fusdo nuclear para
estabelecer os ensaios de complementacao que culminariam na caracterizagdo de sete genes que
codificam para proteinas da via NER, e que estdo mutados em pacientes XP. Por fim, nos anos
80, dois pesquisadores independentemente cunharam o termo Reparo por Excisdo de Base
(BER) diferenciando essa via da via NER (Hayakawa & Sekigushi, 1979; Lindahl 1979).

1.5 REPARO POR EXCISAO DE BASE (BER)

A via de reparo por exciséo de base constitui a principal via de vigilancia do genoma,
uma vez que as lesdes reparadas por essa via sdo as que mais comumente acometem o DNA. A
prova desse conceito é demonstrada experimentalmente em camundongos knockout de genes
que codificam para algumas proteinas da via BER (Maynard et al., 2009). Com excec¢édo as

DNA glicosilases, que participam da primeira etapa da via, a auséncia de qualquer uma das
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proteinas da via BER resulta em letalidade embrionaria (Xanthoudakis et al., 1996; Tebbs et
al., 1999; Sugo et al., 2000; Puebla-Osorio et al., 2006). A via BER € ubiqua e altamente
conservada desde bactérias até humanos, onde atua tanto no genoma nuclear quanto no genoma
mitocondrial (Rao, 2007; Zharkov, 2008). Até mesmo o bacteriéfago T4 possui um gene que
codifica para uma das enzimas que participam da via BER. E uma via molecularmente muito
simples, consistindo de cinco reagdes sequenciais, e pode ser reconstituida in vitro utilizando-

se apenas quatro enzimas (Dianov & Lindahl, 1994).

1.5.1 BER de Fragmento Curto (SP-BER)

Detalhadamente, a via se inicia com o reconhecimento da modificacdo quimica na base
nitrogenada do DNA por uma classe de enzimas denominadas DNA glicosilases. Uma
caracteristica catalitica comum das enzimas pertencentes a esta classe € o mecanismo de
flipping-out, que consiste no reposicionamento da base nitrogenada do interior da dupla hélice
para fora, no bolsdo catalitico da enzima (Fromme, Banerjee & Verdine, 2004). No caso da
modificacdo na nucleobase fazer contatos com aminoacidos criticos no sitio catalitico, segue-
se entdo a clivagem ([1] da Fig. 4) da ligacdo N-B-glicosidica entre a base e o agucar, resultando
em um sitio apurinico/apirimidico (AP ou sitio abasico). Essa estrutura €, subsequentemente,
alvo de clivagem hidrolitica pela acdo da enzima AP endonuclease (APE1) a montante do sitio
AP (i.e. na extremidade 5') ([2] da Fig. 4). Isso gera um terminal 3'-OH livre e um 2'-
desoxirribo-5'-fosfato (5'-dRP) no outro terminal. Em seguida, a DNA polimerase 3 (Pol ), no
nucleo (Wiebauer & Jiricny, 1990; Dianov et al., 1992; Singhal et al., 1995), ou a DNA
polimerase y, na mitocondria (Longley et al., 1998), remove a 5’-dRP e adiciona um nucleotideo
complementar ao da fita oposta ao terminal 3'-OH compativel com a sintese de DNA. Por fim,
a descontinuidade da fita danificada é resolvida pela agdo da DNA ligase 3 (LIG3) em complexo
da proteina XRCC1 (X-ray Chinese hamster complementation group 1) ([3] da Fig. 4)
(Weissman et al., 2007).
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Figura 4 — Reparo por excisdo de base de fragmento curto (SP-BER). Uma Ura, produto de deaminagdo da Cyt, pareada com
Gua é alvo da DNA glicosilase UNG. [1] Clivagem hidrolitica da ligagdo N-B-glicosidica entre a base nitrogenada e a 2'-desoxirribose.
[2] APE1 reconhece e executa a clivagem hidrolitica do sitio AP formado ap6s a retirada da nucleobase. Pol B remove dRP e insere
um novo nucleotideo a partir do terminal 3'-OH livre a montante da lesdo. O complexo XRCC1/LIG3 sela as pontas 3'-OH e 5'-PO,*
consumindo um ATP. Fonte: Romagna, Mori e Souza-Pinto. Lesdes oxidativas em DNA: deteccéo, formagao, reparo e envolvimento
em carcinogénese. In. Tratado de Oncologia Médica, Paulo Marcelo Gehm Hoff (Ed.). Sdo Paulo: Editora. Atheneu, 2014.
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1.5.2 BER de Fragmento Longo (LP-BER)

A via BER, conforme foi descrita acima, & denominada de subvia de fragmento curto
(SP-BER, do inglés short patch), em referéncia ao fato de que apenas um novo nucleotideo é
incorporado durante o processo de reparo (Dianov et al., 1992). Em contrapartida, existe outra
subvia de BER, a de fragmento longo (LP-BER, do inglés long patch) (Klungland & Lindahl,
1997). Ha trés diferencas fundamentais na subvia LP-BER (Fig. 5). A primeira reside no
tamanho do fragmento de DNA sintetizado durante o reparo, onde sdo incorporados de 2-11
nucleotideos, pela Pol B, podendo essa DNA polimerase ser substituida pelas DNA polimerases
replicativas, Pol 6 ¢ &, com o0 auxilio das proteinas RPA (replication protein A) e PCNA
(proliferation activated nuclear antigen) (DeMott et al., 1998). A segunda diferenca se refere
ao processamento da fita de DNA deslocada com a sintese do trecho mais longo que acaba se
apresentando na forma de uma alca de DNA fita simples (ssSDNA). Essa estrutura €
incompativel com a atividade de dRP liase das DNA polimerases, sendo necessaria a resolucao
a acdo da endonuclease estrutura-especifica FEN1 (Flap endonuclease 1). Por fim, a DNA
ligase 1 (LIG1) € recrutada nessa subvia e catalisa a ligacdo das pontas estimulada
especialmente por PCNA (Levin et al., 2000).

Existem duas classes de DNA glicosilases: i) as monofuncionais, que executam apenas
a funcdo de DNA glicosilases; ii) as bifuncionais, que apresentam uma atividade de AP liase
associada. Em células humanas, as DNA glicosilases monofuncionais sdo: UNG (uracil-DNA
glycosylase), MPG (N-methylpurine-DNA glycosylase ou alkyladenine DNA glycosylase),
SMUGTL1 (single-strand-selective monofunctional uracil-DNA glycosylase 1), TDG (thymine-
DNA glycosylase), MDB4 (methyl-CpG binding domain protein 4) e MUTYH (mutY homolog).
Entre as DNA glicosilases bifuncionais temos: NTHL1 [nth endonuclease Ill-like 1 (E. coli)],
OGG1 (8-oxoguanine DNA glycosylase) e trés DNA glicosilases da familia da endonuclease
VIl de E. coli, NEIL1, 2 e 3 (nei endonuclease VIlI-like 1, 2 e 3).

As duas classes de DNA glicosilases efetuam a catalise através do ataque nucleofilico
no carbono-1’ do agticar (Fromme, Banerjee & Verdine, 2004). Enquanto nas DNA glicosilases
monofuncionais uma molécula de agua ativada por um aspartato é utilizada para a catalise, nas
bifuncionais 0 mesmo principio catalitico via aspartato ativa um residuo de lisina, que forma
uma base de Schiff intermediaria (Dodson et al., 2002). Além disso, nas DNA glicosilases
bifuncionais, a atividade de AP liase resulta em uma quebra de fita via B-eliminagdo gerando

um aldeido 3’-a,B-insaturado (NTH1 e OGG1) ou via B,5-eliminac¢éo produzindo um terminal
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3’-fosfato (familia nei endonuclease VIlI-like). Essas duas estruturas sao refratarias a atividade

de dRP liase das DNA polimerase, sendo necessario 0 processamento subsequente para a etapa

sintese. O terminal de aldeido 3’-a.f-insaturado é removido pela APE1. Por sua vez, o terminal

3’-fosfato (3’-P0O4?) é processado pela PNKP1 (polynucleotide kinase/phosphatase protein 1).
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Figura 5 — Reparo por excisdo de base de fragmento longo (LP-BER). Uma 2,6-diamino-4-hidroxi-5-
formamidopirimidina (FapiGua), produto de oxidacéo da gunaina, é alvo da DNA glicosilase NEIL1. Essa
DNA glicosilase bifuncional, remove a base modificada e cliva a fita de DNA por meio da sua atividade de
AP liase. O terminal gerado 3'-PO,* é refratario a atividade de Pol B e PNKP é recrutado para remogao dessa
estrutura. PCNA e RPA recrutam Pol 8, uma DNA polimerase mais processiva. A sintese de DNA por Pol &
desloca a fita a jusante formando uma estrutura em forma de alga que é removida por FEN1. Por fim, LIG1
sela as pontas 3-OH e 5-PO,* consumindo um ATP. Fonte: Romagna, Mori e Souza-Pinto. LesGes
oxidativas em DNA: deteccéo, formag&o, reparo e envolvimento em carcinogénese. In. Tratado de Oncologia
Médica, Paulo Marcelo Gehm Hoff (Ed.). Sdo Paulo: Editora. Atheneu, 2014.
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A abstracdo de hidrogénio da 2'-desoxirribose do DNA, particularmente pelo radical
hidroxila, em geral, resulta na quebra de fita com extremidades que necessitam ser processadas
antes gque a descontinuidade na fita seja resolvida. Porque a via central de BER apresenta uma
etapa onde é gerada uma quebra de fita, o reparo de quebra de fita simples (SSBR, do inglés
single strand break repair) procede pela mesma via molecular, e é considerado como uma
subvia de BER. De fato, os intermediarios de BER, como sitios AP e quebra de fita simples séo
altamente citotoxicos e isso é demonstrado pelo fato de que em camundongos, a perda (via gene
knockout) de APE1, XRCC1, Pol B e LIG3 é incompativel com a vida (Xanthoudakis et al.,
1996; Tebbs et al., 1999; Sugo et al., 2000; Puebla-Osorio et al., 2006).

Conforme supramencionado, extremidade contendo 3’-PO4*, 3'-fosfoglicolato e 5'-
aldeido sdo refratarias ao processamento por Pol B. O reparo da primeira ja fora explicado
acima. Por sua vez, o reparo de 3'-fosfoglicolato parece depender da proteina APEL e de TDP1
(tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1) (Parsons et al., 2004 e Inamdar et al., 2002). Essa ultima
proteina também participa do reparo de ligagdo cruzada entre a proteina topoisomerase | e 0
DNA, e se encontra mutada em pacientes com ataxia espinocerebelar com neuropatia axonal
(SCAN1) (Takashima et al., 2002). Por ultimo, o terminal 5’-aldeido geralmente é deslocado
pela agdo da Pol B, ao invés de ser processado, seguindo a via de LP-BER auxiliada por FEN1
(Jung et al., 2011).

Ainda na via BER, a proteina PARP [poly (ADP-ribose) polymerase] é um dos
principais componentes a exercer um papel fundamental para regulacdo in vivo de reparo de
DNA. PARP catalisa a polimerizacdo de poli(ADP-ribose) (PAR) a partir de NAD* (Chambon
et al., 1963; Sugimura, 1973), tendo sua atividade especialmente — mas, ndo exclusivamente —
estimulada na presenca de quebra de fita simples (SSB) de DNA (Gradwohl et al., 1990).
PARP1 possui arquitetura estrutural de “colar de contas” formada por multiplos dominios: i)
um dominio N-terminal de ligacdo ao DNA contendo trés dominios zinc-finger; ii) um dominio
de automodificacdo que é PARilado [poli(ADP-ribosil)ado] pela propria enzima; iii) e um
dominio catalitico (Langelier & Pascal, 2013; Li & Yu, 2014). Essa caracteristica modular
explica a dualidade funcional que PARP1 apresenta em SSBR; se por um lado a proteina é
capaz de inibir SSBR na auséncia de NAD*, devido a sua ligacdo em SSB de DNA, por outro
ela é capaz de estimular o reparo na presenca de NAD™ ap6s auto-poli(ADP-ribosil)acdo in vitro
(Satoh & Lindahl, 1992).

Vaérias proteinas da via BER, particularmente as que participam ativamente na etapa

de reparo de SSB, interagem com PAR tanto in vitro quanto in vivo. XRCC1 interage fortemente
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com PAR in vitro e co-localiza com PAR in vivo logo ap6s a indugdo da SSB (Pleschke et al.,
2000; Okano et al., 2003; EI-Khamisy et al., 2003). O rapido acumulo de PAR apds a induc¢édo
de SSB, periodo de 2 min, e sua rapida degradacéo, no curto periodo de 10 min, estdo de acordo
com a proposta de funcgdes regulatoria e sinalizadora de PARP1 (Jacobson et al., 1983; Alvarez-
Gonzalez et al., 1989). Outras proteinas que interagem com PAR e sdo fundamentais no reparo
de diferentes tipos de SSB sdo PNKP e APTX (aprataxin) —a Gltima é uma enzima que remove
AMP ligado ao DNA devido a reacdes abortivas de DNA ligase (diadenosina polifosfato
hidrolase) (Harris et al., 2009; Li et al., 2013). A etapa final em SSBR catalisada por LIG3
também é estimulada por PAR ou PARP1 poli(ADP-ribosil)ado (Leppard et al., 2003). Fica
evidente que PARP tem um papel fundamental na regulacéo fina das etapas da via BER que
requer o recrutamento temporal e especial coordenado dos diversos componentes a fim de se

evitar um acumulo de intermediarios toxicos de reparo.

1.5.3 BER Mitocondrial (mtBER)

A via BER foi a primeira via de reparo de DNA identificada em mitocondrias de
células de mamifero (Anderson & Friedberg, 1980). No contexto da etapa de reconhecimento
de BER, todas as DNA glicosilases localizadas no nucleo, exceto SMUGL, TDG e MBD4,
foram também identificadas em mitocondrias (Akbari et al., 2007). Porém, algumas DNA
glicosilases mitocondriais podem existir em isoformas distintas das nucleares. Esse € o caso de
UDG, cujas isoformas mitocondrial, UNGL, e nuclear, UNG2, diferem quanto ao sitio de
iniciacao de transcricdo (Nilsen et al., 1997). Em células humanas também foram identificadas
duas isoformas de OGG1, OGGla e OGG1p (Nishioka et al., 1999; Takao et al., 1998). Apesar
de OGGla possuir uma sequéncia peptidica C-terminal que sinaliza fortemente para localizagdo
nuclear, essa isoforma pode ser encontrada tanto em nucleo quanto em mitocondria — contudo,
em menor concentracdo na ultima. Ja OGGI1p ¢é exclusivamente mitocondrial e, apesar de
apresentar o sitio catalitico conservado com a isoforma o, ndo apresenta atividade de DNA
glicosilase in vitro (Hashigushi et al., 2004). MUTY H, por sua vez, possui 10 isoformas geradas
por meio de splicing alternativo dos trés transcritos principais: o, € y. Supde-se que a isoforma
mitocondrial seja originada do transcrito al e as isoformas nucleares dos transcritos 1, 3 ou
v2. Igualmente, MPG possui trés isoformas transcricionais: A, B e C, das quais ao menos duas
(A e B) apresentam sequéncia peptidica sinalizadora de localizagdo mitocondrial putativa (Van
Loon & Samson, 2013). Quanto as DNA glicosilases, NTH1, NEIL1 e NEIL2, foram



44

demonstradas a localizagdo mitocondrial e a atividade dessas enzimas em extratos
mitocondrias, no entanto as isoformas mitocondriais ainda ndo foram devidamente
caracterizadas (Takao et al., 1998; Hu et al., 2005; Mandal et al., 2012).

Ambas as vias SP- e LP-BER ocorrem em mitocéndria (Stierum et al., 1999; Liu et
al., 2008). A etapa subsequente de BER é igualmente catalisada por APE1 tanto no nucleo
qguanto na mitocondria (Tell et al., 2005). Outras enzimas que atuam no nucleo a fim de
metabolizar terminais 3’ou 5’ refratarios a atividade da DNA polimerase ¢ AP endonuclease
também estdo presentes na mitocéndria, como PNKP1 e TDP1 (Mandal et al., 2012; Das et al.,
2010). Para a atividade de dRP liase e polimerase de DNA o mtBER depende exclusivamente
da Pol v, a tinica DNA polimerase mitocondrial que atua tanto em SP-BER quanto em LP-BER.
Por fim, a etapa de ligagdo dos terminais 3'-OH do nucleotideo incorporado e 5'-PO4* do
nucleotideo a jusante é efetuada pela LIG3, sem o auxilio da proteina XRCC1 (Lakshmipathy
& Campbell, 2000), uma vez que esta ndo foi localizada em mitocéndrias de mamiferos até o

momento.

1.6 REPARO POR EXCISAO DE NUCLEOTIDEOS (NER)

A via de reparo de DNA por excisdo de nucleotideos é reconhecidamente a que
apresenta maior plasticidade de substrato (Scharer, 2013). Isso se deve, em grande parte, ao
mecanismo molecular de reconhecimento das lesdes no DNA, que se baseia principalmente no
reconhecimento da distor¢do na estrutura da dupla hélice introduzida por modificagdes nas
bases e na fita. A lista de lesdes de DNA que servem de substrato para a via NER ¢é
qguimicamente diversa e ndo-relacionada, como: i) produtos induzidos por UV (CPD e 6-4PP);
ii) adutos formados a partir de produtos da ativacao de hidrocarboneto aromaticos policiclicos;
iii) alguns tipos de lesbes geradas oxidativamente, como ciclopurinas; e iv) adutos formados
por agentes quimioterapicos, como cisplatina (Gillet & Schérer, 2006).

Didaticamente, a via pode ser entendida em quatro etapas: i) reconhecimento da lesao,
ii) abertura da dupla hélice e verificagdo da lesdo, iii) montagem do complexo de pré-incisdo e
iv) incisdo dupla e sintese de reparo. Ndo obstante a via NER ser didaticamente simples, a
reconstituicdo in vitro dessa reacdo requer entre 25 e 30 polipeptideos (Aboussekhra et al.,
1995; Araudjo et al., 2000). Mecanisticamente, a via € dividida em duas subvias, conforme o
mecanismo de reconhecimento da lesdo: i) a subvia de reparo acoplado a transcri¢do (TC-NER)

que repara preferencialmente lesdes presentes na fita molde de genes transcritos ativamente,
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resultando em uma maior rapidez no reparo; e ii) a subvia de reparo global do genoma (GG-
NER), que remove lesdes presentes em qualquer local do genoma. Essas subvias divergem
apenas quanto a etapa de reconhecimento das lesdes, convergindo para eventos comuns a partir

desta. Abaixo, apresentamos as duas subvias quanto a etapa de reconhecimento.

1.6.1 Reparo Acoplado a Transcricdo (TC-NER)

Quando uma RNA polimerase | ou Il (RNA Pol) encontra uma lesdo na fita molde do
DNA de modo que blogueie a progressédo da transcricdo, um dos possiveis destinos moleculares
é o reparo acoplado a transcrigdo. A proteina CSB (Cockayne syndrome complementation group
B) é a primeira a responder a RNA Pol parada na lesdo. Pouco se sabe, porém, como CSB é
capaz de reconhecer a RNA Pol (Lagerwerf et al., 2011; Edenberg et al., 2014). Sabe-se que
essa proteina ndo possui o papel molecular de reconhecer o dano no DNA em si. E mais
provavel que CSB participe do mecanismo molecular que é capaz de identificar uma RNA Pol
blogueada durante o alongamento (elongation) da transcricdo. Corroborando essa hipotese,
CSB se associa transientemente com o complexo ternario RNA Pol-DNA-mRNA (van Gool et
al., 1997, Tantin et al., 1997) e é capaz de estimular o alongamento de RNA Pol in vitro (Selby
& Sancar, 1997). Dessa forma, os dados sugerem que a parada no alongamento de RNA Pol
permite uma associacdo mais estavel de CSB com o complexo de transcri¢do (van den Boom
et al.,, 2004). Resultados recentes sugerem que tanto CSA (Cockayne syndrome
complementation group A) quanto CSB também participam da regulagdo de TC-NER por
ubiquitinacdo, que € molecularmente mais associado com sinalizacdo do que com
reconhecimento de lesdo (Nardo et al., 2009; Menoni et al., 2012). CSA possui cinco WD-40
repeats e forma um complexo E3 ubiquitina ligase que contém CUL4A (Cullin 4A), ROC1
(regulator of cullins 1), DDB1 (damage-specific DNA binding protein 1) e COP9 sinalossomo
(Groissman et al., 2003). CSA possui atividade de E3 ubiquitina ligase e ubiquitina CSB no
dominio de ligacdo a ubiquitina (UBD) (Anindya et al., 2010). Apesar do dominio UBD néo
ser essencial para o recrutamento sequencial dos fatores de NER, a ubiquitinagdo de CSB ¢
essencial para TC-NER, uma vez que uma CSB quimérica contendo um dominio n&o-
relacionado de ligacdo a ubiquitina (UBA de RAD23) é capaz de recuperar os defeitos

moleculares em células CS-B (Anindya et al., 2010).
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1.6.2 Reparo Global do Genoma (GG-NER)

Quando um dano que distorce a dupla hélice ocorre em regides ndo-transcritas do
genoma ou na fita complementar a fita codificadora do gene, o reparo de DNA segue pela via
GG-NER. Dois complexos proteicos participam diretamente da etapa de reconhecimento de
dano: i) UV-DDB, um heterodimero formado por DDB1 e DDB2; ¢ ii) 0 heterotrimero XPC-
RAD23B-centrin2.

Apesar de ter sido inicialmente sugerido que XPA era a primeira proteina a se associar
a lesdo na via NER (Evans et al., 1997; Wakasugi & Sancar, 1998 e 1999), foi demonstrado in
vitro que o complexo XPC-RAD23B é o primeiro componente da via a se associar ao sitio
contendo a modificacdo (Sugasawa et al., 1998; Volker et al., 2001). A proteina XPC é a
responsavel pelo reconhecimento da lesdo de DNA no heterotrimero. O mecanismo pelo qual
XPC discrimina regides contendo lesdes no DNA de regifes ndo lesionadas foi elucidado
através da andlise estrutural de RAD4, o homdlogo de XPC em Saccharomyces cerevisiae. Os
resultados sugerem que a proteina ndo interage fisicamente com a lesdo de DNA; ao invés disso,
0 mecanismo utilizado baseia-se em flutuacGes termodinamicas que ocorrem devido ao
enfraquecimento das ligacdes de hidrogénio quando o pareamento candnico esta comprometido
pela presenca da lesdo, e que sdo reconhecidos pela proteina. De fato, XPC também se liga de
forma inespecifica em DNA com consideravel afinidade. Porém, se liga com mais afinidade em
DNA contendo modificagdes que afetam a estabilidade das ligacbes de hidrogénio (Min &
Pavletich, 2007). Uma vez encontrado esse tipo de dano, XPC insere dois dominios f-hairpin
(BHD2/BHD3) rodeando dois nucleotideos na fita oposta ao dano. Em outras palavras, XPC
sempre interage com a fita ndo-danificada. E exatamente essa caracteristica que promove XPC
como um fator de reconhecimento de dano no DNA com alta versatilidade e flexibilidade
(Scharer, 2007).

Por sua vez, apesar do complexo UV-DDB ter sido dispensavel na reconstituicao de
NER in vitro (Aboussekhra et al., 1995; Araujo et al., 2000) a sua presenca em células diminui
consideravelmente o tempo de reparo de CPDs e 6-4PPs, demonstrando sua importancia na
cinética de GG-NER (Wakasugi et al., 2001). Inclusive, UV-DDB possui alta afinidade a esse
tipo de lesdo, especialmente em relagcdo a 6-4PP (Reardon et al., 1993). Apesar disso, células
deficientes em DDB2 — derivadas de pacientes XP do grupo de complementacéo E (XP-E) —
apresentam taxas normais de reparo 6-4PPs, contudo, é observado uma diminuicdo severa no

reparo de CPDs (Hwang et al., 1999; Tang et al., 2000). Isso se deve, provavelmente, ao fato
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de que XPC inicia o reparo de 6-4PPs, atuando como um sistema de backup. No entanto, XPC
se liga mais fracamente a CPDs, o que explica a importancia de DDB2 para o reparo dessas

lesGes em especifico e o fendtipo de pacientes XP-E.

Abertura da dupla hélice e verificacdo da lesdo

Ap0s o reconhecimento da lesdo, TFIIH (transcription factor II Human) é recrutado
para o local da lesdo. Esse complexo multiproteico, que € um fator de transcricdo canbnico e
também um componente essencial da via NER, é composto por 10 subunidades: i) um cerne
contendo XPB, p52, p8, p62, p34, p44; ii) um complexo CAK (cyclin-activated kinase)
contendo CDK?7, cyclin H e MAT]Z, e iii) a proteina XPD que faz uma ponte entre o cerne e 0
complexo CAK (Compe & Egly, 2012). Ambas proteinas XPB e XPD sdo DNA helicases
dependentes de ATP, que desenrolam a dupla fita em polaridades opostas. Porém, a atividade
ATPase de XPB, e ndo de helicase, parece ser mais relevante para a montagem de TFIIH na
lesdo (Coin et al., 2007; Oksenych et al., 2009). Por sua vez, a atividade de DNA helicase 5’—
3’ de XPD é essencial para o correto funcionamento do reparo. Por outro lado, a anélise
estrutural de um homologo de XPD de Archea revelou que, conforme a proteina desenrola a
fita de DNA, um dominio estrutural na forma de arco envolve a fita simples contendo a leséo
formando um tunel pelo qual a fita transloca. Essa caracteristica faz com que XPD seja uma
candidata a fator de verificacdo de dano, uma vez que o tunel € estreito o bastante para ndo
permitir que lesBes volumosas passem por ele, impedindo a progressao da helicase (Fan et al.,
2008; Sugasawa et al., 2009).

Montagem do complexo de pré-incisao

Apos o recrutamento de TFIIH e a verificagdo do dano mediado por XPD, ocorre a
montagem do complexo de pré-incisdo, com a ligacdo de XPA, RPA e XPG, e o desligamento
de XPC-RAD23B. XPA é um componente central da via, interagindo com vérias proteinas de
NER, como subunidades do complexo TFIIH, RPA, XPC-RAD23B, DDB2, ERCC1-XPF e
PCNA. Acredita-se que XPA também participa da etapa de verificagdo de danos, uma vez que
a proteina possui alta afinidade por tor¢oes em ssDNA (Camenisch et al., 2006). XPA se liga
na extremidade 5’ da fita lesionada, proxima a XPD (do lado oposto a XPB). O heterotrimero
RPA se liga entdo na fita ndo lesionada, cobrindo aproximadamente 30 nucleotideos,
deslocando XPC que deixa o complexo de reparo (Fig. 6). Além disso, RPA auxilia o correto

posicionamento das duas endonucleases, XPG e ERCC1-XPF, que irdo retirar o
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oligonucleotideo contendo a lesdo (de Laat et al., 1998). A endonuclease XPG também ¢é
essencial para a montagem de complexo de pré-incisdo, e seu papel inicial é estrutural,
permitindo a montagem correta do complexo de incisdo, uma vez que mutacdes que
comprometem a atividade catalitica de XPG ndo afetam o correto recrutamento do complexo
(Wakasugi et al., 1997; Constantinou et al., 1999).
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Figura 6 — Reparo por excisdo de nucleotideos (NER). GG-NER) A esquerda, na subvia de reparo global do genoma, a proteina XPC, em
complexo com RAD23B e centrin 2 (CETN2), sonda o DNA a fim de encontrar lesdes que distorcem a dupla hélice (etapa 1), que sdo
reconhecidas com o auxilio do complexo UV-DDB (etapa 2). Ap6s a ligacdo do complexo XPC, RAD23B se dissocia do complexo (etapa 3).
TC-NER) A direita, na subvia de reparo acoplado & transcrigéo, o dano é indiretamente reconhecido durante o alongamento do transcrito pela
parada da RNA Pol Il na lesdo. Durante o alongamento da transcricdo, as proteinas UVSSA (UV-stimulated scaffold protein A), USP7
(ubiquitin-specific-processing protease 7) e CSB interagem transientemente com RNA Pol Il (etapa 1). Apds a parada na lesdo, a afinidade de
CSB por RNA Pol Il aumenta (etapa 2) e o complexo CSA-CSB é formado, o que provavelmente resulta na translocagdo reversa (caminhando
para tras) da RNA Pol 1l (etapa 3) tornando a lesdo no DNA acessivel para o reparo. Ap6s o reconhecimento do dano, o complexo TFIIH é
recrutado para a lesdo em ambos GG-NER e TC-NER (etapa 4). XPG pode se associar a TFIIH ou se ligar ao complexo de inciséo
separadamente (etapa 4). Ap6s a ligacdo de TFIIH, o subcomplexo CAK se dissocia do cerne do complexo TFIIH. A atividade de helicase de
TFIIH abre a dupla hélice ao redor da lesdo, e o desenovelamento 5'—3’ do DNA por XPD verifica a existéncia da lesdo com o auxilio da
atividade de ATPase de XPB e XPA, que se liga em nucleotideos quimicamente modificados em DNA fita simples (etapa 4). Nessa etapa, a
proteina RPA também é recrutada e cobre a fita ndo-danificada. XPA recruta o heterodimero XPF-ERCC1 que é direcionado a fita danificada
por RPA criando uma incisdo a montante (5') da lesdo (etapa 5). Uma vez atingido esse ‘ponto de ndo-retorno’, XPG ¢ ativado e corta a fita
danificada a jusante (3') da lesdo, que excisa a lesdo dentro de uma fita de 22-30 nucleotideos de tamanho (etapa 6). PCNA que é recrutado
apds a incisdo 5’ feita por XPF-ERCC1, recruta DNA Pol §, € ou k para a sintese de reparo (etapa 7). A reacdo de NER é completada pela
juncdo do corte remanescente por DNA ligase 1 ou 3 (etapa 8). Fonte: Marteijn, J. A; Lans, H.; Vermeulen, W.; Hoeijmakers, J. H. J.
Understanding nucleotide excision repair and its roles in cancer and ageing. Nat Rev Mol Cell Biol, v. 15, p. 467.
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Dupla inciséo e sintese de reparo

A incisdo do oligonucleotideo contendo a lesdo ndo ocorre até a chegada de ERCC1-
XPF. De fato, apesar de XPG se associar ao complexo de pré-incisdo antes, e ser necessario

para 0 recrutamento de ERCC1-XPF, é a segunda que realiza a primeira incisdo na fita



49

danificada. A clivagem na direcdo 3’ em relacdo ao oligonucleotideo danificado gera um
terminal 3'-OH livre que pode ser usado para a subsequente sintese de reparo. Em seguida, XPG
cliva a extremidade 5’ a uma distancia de 22-30 nucleotideos da primeira incisdo (Marteijn e
Lans et al., 2014). O oligonucleotideo é liberado associado ao TFIIH, e as proteinas do
complexo de incisdo se dissociam do sitio de reparo. Por fim, para a etapa de sintese, sdo
necessarios fatores candnicos de replicagdo como Pol §, € ou kK, PCNA, RFC, RPA ¢ DNA
ligase (Shivji et al., 1995; Araujo et al., 2000). De modo geral, RFC e PCNA sdo necessarias
para o recrutamento da DNA polimerase. Porém, conforme o estado proliferativo da célula,
diferentes formas de RFC recrutam DNA polimerases distintas. Pol € é recrutada principalmente
em células replicativas e, aparentemente, uma forma alternativa de RFC contendo Ctf18
[chromosome transmission fidelity factor 18 homolog (S. cerevisiae)] promove essa
especificidade. Por sua vez, Pol d e k participam de NER em células ndo-proliferativas. Finda
a sintese, o mesmo se aplica para o recrutamento de DNA ligases, onde LIGl ¢é
preferencialmente recrutada em células replicativas enquanto XRCC1-LIG3 sela o corte

remanescente da fita de DNA em células ndo-replicativas (Moser et al., 2007; Scharer, 2013).

1.7 XERODERMA PIGMENTOSO GRUPO DE COMPLEMENTACAO C (XPC)

Grande parte do esforco para o esclarecimento dos mecanismos que regem a via NER
originou-se do estudo de células de pacientes XP. Conforme mencionado no item 1.3, Cleaver
prop6s que essa doenca tivesse relacdo com defeitos no reparo de lesées UV, conforme ficou
demonstrado experimentalmente. Gragas aos experimentos de fusao celular aplicado em células
de pacientes XP, conhecemos hoje os oito grupos de complementacdo: XP-A a XP-G, que
apresentam defeitos em genes que codificam proteinas da via NER e XP variante (XP-V), cujo
defeito molecular € no gene POLH que codifica para uma DNA polimerase translesdo, Pol n
(Cleaver et al., 2009).

1.7.1 Sintomas de Pacientes XP-C e do Modelo Murino

XP é uma doenca hereditaria autossdmica recessiva caracterizada, principalmente, por
uma suscetibilidade de 1.000 até 10.000 vezes maior no desenvolvimento de neoplasias em

areas expostas a UV, fotossensibilidade, ceratose actinica (escamacéo e endurecimento da pele



50

lesionada) e, em alguns grupos de complementacdo, degeneracdo neuroldgica progressiva
(DiGiovanna & Kraemer, 2012).

Algo que tem intrigado os cientistas nas Ultimas duas décadas € a diversidade
fenotipica de desordens de NER. Alem de XP, ha pelo menos outras trés sindromes hereditarias
bem definidas e distintas, cujos fen6tipos moleculares incluem defeitos em NER: sindrome de
Cockayne (CS), tricotiodistrofia (TTD) e sindrome de sensibilidade a UV (UVsS) (Cleaver et
al., 2009). Nao bastasse os diferentes sintomas entre essas doencas genéticas, dependendo ainda
da natureza da mutacdo, i.e. missense ou nonsense, alguns pacientes podem manifestar
espectros mais severos de uma dessas doencas ou até a combinacéo de duas. A figura 7 organiza
esquematicamente os genes mutados e as manifestagdes clinicas possiveis. Por exemplo, XP
sem manifestacdes neuroldgicas ocorre nos oito grupos de complementacdo XP (XP-A a XP-
V), porém, mutacdes em XPC, DDB2 (XPE) e POLH (XPV), independentemente do tipo de
mutacdo, ddo origem somente ao fenotipo XP. Alguns pacientes que apresentam mutacdes em
ERCC3 (XPB), ERCC2 (XPD) e ERCC5 (XPG) apresentam sintomas combinados de ambos
XP e CS, e séo classificados como XP/CS. Mutagdes em ERCC2 (XPD) podem dar origem a
até oito manifestacdes clinicas distintas. J& algumas mutacdes em proteinas que participam do
complexo transcricional candnico TFIIH, como XPB, XPD e TTDA, d&o origem a TTD, uma
doenca em que o fenOtipo estd mais intimamente relacionado a defeitos transcricionais.
MutagOes distintas em ERCC8 (CSA) e ERCC6 (CSB), por sua vez, podem levar ao
desenvolvimento de CS, uma doenca com fendtipo severo de neurodegeneracdo, caquexia e
envelhecimento precoce relacionado a disfungdo mitocondrial, ou UVsS, uma sindrome de
sensibilidade moderada a irradiagdo UV. Como se pode observar (Fig. 7), a intrincada rede de
interacdes moleculares e as maltiplas fungbes dessas proteinas, muito além da via NER,
aumentam a gama de consequéncias celulares e sistémicas advindas de mutacfes nesses genes
(Cleaver et al., 2009; DiGiovanna & Kraemer, 2012; Marteijn e Lans et al., 2014).
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Figura 7 — Mutagdes em genes de NER e manifestagdes clinicas. Um total de 13 genes de NER, mais 1 que codifica para a DNA polimerase
1 (POLH), ddo origem a 12 manifestag@es clinicas. As caixas na parte superior representam os genes (nomenclatura oficial em italico) e as
respectivas proteinas codificadas por cada um. As caixas situadas na parte inferior representam as diversas manifestagdes clinicas reportadas
até o presente momento. XP — Xeroderma Pigmentoso, FA — anemia Fanconi, TTD — tricotiodistrofia, COFS — sindrome cérebro-6culo-féacio-
esquelética, CS — sindrome de Cockayne, USsS — sindrome de sensibilidade a UV. Por vezes, o individuo pode manifestar a mistura de duas
sindromes, como: XP/CS, XP/CS/FA, XP/TTD, CS/TTD e COFS/TTD. Pacientes XP-A com sintomas neuroldgicos apresentam sindrome de
Sanctis-Cacchione. Pacientes FA com mutagdo em ERCC4 (Bogliolo et al., 2013). Pacientes CS e XP/CS/FA com mutacdes em ERCC1 e
ERCC4, respectivamente (Kashiyama et al., 2013). Adaptado de DiGiovanna & Kraemer (2012). J Invest Dermatol, v. 132, p. 790.

Porém, esse ndo é o caso da proteina XPC. Pacientes que herdam mutac6es no gene
XPC manifestam apenas os sintomas classicos de XP. Na infancia, os pacientes XP-C
apresentam queimaduras solares mesmo ap0s pouca exposic¢ao solar, caracteristica tipica de
XP. O sintoma mais comum € a ocorréncia de eritema (vermelhidao cutanea) apds exposicdo a
luz UV. Porém, esse grupo de pacientes ndo experimenta sintomas mais severos de queimaduras
solares como formacdo de bolhas. Com o tempo, eles desenvolvem poiquilodermia, que
consiste em pigmentacdo difusa (hiper e hipopigmentacdo), o surgimento progressivo de
telangiectasias (vasodilatacdo de veias superficiais) e atrofia. O surgimento da primeira
neoplasia cutanea ocorre, em média, antes dos 10 anos de idade (DiGiovanna & Kraemer,
2012).

Em nivel celular, células derivadas de pacientes XP-C sdo hipersensiveis a UV.
Também, por se tratar de um defeito especifico no reconhecimento de danos global no genoma,
a TC-NER ocorre normalmente (Venema et al., 1991). Isso € evidente uma vez que células XP-
C nédo apresentam atraso na recuperacdo de sintese de RNA apos irradiacdo UV, uma

caracteristica de células com defeitos em TC-NER (Mayne & Lehmann, 1982). O modelo
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murino da doenga reproduz fielmente os sintomas dos pacientes humanos (Cheo et al., 1997,
Berg et al., 1998). Porém, camundongos knockout em Xpc apresentam um quadro clinico
curioso: um aumento significativo na incidéncia de tumores pulmonares ap0s 0 primeiro ano
de vida (Hollander et al., 2005; Melis et al., 2008). Isso ndo é surpreendente, uma vez que
pacientes com XP apresentam um aumento de 50 vezes na suscetibilidade ao desenvolvimento
de cancer no cérebro e outros 6rgdos do sistema nervoso central (Kraemer, 1994). Também néo
é surpreendente a observacdo de que camundongos Xpc’- tratados com os carcindgenos 2-
acetoaminofluoreno ou  N-hidroxi-2-acetoaminofluoreno sdo mais suscetiveis ao
desenvolvimento de lesdes pré-maligna e malignas no figado e no pulméo (Cheo et al., 1999),

uma vez que lesdes causadas por esses agentes sao removidas, principalmente pela via NER.

1.7.2 Estrutura da Proteina XPC

O gene XPC se localiza no braco curto do cromossomo 3 (3p25.1) [gene ID: 7508] e
foi clonado por Legerski & Peterson (1992). O principal transcrito contém 16 éxons e codifica
para uma proteina contendo 940 residuos de aminoacidos com massa predita de 125 kDa que
foi purificada pela primeira vez por Masutani et al. (1994). In vivo a proteina XPC se apresenta
na forma de um heterotrimero associada a RAD23B e centrin 2. A proteina RAD23B, um
homdélogo de Rad23 de S. cerevisiae, interage fortemente com XPC e parece promover a sua
estabilidade, uma vez que células knockout para ambos Rad23a e Rad23b apresentam niveis
reduzidos da proteina XPC, que €, nessas condigdes, degradada pelo sistema ubiquitina-
proteassomo (Ng et al., 2003). O reflexo dessa forte interacao é que RAD23B é essencial para
o funcionamento da via GG-NER. Centrin 2, por sua vez, é dispensavel para GG-NER tanto in
vitro como in vivo, no entanto, o reparo € substancialmente aumentado com essa interacao
(Nishi et al., 2005).

Boa parte do conhecimento da estrutura de XPC foi extrapolada da analise de sua
homologa em S. cerevisiae, Rad4 (Min & Pavletich, 2007). XPC possui quatro dominios
principais: i) um dominio homoélogo a transglutaminase (TGD) e ii) trés dominios S-hairpin
(BHD1, -2 e -3). TGD e BHDL1 se ligam de forma inespecifica em DNA dupla fita ndo-
modificado, cobrindo 11 nucleotideos no DNA. A maioria dos contatos realizados por TDG-
BHD1 com o DNA — tanto das cadeias laterais dos aminoacidos quanto das ligacdes peptidicas
—tem como alvo grupos fosfodiéster e acucar nas duas fitas do DNA, o que explica a afinidade
de XPC por DNA dupla fita. Os dominios BHD2 e BHD3 sdo os responsaveis por fazer de XPC
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uma proteina de reconhecimento de lesdo. Na realidade, os dois dominios ndo chegam a
interagir diretamente com a lesdo no DNA. Ao invés disso, BHD2 e BHD3 envolvem a fita
ndo-danificada do DNA e fazem contato com dois nucleotideos que sédo forcados a virar para
fora (flipping-out) devido & inser¢cdo de BHD3 na hélice de DNA. O dominio BHD3 é
significativamente mais longo que os outros e sua insercéo parece depender do enfraquecimento
ou do rompimento de ligacGes de hidrogénio que alteram a forca de anelamento local. Inclusive,
0 segmento BHD3 ndo é essencial para a funcéo inicial de sensor de dano no DNA, sendo
necessario para a formacéo de um complexo estavel DNA-proteina (Maillard et al., 2007). De
fato, através da insercdo desse dominio na hélice do DNA o esqueleto de acUcar-fosfato é
torcido em 42° (kink) e a hélice é aberta. Em seguida, dois nucleotideos sdo virados para fora
da hélice e estabilizados, principalmente, pelo empilhamento das nucleobases com cadeias
laterais de fenilalanina de BHD2 e BHD3 (Min & Pavletich, 2007). Esse mecanismo parece
corroborar 0 modelo no qual XPC atua como um sensor inicial e posteriormente estabiliza o

“complexo aberto” para o recrutamento sequencial dos componentes de NER.

1.7.3 Interagdes Proteina-Proteina de XPC

Ap0s a abertura do complexo, o dominio carboxi-terminal de XPC realiza interaces
cruciais com TFIIH para estabilizacdo do complexo no dano (Uchida et al., 2002). Como
mencionado acima, a helicase XPD, um componente de TFIIH, é uma forte candidata a
participar da verificacdo de danos. XPA também pode participar dessa etapa, especialmente
devido a sua afinidade de ligacdo em DNA torcido (Missura et al., 2001; Camenisch et al.,
2006). XPC ainda interage com XPA na regido amino-terminal (156-325) antes da chegada de
XPG no complexo de NER. (XPC deixa o complexo apds a chegada de XPG) (Riedl et al.,
2003).

1.7.4 Outras Fungdes de XPC

Proteina auxiliar em outras vias de reparo de DNA: cross-talk entre vias

Quando se pensa em sistemas bioldgicos, as proteinas de reparo de DNA ndo agem em
suas respectivas vias como agiria um automoével em uma autoestrada de apenas um sentido.

Usando essa analogia, as vias, por vezes, apresentam dois sentidos, sao sinalizadas e reguladas,
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e estradas vicinais podem permitir o trdfego de proteinas entre duas ou mais vias. De acordo
com essa linha de raciocinio ndo seria inesperado observar interaces entre proteinas da via
NER e BER.

O primeiro relato na literatura cientifica de um componente da via NER atuando em
BER foi feito por Klungland et al. (1999) demonstrando que XPG é capaz de estimular a
atividade de NTH1 in vitro. No ano seguinte, Miao et al. (2000) demonstraram que RAD23A e
RAD23B estimulam tanto a atividade quanto a capacidade de ligacdo de MPG em duplex de
DNA contendo hipoxantina, uma base nitrogenada formada pela deaminagdo da Ade.

Porém, foi o estudo conduzido por D’Errico et al. (2006) que demonstrou pela primeira
vez consequéncias bioldgicas advindas da auséncia de uma proteina de NER no reparo de lesdes
de DNA induzidas oxidativamente, que sdo classicamente atribuidas a via BER. Para a surpresa
dos autores, evidéncias experimentais indicaram que células de pacientes XP-C sdo mais
sensiveis a danos induzidos por agentes oxidantes, como raios-X e bromato de potéssio. Esse
aumento na citoxicidade correlacionou bem, ndo s6 com o atraso no reparo de ciclopurinas —
que € substrato de NER — mas, também, de 8-0x0-7,8-diidroxiguanine (8-oxoGua) — substrato
de OGG1 da via BER. Por fim, ficou demonstrado que XPC estimula a atividade de OGG1
tanto em extrato celular de pacientes XP-C quanto em rea¢des com a proteina recombinante
isolada. Em outro estudo, Bernardes de Jesus et al. (2008) identificaram qual regido da proteina
XPC interagia com OGGL. Eles demonstraram que a mutacdo P334H compromete a capacidade
de XPC em estimular a atividade de OGGL1. Porque a prolina € um aminoéacido ciclico — onde
0 grupo lateral esta ligado tanto ao carbono a quanto ao grupo amino — ela exerce um papel
fundamental na estrutura de proteinas, geralmente introduzindo dobras na direcdo da cadeia
polipeptidica. Essa mutacdo pode ter afetado a estrutura do dominio de XPC que interage com
OGG1. Alem disso, a regido N-terminal é capaz de se ligar a OGG1, mas, aparentemente, é a
regido C-terminal a responsavel por estimular a atividade de OGGL1 (Bernardes de Jesus et al.,
2008).

XPC também interage com outras duas DNA glicosilases in vitro: TDG e SMUG1
(Shimizu et al., 2003; Shimizu et al., 2010). No total, o complexo XPC-RAD23B pode interagir

com trés DNA glicosilases.

Cofator transcricional

A proteina XPC possui pelo menos mais uma funcéo biol6gica bem definida além de

reparo de DNA. Le May et al. (2010) demonstraram que varios fatores de NER, principalmente
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XPC, sdo recrutados aos promotores de genes apds tratamento com seus respectivos ativadores
transcricionais. XPC ndo apenas interage fisicamente com essas regifes promotoras, como
também promove a expressao do gene onde esta localizado, uma vez que o silenciamento de
XPC resulta na diminui¢do quantitativa do transcrito. Por fim, em um estudo conduzido por
Fong et al. (2011), ficou mais claramente demonstrada a participagdo de XPC como um
coativador transcricional. XPC-RAD23B participam ativamente da reprogramacao
transcricional induzida por Oct4 e Sox2, particularmente na regido promotora de Nanog. De
fato, o sequenciamento profundo apds imunoprecipitacao da cromatina (ChlP-seq) revelou uma
sobreposicdo de 70% na ocupancia de regides contendo RAD23B em relagdo aquelas ocupadas
por Oct4 e Sox2. A importancia funcional do complexo XPC-RAD23B-centrin 2 € demonstrada
pela incapacidade de reaquisicao de pluripoténcia durante a reprogramacao de células somaticas
na auséncia do complexo, tornando-se evidente o papel fundamental de XPC na transcricao de

alguns genes.

1.8 INSTABILIDADE GENOMICA, REPARO DE DNA E METABOLISMO
MITOCONDRIAL

Recentemente, Rezvani et al. (2011) relataram um fendmeno de adaptacdo metabdlica
em queratindcitos silenciados constitutivamente com shRNA para a proteina XPC. Nesse
estudo ficou demonstrado que a auséncia de XPC inicialmente leva a parada do ciclo celular
através da ativacdo da ATR (ataxia-telagiectasia related serine/threonine kinase) e subsequente
fosforilagdo de CHK1 (check-point kinase 1) e Cdc2 (cyclin-dependent kinase 2), aumento de
proteinas de parada de ciclo celular p16 (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) e p21 (cyclin-
dependent kinase inhibitor 1A, p21, Cipl) e diminuicdo da proteina de ciclo celular ciclina D2
e E. Por fim, ficou demonstrado em queratindcitos knockdown para XPC a ativacdo da proteina
quinase AKT1/PKB (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1) através da atividade de
proteina sensora de danos DNA-PK (protein kinase, DNA-activated), uma fosfatidilinositol-3-
quinase. Os autores concluiram que na auséncia de XPC, DNA-PK torna-se hiperativada
aumentando a participacdo da via NHEJ no reparo de DNA, que acarreta em instabilidade
gendmica devido a propensdo a erro dessa via. Além disso, o eixo DNA-PK/AKT1/NOX1 leva
a uma adaptacdo metabdlica com aumento na dependéncia da via glicolitica sobre a fosforilacdo
oxidativa para geracdo de ATP (Rezvani et al., 2011).



56

Mesmo com anos de pesquisa que evidenciam o papel das mutacdes no
desenvolvimento de doencas, em especial, nas neoplasias, ndo sabemos ainda como essas
mutacBes se acumulam: se através do aumento na taxa de mutacédo e/ou através do aumento do
numero de replicacdes em células cancerosas altamente proliferativas. Nao sabemos também,
se 0 acumulo de mutacBes acelera o surgimento de cancer ou € um produto colateral do
descontrole no crescimento anterior & aquisicdo do fendtipo mutador (Loeb, Springgate &
Battula, 1974; Fox, Prindle & Loeb, 2013; Roberts & Gordenin, 2014).

A descoberta de doencas hereditarias nas quais proteinas de reparo de DNA se
encontram disfuncionais tem sido uma ferramenta Gtil para compreenséo do papel das mutagdes
no desenvolvimento de doencas. Em pacientes XP a relacdo entre mutagénese induzida por UV
e o desenvolvimento de neoplasias cutdneas tem sido extensivamente descrita e bem
estabelecida (Cleaver & Crowley, 2002). Porém, pouca aten¢édo tem sido dada para o papel do
metabolismo mitocondrial e sua contribui¢cdo no desenvolvimento de doengas relacionadas a
processos mutacionais. Em vista disso, resolvemos investigar o estado metabolico mitocondrial
no modelo de instabilidade gendmica, linhagens celulares isoladas de pacientes XP-C e do

modelo murino da doenca.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVOS GERAIS

A literatura tem relatado ao menos trés novas fungfes moleculares de XPC: i) cofator
de OGG1 (TDG e SMUGL) na via BER no reparo de lesdo oxidadas de DNA,; ii) cofator
transcricional em elementos responsivos de Oct4/Sox2, RXR e PPARa; e iii) na regulacdo do
metabolismo energético. Devido a esses novos papéis da proteina XPC, propusemo-nos a
investigar as relacdes entre a XPC e a manutencdo da integridade do DNA mitocondrial, a
sensibilidade celular a estresse redox mitocondrial e as possiveis alteracdes bioenergéticas e

redox decorrentes da auséncia dessa proteina sensora de danos no DNA.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

= Investigar a localizacao subcelular da proteina XPC e investigar seu possivel papel
no reparo de lesdes oxidadas de DNA.

= Avaliar a sensibilidade ao estresse redox de fibroblasto XP-C humanos e Xpc
murino XP-C.

= Investigar o papel funcional da cadeia respiratoria na sensibilidade de células XP-
C ao estresse redox, através da: i) taxa de consumo de Oz dos complexos da CTE
e em células intactas; ii) produgdo de O>" e H20z; e iii) da atividade das enzimas
antioxidantes SOD e GPx.

= Auvaliar os danos, nimero de copias e frequéncia de delecdo no mtDNA de células
XP-C e seu papel na sensibilidade de células XP-C ao estresse redox.

= Procurar genes de biogénese e regulacdo metabdlica mitocondrial diferencialmente
expressos na auséncia de XP-C e investigar o mecanismo molecular de supressao
da expressao de PPARGC1A em células XP-C.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 REAGENTES

Agarose [CASRN] e solucdo salina tamponada com fosfato (PBS) da LGC
Biotecnologia.

Acido acético 100% [CASRN] da Quimex Produtos Quimicos LTDA.

Acetato de amoénio [NH4CH3COO — CASRN 631-61-8], &cido cloridrico 37% PA
(CAS 7647-01-0), KCI [cloreto de potassio — CASRN 7447-40-7], NaCl [cloreto de sddio —
CASRN 7647-14-5], etanol [CASRN 64-17-5], fosfato monobaésico de potassio [KH2PO4 —
CASRN 7778-77-0], fosfato monobaésico de sédio [NaH2POs — CASRN 10049-21-5], fosfato
dibasico de sodio [NazHPO4 — CASRN 7558-79-4], KOH [hidroxido de potassio — CASRN
1310-58-3], NaOH [hidroxido de sodio — CASRN 1310-73-2], todos da Merck KGaA®©.

Etanol [CASRN 64-17-5] e metanol [CASRN 67-56-1] da Synth®.

Acetil-CoA [acetil coenzima A, sal trilitio — CASRN 75520-41-1], acetato de potassio
[KCH3COO - CASRN 127-08-2], digitonina [CASRN 11024-24-1], DPI [cloreto de
difeniliodénio — CASRN 1483-72-3], H20; [solucdo de perdxido de hidrogénio 30% (v/v) —
CASRN 7722-84-1] e MTT [brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazélio —
CASRN 298-93-1] todos da Calbiochem®.

Agar [CASRN 9002-18-0] e p-mercaptoetanol [CASRN 60-24-2] da Fluka®.

Acido oxalacético [CASRN 328-42-7], agarose de baixo ponto de fusdo [CASRN
39346-81-1], albumina [CASRN 9048-46-8], a-cetoglutarato [acido a-cetoglutarico de disodio
diidratado — CASRN 305-72-6], ampicilina (sal de sddio) [CASRN 69-52-3], antimicina A
[CASRN 1397-94-0], ascorbato [acido L-ascorbico — CASRN 50-81-7], 5-aza-dC [5-aza-2'-
desoxicitidina -~ CASRN  2353-33-5], azul de  bromofenol [3'3",5",5"-
tetrabromofenolsulfoneftaleina — CASRN 115-39-9], azul de metileno [cloreto de 3,7-
bis(dimetilamino)fenazatiénio — CASRN 7220-79-3], NaHCOs [bicarbonato de sodio —
CASRN 144-55-8], bis/acrilamida (1:37,5) [solu¢do 40% (m/v) — CASRN 110-26-9 / CASRN
79-06-1], brometo de etidio [CASRN 1239-45-8], CCCP [carbonil cianeto de 3-
clorofenilahidrazona — CASRN 555-60-2], ciprofloxacina [CASRN 85721-33-1], CaCl, em
solugédo 1,0 M [cloreto de célcio — CASRN 10043-52-4], MgCl, em solucéo 1,0 M [cloreto de
magnésio — CASRN 7786-30-3], MnCl, em solu¢do 1,0 M [cloreto de manganés (I1) - CASRN
7773-01-5], cristal violeta [CASRN 548-62-9], SDS [dodecil sulfato de s6dio — CASRN 151-
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21-3], DMSO [dimetilsulféxido — CASRN 67-68-5], DTNB [acido 5,5'-ditiobis(2-
nitrobenzoico) — CASRN 69-78-3], DTT [ditiotreitol ou treo-1,4-dimercapto-2,3-butanodiol —
CASRN 3483-12-3], EDTA [acido etilenodiaminotetraacético — CASRN 60-00-4], EGTA
[acido etileno glicol-bis(2-aminoetiléter)-N,N,N' N'-tetraacético — CASRN 67-42-5], espermina
[NV, N"-Bis(3-aminopropil)-1,4-diaminobutano — CASRN 71-44-3], espermidina [N-(3-
aminopropil)-1,4-diaminobutano — CASRN 124-20-9], G418 (sal disulfato) [CASRN 108321-
42-2], a-D-galactose [CASRN 3646-73-9], D-glicose [CASRN 50-99-7], glicerol [CASRN 56-
81-5], glicogénio [tipo IX — CASRN 9005-79-5], glutamato [acido L-glutamico de sodio
hidratado — CASRN 142-47-2], HEPES [4cido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etanosulfonico —
CASRN 7365-45-9], HPR [peroxidase de rabanete tipo VI-A — CASRN 9003-99-0], malato
[acido L-(-)-malico — CASRN 97-67-6], meio LB [meio bacteriano Luria-Bertani — triptona 1%,
extrato de levedura 0,5% e NaCl 1%, pH 7,0], b-manitol [CASRN 69-65-8], MOPS-Na [acido
3-(N-morfolino)propanosulfénico de sodio — CASRN 71119-22-7], NaN3 [azida sodica —
CASRN 26628-22-8], persulfato de amonio (APS) [NH4S2,0gs — CASRN 7727-54-0], piruvato
[piruvato de sédio — CASRN 113-24-6], PMSF [fluoreto de fenilmetanosulfonila — CASRN
329-98-6], poli-(dI-dC) [&cido poli(desoxinosinico-desoxicitidilico) de sodio — CASRN
118578-37-3], poli-L-lisina [solucdo de poli-L-lisina 0,01% (m/v) — CASRN 25988-63-0],
rotenona [CASRN 83-79-4], sacarose [CASRN 57-50-1], succinato [acido succinico — CASRN
110-15-6], MgSO. em solugdo 1,0 M [sulfato de magnésio — CASRN 7487-88-9], Tergitol®
NP-40 [CASRN 127087-87-0], Tween® 20 [CASRN 9005-64-5], Triton™ X-100 [4-(1,1,3,3-
tetrametilbutil)fenil-polietileno glicol — CASRN 9002-93-1], Trizma® base [2-amino-2-
(hidroximetil)-1,3-propanodiol — CASRN 77-86-1] e TMPD [N,N,N' N'-tetrametil-1,4-
fenilenodiamino — CASRN 100-22-1] todos Sigma-Aldrich®.

Triptona e extrato de levedura da Acumedia (Neogen® Corporation).

Reagente de Bradford, solu¢ao de y-globulina bovina (BGG) 2 mg/mL e TEMED
[V,N,N' N'-tetrametiletilenodiamina — CASRN 110-18-9] da Bio-Rad Laboratories®©.

Amplex® UltraRed, Lipofectamine® RNAIMAX, MitoSOX™ Red, PureLink™
RNase A, Proteinase K (CAS — 39450-01-6) todos Life Technologies™.

Garrafas de 25 e 75 cm?, placas de cultura de 6, 24 e 96 pocos e placas 22,1 e 60,1 cm?
da TPP®. Placas de 150 cm? da Sarstedt AG & Co. Placas de 20,8 cm? para clonogénico da
Nunc™. XF Assay Medium, XF Calibrant Solution e XF V7 Cell Culture Microplates todas
Seahorse Bioscience®©.
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3.2. PREPARACAO DE BACTERIAS QUIMIOCOMPETENTES

Uma placa de bactérias Escherichia coli DH5a™ [F- ¢80lacZAM15 A(lacZY A-argF)
U169 recAl endAl hsdR17 (rk-, mk+) phoA supE44 A thi gyrA96 relAl (Invitrogen®)] foi
gentilmente doada pelo Prof. Dr Sandro Roberto Marana do Departamento de Bioquimica do
Instituto de Quimica da USP (IQ/USP).

O método de transformacdo foi feito de acordo com Hanahan com pequenas
modificacbes (1983). O pré-indculo foi preparado em Erlenmeyer de 250 mL contendo 5 mL
de meio SOB (super optimal broth — triptona 2%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 10 mM, KCI
2,5 mM e MgCl, 10 mM, pH 7,0) pré-aquecido a 37 °C e incubado durante 2 h sob agitacédo a
220 rpm. Logo ap6s esse periodo, 45 mL de meio SOB pré-aquecido foi adicionado no
Erlenmeyer, que foi incubado sob agitacdo por 2-3 h adicionais ou até que se obtivesse uma
OD de 0,5-0,6 em 600 nm.

O frasco foi resfriado em gelo e adicionou-se 0,5 mL de MgCl, 1 M a suspensao
celular. As bactérias foram entdo transferidas para um tubo cénico estéril de 50 mL a 4 °C,
deixadas durante 15 min, em repouso e, em seguida, centrifugadas a 5.400 g durante 15 min a
4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso cuidadosamente em 10 mL de
solucdo RFI (acetato de potassio 30 mM, pH 5,8, KCI 100 mM, MnCl, 50 mM, CaCl; 10 mM,
glicerol 15%). A suspensdo bacteriana foi deixada em repouso no gelo por 15 min, e
centrifugada a 5.400 g durante 12 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
contendo as bactérias foi ressuspenso em 2 mL de solu¢cdo RFII (MOPS-Na 10 mM, pH 6,8,
KCI 10 mM, CaClz 75 mM, glicerol 15%). Por fim, foram preparadas aliquotas de 50 uL das
bactérias quimiocompetentes em microtubos estéreis, as quais foram armazenadas em freezer -
80 °C.

3.3. TRANSFORMAGCAO BACTERIANA POR CHOQUE TERMICO

Para realizacdo do protocolo de transformacgédo das bactérias por choque térmico,
inicialmente, elas foram descongeladas em banho de gelo por aproximadamente 15 min. Cerca
de 100 ng de plasmideo pBR322 (4.363 pares de base, Invitrogen®), gentilmente doados pelo
Prof. Dr Paolo di Mascio (IQ/USP), foram misturados a suspensdo de células

guimiocompententes e a mistura incubada em gelo por 30 min. A mistura plasmideo/bactérias
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foi submetida a choque térmico sendo aquecida a 42 °C durante 2 min, e imediatamente
resfriada em gelo durante 5 min.

Por fim, a mistura plasmidio/bactéria recebeu 450 uL de meio SOC (SOB com
repreensdo de catabdlito — SOB contendo D-glicose 20 mM e MgCl, 20 mM, pH 7,0) e foi
incubada a 37 °C sob agitacdo durante 1 h. As bactérias foram centrifugadas a 5.400 g por 15
min, plagueadas em meio LB &gar contendo 100 ug/mL de ampicilina sddica para selecdo das

transformantes e incubadas a 37 °C até que colbnias visiveis fossem obtidas.

3.4. EXTRAGCAO DE DNA PLASMIDIAL EM PEQUENA ESCALA (MINI-PREP)

A extragdo do DNA plasmidial de interesse foi realizada pelo método de lise alcalina,
adaptada de Sambrook & Russel (2001). Resumidamente, uma col6nia bacteriana foi inoculada
em 3 mL de meio LB liquido acrescido de 100 pg/mL de ampicilina sédica, incubadas a 37 °C
por 16-18 horas, sob agitacdo constante 200 rpm. Para a coleta das células, a suspensao foi
centrifugada a 5.400 g por 10 min. O precipitado bacteriano foi, ressuspenso em 300 uL de
solugéo P1 (Tris-HCI 25 mM pH 8,0, EDTA 10 mM, RNase 100 ug/mL, lisozima 5 mg/mL) e
acrescido de 300 uL de solucdo P2 (NaOH 200 mM, SDS 1%). O conteudo dos tubos foi
gentilmente misturado através de inversao, e os tubos foram mantidos em repouso a temperatura
ambiente (TA), por um periodo de 3 a 5 min. Posteriormente, 300 pL de solucdo P3 (acetato de
potassio 3 M, pH 5,5 ajustado com acido acético glacial) foram adicionados (salting-out) e 0s
tubos foram homogenizados por inversdo e centrifugados a 13.000 g por 10 min. O
sobrenadante foi transferido para novos tubos, aos quais se adicionou 0,7 volumes de
isopropanol. O conteddo foi misturado cuidadosamente por inversao e centrifugado a 20.000 g
durante 30 min. Em seguida, o sobrenadante foi removido e o DNA precipitado foi
cuidadosamente lavado com 200 pL de etanol 70% e seco em banho-seco a 37 °C. Os
plasmideos foram ressuspensos em tampéo TE (Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,8).

Alternativamente, o plasmideo de interesse foi isolado utilizando-se Kits comerciais
(Qiagen®, Inc., EUA), seguindo-se as instrugdes recomendadas pelo fabricante.

A concentragdo do DNA plasmidial foi estimada por espectrofotometria em aparelho
NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.). Por fim, a topologia superenovelada e relaxada
do DNA plasmidial foi analisada por migracdo eletroforética em gel de agarose 0,8% em
tampéo TAE (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0).
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3.5. DETECCAO IN VITRO DE DANOS INDUZIDOS EM DNA PLASMIDIAL

Para estabelecimento de uma curva-padrao de danos em DNA plasmidial pBR322 foi
preparado uma série de condicdes experimentais a fim de obter-se uma concentracéo ideal de
azul de metileno (AM) e um tempo ideal de fotossensibilizacdo. Duas concentracgdes (10 e 50
uM) e trés tempos de fotossensibilizacgdo (10, 20 e 30 min) foram utilizados no experimento. A
solucdo de DNA plasmidial foi preparada em uma concentracdo final de 100 ng/uL e 30 pL
distribuidos na tampa de uma placa de 96 pocos, conforme mostrado na figura 1. As gotas foram
adicionadas as solugdes de azul de metileno 2X concentrada a fim de se obter a concentragéo
final descrita acima (concentracdo final de DNA plasmidial = 50 ng/uL). Os controles ndo-
expostos a luz permaneceram o tempo todo em microtubos ambar. Todo o processo foi realizado
em quarto escuro. A fonte emissora de luz consistia de uma placa contendo diodos emissores
de luz (LED) de 2 W de poténcia emitindo na faixa do vermelho, estando situada a 10 cm das
amostras (Fig. 8).
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Figura 8 — llustracdo esquematica do experimento de inducdo de danos em DNA plasmidial. Apos cada periodo de fotossensibilizagéo,
as gotas foram armazenadas em microtubos ambar etiquetados para posterior tratamento com DNA glicosilases e analise eletroforética.
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Em seguida, as amostras tratadas foram submetidas & andlise de sitios sensiveis a
formamidopirimidina DNA glicosilase (Fpg — gene mutm) e endonuclease 111 (Endolll — gene
nth) ambas proteinas de E. coli. A solucéo de reacéo de Fpg (Bis Tris Propano-HCI 10 mM, pH
7,0, MgCl; 10 mM, DTT 1 mM, BSA 0,1 mg/mL) ou de Endolll (Tris-HCI 20 mM, pH 8,0,
EDTA 1 mM, DTT 1 mM) foi adicionado 400 ng de pBR322 de cada tratamento (§ uL.) e 1 U
de cada enzima (Fpg ou Endolll) em um novo microtubo &mbar totalizando um volume 20 puL
de reacdo. As amostras foram incubadas em banho-seco a 37 °C por 1 h. A reacdo foi
interrompida através da adicao de 1 uL de SDS 10% e 0,5 uL de proteinase K 10 mg/mL
(concentracdo final SDS 1%, proteinase K 1 mg/mL) e incubada por 30 min a 56 °C. Por fim,
realizou-se a corrida eletroforética de 10 pL de cada amostra (~200 ng de DNA) em gel de
agarose 0,8% em tampdo TAE para analisar a proporcdo de plasmideos com topologia
superenovelada e relaxada. As intensidades das bandas foram analisadas através do programa
ImageJ.

O ndmero de sitios sensiveis a enzima por plasmideo foi calculado assumindo a

distribuicdo de Poisson adaptada para essa técnica de acordo com a seguinte equacao (1):

X = —11’1[ 1,22XFI ]

1,22% (FI+FII)

)

no qual FI representa a intensidade de fluorescéncia medida na banda de DNA superenovelado,
FIl a intensidade na banda de DNA relaxado, e 1,22 é o fator empregado para corre¢cdo do
aumento da fluorescéncia do brometo de etidio quando ligado a topologia relaxada comparada

com a superenovelada (Shubsda et al., 1997).

3.6 LINHAGENS CELULARES

Todas as linhagens foram rotineiramente mantidas em meio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium — Gibco®) contendo D-glicose 25 mM, L-glutamina 2 mM, NaHCOs3
3,7 g/L (pH 7,38) suplementado com 10 ou 15% de SBF (soro bovino fetal — Gibco®) e 1% de
solucdo de antibioticos (estreptomicina 0,1 mg/mL e penicilina 10 U/mL — Invitrogen®), a 37

°C em estufa umidificada com atmosfera de 5% de CO- (condicdo padréo de cultura).
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3.6.1 Fibroblastos Humanos Imortalizados

A linhagem de fibroblastos selvagem utilizada como controle, MRC-5, derivadas de
tecido pulmonar fetal normal imortalizado com Simian virus 40 (SV40), foi gentilmente doada
pelo Prof. Dr Carlos Frederico Menck do Depto de Microbiologia, Instituto de Ciéncias
Biomédicas (ICB/USP).

As células XP4PA sdo provenientes da derme de um paciente XP-C e também foram
imortalizadas com SV40 (XP4PA-SV). Essa linhagem carrega uma mutacao
€.1643 1644delTG (n.1747_1748delTG considerando o transcrito mais atual NM_004628.4 —
Mutalyzer 2.0.5, ©LUMC) em homozigose que introduz uma mudanga no quadro de leitura
gerando um cddon precoce de terminacdo e uma proteina truncada de 571 aminoacidos
(Val548AlafsX25) (Li etal., 1993; Chavanne et al., 2000). Porém, é mais provavel que o mMRNA
sofra decaimento mediado pela mutacdo sem sentido (nonsense-mediated message decay)
(Khan et al., 2006) e o fen6tipo molecular seja a auséncia da proteina.

A linhagem XP4PA corrigida (XP4PA-XPC) apresenta a reverséo da mutagdo TG in
locus, expressando a proteina selvagem (Dupuy et al., 2013). A corre¢do cromossdmica da
mutacdo genetica foi alcancada com o uso de meganucleases desenhadas para introduzir uma
quebra de fita dupla (DSB — double strand break) sitio-especifica e estimular HR no loco
desejado (Daboussi et al., 2012; Dubuy et al., 2013). Ambas as linhagens também foram doadas
pelo Prof. Menck.

3.6.2 Fibroblastos Humanos Primarios

Quatro linhagens de fibroblastos priméarios também foram gentilmente cedidas pelo
Prof. Menck. A linhagem XP17V1 — estabelecida no laboratorio do Prof. Dr Alain Sarasin do
Institut de Recherches Scientifiques sur le Cancer (CNRS), Villejuif, Franca — apresenta a
mesma delecdo da linhagem XP4PA. A linhagem AS405 também estabelecida no laboratério
do Prof. Sarasin € uma linhagem selvagem. As linhagens XP02SP e XP0O3SP foram ambas
estabelecidas no Laboratério de Reparo de DNA, no ICB/USP. A linhagem XP0O3SP apresenta
a mutacdo comum as células XP4PA e XP17VI. A linhagem XP02SP apresenta uma mutagdo
€.1969G>T em homozigose (n.2073G>T considerando o transcrito mais atual NM_004628.4 —
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Mutalyzer 2.0.5, ©LUMC) que € preditiva de gerar um codon precoce de terminacdo e uma
proteina truncada de 657 aminoacidos (p.Glu657X) (Leite et al., 2009).

3.6.3 Fibroblastos Murinos Primarios

Camundongos C57BL/6 selvagem (Xpc*'*), heterozigoto (Xpc*) e Xpc null (Xpc™)
foram gentilmente doados pela Dra Carolina Quayle durante o seu doutoramento no laboratério
do Prof. Dr Menck, em colaboragdo com o Prof. Dr Jan H. J. Hoeijmakers, do Institute of
Genetics da Erasmus University, Holanda. As linhagens de fibroblastos dermais primarios de
camundongos adultos (MDF — do inglés murine dermal fibroblast) (8-10 semanas de idade)
foram estabelecidas conforme o descrito por Maynard et al. (2006).

Resumidamente, os camundongos foram sacrificados em camara de CO;, as caudas
removidas e limpas através de lavagem serial em etanol 70%, PBS estéril e DMEM estéril.
Apos a higienizacao as caudas foram cortadas em pedacos pequenos com bisturi em placas de
22,1 cm2 (TPP®) contendo DMEM completo (10% de soro bovino fetal, 10 U/mL de
penicilina, 10 pg/mL de estreptomicina e 0,25 pg/mL de anfotericina) e 1.000 U de colagenase,
e incubadas por 24 h em estufa de 5% de CO2 a 37 °C. Os pedagos mais grosseiros foram
vigorosamente homogeneizados a fim de promover a dissociacdo de células ainda presas a
matriz extracelular e de divulsionar qualquer grumo celular. O meio de cultura, contendo
células ndo-aderidas, 0ssos e pedacos de pele, foi filtrado em sistema cell strainer de 100 pm
acoplado a tubos conicos de 50 mL (BD Falcon™) através de centrifugacdo a 200 g por 5 min.
O precipitado resultante (contendo as células nao-aderidas) foi transferido a placa original que

ja continha algumas células aderidas.

3.7 ISOLAMENTO DE MITOCONDRIAS DE CELULAS EM CULTURA

As fracdes mitocondriais de todas as linhagens celulares foram isoladas como descrito
em Maynard et al. (2010). As células foram cultivadas em 40-60 placas de Petri de 60 cm?
(TPP®) ou em 15-24 placas de Petri de 150 cm2 (Sarstead®) até atingirem confluéncia de 80-
90% (fase log de crescimento). A partir da coleta das células, todas as etapas foram realizadas
a 4 °C. As células foram lavadas com PBS gelado e desprendidas com auxilio de cell scraper

(TPP®). As suspensbes celulares foram centrifugadas a 5.400 g por 10 min e o sobrenadante



66

descartado. Os precipitados celulares foram lavados 2X com tampdo MSHE 1X (manitol 210
mM, sacarose 70 mM, HEPES-KOH 10 mM, EGTA 1 mM, EDTA 2 mM, pH 7,4), e
centrifugados utilizando-se as condic¢des anteriores. Apds as lavagens — que tiveram o intuito
de remover os sais de fosfato remanescente do PBS — o precipitado celular foi ressuspenso em
1-2 volumes MSHE 1X suplementado com espermina 150 uM, espermidina 750 uM, DTT 5
mM e coquetel antiprotease 1X (Complete — Roche) e tratado com aliquotas 10 puL de digitonina
5% até que mais de 90% das células estivessem permeabilizadas ao corante azul de tripan 0,4%
(diluido em PBS), analisado em camera de Neubauer. As células foram homogeneizadas
utilizando cerca de 30 passagens do pistilo em um homogenizador vidro-vidro do tipo Potter-
Elvehjem; uma aliquota do homogenato foi armazenada correspondendo ao extrato celular total.
O homogenato foi submetido a centrifugacdo a 700 g por 12 min. O precipitado, composto
principalmente por nucleos, foi armazenado a -80 °C; enguanto o sobrenadante foi transferido
para outro tubo e centrifugado a 9.000 g por 10 min. Aliquotas do sobrenadante,
correspondendo a fracdo citosdlica, foram armazenadas a -80 °C. J& o precipitado,
correspondendo & fragdo mitocondrial bruta, foi ressuspenso em 500 pL de uma mistura
contendo 50% de Percoll™ PLUS (GE Healthcare Life Sciences) e 50% MSHE 2X
(Percoll/MSHE), cuidadosamente aplicado em cima do gradiente de Percoll/MSHE e
centrifugado a 50.000 g por 1 h e 10 min em ultracentrifuga Beckman, rotor SW 40 Ti. A fragdo
mitocondrial, a cerca de um tergo de distancia do topo do tubo de centrifuga foi cuidadosamente
removida e lavada com MSHE 1X. A suspensdo mitocondrial pura foi obtida por centrifugacao
a 5.000 g durante 10 min e o sobrenadante descartado. O precipitado contendo a fracdo
mitocondrial purificada (FMP) foi ressuspenso em 1 volume (200-400 uL) de MSHE 1X e

aliquotas de 50 pL foram armazenadas a -80 °C até o momento de uso.

3.8 SDS-PAGE/WESTERN BLOT

A fim de verificar a pureza das fragdes mitocondriais e o rendimento do processo de
isolamento, as fracBes nucleares e mitocondriais foram analisadas atraves de Western blot.
Ademais, ap6s a confirmacdo da pureza das FMP, analisamos a presenca de XPC nessa
organela. Os anticorpos usados foram: anti-Lamin B2 (1:1000) [mouse monoclonal 1gG2,
X223, sc-56147], anti-PCNA (1:1000) [mouse monoclonal 19G2a, F-2, sc-25280], anti-Mfnl
(1:500) [rabbit polyclonal IgG, H-65, sc-50330] (todos Santa Cruz Biotechnology, Inc), anti-
ATPB (1:500) [mouse monoclonal IgG1, 3D5, ab14730] e anti-XPC (1:400) [rabbit polyclonal
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lgG, ab21078] (todos Abcam®). Os anticorpos secundarios conjugado a enzima HRP
(peroxidase de rabanete) foram todos utilizados na concentracdo de 1:5000 (todos Santa Cruz
Biotechnology, Inc).

Para tanto, géis de 10-14% de poliacrilamida de 1,5 mm de espessura [10-14%
bis/acrilamida (37,5/1), Tris-Cl 375 mM, pH 8,8, SDS 0,1%, APS 0,05% (m/v), TEMED 0,05%
(v/v)] foram preparados no sistema Mini-protean da BioRad®. Sobre o gel de corrida foi
adicionada a por¢do de empilhamento [6% bis/acrilamida (37,5/1), Tris-HCI 125 mM, pH 6,8,
SDS 0,1%, APS 0,075%, TEMED 0,075%]. As amostras foram dissolvidas em tampdo 5X
Laemmli (Tris-Cl 300 mM, pH 6,8, SDS 10%, glicerol 50%, B-mercaptoetanol 25%, azul de
bromofenol 0,1 % (m/v)), incubadas a 95°C por 10 min e aplicadas ao gel. A eletroforese foi
feita com tampéao de corrida Novex® Tris-Glicina SDS (Invitrogen®), em cuba Mini-Protean
(BioRad®) a 125 V (~40 mA) por 1 h 15 min a 2 h a temperatura ambiente (TA). As proteinas
foram transferidas para uma membrana de PVDF (fluoreto de polivinilideno) ativada com
metanol e equilibrada em tampdo de transferéncia Novex® Tris-Glicina (Invitrogen®)
contendo 10-20% de metanol no médulo de transferéncia do Mini-Protean (BioRad®) a 120 V
com corrente de ~250 mA durante 3-4 h a 4°C.

As membranas foram incubadas com solucdo 5% (m/v) de leite desnatado em p6 em
tampéo Tris-Salina-Tween (Tris-Cl 20 mM, NaCl 150 mM, Tween® 20 0,05%, pH 7,4 —TBST)
overnight a 4 °C ou por 2 h a TA. Em seguida as membranas foram lavadas duas vezes com
TBST por 5 min a TA e incubadas de 1,5-2 h com o anticorpo primario diluido de 400-1000
vezes em 1% Leite/TBST a TA (o tempo de incubacéo e a diluicdo do anticorpo variaram de
acordo com o anticorpo utilizado). Elas foram lavadas com TBST trés vezes por 5mina TA e
entdo incubadas com o anticorpo secundario correspondente diluido 5.000 vezes em 1%
Leite/TBST de 1,5-2 h a TA. Enfim, foram realizadas lavagens sequenciais de 5, 10 e 15 min
com TBST a TA. As membranas foram reveladas com 400 uL. por membrana da mistura
reacional de ECL Plus Western Blotting Detection System (Amersham ™) por 5 min, no escuro,

a TA, e expostas a filme fotografico por tempos diferentes.

3.9 PREPARACAO DE EXTRATOS PROTEICOS MITOCONDRIAIS

Apols a obtencdo das fracbes mitocondriais purificadas, 0s extratos proteicos
mitocondriais (EPM) foram preparados para o estabelecimento do ensaio in vitro de cinética de

incisdo em DNA plasmidial. Inicialmente, as fraces foram centrifugados a 16.000 g a 4 °C por
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15 min a fim de remover o tampdo MSHE. O sobrenadante foi removido e ao precipitado
mitocondrial foi adicionado o tampao de lise (Tris-HCI 10 mM, pH 7.8, KCI 400 mM, EDTA
1 mM, DTT 1 mM, glicerol 20% (v/v), NP-40 0,1% (v/v), PMSF 0,25 mM, 1X coquetel inibidor
de protease), e incubado por 1 he 30 min a4 °C. O lisado foi sonicado cinco vezes em amplitude
de 20% por 5 s em gelo, com intervalos de 30 s em processador ultrassonico VC505 Vibra-
CellTM (Sonics®), e submetido a centrifugacdo a 16.000 g a 4 °C por 10 min para precipitar
membranas e DNA contaminantes. O sobrenadante contendo as proteinas purificadas foi
dialisado overnight em tampdo de diélise (HEPES 25 mM, KCI 100 mM, EDTA 1 mM, glicerol
17%) em cassetes de diélise de 0,1-1,0 mL com membrana de excluséo de 3,5 kDa de tamanho
(Slide-A-Lyzer Dialysis Cassettes, 3.5K — Pierce Biotechnology, Inc). Apos a dialise, o lisado
foi centrifugado novamente a 16.000 g a 4 °C por 10 min para remover a fracdo insoltvel
restante. A concentracdo de proteinas foi analisada através de reagente de Bradford utilizando

BGG (ambos BioRad®) para construcdo da curva-padrao.

3.10 MICROSCOPIA DE IMUNOFLUORESCENCIA

Células MRC-5 e XP4PA-SV foram semeadas numa concentracgdo de 2,5 x 10° células
por poco em uma lamina de vidro circular (12 mm de didmetro) em placas de 24 pocos
(Deckglaser, Knittel Glaser). Ao atingirem cerca de 80% de confluéncia, as células foram
lavadas com PBS 1X contendo célcio e magnésio e fixadas com metanol gelado (-20 °C) por
10 min a temperatura ambiente e posteriormente bloqueadas com tampao (PBS, BSA 2% e 0-
0,05% Tween) por 1 h. Anticorpos monoclonal mouse anti-XPC e monoclonal rabbit anti-
piruvato desidrogenase El-alpha (Abcam®) foram diluidos 1:50 e 1:250 respectivamente, e
incubados overnight a 4°C. Anticorpo secundario anti-mouse Alexa 594 e anti-rabbit Alexa 488
(Invitrogen®) foram diluidos 1:200 e aplicados por 1 h, a TA. Os slides foram montados com
Vectashield® Mounting Medium com DAPI (Vector Laboratories, Inc). As imagens foram
adquiridas em um microscépio Zeiss Axio Observer Al Inverted (Zeiss©) sob magnitude de

aumento de 630x.
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3.11 ENSAIO IN VITRO DE CINETICA DE INCISAO EM DNA PLASMIDIAL

Uma solucdo de DNA plasmidial pBR322 foi preparada na concentracgdo final de 100
ng/uL e 48 uL distribuidos na tampa de uma placa 24 pocos. As gotas foi adicionada uma
solugdo 20 uM de AM (2X concentrada) a fim de se obter a concentra¢do final de 10 uM
(concentragdo final de DNA plasmidial = 50 ng/uL). Os controles ndo-expostos a luz
permaneceram o tempo todo em microtubos ambar. Todo o processo foi realizado em camara
escura. A fonte emissora de luz consistia de uma placa contendo diodos emissores de luz (LED)
de 2 W de poténcia emitindo na faixa do vermelho, estando situada a 12 cm das amostras. O
substrato de DNA foi fotossensibilizado por 10 min.

Em seguida, cerca de 400 ng de DNA plasmidial foram misturados ao tampéo de
reacdo (HEPES-KOH 40 mM, pH 7,4, EDTA 10 mM, DTT 1 mM, KCI 75 mM, glicerol 10%)
e 5 ug de proteina do extrato proteico mitocondrial (EPM) (quantidade de escolha apds
padronizagdo da reagao) ¢ 1 pg poli(dl-dC) foi adicionado totalizando um volume de reacéo de
20 pL. As reagdes foram incubadas a 37 °C durante 15, 30, 60 e 120 min. A reacdo foi
interrompida com a adi¢do de 1 pL de SDS 10% e 0,5 pL de proteinase K 10 mg/mL e incubada
por 30 min a 56 °C.

Por fim, 20 pL da reacdo foi misturada com 4 pL de 6X Orange DNA Loading Dye
(Thermo Scientific Inc), aplicada em gel de agarose 1,0% diluido em tampéao TAE e submetida
a eletroforese a 5 VV/cm por 4 h para analisar a propor¢cdo com topologia superenovelada e
relaxada. Ao téermino da corrida eletroforética, o gel foi corado por 30 min em solugéo de 5 uM
de brometo de etideo e descorado por 10 min em agua deionizada. As intensidades das bandas
foram analisadas através do programa ImageJ. Cinco controles, divididos em dois grupos,
foram wusados no experimento, trés controles-negativos de plasmideo pBR322 nao-
fotossensibilizado: 1) ndo-tratado com Fpg, 2) tratado com Fpg, e 3) tratado com 5 pg de extrato
proteico; e dois controles-positivos de pBR322 fotossensibilizado: 4) ndo-tratado com Fpg, e
5) tratado com Fpg.

O numero de sitios sensiveis as enzimas Fpg e Endolll por plasmideo foi calculado
assumindo a distribuicdo de Poisson adaptada para essa técnica conforme a equacéo (1) descrita
na segéo 3.5.

Aos valores encontrados nos grupos tratados foi subtraida a fluorescéncia observada
no grupo controle nimero 3, devido a pronunciada atividade endonucleolitica inespecifica

nesses extratos mitocondriais.
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3.12 ENSAIOS DE SOBREVIVENCIA E PROLIFERACAO CELULAR

3.12.1 Ensaio Clonogénico

Tratamento com azul de metileno (AM)

Para avaliar a sensibilidade ao estresse redox mitocondrial em linhagens imortalizadas
foi utilizado o ensaio clonogénico. Cerca de 1x10° células por pogo foram semeadas em placas
de 6 pocos (TPP®) e incubadas por 24 h. Para os tratamentos, os pogos foram lavados com 2
mL de PBS e incubados durante 1 h em meio DMEM sem soro, acrescido de concentracdes
crescentes de AM (5, 10 e 20 uM). O meio foi removido, as células foram lavadas com 2 mL
de PBS por 3 min e o PBS removido. O AM incorporado pelas células foi imediatamente
fotossensibilizado em 2 mL de PBS com LED de 700 nm a uma distancia de 12 cm da fonte
emissora, durante 30 min, ou as células foram mantidas no escuro. Apos a fotossensibilizagéo,
as células foram desprendidas com 200 pL de tripsina-EDTA e ressuspensas em 800 ulL de
meio DMEM suplementado com 10% de SBF e 1% de antibiGticos. As suspensdes celulares
foram homogeneizadas e a concentracdo celular estimada em camara de Neubauer. De cada
tratamento, aproximadamente, 1.000 ou 5.000 células foram semeadas em placas de 20,8 cm?
(Nunc™) em meio DMEM completo e incubadas a 37 °C por 8 a 10 dias, no escuro. No final
desse periodo, as coldnias foram fixadas com etanol absoluto por 5 min, coradas com cristal

violeta 1% (m/v) e contadas.

Tratamento com rotenona (ROT) ou antimicina A (AA)

A fim de avaliar a sensibilidade ao estresse redox gerado pela inibicdo de complexos
da CTE foram utilizadas rotenona, um inibidor do complexo I, e antimicina A, um inibidor do
complexo Il1. Cerca de 500 células por pogo foram semeadas em placas de 6 pogos (TPP®) e
incubadas por 24 h. Para os tratamentos, os pocos foram lavados com 2 mL de PBS e incubados
durante 4 h em meio DMEM sem soro, acrescido de concentracdes crescentes de ROT (0,125;
0,25; 0,5; 0,75 e 1,0 uM) ou AA (0,25; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 uM). Ao final da incubacdo, 0 meio
foi removido, as células foram lavadas com 2 mL de PBS mantidas em meio DMEM completo
a 37 °C de 6-7 dias. No final desse periodo, as col6nias foram fixadas com etanol absoluto por

5 min, coradas com cristal violeta 1% (m/v) e contadas.
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Foi considerado indice de sobrevivéncia celular (% ISC) a razdo entre a frequéncia de
colbnias dos pontos experimentais sobre frequéncia de colbnias do controle negativo

multiplicado por 100 — i.e. considerou-se o controle negativo como referéncia de 100% de ISC

().
% ISC = (NTrat /NCtrI) x 100 (2)

Com essa normalizagéo, ndo pudemos considerar o desvio-padrdo como opgéo para a
analise de dados, sendo essa substituida pelo erro-padrdo da média.

O teste usado para comparar as médias de %ISC em concentracdes crescentes de AM,
fotossensibilizado ou ndo, foi ANOVA com regressdo de Dunnett. A possivel diferenca de
sensibilidade entre as duas linhagens foi acessada utilizando-se do teste t para observac6es ndo-
pareadas. Foi estabelecido o valor de p<0,05 como suficiente para existir uma diferenca

estatistica significativa.

3.12.2 Teste de Reducdo de MTT

Devido ao fato de linhagens primarias ndo possuirem a habilidade de crescer em baixa
densidade, portanto, ndo serem capazes de formar col0nias, a sensibilidade ao estresse redox
no compartimento mitocondrial foi avaliada através do teste de MTT. Em placas de 96 pocos,
cerca de 2x10* células por poco foram semeadas em um volume final de 200 uL de meio
DMEM completo e incubadas por 24 h. As células foram entdo tratadas como descrito na secao
3.12.1 nas seguintes concentra¢Ges de AM: 5, 10, 20, 30 e 50 uM. Ao término do tratamento,
as células foram acrescidas de DMEM suplementado com 2% de soro albumina bovina (BSA)
e incubadas por 18 h. Findo esse periodo, o meio foi removido, as células lavadas com PBS e
incubadas por 3 h em meio DMEM sem soro contendo 0,5 mg/mL de MTT. Imediatamente
apos a incubacdo com o MTT, o meio foi removido, os cristais de formazan foram dissolvidos
adicionando 200 pL por pogo de DMSO e as absorbancias lidas em comprimento de onda de
590 nm em leitor de microplaca SpectraMax 190 (Molecular Devices©). Foram realizados dois
experimentos independentes em triplicata.

Foi considerado indice de sobrevivéncia celular (% ISC) a razdo entre a absorbancia
dos pontos experimentais descontado o branco sobre frequéncia absorbancia do controle
negativo descontado o branco multiplicado por 100 — i.e. considerou-se o controle negativo
como referéncia de 100% de I1SC (3).
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% ISC = [(Arrat - Asranco )/(Actri - Agranco)] x 100 (3)

3.12.3 Numero e Tempo de Duplicacéo da Populacdo Celular

Para avaliar a importancia da proteina Xpc na senescéncia em MDF, permitiu-se que
essas células crescessem sob duas concentracfes de O até que a curva de crescimento atingisse
um platd. Apds o estabelecimento dos MDFs, foram plaqueadas 2-3x10° células em frascos de
25 cm? e incubadas sob duas condicdes: hiperdxia (em estufa de 5% de CO2 e 20% de O2) ou
normoxia (em estufa de 5% de CO2 e 3% de O). Permitiu-se que os MDFs crescessem por 3-
4 dias. Apos esse periodo, as células foram lavadas uma vez com PBS esteéril a 37 °C, soltas
com tripsina-EDTA 0,25% e o numero total de células estimado em cadmera de Neubauer. Do
total de células, 2-3x10° foram semeadas em um novo frasco de 25 cm? O nimero de
duplicacéo da populacao celular (NDPC) e o tempo de duplicacdo da populacéo celular (TDPC)
foram estimados de acordo com as seguintes equacdes (4) e (5):

NDPC = In(Nf /No)/In(2) 4)

TDPC = (ts- to) x [In(2)/In(Nf /No)] (5)
onde Nf é 0 nimero de células no término de periodo de crescimento, No € 0 nimero de células
inicialmente plaqueadas, t; é o dia do término do periodo de crescimento e to € 0 dia do inicio

do periodo de crescimento (Rubio et al., 2002).

3.13 MEDIDA DA TAXA DE CONSUMO DE OXIGENIO (OCR)

3.13.1 OCR de Complexos Individuais da CTE em Células Permeabilizadas

O consumo de O, em células permeabilizadas (2x10° células/mL) foi monitorado
através de um eletrodo Hansatech (Hansatech Instruments Limitted, Norfolk, UK) ou em
oxigrafo de alta resolugcdo Oxygraph-2k, marca Oroboros (Oroboros Instruments, Innsbruck,
Austria) com o uso do programa ao software DataLab versdo 4.2.0.73 (Oroboros Instruments,
Innsbruck, Austria). Parte desses experimentos foi feita em colaboragio com a Dra Rute Alves
Pereira e Costa durante seu doutoramento junto ao Programa de P6s-Graduacdo em Patologia
da Faculdade de Medicina da Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP. As células

foram permeabilizadas com 30 pM digitonina em 2 mL de meio de reacdo padrdo (HEPES-
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KOH 10 mM, pH 7,2, sacarose 125 mM, KCI 65 mM, K:HPO42 mM e MgCl, 2 mM) contendo
5 mM de substratos respiratorios ligados a NADH (glutamato, a-cetoglutarato, malato e
piruvato), os quais em sua maioria doam elétrons para a CTE via complexo |. Foram feitas
adicOes sequenciais de 100 uM ADP, 4 uM CAT ou 1 uM de oligomicina Ae 1 uM FCCP ou
250 nM de CCCP. Este experimento foi realizado em eletrodo Hansatech. Para analisar os
complexos I, 111 e 1V, também foram utilizados 2 mL de meio de reacdo padrdo e 30 uM
digitonina, porém agora as adi¢Ges sequenciais foram de: 5 mM succinato, 100 nM CCCP, 1
MM AA e 200 uM TMPD + 2 mM ascorbato. Este experimento foi realizado no oxigrafo
Oroboros. Todas as analises foram feitas a 37 °C.

3.13.2 OCR em Células Aderidas

A fim de avaliar o consumo mitocondrial de O2 na auséncia de XPC, realizamos
experimentos em aparelhno XF24 Extracelular Flux Analyzer (Seahorse Bioscience®©).
Previamente ao ensaio, 0s sensores de oxigénio e de prdtons do cartucho XF24 Assay Kit foram
hidratados com 1 mL XF Calibrant Solution, pH 7,40 a 37 °C e incubados em estufa
umidificada livre de CO, por no minimo 12 h. Em paralelo, aproximadamente 4x10* células
em 250 puL de meio DMEM completo foram semeadas em placas de 24 pogos XF24 V7 Cell
Culture Microplates pré-tratadas com poli-L-lisina, distribuidas de acordo com a figura 9, e
incubadas de 12-16 h em estufa umidificada com 5% de CO». Imediatamente antes do ensaio,
as células foram lavadas com 1 mL de XF Assay Medium pH 7,40 (ndo tamponado)
suplementado com D-glicose 10 mM e piruvato 1,1 mM (Glc) ou D-galactose 10 mM e piruvato
1,1 mM (Gal), e incubadas em 675 pL do mesmo meio de cultura por no minimo 1 h em estufa
livre de CO2. Os pogos Al, B4, C3 e E6 (Fig. 9) correspondem ao controle sem células como
referéncia para correcdo dos valores da taxa de consumo de O, (OCR) e taxa de acidifica¢do do
meio (ECAR).
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Microplates. A céllas foram incubad de 12-16 h em meio DMEN Alta GIc completo & 5
ircl)tig)l\;o(rjinég';f:ubadas em meio de cultura XF Assay Medium suplementado com 10 mM Glc ou

Apos o periodo de incubacdo, o cartucho foi retirado da estufa e os reservatorios
injetores foram carregados com as seguintes drogas: i) reservatorio A, 75 pL de 10 uM de
oligomicina A (concentracdo final de 1 uM); ii) reservatério B, 83 pL de 2 uM de CCCP (
concentracdo final de 200 nM); iii) reservatorio C, 92 pL de 10 uM de rotenona e antimicina A
(concentracdo final de 1 uM). Todas as drogas foram diluidas em XF Assay Medium e se
encontravam 10X concentradas em relacdo a concentracdo molar final desejada em meio de
cultura. Apos a calibracdo dos sensores do cartucho, 0 OCR foi medido em quatro condicdes:
1) trés medidas no meio XF Assay Medium suplementado com suas respectivas fontes
oxidaveis de carbono (OCR inicial — OCR;); 2) duas medidas ap0s a inje¢do do contetido do
reservatorio A (OCR acoplado a sintese de ATP — OCRa7p); 3) duas medidas ap0s a injecdo do
contetdo do reservatorio B (OCR maximo — OCRmax); e 4) duas medidas apos a injecdo do
conteddo do reservatorio C, (OCR residual — OCRyes).

Foram realizados 3 experimentos independentes. Os experimentos foram realizados
em quintuplicatas. Com base nas medidas de OCR realizadas em diferentes condigdes de
estresse mitocondrial, foram calculados os seguintes parametros (6):

Respiracao basal (RB) = OCR;j - OCRyes

Capacidade respiratéria maxima (CRM) = OCRmax - OCRyes

Capacidade respiratéria reserva (CRR) = OCRmax - OCR;

Respiracao acoplada a sintese de ATP (RATP) = OCR; - OCRaTp (6)

Vazamento de protons (VP) = OCRaTp - OCRyes

Respira¢do ndo-mitocondrial (RNM) = OCRyes
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Todos os dados foram analisados atravées do Teste t de Student’s ndo-pareado: i) MRC-
5 Glc vs. XP4PA Glc, ii) MRC-5 Gal vs. XP4PA Gal; Teste t de Student’s pareado: iii) MRC-
5 Glc vs. MRC-5 Gal e iv) XP4PA Glc vs. XP4PA Gal.

3.14 MEDIDA INDIRETA DE ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

3.14.1 Anélise da Producéo de O, com MitoSOX™

Para a quantificacdo do O2", as células MRC-5 e XP4PA-SV foram lavadas com PBS
gelado e tripsinizadas. Logo apds, elas foram tratadas com MitoSOX™ 5 uM, AA 5 uM e DPI
5 UM por 30 min a 37 ° C. Depois do tratamento, as amostras foram analisadas no canal FL-2

do citémetro de fluxo de acordo com protocolos estabelecidos (Payne et al., 2007).

3.14.2 Analise da producéo de H,0, com Amplex® UltraRed

A producéo de H20- pelas células MRC-5 e XP4PA-SV e XP4PA-XPC foi monitorada
espectrofluorimetricamente em leitor de microplaca SpectraMax 190 (Molecular Devices©)
usando Amplex® UltraRed 5 uM na presenca de HRP 0,1 U/mL (Zhou et al., 1997). Os
experimentos foram conduzidos a 37°C em PBS/Hank’s (NazHPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM,
pH 7,2, NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, CaCl> 1,3 mM, MgSOs4 1,0 mM, NaHCO3z 4,2 mM, D-
glicose 1,0 g/L). A medida da producdo de H,O- foi realizada em trés condices: i) controle
nédo-tratado (somente células), ii) com DPI 5 uM, iii) com DPI 5 uM mais AA 1 uM. Cerca de
5x10* células por pogo foram incubadas, em triplicata, por 30 min, nas trés condicGes citadas,
a 37 °C como padronizacdo do tempo de preparo das amostras. Apos esse periodo foi
adicionado o Amplex® UltraRed e o HRP com auxilio de uma micropipeta multicanal
(Eppendorf®) e a fluorescéncia foi monitorada em 530 nm para excitagdo e 590 nm para
emissdo com baixa sensibilidade (ajustada para 2 no software SoftMax® Pro — Molecular
Devices©) — em regime de uma leitura a cada 23 segundos (sendo 19 s para aquisicao, 3 s para
agitacdo e 1 s de espera) durante 15 min. O célculo das velocidades foi realizado a partir do 4°
min até 12° min da reacdo. Feita a regressdo linear calculou-se as variacGes de fluorescéncia

por unidade de tempo. A curva de calibracdo foi feita pela adicdo de concentra¢Ges conhecidas
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de H20,, com a qual os valores de fluorescéncia por unidade de tempo (unidades

arbitrarias/min) foram convertidos a valores de quantidade por unidade de tempo (pmol/min).

3.15 MEDIDA DE ATIVIDADES ENZIMATICAS

3.15.1 Atividade de Citrato Sintase

A atividade de citrato sintase foi avaliada espectrofotometricamente, como descrito
em Hansford & Castro, 1982. Para este experimento, foram preparadas as seguintes solucoes:
Tris-HCI 0,1 M, pH 8,1; acetil-CoA 5 mM, DTNB 10 mM e oxaloacetato 25 mM diluidos em
Tris-HCI 0,1 M, pH 8,1; e Triton X-100 10% (m/v). A reacdo com volume final de 200 uL
consistia Tris-HCI 0,1 M, pH 8,1, acetil-CoA 50 uM, DTNB 100 uM, oxaloacetato 250 uM,
Triton X-100 0,1% (m/v). A reacdo foi iniciada através da adicdo 2 uL de extrato celular
proteico na concentra¢ao de 1,5 mg/mL (3 ug de proteina por poco). A atividade de citrato
sintase foi mensurada espectrofotometricamente em leitor de microplaca SpectraMax 190
(Molecular Devices©) no comprimento de onda de 412 nm, em regime de uma leitura a cada
19 segundos (sendo 15 s para aquisic¢do, 3 s para agitacdo e 1 s de espera), durante 5 min a 30
°C. A atividade enzimatica foi estimada através da formacdo do DNTB-CoA derivado da reacédo
e o valor foi calculado a partir do coeficiente de extingio molar do TNB (e=13,6:10° M*-cm™?
ou 13,6 uMt-cm™) e ajustado a fim de representar o nimero de mols de citrato formado por

min por miligrama de proteina (nmol/min/mg).

3.15.2 Atividade de Superoxido Dismutase (SOD)

A medida da atividade de SOD foi determinada pelo Kit SOD activity colorimetric
assay kit (Abcam®) de acordo com instrugdes do fabricante. Brevemente, cerca de 2,5x10°
células foram incubadas em placas de 35 mm (TPP® — 20,8 cm?) por 24 h em condigédo padrdo
de cultura. Ao término desse periodo, as células foram tripsinizadas, ressuspensas em DMEM
completo e centrifugadas a 300 g por 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado, as células
foram lavadas com tampdo PBS e centrifugadas mais uma vez por 5 min a 4 °C. Foi adicionado
50 puL de tampao de preparagdo (Tris-HCI 0,1 M, pH 7,4, Triton X-100 0,5% (v/v), B-

mercaptoetanol 5 mM e 1X coquetel antiprotease) e deixado descansar durante 30 min em gelo.
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Em seguida, as células foram sonicadas em trés vezes em amplitude de 10% por 10 s de duracéo
e 30 s de intervalo em processador ultrassonico VC505 Vibra-Cell™ (Sonics®). O extrato
proteico foi centrifugado a 16.000 g durante 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e a
concentracdo de proteinas foi estimada usando reagente de Bradford com curva-padrdo de BGG
como referéncia. As reag0es foram montadas em triplicata em placa de 96 pogos (Greiner,
Sigma-Aldrich®). Foi adicionado a cada pogo 10 pg de proteina. A atividade de SOD é expressa

como porcentagem de inibicdo da reducdo do sal de tetrazélio WST-1 a formazan.

3.15.3 Atividade de Glutationa Peroxidase (GPx)

O ensaio para a atividade da enzima glutationa peroxidase foi realizado com base em
Lawrence & Burk (1976). Foram utilizadas cerca de 8x10° células homogeneizando-as em 1
mL de PBS gelado. Foram utilizados 25 pL do homogenato para 0s ensaios, representando,
aproximadamente, 100 pg de proteina.

Em cubeta de quartzo de 1,5 mL, com caminho optico de 1 cm, a 25°C, foram
adicionados tampdao fosfato dibasico de potassio 100 mM (pH 7,7), EGTA 1 mM, NaN3 1 mM,
H>02 250 uM, NADPH 150 puM, glutationa redutase (GR) 60 mU/mL e glutationa reduzida
(GSH) 5 mM. O volume final do ensaio foi 1,0 mL.

Apos a adicdo dos reagentes descritos, exceto GSH, monitorou-se o branco da reacéo
na presenca de excesso de GR, em 340 nm. Em seguida, adicionou-se GSH e foi monitorada,
durante 1 min, a queda na absorbancia de NADPH devido a atividade da enzima GR. Foram
adicionados 25 pL de homogenato celular (aproximadamente 100 pg de proteina) a fim de
monitorar a atividade total (GR+GPx). Como haviamos monitorado a atividade da enzima GR
anteriormente, com excesso da mesma, a fim de que ela ndo fosse fator limitante para a reacgéo,
descontamos sua atividade da atividade total, obtendo a atividade da enzima glutationa
peroxidase (GPx). Para os célculos da atividade, em mU/mg de proteina, apos a obtencdo da
variacdo de absorbancia por minuto, aplicamos a formula geral para ensaios enzimaticos

mostrada a seguir (7):

AAbs xVT x1000
(U/L) = exCxVA (7)
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onde, AAbs é o valor da variacao da absorbancia da amostra por min descontado a absorbancia
do branco por min; VT € volume total do ensaio (mL); 1000 é o fator de dilui¢do para converter
a litro; ¢ é o coeficiente de absortividade molar, em mM~xcm™; ¢ é o caminho 6ptico, em cm,

VA é o volume da amostra adicionada, em mL.

3.16 ENSAIO DE REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE QUANTITATIVA
(QPCR)

3.16.1 Analise de Expressdao Génica (RT-gPCR)

Condicg0es de cultivo celular

Linhagens imortalizadas: A fim de diminuir possiveis variagdes no transcriptoma
das células nas linhagens MRC-5, XP4PA-SV e XP4PA-XPC seguiu-se a cultura celular de
acordo com o protocolo descrito a seguir. Cerca de 2,5x10° células foram incubadas em placas
de 35 mm (TPP® - 20,8 cm?) por 24 h em condi¢do padrdao de cultura. No dia seguinte, as
células foram tripsinizadas, ressuspensas, contadas e novamente 2,5x10° células foram
plaqueadas nas mesmas condi¢des. O RNA foi isolado ap6s 24 h.

Linhagens primarias: Devido a dificuldade de expansao das linhagens primarias, as
células foram cultivadas em meio DMEM contendo 15% de SBF, sendo 50% fresco e 50% do
meio condicionado em células HeLa. Para obtencdo deste, cerca de 2,0x10° células HeLa foram
semeadas em frascos de 75 cm? contendo 25 mL de meio DMEM completo com 15% de SBF.
De dois a trés dias depois, o meio foi removido e filtrado em membrana de 0,22 um. Com esse
meio, os fibroblastos primarios foram cultivados até atingirem confluéncia de 60-90% em placa
de 35 mm. Uma vez atingida a confluéncia, procedeu-se o isolamento de RNA.

Knockdown de XPC: Cerca de 2,8x10° células por poco da linhagem selvagem,
MRC-5, foram semeadas em placas de 6 pogos e incubadas por 24 h em condicdo padrao de
cultura. Findo o periodo, procedeu-se o protocolo de transfeccdo. Em microtubos estéreis
contendo 260 pL de OptiMEM® (Life Technologies™) foram adicionados com 15,6 uL do
reagente de transfeccdo Lipofectamine® RNAIMAX (Life Technologies™). Em outros dois
microtubos reservados, contendo 130 pL. de OptiMEM®, foram adicionados com 26 pmol de
SiRNA (Mission® esiRNA — Sigma-Aldrich®) contra eGFP e XPC (Tabela 1). ESiRNA sdo

pequenos RNAs de interferéncia de fita dupla preparados através da digestdo controlada com
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endo-ribonuclease originando uma mistura heterogénea de moléculas de siRNA para um
mesmo MRNA. Essa abordagem permite uma maior especificidade e efetividade no
silenciamento génico, e um menor efeito off-target (silenciamento colateral de outros genes
além do gene alvo). Entdo, foram misturados 130 pL do meio contendo Lipofectamine® ao
meio contendo o esiRNA. Os tubos foram cuidadosamente agitados e a mistura descansou por
5 min a TA, para formacdo do complexo RNA-lipideos. Enquanto isso, o meio de cultura foi
removido da placa contendo as células, lavadas duas vezes com PBS estéril pré-aquecido a 37
°C e incubadas com 1,75 mL de meio OptiMEM®. Percorrido os 5 min, 250 uLL da mistura de
RNA-lipideo foram pipetados cuidadosamente nos pocos (quantidade final de 25 pmol de
esiRNA e 7,5 pL de Lipofectamine® em cada po¢o). As células foram reincubadas em estufa

por 3 dias e 0 RNA isolado no fim desse periodo.

Tabela 1 - Sequéncia referéncia dos esiRNAs utilizados nos experimentos de
silenciamento de XPC em células MRC-5.

Gene [ Nome do Gene Sequéncia MRNA RefSeq
CGTTTCAATAAAGGGGTCCATGAGGACACACACAAGGTTCACCTTCTCTG
CCTGCTAGCAAATGGCTTCTATCGAAATAACATCTGCAGCCAGCCAGATC
TGCATGCTATTGGCCTGTCCATCATCCCAGCCCGCTTTACCAGAGTGCTGCC
TCGAGATGTGGACACCTACTACCTCTCAAACCTGGTGAAGTGGTTCATTGG
AACATTTACAGTTAATGCAGAACTTTCAGCCAGTGAACAAGATAACCTG NM_004628.4
CAGACTACATTGGAAAGGAGATTTGCTATTTACTCTGCTCGAGATGATGA
GGAATTGGTCCATATATTCTTACTGATTCTCCGGGCTCTGCAGCTCTTGACC
CGGCTGGTATTGTCTCTACAGCCAATTCCTCTGAAGTCAGCAACAGCAAA

GGGAAAGA

GTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGC
TGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGG
GCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCA
AGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCA
GTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTC
CGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGA
enhanced green  CGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGT
fluorescent protein  GAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCC
TGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATG
GCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACA
ACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACC
CCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCC
AGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTG
CTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTA

xeroderma
pigmentosum,
complementation
group C

XPC

eGFP NC_025025.1

Tratamento com 5-aza-dC: Cerca de 2,0x10° células em placas de 35 cm foram
incubadas em meio DMEM completo contendo 1 uM de 5-aza-dC em condic¢des padrdo de
cultura. O meio de cultura foi trocado todo dia adicionando-se 1 uM de 5-aza-dC. Passados dois
dias, as células foram tripsinizadas, contadas em camera de Neubauer e novamente semeadas
nas mesmas condi¢des. As células foram mantidas em cultura na presenca de 5-aza-dC com
subcultivos a cada dois dias, e 0 RNA foi isolado apds oito dias de crescimento na presenca

desse agente desmetilante.
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A extracdo de RNA foi feita através do Kit RNeasy Micro Kit, Qiagen© cuja
tecnologia permite a purificacdo do RNA (maximo 45 pug) de pequenas quantidades de tecidos
e células. Todas as amostras foram tratadas com 8 U de RNase-free DNase | (Ambion®) por

15 min a 30 °C, para eliminar quaisquer resquicios de DNA nas amostras.

Preparacdo de cDNA por reacado de transcriptase reversa (RT)

O RNA total extraido das células MRC-5, XP4PA-SV, XP4PA-XPC, AS405 e
XP17V1, XP02SP e XPO3SP foi convertido a cDNA pelo Kit High Capacity cDNA Reverse
Transcription® (Applied Biosystems®). Para cada 20 pL de reagdo foi adicionado 2 pg de
RNA a fim de se evitar a necessidade de quantificacdo ap0s a conversdo para cDNA, que
aumenta a probabilidade de contaminacdo devido manipulacdo. Os tubos foram iniciamente
aquecidos a 25 °C por 10 min e a reac¢do ocorreu a 50 °C por 2 h. Ao término da reacdo, 0s
tubos foram aquecidos por 15 min a 75 °C para inativacdo da transcriptase reversa. Todas as
amostras foram tratadas com 5 U de RNase H (DNase-free — Ambion®) por 30 min a 37 °C
que degrada RNA de duplex RNA:DNA restando somente o cDNA sintetizado. A RNase H foi

inativada por aquecimento durante 10 mina 72 °C.

Preparacdo da RT-gPCR e aquisi¢cdo dos dados

Os niveis de mRNA de XPC, PPARGC1A (PGC-l1a), PPRC1, NRF1, NFE2L1
(NRF2), PPARA (PPARa), PRKAAL (AMPK), SIRT1, SIRT3, TFAM, SDHA, KRT8, foram
medidos pelo ensaio RT-qPCR, com iniciadores especificos para 0s mMRNAs desses genes alvos
e ACTB (B-actina), TBP, TUBB (B-tubulina) e HPRT como genes housekeeping utilizados
como normalizadores. As reag0es foram realizadas com o kit 2X SYBR® Green PCR Master
Mix (Applied Biosystem®). Cada 25 pL de reacdo contém 12,5 pL 2X SYBR® Green PCR
Master Mix, 5 pmoles de cada iniciador e 100 ng de cDNA template. As reacdes e leituras
foram realizadas no equipamento 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems®) de
acordo com protocolos padrdo do equipamento. A sequéncia dos iniciadores utilizados é

apresentada na tabela 2 abaixo:
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Tabela 2 — Relagdo dos genes investigados e sequéncia dos iniciadores utilizados nas
reacoes de RT-qPCR.

Gene Nome do Gene Sequéncia mRNA RefSeq
i CTC TGA GAACTT CAT GGA GGA ACA
NRF1 nuclear respiratory Sen-SO NM_005011.3
factor 1 Antissenso CGT GTC CTC GGG AGA AGA AG
S TAC TCC CAGGTTGCC CAC A
NFE2L1 nuclear Bon P NM_006164.4
erythroid 2-like 1 Antissenso CAT CTA CAA ACG GGA ATG TCT GC
peroxisome proliferator-  S€NSO GTC TCC CAG RGG AGC ATT GA
PPARA activated receptoralpha - NM_005036'4
Antissenso ACC AGC TTG AGT CGA ATC GT
protein kinase, AMP-  SangQ CGG AGC CTT GAT GTG GTA GG
PRKAA1 activated alpha 1catalytic NM 006251.5
subunit Antissenso  TCATCC AGC CTTCCATIC TTACA -
o Senso TGG GTACCG AGATAACCTTCT
SIRT1 sirtuin 1 - NM_012238.4
Antissenso TGT TCG AGG ATC TGT GCC AA -
- Senso CAC AGTCTGCCAAAGACCCT
SIRT3 sirtuin 3 - NM_012239.5
Antissenso CAATGT CGG GCTTCACAACG
succinate dehydrogenase  Sensp CCTTTC TGA GGC AGG GTTTA
SDHA complex, subunit A, A NM_004168.2
flavoprotein (Fp) Antissenso AGA GCAGCATIGATTCCTCC -
peroxisome proliferator-  Senso AGA CAC CGC ACG CAC CGA AAT
PPARGCI1A |activated receptorgamma, A NM_013261.3
coativatorlalpha Antissenso AGC TGT CAT ACC TGG GCC GAC G
peroxisome proliferator-  SengQ GAG CAG GTT ATC TCT GGA GGA
PPRC1 activated receptorgamma, NM_015062.4
coativatorrelated 1 Antissenso AGC AGC TCC GAATCA GGA ATG -
ioti AAC CAAAAAGACCTCGTITCAGC
TEAM transc_rlptlon fac_torA, Sen_so NM 0032012
mitochondrial - Antissenso TTC AGC TTT TCC TGC GGT GA -
. Senso GAA TGA ATG GGG TGA GCT GGA
KRT8 keratin 8, type II i NM_001256282.1
Antissenso AGG TGG ACACCT TGT AGG ACT
.xeroderma Senso CAT CGT GGG AGC CAT CGT AAG
XPC pigmentosum, - NM_004628.4
Comp|ernentation group Ant|SsenSO CTC ACC ATC CGC TGC ACA I I I T
. Senso CTCTTCCAGCCTTCCTICCT
ACTB actin, beta - NM_001101.3
Antissenso AGC ACTGTG TTG GCG TAC AG
. Senso TGGACTCTGTTC GCT CAG GT
TUBB tubulin, beta class | NM 001293212.1
Antissenso TGC CTC CTTCCG TAC CAC AT -
indi CCACTC ACAGAC TCTCAC AAC
TBP TATA boxbinding Sen.so NM 003194.4
protein Antissenso CTG CGG TAC AAT CCC AGA ACT -
HPRT hypoxanthine Senso GAA AAG GAC CCC ACG AAG TGT NM 000194.2
phosphonybosyliansferase Apissenso AGT CAA GGG CAT ATC CTA CAA CA - '

Os experimentos foram realizados a partir de 3-6 amostras de cDNA por linhagem
apos a conversdo do RNA isolado em dias e passagens diferentes. Todas as rea¢des foram feitas
em triplicata. O limiar (threshold) para deteccdo da fluorescéncia foi ajustado manualmente
para comparagao dos Ct (cycle threshold) entre os experimentos independentes. Define-se como
Ct a interseccdo entre o limiar da fluorescéncia e a curva de amplificacdo, dentro de uma faixa
exponencial de deteccdo da fluorescéncia. Os valores foram calculados conforme o método
AACt (Pfaffl, 2001), considerando a eficiéncia da reacdo e os valores de Ct, de acordo com a

equacao (8):
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ACt alvo(controle—inquirido)
— _alvo
AACtalvo/ref - EACtref(controle—inquirido) (8)
ref

onde, E ¢ a eficiéncia da reacdo de cada par de iniciadores, ACt é diferenca entre os Ct (o
numero de ciclos no qual a fluorescéncia foi detectada de acordo com um limiar de detec¢do
pré-estabelecido), alvo é o gene questionado, ref é o gene housekeeping ou normalizador,
controle é a linhagem celular selvagem (MRC-5 ou AS405), e inquirido é a linhagem celular
XP-C (XP4PA-SV, XP4PA-XPC ou XP17VI).

O teste estatistico usado para comparar as médias dos valores de AACt foi o teste t de
Student’s para observacgdes ndo-pareadas. Foi estabelecido o valor de p<0,05 como suficiente

para existir uma diferenca estatistica significativa.

3.16.2 Analise do Numero de Cdpias e Frequéncia de Delecdo de mtDNA

O DNA das linhagens MRC-5, XP4PA-SV, XP4PA-XPC, XP12RO, AS405 e
XP17VI, foi isolado com auxilio do kit DNeasy Blood & Tissue seguindo as instrugdes do
fabricante (Qiagen®). As amostras foram quantificadas em espectrofotdbmetro NanoDrop 1000.

As reacdes foram realizadas com o kit 2X SYBR® Green PCR Master Mix (Applied
Biosystem®). Cada 25 pL de reagdo contém 12,5 pL 2X SYBR® Green PCR Master Mix, 5
pmoles de cada iniciador e 20 ng de DNA template. Os genes escolhidos para a analise foram:
HPRT ou NCAPD?2 para o controle de carregamento de nDNA, MT-ND1 para analise do niUmero
de copias de mtDNA e MT-NDA4L para analise da frequéncia de delecdo em mtDNA (Tabela 3).
O gene MT-NDA4L foi escolhido como marcador de delecdo devido a alta suscetibilidade de

delegéo da regido genémica na qual ele se encontra em humanos (Damas et al., 2012).
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Tabela 3 — Relacdo dos genes mitocondriais e nucleares e sequéncia dos iniciadores
utilizados nas reacdes de gPCR.

Gene Nome do Gene Sequéncia NCBI RefSeq
i i Senso ACT ACG CAA AGG CCC CAACG
MT-ND1 mitochondrially encoded NC 012920.1
NADH 1dehydrogenase  Antissenso ~ GAG CTA AGG TCG GGG CGG TG -
i i Senso ACC CCTCAACACCCACTCCCTCTT
MT-NDAL mitochondrially encoded NC 0111137.1
NADH 4L dehydrogenase ' Antissenso ~ TAG GCC CAC CGC TGC TTC GC -
HPRT s :gzg::;;g;esferase Senfso TGA CAT GTG CCG CCT GCG AG NC_000023.11
Antissenso GTG GTC GCTTTC CGT GCC GA
NCAPD? ncoonr;S ?:f E‘S”b du ennits g|2| Senfso ATG GTT GCC ACT GGG GATCT NC_000012
plex. Antissenso TGC CAA AGC CTA GGG GAAGA

Para 0 nimero de cépias de mtDNA, o gene alvo € MT-ND1 e o gene referéncia é
HPRT (AACtmr-npuHprT). Para a frequéncia de delecdo de mtDNA, o gene alvo é MT-NDAL e
o0 gene referéncia € MT-ND1 (AACtMT-NDAL/MT-ND1)-

Foram realizados de 3-4 experimentos independentes a partir de 4-6 amostras de DNA
isoladas em dias e passagens diferentes. Todas as reacGes foram realizadas em triplicata. O
limiar (threshold) para deteccdo da fluorescéncia foi ajustado manualmente para comparagéo
dos Ct entre os experimentos independentes. Os valores foram calculados conforme o método
AACt, considerando a eficiéncia da reacdo e os valores de Ct, de acordo com a equacao (4)

descrita na secdo anterior (3.16.2.3).

3.16.3 PCR de Fragmento Longo (XL-PCR)

Esse ensaio foi realizado de acordo com Kovalenko & Santos (2009) com pequenas
modificacGes. O DNA foi isolado conforme descrito na secdo anterior. Cada 50 pL de reacao
consistiu em 15 pL de 3,3X XL PCR buffer, acetato de magnésio 1,3 mM, BSA 100 pg/mL,
20 pmoles de cada iniciador, dNTPs 200 nM, 15 ng de DNA alvo e g.s.p. 45 pL de agua
deionizada estéril livre de RNase e DNase (GeneAmp® XL PCR Kit — Applied Biosystems®).
Em termociclador MJ Research PTC-0150 MiniCycler (MJ Research, Inc), as rea¢des foram
iniciadas pela técnica "Hot-Start" adicionando-se 5 puL de 0,2 U/uL de rTth DNA polymerase
XL (1 U) nareacdo, a 75 °C, 90 s apds o aquecimento. O protocolo experimental utilizado para

amplificagdo do fragmento de 16,3 kbp de mtDNA foi: 26 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por
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30 s, anelamento a 64 °C por 30 s e amplificacdo a 68 °C por 12 min. Para detec¢do de danos
no nDNA amplificamos um fragmento de 10,4 kbp no gene HPRT utilizando os seguintes
parametros: 31 ciclos de desnaturacdo a 94 °C por 30 s, anelamento a 64 °C por 30 s e

amplificagdo 68 °C por 12 min. Os pares de iniciadores estdo apresentados na tabela 4.

Tabela 4 — Relacéo dos iniciadores baseado na regido genémica amplificada
e sequéncia dos iniciadores utilizados nas reacdes de XL-PCR.

Iniciador Sequéncia Accession no.
XL-miDNA Sen§o TGAGGC CAAATATCATIC TGAGGG GC 101415
Antissenso  TTT CAT CAT GCG GAG ATG TTG GAT GG
XL-HPRT Senso TGG GAT TAC ACG TGT GAACCAACC 100205

Antissenso GCTCTACCCTCTCCTCTACCG TCC

Por fim, 20 pL da reagdo foram misturados com 4 puL de 6X Orange DNA Loading Dye,
aplicados em gel de agarose 0,8% diluido em tamp&o TAE e submetidos a eletroforese de 5-7
V/cm por 4 h. No término da corrida eletroforética, o gel foi corado por 30 min em solucgéo de
5 UM de brometo de etideo e descorado por 10 min em agua deionizada. As intensidades das
bandas foram analisadas através do programa ImagelJ. Os valores de fluorescéncia foram
corrigidos a partir dos Cts obtidos nas reacGes de qPCR com os genes ND1 e HPRT, para

normalizacdo dos fragmentos mitocondrial e nuclear, respectivamente.
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4 RESULTADOS

4.1. ENSAIO IN VITRO DE CINETICA DE INCISAO EM DNA PLASMIDIAL
(ECID)

4.1.1. Caracterizacdo dos Danos Induzidos em DNA Plasmidial

Uma das hipdteses iniciais deste trabalho propunha que a proteina XPC desempenhava
um papel direto em reparo de bases oxidadas no mtDNA. Desta forma, propusemos estabelecer
um ensaio in vitro para medir essa atividade de reparo em extratos mitocondriais. Para tal,
padronizamos um ensaio de inducdo de danos gerados oxidativamente em DNA plasmidial,
utilizando-se das propriedades fotoquimica do AM. Essa molécula, pertencente a classe dos
corantes fenotiazinicos, € um fotossensibilizador capaz de gerar oxigénio singlete (*O2) com
alto rendimento quéantico quando fotoativado. O oxigénio molecular em seu estado singlete é
altamente reativo, o que acarreta na formacao de bases oxidadas, principalmente 8-oxoGua, no
DNA (Severino et al., 2003). O ensaio consiste em monitorar a conversdo de DNA plasmidial,
tratado com AM, em sua forma relaxada apés sua incubacdo com DNA glicosilases especificas,
que introduzem quebras de fita simples em sitios contendo bases oxidadas.

A figura 10 representa a corrida eletroforética de um experimento de padronizacdo de
danos induzidos pelo AM. O DNA plasmidial fotossensibilizado nédo-tratado com DNA
glicosilases serviu de controle para se subtrair as quebras de fita induzidas simplesmente através
do tratamento com o AM. Apesar do 'O per se ndo gerar quebra de fita simples de DNA,

reacdes colaterais podem induzir subespécies reativas que a fazem (Epe, 1991).
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Figura 10 — Exemplo representativo de determinacéo de lesdes de DNA induzida por fotossensibilizagdo de AM. As amostras foram
submetidas a geragéo crescente de O, e entdo tratadas com Endolll (A), Fpg (B) ou BSA (todas as colunas com o simbolo -). Cada par - +
representa a mesma concentragdo de AM com a qual se tratou 0 DNA plasmidial, submetido (+) ou ndo (-) a reacdo contendo a DNA glicosilase:
1 e 20) pBR322 ndo-tratado, 2 € 3) 0 uM, 4 € 5) 50 uM, 6 e 7) 10 uM, 8 € 9) 50 uM, 10 e 11) 10 M, 12 e 13) 50 uM, 14 e 15) 0 pM, 16 ¢ 17)
10 uM, 18 e 19) 50 uM. O tempo de fotoexcitacdo do AM esta representado acima: 2-5) 0 min (escuro), 6-9) 10 min, 10-13) 20 min, 14-19)
30 min. FI representa a topologia superenovelada e Fll a relaxada.

Observou-se que o tratamento na concentragdo de 50 uM de AM com 20 min de
fotossensibilizacdo causou ao menos um sitio reconhecivel por Fpg por plasmideo (no nivel de
deteccdo do ensaio). Desse modo, ndo foi possivel construir uma curva dose-resposta incluindo
os valores de 50 uM de AM (Fig. 11 A), devido & saturagéo do sistema. Por sua vez, 0 mesmo
tratamento ndo foi capaz de induzir lesdes sensiveis a Endolll suficientes a ponto de saturar o
sistema. Foi possivel construir uma curva dose-resposta conforme demonstrado na figura 11 B.
Observou-se uma relagdo diretamente proporcional entre tempo de fotossensiblizagcdo do
corante e 0 numero de sitios reconhecidos pela Endolll, mas ndo com relagdo a concentracao.

Esses dados confirmam observagdes de outros grupos de que a Gua em DNA dupla
fita é particularmente sensivel ao ataque do 'O gerado pela fotossensibilizacdo do azul de
metileno (Floyd et al., 1989; Ravanat & Cadet, 1995). De fato, poucos sitios sensiveis a Endolll

também foram observados por outros autores (Pflaum et al., 1994).
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Figura 11 — Inducdo de lesdes em DNA plasmidial pela fotossensibilizagdo do AM. A) Sitios
sensiveis a Fpg. Com 20 min de fotossensibilizagdo com 50 pM de AM néo foi detectavel resquicio de
banda de DNA plasmidial na forma superenovelada ap6s tratamento com Fpg. B) Sitios sensiveis a
Endolll.
A partir desses dados, 10 uM de AM fotossensibilizado por 10 min foi a condigdo de
tratamento escolhida para a padronizacdo dos ensaios in vitro de cinética de incisdo em DNA
plasmidial, uma vez que o substrato de DNA plasmidial apresentaria, em média, um sitio

sensivel a Fpg (1,002) e Endolll (0,050).

4.1.2 Confirmacdo da Pureza das Frac6es Mitocondriais

Em ensaios in vitro de atividade de BER em extratos mitocondriais é de extrema
importancia prevenir-se de qualquer contaminacgdo nuclear a fim de evitar-se que as proteinas
nucleares contribuam para a atividade medida (Maynard et al., 2010). Deste modo, todas as
preparagdes mitocondriais sdo testadas para contaminagdo nuclear antes de sua utilizacéo,

através da deteccdo de proteinas nucleares na preparacdo mitocondrial como indicador de
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contaminagdo. A figura 12 exemplifica um fracionamento mitocondrial bem sucedido com
células MRC-5 e XP4PA-SV. Usamos dois marcadores nucleares, lamin B2 e PCNA, e um
marcador mitocondrial, ATPB. Apesar de ter sido detectada uma pequena quantidade de Lamin
B2 nas fragdes mitocondriais de XP4PA-SV, essa ndo ultrapassou 5% do sinal da fracdo nuclear
conforme verificado por densitometria das bandas no programa ImageJ. E importante ressaltar
que a presenca de proteinas mitocondriais na fragdo nuclear € resultado da contaminacéo desta
com células ndo rompidas. No entanto, como a fracdo nuclear é utilizada apenas como controle

positivo para as proteinas nucleares, essa contaminagdo ndo influencia nos resultados

funcionais.
MRC-5 XP4PA-SV
A A
4 A4 N\
Mito Nuc Mito Nuc Mito

- s o

| ATPB

- - PCNA

Figura 12 — Pureza de fragdes mitocondriais apds isolamento por centrifugacédo diferencial
em gradiente de densidade. Western blot representativo de um isolamento mitocondrial de
células MRC-5 e XP4PA-SV. Em cada canaleta foi adicionado 10 pg de proteina das fragdes
mitocondriais ou nucleares isoladas de fibroblastos da linhagem MRC-5 ou XP4PA-SV. Mito:
canaletas contendo fragdes mitocondriais. Nuc: canaletas contendo fracdes nucleares.
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4.1.3 Padronizacgédo do ECID

Apos a confirmacdo da pureza das fragdes mitocondriais seguiu-se 0 processo de
preparacdo dos extratos proteicos mitocondriais (EPM) para realizar os ensaios de reparo de
DNA in vitro. Inicialmente, utilizamos diferentes concentracdes do extrato proteico para
padronizar o ensaio. A figura 13 mostra que nas condicdes inicialmente testadas, a concentragao
de 20 pg de proteina apresentava uma atividade endonucleolitica pronunciada, degradando o
DNA plasmidial controle (que ndo sofreu inducédo de danos através de fotossensibilizagcdo por
AM — canaleta 3).

Figura 13 — Experimento piloto dos ensaios in vitro de cinética de incisdo em DNA plasmidial. Apos
o processamento dos extratos mitocondriais, diferentes quantidades de proteina foram utilizadas para
padronizagdo do ensaio. 1) pBR322 ndo-tratado; 2) pBR322 néo-tratado + 1 U de Fpg; 3) pBR322 ndo-
tratado + 20 pg de EPM de XP4PA,; 4) pBR322 com 10 uM de AM fotossensibilizado por 10 min (tratado);
5) pBR322 tratado + 1 U de Fpg; 6) pBR322 tratado + 5 ug EPM de XP4PA; 7) pBR322 tratado + 10 ug
EPM de XP4PA; 8) pBR322 tratado + 20 pg EPM de XP4PA. As amostras incubadas com EPM foram
incubadas a 37 °C durante 4 h. Notam-se a presenca de DNA degradado nas canaletas 3, 6, 7 e 8 por agéo
de inespecifica de nucleases.

Duas modificagdes foram adicionadas ao protocolo experimental: adicionamos 10 mM
de EDTA, ao invés de 5 mM (a fim de quelar os metais divalentes de Ca?* e Mg?*), e 1 ug de
poli-d(1)d(C) (para sequestrar a atividade inespecifica de nucleases). Nessas novas condicdes,
a atividade endonucleolitica inespecifica dos extratos mitocondriais diminuiu
consideravelmente, de modo que a propor¢do de DNA plasmidial na forma relaxada pode
correlacionar diretamente com o tempo de incuba¢do do substrato tratado com AM e
fotossensibilizado (Fig. 14 A). Desse modo, foi construida uma curva de cinética de incisdo em

DNA plasmidial ja subtraindo o controle-negativo (Fig. 14 B).
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Figura 14 — Padronizagdo do Ensaio in vitro de Cinética de Incisdo em DNA plasmidial. A) Gel demonstrativo
de um experimento de cinética de incisdo em DNA plasmidial. 1) pBR322 ndo-tratado; 2) pBR322 ndo-tratado + 1
U de Fpg; 3) pBR322 ndo-tratado + 5 pug de EPM de XP4PA por 240 min; 4) pBR322 com 10 pM de AM
fotossensibilizado por 10 min (tratado); 5) pBR322 tratado + 1 U de Fpg; 6) pBR322 tratado + 5 ug EPM de XP4PA
durante 30 min; 7) pBR322 tratado + 5 pg de EPM de XP4PA por 60 min; 8) pBR322 tratado + 5 ug de EPM de
XP4PA por 120 min; 9) pBR322 tratado + 5 ug de EPM de XP4PA por 240 min. B) Cinética de incisdo em DNA
plasmidial pBR322 tratado com 10 uM de AM fotossensibilizado por 10 min. Os sitios sensiveis foram quantificados
por ImageJ e normalizados subtraindo o controle negativo (atividade inespecifica de nuclease). Os valores séo
apresentados como média + desvio padrdo (n=2)
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4.2 ANALISE DA LOCALIZACAO SUBCELULAR DE XPC

Apos a padronizacdo do ECID, comegamos 0S nossos experimentos partindo das
seguintes observacOes anteriores: i) sabendo que OGG1 é a principal DNA glicosilase a
participar no reparo de 8-oxoGua em mtDNA (de Souza-Pinto et al., 2001) e que ii) XPC
interage fisicamente e funcionalmente com OGG1 no nucleo (D’Errico et al., 2006); estaria
XPC auxiliando a atividade de OGG1l na mitocondria? Para responder essa pergunta,
investigamos, por Western blot, a presenca ou ndo de XPC em fragdes mitocondriais altamente
purificadas.

No entanto, pode-se ver claramente na figura 15 A que mitocondrias da linhagem
selvagem, MRC-5, ndo apresentam qualquer sinal para XPC. Igualmente, experimentos de
imunofluorescéncia indicam a presenca majoritaria de XPC no nucleo, e talvez, uma presenca
minoritaria no citoplasma (Fig. 15 B). Porém, o sinal citoplasmético de XPC em células MRC-
5 muito provavelmente representa uma ligagdo inespecifica do anticorpo secundario, uma vez
que células XP4PA-SV, que ndo apresentam niveis detectaveis da proteina XPC, quando
avaliado por Western blot (Fig 15 A), também apresentam uma fluorescéncia basal.

Esses resultados indicam que XPC, pelo menos em condicéo padrdo de cultura, ndo se
localiza em mitocondria de células humanas. Desta forma, um papel direto de XPC sobre a
atividade de OGG1 mitocondrial ndo seria possivel.

A Nuclear Mitocondrial

A A
4 A . A
MRC-5 XP4PA-SV MRC-5 XP4PA-SV

. Lamin B2
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Figura 15 — Localizagao subcelular da proteina XPC. A) Western blot de fragdes mitocondriais e nucleares das linhagens MRC-5 e XP4PA-
SV. Foram usados anticorpos primarios contra XPC, mitofusin-1 (como controle mitocondrial — MFNZ1) e lamin B2 (como controle nuclear).
As fragbes mitocondriais purificadas das células MRC-5 ndo apresentaram sinal para XPC, ao contrario das fragcdes nucleares que tiveram um
sinal consistente. Como esperado, na linhagem XP4PA, mutante para XPC, nédo foi detectado sinal da proteina XPC em qualquer um dos dois
compartimentos celulares investigados. B) Imunofluorescéncia de células MRC-5 e XP4PA. Foram usados 0s anticorpos primarios contra XPC
e piruvato desidrogenase (PDH). Os ensaios demonstraram a presenca da proteina XPC no ntcleo, conforme esperado e indicado pelas flechas
brancas. Esses experimentos foram feitos em parceria com a Dra Rute A. P. Costa e também foram utilizados em sua tese de doutorado (2013).
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4.3 ANALISE DA SENSIBILIDADE DE CELULAS XP-C A ESTRESSE REDOX
MITOCONDRIAL

4.3.1 Ensaios de Sobrevivéncia Celular Clonogénica

Em um estudo-piloto conduzido anteriormente pela Prof. Dra Nadja C. de Souza-Pinto
em colaboracdo com a Dra Tinna Stevsner da University of Aarhus, Dinamarca, dados
preliminares indicaram que duas linhagens primarias de fibroblastos isolados de paciente XP-
C eram mais sensiveis a diversas toxinas mitocondriais do que as linhagens selvagens — AA e
ROT, o desacoplador protonéforo CCCP e o ionéforo de potassio valinomicina. Dessa forma,
uma das propostas iniciais foi avaliar a sensibilidade de células XP-C frente a danos induzidos
no mtDNA.

O conhecimento da estrutura molecular do AM prontificou varios estudos a analisarem
a sua capacidade de se localizar em compartimentos celulares. O carater de cétion lipofilico
desse corante € responsavel pela sua atracdo a ambientes eletroquimicos negativos, como a
matriz mitocondrial (Kowaltowski et al., 1999; Kandela et al., 2002). Alias, o elevado potencial
de membrana da mitocondria (180 mV) a torna particularmente suscetivel a
compartimentalizagdo dessa molécula, concentrando-a cerca de 1.000 vezes em sua matriz em
relacdo ao citosol (Gabrielli et al., 2004). Essa abordagem vem sendo utilizada no nosso
laboratorio para a inducdo seletiva de danos no mtDNA. Nosso grupo tem utilizado um
protocolo de tratamento que se baseia na permanéncia do AM exclusivamente em mitocondrias
apos retirada do meio contendo o AM, e a lavagem das células com PBS para remoc¢do do
excesso de AM no citosol e no ndcleo. Em sua dissertagdo de mestrado, Ms. Carolina
Domeniche Romagna demonstrou que, além de colocalizar em mitocondrias de células Hela,
0 AM incorporado é capaz de gerar 'O, verificado pela formacio do endoperdxido de 9,10-
difenilantraceno (Costa et al., 2011; Romagna, 2012). Além disso, células HEK293T tratadas
com AM e fotossensibilizadas apresentam significativamente mais danos no mtDNA analisado
pela diminuig¢do no rendimento de amplificagédo por PCR de um fragmento longo de 16,3 quilo
pares de base (kpb), do que o genoma nuclear (Tonolli, 2013).

Na auséncia de fotossensibilizacédo, o tratamento das células com AM néo resultou em
diminuicdo no ISC em células selvagens. Porém, células XP4PA-SV e XP4PA-XPC
apresentaram uma pequena citotoxicidade na concentracdo de AM 20 uM, em tratamento

controle ndo-fotossensibilizado (Fig 16 A). Nos tratamentos com AM fotossensibilizado por 30
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min, foi possivel verificar em todas as linhagens uma curva classica de morte concentragdo-
dependente (Fig. 16 B). Na comparacdo entre linhagens, as células XP4PA-SV foram mais
sensiveis ao tratamento com AM 20 uM quando comparadas a linhagem MRC-5 (p<0,05). Essa
maior sensibilidade aos danos induzidos por AM néo foi revertida na linhagem XP4PA-XPC,
apesar dessas apresentarem um pequeno aumento na taxa de sobrevivéncia quando comparadas

com as células deficientes em XPC.
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Figura 16 — Ensaio de sobrevivéncia clonogénica em tratamento com AM. A) Células MRC-5, XP4PA-
SV e XP4PA-XPC tratadas com duas concentragdes de AM (10 e 20 uM) e incubadas no escuro, como controle
de fotossensibilizagdo. B) Células MRC-5, XP4PA-SV e XP4PA-XPC tratadas com trés concentragdes de AM
(5, 10 e 20 uM) e fotossensibilizadas por 30 min. Os valores séo apresentados como média * e.p.m. (n=3).

* diferenca estatisticamente significativa em comparagdo com MRC-5 (p<0,05).

Porque 0 AM pode ser incorporado diferentemente dependendo da linhagem celular,
resolvemos tratar as células com estressores mitocondriais classicos como a ROT e AA,
inibidores dos complexos | e lll, respectivamente, que também induzem estresse redox
(Kowaltowski et al., 2009).
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Células XP-C tratadas com AA foram mais sensiveis do que a linhagem selvagem, nas
concentracBes de 1,0 e 2,0 uM (p<0,05). A corregédo do defeito genético de XP-C resultou na
recuperacdo da sensibilidade a AA das células XP4PA-XPC aos niveis da linhagem selvagem
(Fig. 17 A).

No protocolo de tratamento com ROT, novamente, a linhagem XP4PA-SV foi mais
sensivel do que MRC-5. No entanto, esses experimentos necessitam de mais repeticdes, uma
vez que, em outros dois experimentos independentes, obtivemos uma baixa eficiéncia de
plaqueamento para a linhagem XP4PA-SV. Mesmo assim, ao contrario do tratamento com AA,
celulas XP4PA-XPC ndo foram igualmente sensiveis a selvagem (Fig. 17 B). O tratamento nas
duas maiores concentragdes de ROT, 0,75 e 1,00 uM, foram mais citotoxicos para a linhagem
corrigida do que para MRC-5 (p<0,05). Esses resultados indicam existir uma variacdo na
resposta ao estresse redox mitocondrial, dependendo do modelo adotado. Se por um lado, a
auséncia da proteina XPC sensibiliza as células a estresse mitocondrial via inibicdo do
complexo Il1, e em menor grau via complexo I, indicando um possivel papel protetor, XPC néo

participa da protecdo contra danos no mtDNA infligidos por 0.
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Figura 17 — Ensaio de sobrevivéncia clonogénica em tratamento com inibidores dos complexos | e 111.
A) Células MRC-5, XP4PA-SV e XP4PA-XPC tratadas com cinco concentracdes de AA (0,25; 0,5; 1,0; 2,0 e
4,0 uM) por 4 h. Os valores sdo apresentados como média + e.p.m. (n=3). B) Células MRC-5, XP4PA-SV e
XP4PA-XPC tratadas com trés concentragdes de ROT (0,125; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 pM). Os valores séo
apresentados como média + e.p.m. (MRC-5 e XP4PA-XPC n=3; XP4PA-SV n=1).

* diferenca estatisticamente significativa em comparacdo com MRC-5 (p<0,05).

4.3.2 Teste de Reducao do MTT

Utilizando as linhagens de MDF, avaliamos também se auséncia de Xpc em modelo
murino (Xpc™) tornaria as células mais sensiveis ao estresse redox mitocondrial do que a
linhagem selvagem (Xpc**). Apesar de observarmos uma tendéncia ao aumento de
citotoxicidade na linhagem knockout para Xpc, a diminui¢cdo no %ISC ndo atingiu o nivel de
significancia estatistica (Fig. 18). Devemos considerar, porém, que foram feitos apenas dois

experimentos independentes, o que restringe o poder estatistico do teste t. Para nossa surpresa,
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a linhagem heterozigoto Xpc* foi mais sensivel que a Xpc*/* nas concentragdes de 10 € 20 uM
(p<0,05). Esses resultados apontam para um efeito de haploinsuficiéncia ou desequilibrio na

via de reparo que sensibiliza as células ao estresse redox mitocondrial.
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Figura 18 — indice de sobrevivéncia celular medido pela redugdo do MTT em MDFs ap6s o tratamento
com AM fotossensilibizado. MDF Xpc*'*, Xpc* e Xpc” foram tratadas com cinco concentracdes de AM (5,
10, 20, 30 e 50 uM) por 1 e, apés lavagem com PBS, sensibilizadas por 30 min. Os valores sdo apresentados
como média + e.p.m. (n=2).

* diferenca estatisticamente significativa em comparagdo com Xpc** (p<0,05).

4.3.3 NUmero e Tempo de Duplicacdo da Populacdo Celular (NDPC)

Utilizando ainda MDFs investigamos o papel da proteina Xpc no crescimento celular
em duas condicdes de cultivo, em normoxia (3% de O2) ou hiperdxia (20% de O2), que é a
condicdo padrdo da maioria das culturas celulares mantidas sob atmosfera ambiente. A figura
19 apresenta um grafico de NDPC por tempo de cultura de um experimento independente.
Devido a problemas técnicos com a estufa de O, ndo pudemos concluir os experimentos com

0 numero de repeti¢bes adequado.
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Figura 19 — Naimero de duplicaces da populagdo celular (NDPC). A) MDFs Xpc**, Xpc*" e Xpc™
cultivados em estufa com 20% de O,. B) MDFs Xpc**, Xpc* e Xpc” cultivados em estufa com 3% de O.

O formato do gréafico na figura 19 B indica que, em condi¢do de normoxia, apesar de
todas as células entrarem em senescéncia proliferativa ao mesmo tempo, por volta do 15° dia,
os MDFs Xpc™ se dividem mais rapidamente do que MDFs selvagens. Realmente, o tempo de
duplicacdo da populacdo celular de fibroblastos Xpc” é 29,1% menor do que a linhagem
selvagem (Xpc*/* =3,31; Xpc*/~ =2,88 e Xpc™/~ = 2,34 dias). Por outro lado, em
condicdo de hiperoxia, as 3 linhagens apresenram tempos de duplicacdo similares, o que sugere
que essas condicdes de cultura podem mascarar efeitos sutis no ciclo celular decorrentes da

auséncia de proteinas de reparo.
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4.4 MEDIDA DA TAXA DE CONSUMO DE OXIGENIO

Uma vez que as células deficientes em XPC demonstraram maior sensibilidade a trés
agentes que induzem, primariamente, estresse redox mitocondrial, investigamos a integridade
funcional das mitocondrias nas linhagens celulares utilizadas. Para avaliar o funcionamento dos
complexos da CTE na auséncia de XPC, resolvemos fazer medidas de consumo de oxigénio em
aparelho Oroboros® em células permeabilizadas em suspensao. Iniciamos 0s experimentos
com substratos que fornecem elétrons ao carreador NADH, permitindo a entrada dos elétrons
especificamente pelo complexo | (C-1), também conhecido como NADH desidrogenase. A
OCR basal da linhagem XP4PA-SV era menor do que a da linhagem selvagem, assim como a
OCR ap0s permeabilizacdo para captacao do substrato (p<0,05) (Fig. 20). Essa menor OCR nas
células XP4PA-SV em comparacdo a MRC-5 se mantém apds adicdo de ADP para estimular a
fosforilagédo via ATP sintase (p<0,05); e o consumo de O € 0 mesmo nas duas linhagens quando
inibidas com CAT (um inibidor da translocase de nucleotideos de adenina — ANT1), indicando
que a linhagem MRC-5 n&o apresenta maior taxa de respiracdo devido a um desacoplamento
prévio (vazamento de H*, proton leak em inglés). De fato, apds o desacoplamento efetuado pela
adicdo de FCCP, a velocidade de respiracdo da linhagem MRC-5 ¢é significativamente maior do
que as células de paciente XP-C. O controle respiratorio, que € a razdo entre a OCR fosforilativo
(estado 3appr) e a OCR ndo-fosforilativo (estado 4oiigo), € significativamente menor em células
XP-C quando comparadas com MRC-5.
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Figura 20 — OCR ligada a substratos de NADH em células MRC-5, XP4PA-SV e XP4PA-XPC. Os pardmetros respiratorios séo:
Basal) taxa respiratoria com substrato endogeno, Dig) apds permeabilizacdo com digitonina 30 uM, ADP) apo6s adi¢édo de ADP 100 uM
para fosforilacdo (estado 3), CAT/Oligo) apds a adicdo de CAT 4 uM ou oligomicina A 1 uM para inibicdo da ATPase (estado 4), CCCP)
velocidade respiratéria maxima apds desacoplamento com CCCP 0,25 ou 1 uM, CR) controle respiratério, razao entre estado 3 e estado
4. Os valores sdo apresentados como média + e.p.m. (MRC-5 e XP4PA-SV n=12; XP4PA-XPC n=4)

* diferenca estatisticamente significativa em comparacdo com MRC-5 (p<0,05).
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Quando avaliamos o impacto da corre¢do de XPC na linhagem deficiente para essa
proteina, observamos que todos os valores de OCR nos parametros respiratérios analisados
retornaram a niveis comparaveis ao da linhagem selvagem, com exce¢do de OCR em estado 4.
Fica patente que a presenca de XPC é capaz de reverter a deficiéncia na respiracdo mitocondrial
via complexo I. N&o escapou a nossa atencdo que XP4PA-XPC apresenta uma maior respiracdo
em estado ndo-fosforilativo indicativo de um desacoplamento leve, refletindo assim no valor
do controle respiratério, que foi igual entre XP4PA-SV e XP4PA-XPC (Fig. 20).

Em seguida dos experimentos de controle respiratorio, analisamos as taxas de consumo
de O via complexos Il e IV. Ao contrario do que foi observado para o C-I, ao iniciarmos o
consumo de O pela adicdo de succinato, as células XP4PA-SV respiravam mais do que a
linhagem selvagem. Igualmente, a velocidade de respiracdo maxima do complexo Il, ap6s o
desacoplamento com CCCP, foi significativamente maior do que MRC-5 (p<0,05). Por outro
lado, células da linhagem XP4PA-XPC apresentam OCR semelhante & da linhagem selvagem,
em todas as condicOes experimentais. Esse resultado favorece o argumento de que a menor taxa
respiratoria do complexo Il em células selvagens ndo se deve a limitagcdo dos complexos Il e
IV subsequentes na CTE. De fato, a OCR ap6s a adicdo de AA, bloqueou igualmente o fluxo
de elétrons e o consumo de Oz em ambas as linhagens MRC-5 e XP4PA-SV. Valores similares
de OCR em ambas as linhagens foram obtidos quando o complexo IV foi alimentado
diretamente com TMPD/ascorbato (Fig. 21).
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Figura 21 — OCR via complexos Il e IV em células MRC-5, XP4PA-SV e XP4PA-XPC. Os
parametros respiratérios sdo: Succinato) taxa respiratoria do complexo Il (SDH); CCCP) velocidade
méxima de respiracéo pelo complexo II; Antimicina A) apos adicdo de AA 1 uM; TMPD/Ascorbato)
apds adicdo de TMPD 0,2 mM e ascorbato 2 mM, OCR do complexo IV. Os valores sdo apresentados
como média + desvio padrdo. (MRC-5 n=5; XP4PA-SV n=3; XP4PA-XPC n=9)
* diferenca estatisticamente significativa em comparagdo com MRC-5 (p<0,05).
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Esses dados estdo de acordo com os dados obtidos pela Dra Rute A. P. Costa (2013)
que demonstrou que em ambas as linhagens MRC-5 e XP4PA-SV apresentam a mesma
atividade de citocromo ¢ oxidase (complexo IV). Conclui-se que na auséncia de XPC as OCRs
dos complexos I e 11 se encontram inversamente moduladas, havendo uma diminui¢do da OCR
via C-l e um aumento da OCR via C-ll que séo revertidas através da correcdo de XPC em
modelo celular isogénico.

Em seguida, perguntamos se essa diferenca nas atividades dos complexos | e Il se
reflete em alteracbes na OCR em ceélulas intactas. A analise nesse sistema é especialmente
valiosa, pois essa medida de OCR abrange o aporte de todas as fontes oxidaveis de carbono da
célula, e a sintese e degradacdo de ATP (turnover) inclui todas as reacfes celulares que
demandam ATP, direta ou indiretamente (Brand & Nicholls, 2011).

Ao contrario das analises em células permeabilizadas, observou-se que 0 consumo
basal de O, da linhagem XP4PA-SV estava significativamente maior do que a linhagem
selvagem (Fig. 22 A). Porém, descontando a respiracdo ndo-mitocondrial mensurada apos a
inibicdo da CTE com ROT e AA, a respiracdo basal das duas linhagens néo diferiam entre si.
Inesperadamente, XP4PA-SV apresentou uma maior CRM quando comparada com células
MRC-5 (p<0,05). Porque a linhagem XP4PA-SV foi mais sensivel ao estresse redox
mitocondrial induzido por AM, AA e ROT do que a MRC-5, imaginava-se que, em parte, esse
fendmeno seria explicado pela incapacidade que células XP-C teriam de superar insultos que

demandassem maior capacidade respiratoria.
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Figura 22 — Medida OCR em células aderidas. A) Tragado experimental de trés experimentos independentes e uma ilustracéo
esquematica dos parametros analisados. B) Grafico de parametros bioenergéticos de glicose como fonte de carbono calculados conforme
descrito na segdo 3.13.2. RB) respiracéo basal; RATP) respiracdo acoplada a sintese de ATP; CRM) capacidade respiratéria maxima;
CRR) capacidade respiratéria reserva; VP) vazamento de H+; RNM) respiracdo ndo-mitocondrial. Os valores séo apresentados como
média + desvio padrdo. (n=3).

* diferenca estatisticamente significativa em comparacdo com MRC-5 (p<0,05).

Esses resultados indicam que, apesar de células XP-C apresentarem alteracdo no uso
dos complexos da CTE, essa modulagdo ndo afeta sua capacidade respiratoria. Além disso,
corroboramos os resultados de Rezvani et al. (2011) demonstrando que a auséncia de XPC gera

um aumento de consumo de Oz ndo-mitocondrial, compativel com a atividade de NOX1.
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4.5 ANALISE DA PRODUCAO E REMOCAO DE ESPECIES REATIVAS DE
OXIGENIO

4.5.1 Analise Indireta de Espécies Reativas de Oxigénio

Para acessarmos o estado redox das células XP-C, resolvemos investigar a producéo
de O2" e H20, com o uso de sondas fluorescentes especificas para cada espécie. Inicialmente,
medimos a produgdo de H»O> através do uso de Amplex® UltraRed que tem fluorescéncia
menos sensivel a variagdes de pH do que o Amplex® Red, de acordo com o manual do
fabricante.

Células de pacientes XP-C produziram mais H-O> do que a linhagem selvagem no
controle ndo-tratado e essa producao foi totalmente revertida em células corrigidas (p<0,05).
Em experimentos anteriores nosso grupo ja havia demonstrado que células XP-C produziam
mais H.O> do que a linhagem selvagem (Costa, 2013). Essa maior produgéo foi parcialmente
inibida através da incubacdo com DPI, um inibidor de flavoproteina e, consequentemente, de
NOX. Com isso, podemos refinar a geracdo de H20. mitocondrial ao invés da detectarmos a
partir de outros compartimento e sistemas enzimaticos. Na presenca de DPI, ainda assim células
XP4PA-SV produziram mais H2O> do que a linhagem corrigida XP4PA-XPC (p<0,05). Esse
resultado ¢ um indicativo de que outras alteracbes moleculares, além de NOX1, séo
responsaveis pelo aumento na produgdo de H.O. em celulas XP-C. A adi¢do de DPI e AA nas
células ndo gerou um incremento na produgéo de H>O> decorrente de um aumento na producao

de Oy através do complexo Il (Fig. 23).
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Figura 23 — Medida da produg&o de H,O, por Amplex® UltraRed. Para analisar a produgdo de H,0,, 5x10*
foram incubadas em 0,2 mL de PBS/Hank’s, Amplex® UltraRed 5 uM e HRP 0,1 U/mL, com excitacéo e
emissdo de 530 e 590 nm, respectivamente. Ctrl NT) sem adi¢éo; DPI) DPI 5 uM; DP1+AA) DPI 5 uM e AA
1 pM. Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo. (MRC-5, n=3; XP4PA-SV e XP4PA-XPC,
n=5). * diferenca estatisticamente significativa em comparagdo com MRC-5 (p<0,05). # diferenga
estatisticamente significativa em comparagdo com XP4PA-SV (p<0,05).

Resolvemos investigar a producao de O™ mitocondrial por meio da oxidacéo da sonda
fluorescente MitoSOX™. Na presenca de DPI 5 uM e AA 5 uM, a mediana da fluorescéncia
de células XP4PA-SV foi significativamente maior do que de células MRC-5 (Fig. 24). Um
aumento na fluorescéncia pela oxidacdo do MitoSOX™ nio é restrito a reagdo com Oy
(Zilonka et al., 2008). Porém, no nosso sistema, podemos assegurar que grande parte da
fluorescéncia é proveniente da formacdo O>™ no complexo Il inibido pela AA, um processo
genuinamente e cientificamente comprovado (Loschen et al., 1971, Boveris & Cadenas, 1975;
Dionisi et al., 1975; Turrens, 2003; Robinson et al., 2006; Mukhopadhyay et al., 2007).
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Figura 24 — Medida da produgéo de O, por MitoSOX™. Células MRC-5 e XP4PA-SV foram tripsinizadas
e 1x10° foram tratadas com AA 5 uM, DPI 5 pM e MitoSOX 5 uM em 500 pL de meio DMEM por 30 min.
As amostras foram analisadas em citdmetro de fluxo, canal FL-2. Os valores sdo apresentados como média +
e.p.m. (n=6). * diferenca estatisticamente significativa em comparagdo com MRC-5 (p<0,05).

4.5.2 Analise da Atividade de Enzimas Antioxidantes

O aumento na deteccéo de O>" e H202 nos experimentos descritos anteriormente pode
ser consequéncia de um desequilibrio no sistema de defesa antioxidante. Dessa forma,
resolvemos investigar as atividades enzimaticas de superoxido dismutase (SOD) e glutationa
peroxidase (GPx). Em todas as linhagens investigadas, a atividade de SOD total se manteve
constante (Fig. 25 A). Ja a atividade de GPx, uma das enzimas responsaveis em detoxificar
H>0O> gerado pela dismutagéo do O™, estava aproximadamente 3,8X menor em células XP4PA-

SV, em comparagdo a linhagem MRC-5 (Fig. 25 B).
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Figura 25 — Atividade de enzimas antioxidantes. A) Gréafico da atividade de SOD. A atividade enzimética é expressa pela inibi¢do da
reducéo de WST-1 a formazan. Nesse sistema, a enzima xantina oxidase gera O,™ que, por sua vez, reduz WST-1 a formazan. Na presenca de
SOD, 0 O, gerado é dismutado a H,O,, diminuindo a conversdo de WST-1 a formazan. Os valores s&o apresentados como média * desvio
padrdo (n=3). B) Gréfico da atividade de GPx. A reacéo para monitorar a atividade de GPx consistiu de 100 pg de proteina celular total em
tampéo fosfato dibésico de potassio 100 mM (pH 7,7), EGTA 1 mM, NaNO; 1 mM, H,0, 250 mM, NADPH 150 mM, glutationa redutase 60
mU/mL (GR) e glutationa reduzida 5 mM (GSH). A redugdo nos valores de absorbancia, devido & oxidagcdo do NADPH a NADP+ foi
monitorada a 340 nm em espectrofotdmetro termostatizado a 25 °C. Os valores sdo apresentados como média + e.p.m. (n=4)

* diferenca estatisticamente significativa em comparagdo com MRC-5 (p<0,05).

4.6 ANALISE DE DANOS, NUMERO DE COPIAS E DELECAO DO MTDNA

Uma vez que identificamos em células de pacientes XP-C um aumento na geragdo
mitocondrial de O, e H.O, somada a uma diminuicdo da defesa antioxidante via GPX,
resolvemos investigar a formacao de lesdes em mtDNA nessa linhagem. Para isso, utilizamos
a técnica de XL-PCR onde é amplificado um fragmento de 16,3 kpb do mtDNA, quase todo o
genoma mitocondrial. Essa técnica se baseia na caracteristica que algumas lesbes de DNA
apresentam de impedir a progressao da sintese de DNA pela polimerase da reacdo. Assim sendo,
quao menor a quantidade final do amplicon durante a fase exponencial da rea¢cdo, maior nimero
de lesdes presentes no DNA molde.

Na linhagem XP4PA-SV encontramos 0 mtDNA significativamente mais lesionado
do que na linhagem MRC-5 (p<0,05). Essa diminuicdo na amplificacdo do fragmento longo de
mtDNA néo foi devido ao menor numero de cépia de genoma mitocondrial por células,
conforme demonstrado na figura 26 A. Ademais, em células XP-C apenas o mtDNA apresentou
um actmulo significativo de lesdes bloqueadoras, uma vez que ndo observamos um aumento
significativo de danos no nDNA nessa linhagem (Fig. 26 A). Com o intuito de saber se 0
aumento de danos no mtDNA era uma consequéncia da auséncia de XPC, e ndo um artefato

especifico da linhagem XP4PA-SV, realizamos 0 mesmo experimento com o DNA de outra
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linhagem XP-C ndo-relacionada e seu respectivo controle. Na comparagao entre fibroblastos
primarios extraidos de um individuo normal (AS405) com os de um individuo XP-C (XP17VI)
encontramos que o mtDNA do paciente XP-C também estava mais danificado do que a

selvagem (Fig. 26 B).
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Figura 26 — Analise de danos no mtDNA pela técnica de XL-PCR. A) Gréafico de razdo de amplificagdo relativa de mtDNA e nDNA com
trés linhagens celulares, MRC-5 (selvagem), XP4PA-SV e XP4PA-XPC. A razdo de amplificacéo relativa de mtDNA foi calculada através
do densitografia em gel de agarose do fragmento de 16,3 kbp do mtDNA pelo fragmento de 140 bp do gene MT-ND1. A razéo de amplificacéo
relativa de nDNA foi calculada através do densitografia em gel de agarose do fragmento de 10,4 kbp do gene nuclear HPRT pelo fragmento
de 170 bp do mesmo gene.Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo (n=3). B) Grafico de razdo de amplificacdo relativa de
mtDNA de duas linhagens primarias AS405 (selvagem) e XP17VI.

* diferenca estatisticamente significativa comparada com seus respectivos controles (p<0,05).

Porém, na linhagem XP4PA-XPC ndo detectamos uma diminuicdo de danos no
mtDNA (Fig. 26 A), apesar de termos observado a recuperacdo na producao de H>O; e o retorno
da taxa de respiracdo do complexo I e Il aos niveis da linhagem MRC-5 (Fig. 20, 21 e 23).
Ficou demonstrado que na auséncia de XPC, o mtDNA se encontra ou mais danificado ou mais
deletado, e que a correcdo do defeito molecular em células XP-C ndo é capaz para reverter essas
alteragdes no mtDNA.

A fim de obtermos uma estimativa da frequéncia de delecdo de mtDNA, realizamos
gPCR para MT-NDA4L, um gene mitocondrial mais frequentemente deletado em populagdes
humanas. Como controle usamos o gene MT-ND1 que se encontra raramente deletado. Desse
modo, quao menor a razdo de amplificacdo de MT-NDA4L por MT-ND1 mais deletado o mtDNA
se encontra. Conforme demonstrado na figura 27 A, observamos um aumento de delecdo no

mtDNA de células XP-C em comparacdo com a linhagem selvagem (p<0,05). A fim de
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averiguarmos de que o aumento na delecdo de MT-NDAL se trata de uma caracteristica

especifica de células XP-C, realizamos o mesmo experimento com a linhagem XP12RO,

isolada de paciente XP-A. Nessa linhagem nao observamos um aumento de delecdo no mtDNA
comparado a linhagem MRC-5 (AACtxp12ro=1,03£0,068 vs. AACtmrc-5=0,98+0,038). Além
disso, 0 aumento na dele¢éo de mtDNA em XP-C também foi confirmado na linhagem priméria

XP17VI1 comparado com sua respectiva linhagem selvagem (Fig. 27 B).

A

2.0 1

1.6 o

1.2 1

AACt

0.8 4

0.4 4

0.0

No. de copias

MT-ND4L

OMRC-5
HEXP4PA-SV

OXP4PA-XPC

B
1.5 1

1.2 4

0.9 ~

AACE

0.6 ~

0.3 ~

0.0

No. de capias MT-ND4L

0AS405

BXP17VI

Figura 27 — Andlise de nimero de cépias de mtDNA e frequéncia de delecdo por gPCR. A) Gréafico de AACt de trés linhagens celulares,
MRC-5 (selvagem), XP4PA-SV e XP4APA-XPC. O AACt foi calculado através equacéo descrita na se¢do 3.16.2. Para o nimero de copias de
mtDNA (No. de cépias) o gene alvo foi MT-ND1 e o gene referéncia foi HPRT. Para a presenga de MT-NDA4L (MT-NDA4L) o gene alvo foi
MT-NDAL e o gene referéncia foi ND1. Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo (n=4). B) Grafico de AACt de duas linhagens
primarias AS405 (selvagem) e XP17VI. Os valores sdo apresentados como média + desvio padrdo (AS405, n=4; XP17VI, n=6).
* diferenca estatisticamente significativa comparada com seus respectivos controles (p<0,05).

A correcdo molecular de XPC néo foi capaz de reverter o aumento na delecdo de

mtDNA (Fig. 27 A). Esses dados sugerem que os danos e as delecdes no mtDNA em células

XP-C ndo podem ser revertidos apds a reintroducdo de XPC. Além disso, pode-se a0 menos

especular que esses danos e delecdes no mtDNA s&o permanentes e, talvez, ajam como

marcadores de estresse redox crénico mesmo apos o retorno do equilibrio redox.
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4.7 ANALISE DA ATIVIDADE DE CITRATO SINTASE

No mesmo estudo-piloto conduzido pela Profa. Dra Nadja C. de Souza-Pinto, na
University of Aarhus, havia indicios de que mitocondrias isoladas a partir de fibroblastos de
paciente XP-C perdiam sua atividade de citrato sintase durante o processamento da amostra,
algo que ndo ocorria em mitocdndrias de individuos normais. Desse modo, em colaboragdo com
a Dra Rute A. P. Costa, resolvemos investigar essa atividade enzimatica de citrato sintase em
linhagens XP-C imortalizada e primaria.

Em mitocondrias isoladas de MRC-5 e XP4PA-SV ndo observamos a perda da
atividade de citrato sintase em nenhuma das duas linhagens (1.642+390 vs. 1.567+366 mU/mg
de proteina, respectivamente).

Ainda assim, porque a atividade da enzima citrato sintase é comumente utilizada como
um indicador de numero de mitocéndrias, resolvemos investigar a atividade de citrato sintase
em extrato celular total. De fato, estudos indicam que a atividade de citrato sintase permanece
inalterada mesmo em condi¢Bes experimentais distintas, uma vez que € expressa
constitutivamente (Booth & Kirby, 1991). A atividade de citrato sintase apresentou-se
diminuida em as ambas linhagens deficientes em XPC, XP4PA-SV e XP17VI (p<0,05), em
comparagdo com as respectivas linhagens selvagens (Fig. 28 A e B). Esses dados indicam que
células XP-C possuem menos mitocondrias do que células selvagens, apesar de 0 nimero de

copias de mtDNA relativo ao gene nuclear de cOpia Unica se manter constante.
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Figura 28 — Atividade de citrato sintase. A) Gréafico da atividade de citrato sintase das linhagens MRC-5 (selvagem) e XP4PA-SV. B)
Gréfico da atividade de citrato sintase das linhagens AS405 (selvagem) e XP17V1. Os valores sdo apresentados como média + e.p.m. (n=4).
* diferenca estatisticamente significativa comparada com suas respectivas linhagens selvagens (p<0,05)
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4.8 ANALISE DE EXPRESSAO GENICA

4.8.1 Triagem de Genes Diferencialmente Expressos em XP-C

Os dados apresentados anteriormente nos impulsionaram a verificar se a modulagédo
da atividade dos complexos da CTE e do nimero de mitocéndrias por célula se dava em nivel
transcricional. Desta forma, realizamos experimentos para avaliar a expressdo diferencial de
genes envolvidos em trés processos mitocondriais: i) genes da CTE, ii) genes de reguladores de

biogénese mitocondrial e iii) genes de moduladores do metabolismo mitocondrial.
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Figura 29 — Expressdo de genes da CTE, de reguladores de biogénese mitocondrial e de moduladores de metabolismo mitocondrial.
A) Grafico de AACt de MRC-5 (selvagem) e XP4PA-SV. O AACt foi calculado através equagdo descrita na secdo 3.16.2. O gene referéncia
de todos os genes analisados foi ACTB. A analise dos resultados com outros genes housekeeping (TUBB, TBP e HPRT) demonstrou que ndo
ha diferenca entre esses e o gene housekeeping ACTB utilizado referéncia para todas as analises. Os valores sdo apresentados como média +
e.p.m. (n=4). B) Gréfico de AACt de duas linhagens primarias AS405 (selvagem) e XP17VI. Os valores sdo apresentados como média +
desvio padréo (AS405, n=4; XP17VI, n=6).

* diferenca estatisticamente significativa comparada com seus respectivos controles (p<0,05).

Conforme visualizado nas figuras 29 A e B, nessa triagem o gene PPARGCI1A
destacou-se como o produto com expressdo mais alterada em células XP-C em relacdo aos
respectivos controles. O gene PPARGC1A (peroxisome proliferator-activated receptor gamma
coactivator 1 alpha) codifica para o coativador transcricional PGC-la, um importante
controlador de biogénese mitocondrial. Essa proteina atua principalmente em conjunto com

fatores de transcricdo recrutando-os aos promotores de seus genes-alvo (Andersson &
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Scarpulla, 2001; Meirhaeghe et al., 2003; Lin et al., 2005). Observamos uma diminuicédo de
cerca de 16X na expressao de PGC-1 a em células XP4PA-SV comparado a MRC-5 (p<0,001).
Além disso, em células XP4PA-SV observamos um aumento na expressao de SDHA, uma
subunidade do complexo I, corroborando os dados de respiragdo aumentada em XP-C quando
succinato é utilizado como substrato respiratério. Outros dois genes NRF1 e SIRT3
apresentaram expressao aumentada em celulas XP4PA-SV em comparacdo a MRC-5. SIRT3 é
uma desacetilase dependente de NAD™ encontrada na mitocondria (Schwer et al., 2002) e esta
fortemente associada a regulacdo da reprogramacdo metabdlica e da resposta ao estresse
oxidativo (Chen et al., 2014). NRF1 é um fator de transcricdo envolvido na expressdo de
subunidades da CTE, enzimas de biossintese do grupo heme, e fatores regulatérios da
transcricao e da replicacdo do mtDNA (Scarpulla, 2008). O fato da expressdo desses dois genes
ter sido encontrada aumentada em células XP-C sugere um papel delas na reorganizacédo
metabdlica mitocondrial.

Igualmente, a linhagem ndo transformada XP17VI apresentou uma diminui¢cdo de
cerca de 21X na expressdao de PPARGC1A em comparagdo a linhagem selvagem (p<0,001).
Também observamos o mesmo aumento na expressdo de SDHA, SIRT3 e NRF1. Porém, em
células primarias, observamos também um aumento na expressdo de NFE2L1 e PPARA. Esses
resultados sdo opostos ao obsevado em células XP4PA-SV, no qual foi demonstrada a
diminuicdo na expresséo de PPARA. Devido a essa discrepancia, e porque a diminuicdo de
PPARGCI1A foi robusta e reprodutivel nos dois modelos celulares, resolvemos investigar a

fundo os possiveis mecanismos que afetam a expressdo desse coativador transcricional.

4.8.2 Anélise do Papel de XPC na Metilagédo do Promotor de PPARGC1A

Barres et al. (2009) demonstraram que a metilagcdo ndo-CpG da regido promotora de
PPARGC1A mediada por DNMT3B [DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 beta] alterava sua
expressao e, consequentemente, a densidade mitocondrial. Em vista disso, tratamos células
MRC-5 e XP4PA-SV com o agente pan-desmetilante 5-aza-2'-desoxicitidina (5-aza-dC). Como
controle de inducdo, usamos o gene KRT8 (keratin 8, type Il) que é superexpresso em
fibroblastos apos o tratamento com 5-aza-dC (Liang et al., 2002). Apds terem sido cultivadas
por 8 dias na presenca de 5-aza-dC 1 uM, ambas as linhagens tiveram um aumento significativo
na expressdo de KRT8 quando comparado com o controle tratado com PBS (p<0,05). A

desmetilagdo, porém, ndo afetou a expressdo de PPARGC1A em ambas as linhagens (Fig. 30).



113

#
3.0 -
#
2.5 -
OMRC-5 PBS

2.0 -
- OMRC-5 5-aza-dC
&
ﬂ 1.5 1 EXP4PA-SV PBS

Lo {- BXP4PA-SV 5-aza-dC

0.5 - % *

k%
0.0 T EEm i
XPC PPARGC1 KRTS8

Figura 30 — Expressdo de XPC, PPARGCL1 e KRT em células tratadas com 5-aza-dC Grafico de AACt de MRC-5 (selvagem) e
XP4PA-SV tratadas com PBS (controle-negativo) e 5-aza-dC (agente pan-desmetilante). O AACt foi calculado através da equacédo
descrita na segdo 3.16.2. O gene referéncia de todos os genes analisados foi ACTB. Os valores sdo apresentados como média + desvio
padrdo. (n=3).

* diferenca estatisticamente significativa entre linhagens (p<0,05).

# diferenca estatisticamente significativa entre o grupo tratado e o grupo controle da mesma linhagem (p<0,05).

A linhagem XP4PA-XPC ndo p6de ser usada nesses experimentos, pois, conforme
relatado em Dubuy et al. (2013) as células foram previamente tratadas com o mesmo agente
desmetilante a fim de aumentar a eficiéncia da correcdo. De fato, a expressédo de KRT8 se
encontra constitutivamente aumentada em células XP4APA-XPC mesmo sem tratamento com 5-
aza-dC (Fig. 31).
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Figura 31 — Expressdo de XPC, PPARGCL1 e KRT na linhagem XP-C corrigida. Grafico de
AACt de trés linhagens celulares: MRC-5 (selvagem), XP4PA-SV e XP4PA-XPC. O AACt foi
calculado através equacéo descrita na secéo 3.16.2. O gene referéncia de todos os genes analisados
foi ACTB. Os valores séo apresentados como média + desvio padrdo. (n=3).

* diferenca estatisticamente significativa entre linhagens (p<0,05).

# diferenca estatisticamente significativa entre o grupo tratado e o grupo controle da mesma
linhagem (p<0,05).

Também realizamos experimentos de sequenciamento de DNA da regido promotora
de PPARGCLA apo6s tratamento com bissulfito. O tratamento da amostra de DNA com
bissulfito converte citosinas ndo-metiladas a uracila, enquanto regides contendo 5-metilcitosina
permanecem resistentes a essa conversdao. Dessa forma, apds a reacao de sequenciamento, toda
citosina desmetilada gera um sinal para timina enquanto toda citosina metilada continua
gerando um sinal para citosina. Contudo, ndo obtivemos um sinal limpo para o sequenciamento
a despeito de termos obtido uma média de 15 col6nias bacterianas brancas contendo como

inserto a regido promotora de PPARGC1A clonada em vetor pDrive® (Qiagen®).

4.8.3 Analise da Expressao de Genes da Familia PGC1 e TFAM como Gene-alvo

Porque PPARGCL1A pertence a familia dos coativadores de PGC1 que apresentam
sobreposicao de fungéo, resolvemos investigar a expressdo dos outros dois membros da familia,
os genes PPARGC1B (peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 beta)
e PPRC1 (peroxisome proliferator-activated receptor gamma, coactivator related 1). Também
investigamos a expressdao de TFAM (mitochondrial trancription factor A) um gene-alvo de
PGC-1a (Barrés et al., 2009).
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Né&o foi possivel estabelecer a eficiéncia da PCR de PPARGC1B mesmo utilizando
quatro diferentes pares de iniciadores. Quando analisamos a expressdo de PPRC1 na linhagem
XP-C identificamos um leve aumento quando comparado a linhagem selvagem (Fig. 32).
Igualmente, observamos um aumento significativo na expressao de TFAM em células XP4PA-
SV quando comparado com as células de MRC-5. Porém, ndo observamos, em células

corrigidas, o retorno da expressdo de PPRC1 e TFAM aos niveis da linhagem selvagem.
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Figura 32 — Expressdo de TFAM e PPRC1. Gréafico de AACt de trés linhagens celulares: MRC-
5 (selvagem), XP4PA-SV e XP4PA-XPC. O AACt foi calculado através equagdo descrita na se¢do
3.16.2. O gene referéncia de todos os genes analisados foi ACTB. Os valores sdo apresentados como
média + desvio padréo. (n=3).

* diferenca estatisticamente significativa entre linhagens (p<0,05).

Juntos, esses dados indicam que a diminuicdo acentuada de PGC-la ndo altera a
expressdo de genes-alvo da familia PGCL. Inclusive, ao menos PPRCL, se encontra regulado
positivamente em células XP-C, e podemos ao menos especular que participa no aumento da

expressao de TFAM nessas células.

4.8.4 Andlise do Efeito do Silenciamento de XPC na Expressdao de PPARGC1A

Por fim, resolvemos investigar o efeito do silenciamento XPC via knockdown com
esiRNA em células MRC-5 na expressdo de PPARGC1A. Corroborando os dados anteriores,
apos a supressao da expressao de XPC com esiRNA ndo encontramos uma diminui¢do na
expressdo de PPARGC1A como observado na linhagem XP4PA-SV, ao menos 5 dias apos o

silencimento (Fig. 33). Rezvani et al. (2011) observaram que o silenciamento de XPC mediado
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por sShRNA em queratindcitos levou a uma adaptagdo metabdlica a longo prazo, a qual se
estabeleceu somente 20 dias apOs a transfeccdo. Assim sendo, € possivel que a janela
experimental em nosso protocolo ndo foi longa o suficiente para detectar qualquer alteracao

metabolica dirigida pela auséncia de XPC.
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Figura 33 — Expresséo de TBP, XPC e PPARGC1A em experimento de silenciamento de
XPC. Gréafico de AACt da linhagem MRC-5 transfectadas com esiRNA contra EGFP
(controle) e XPC. O AACt foi calculado através equagdo descrita na secdo 3.16.2. O gene
referéncia de todos os genes analisados foi ACTB. Os valores sdo apresentados como média
+ desvio padrdo. (n=3).

* diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).

4.8.5 Analise da Influéncia do Tipo de Mutacdo no Gene XPC na Expressao de
PPARGC1A

Os resultados anteriores indicaram que a diminuicdo na expressdo de PPARGC1A
observada em células XP4PA-SV e XP17VI ndo é resultado direto da auséncia da proteina
XPC. Dessa forma, investigamos se essa diminuigdo estaria relacionada ao tipo de mutagédo nas
linhagens XP-C. Isso porque as linhagens XP4PA-SV e XP17VI compartilham da mesma
mutagdo em homozigose no gene XPC, a delecdo no dinucleotideo TG (c.1643_1644delTG).
Por isso, analisamos mais duas linhagens XP-C, XP0O3SP que contém a mesma mutacao de
XP4PA-SV e XP17VI, e XP02SP, que apresenta uma mutacdo distinta em homozigose, a
tranversao G—T (c.1969G>T).

Conforme demonstrado por varios autores, a maioria das muta¢des nonsense em XPC
induz nonsense mediated RNA decay (Chavanne et al., 2000; Khan et al., 2006; Khan et al.,
2009). Corroborando observagdes anteriores, 0s experimentos evidenciaram que as trés
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linhagens primarias de fibroblastos isolados de pacientes XP-C possuem uma diminuicao
significativa na quantidade de transcrito de XPC (p<0,05). Para nossa surpresa, as linhagens
XP17VI1 e XPO3SP contendo a mutacdo comum (c.1643 1644delTG) apresentaram uma
diminuigdo na expressdo de PPARGCIA de 21,2X e 5,8X, respectivamente. A linhagem
XP02SP, porém, contendo a mutacdo ¢.1969G>T ndo apresentou alteracdo na expressao de
PPARGC1A em comparacdo a linhagem selvagem (Fig. 34), sugerindo que a diminuicdo na
expressao de PPARGC1A pode, de fato, estar relacionada ao tipo de mutacgéo presente em XPC.
Entretanto, outras linhagens XP-C, contendo mutag@es distintas precisam ainda ser analisadas

para suportar essa correlacao.
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Figura 34 — Expressdo de XPC e PPARGC1A em linhagens primérias com mutacoes
distintas em XPC. Gréafico de AACt da linhagem MRC-5 transfectadas com esiRNA contra
EGFP (controle) e XPC. O AACt foi calculado através da equacéo descrita na se¢do 3.16.2.
O gene referéncia de todos os genes analisados foi ACTB. Os valores sdo apresentados como
média + desvio padrdo. (n=3).

* diferenca estatisticamente significativa (p<0,05).
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5 DISCUSSAO

Vérias evidencias experimentais recentes sugerem que alteracBes metabdlicas
desempenham um papel importante na fisiopatologia de doencas causadas por defeitos
primarios em vias de reparo de DNA. Esses estudos demonstraram em células de pacientes XP-
A e CS-B um significativo desequilibrio redox mitocondrial, como consequéncia do aumento
no potencial de membrana mitocondrial devido a uma diminui¢do na mitofagia (Fang et al.,
2014; Scheibye-Knudsen et al., 2013a), um mecanismo fundamental na remocdo de
mitocdndrias danificadas e disfuncionais (Youle & Narendra, 2011). Esse mecanismo explica
porque pacientes com mutagcfes em XPA, que dao origem a sindrome de DeSanctis-Cacchione
(XP com sintomas neurolégicos), e em CSA e CSB, que dao origem a CS, possuem sintomas
gue mais se assemelham a doencas mitocondriais, fato que foi inclusive utilizado no
desenvolvimento da ferramenta de diagnéstico de doencas mitocondriais — www.mitodb.com
(Scheibye-Knudsen et al., 2013b). Defeitos mitocondriais também foram observados no modelo
murino de ataxia-telangiectasia (ataxia-telangiectasia mutated — ATM), outra doenca genética
de defeito em reparo de DNA (Valentin-Vega & Kastan, 2012). Surpreendentemente, a
correcéo parcial da disfungédo mitofagica em camundongos Atm”, através do cruzamento com
Becn1*", uma proteina relacionada a autofagia, atrasa a formagcéo de tumores.

Nesse contexto, a demonstracdo de que XPC estimula a atividade catalitica de OGG1,
e que OGG1 ¢ a principal responsavel pelo reparo de guaninas oxidadas em mtDNA nos levou
a investigar o papel de XPC na manutencédo da integridade do mtDNA e o papel de disfuncéo
mitocondrial no fendtipo celular de células XP-C. Em nosso estudo, ficou claro que XPC néo
possui papel direto na manutengdo da integridade de mtDNA, uma vez que a proteina nao é
encontrada na mitocondria. Contudo, isso ndo descarta um papel de XPC na regulacdo do
metabolismo mitocondrial. De um lado, por exemplo, as proteinas ATM, CSA e CSB séo
encontradas em mitocéndrias, especialmente ap6s inducdo de estresse oxidativo (Aamann et
al., 2010; Kamenisch et al., 2010; Sharma et al., 2014). Por outro lado, nenhuma proteina
mutada em XP foi encontrada em mitocondrias até o presente momento, mesmo no estudo
relacionando defeitos mitocondriais a proteina XPA (Fang et al., 2014). No entanto, em modelo
XP-A existe uma ligacao entre reparo de DNA e disfuncdo mitocondrial. Os autores postularam
que a ativagdo prolongada de PARP devido a ndo-resolugcdo dos danos no DNA leva a uma
diminuicdo no contetdo de NAD". Dessa forma, a atividade de desacetilase dependente de

NAD" desempenhada por SIRT1 se encontraria comprometida, levando também a inibicéo da
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ativagdo de PGC-la. Por fim, isso culminaria em diminui¢do da expressio de UCP2
(uncoupling protein 2, mitochondrial proton carrier), levando a um aumento do AY
mitocondrial como mecanismo compensatorio para 0 aumento da sintese de ATP. Contudo,
como explanado na secéo 1.3, um aumento na FPM acarreta em uma maior geracdo de ROS
(Korshunov et al., 1997). Além disso, a diminuigdo do A¥ mitocondrial € um dos mecanismos
pelo qual as células reconhecem mitocdndrias danificadas (Matsuda et al., 2010). PINK1
(PTEN-induced putative kinase 1) recruta a proteina Parkin mediante a diminui¢do de AW¥W
mitocondrial, elicitando processo de mitofagia (Narendra et al., 2010; Vives-Bauza et al., 2010).
Em células XP-A, a elevagdio do A¥Y mitocondrial impede a remogdo de mitocondrias
danificadas através do processo mitofagico, um importante mecanismo de controle de qualidade
mitocondrial. Desse modo, essas células se tornam mais vulneraveis a via intrinseca de morte
celular apoptdtica.

N&o obstante XPC n&o se localizar em mitocondrias, sua auséncia resulta em
alteragbes na fungdo mitocondrial e no aumento de sensibilidade celular a estresse redox
mitocondrial induzido por AA. Esses efeitos sdo dependentes de XPC, uma vez que a curva de
sobrevivéncia ao tratamento com AA de XP4PA-XPC é semelhante a da linhagem selvagem.
Igualmente, parece que o tratamento com ROT também sensibiliza preferencialmente células
XP-C, ao passo que as linhagens selvagem e corrigida s&o menos sensiveis ao tratamento com
esse inibidor do complexo | da CTE. Dependendo do microambiente e do estado redox, a AA
pode atuar como um agente citoprotetor (Bambrilia & Cantoni, 1998). Porém, o tratamento com
AA é mais comumente associado a morte celular, principalmente devido ao fato de que o
blogueio do fluxo de elétrons através do C-111 resulta em aumento na produgdo mitocondrial de
EROs (Kowaltowski et al., 2009). Em experimentos conduzidos pela Dra Rute A. P. Costa
(2013), celulas XP-C foram mais sensiveis a permeabilizacdo da membrana mitocondrial
induzida por Ca?*, mesmo na presenca de inibidores classicos do poro de transicio da
permeabilidade mitocondrial (mPTP). Fong et al. (2014) demonstraram que o tratamento com
toxinas mitocondriais, incluindo AA e ROT, normalmente induzia mitofagia em células
normais, e apoptose, em células XP-A. Contudo, apesar dos autores terem demonstrado que o
silenciamento de XPC ndo induz um aumento na formacdo de EROs mitocondrial, eles nao
investigaram a sensibilidade dessas células ao tratamento com AA, ROT e CCCP. A inibicédo
farmacol6gica do mPTP ou através da delecdo de ciclofilina-D (Cyp-D), um componente de
mPTP, resulta na diminuicdo de morte celular necrotica, e em alguns casos, apoptotica (Ryu et

al., 2010). Na situacdo inversa, 0 aumento na ativacdo de mPTP poderia sensibilizar células a
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morte necrotica. Seguindo esse raciocinio, XPC poderia modular a formagdo de mPTP através
da regulacdo dos complexos da CTE.

Por outro lado, células XP-C apresentam uma maior sensibilidade ao tratamento com
AM fotoativado, que gera primariamente O, que ndo é revertida na linhagem corrigida. Esses
resultados sugerem que o mecanismo citotdéxico de AM difere daquele de AA e ROT, e que 0
papel de XP-C ndo é tao relevante nessa condicdo. De fato, apesar dos estudos de Gabrielli et
al. (2004) terem demonstrado que AM se concentra em suspensdes mitocondriais, 0 mesmo
grupo descreveu que, em células, AM se acumula preferencialmente em lisossomos (Oliveira
et al., 2011). Essas observacdes, em conjunto com 0s nossos dados, demonstram que a
sensibilidade de células XP-C & fotoativagdo do AM n&o esta diretamente ligada a adaptacéao
dos complexos respiratérios mitocondriais nessas células, uma vez que outros sitios celulares
podem representar alvos mais relevantes para a inducao de morte.

Em conjunto com os resultados mostrando um desbalanco na atividade dos diferentes
complexos da CTE, esses resultados sugerem que células XP-C sdo mais sensiveis ao estresse
redox mitocondrial devido a algum papel da proteina XPC na modulagdo dos complexos da
CTE. Apesar de inicialmente especulativo, a correlacdo entre a correcdo da hipersensibilidade
aos inibidores da CTE e a ndo-correcdo ao estressor mitocondrial que gera EROs fora do
contexto molecular da CTE em células XP4PA-XPC suporta a conclusdo que CTE € o alvo
primério do efeito funcional da auséncia de XPC.

De acordo com essa hipotese, a auséncia de XPC resulta em uma adaptacédo quanto ao
uso dos complexos da CTE, com um aumento da participacdo C-1l e uma diminuic¢do no C-1. A
corre¢cdo de XPC na linhagem XP4PA-XPC é suficiente para recuperar a atividade dos
complexos aos niveis da selvagem, MRC-5. Esses resultados podem ser interpretados tanto do
ponto de vista bioenergético celular quanto de estresse redox. A diminuicdo do OCR via C-l e
0 aumento de OCR via C-Il podem ser entendidos como um mecanismo protetor na producgéo
de EROs. Isso porque, conforme descrito na se¢do 1.1, o C-I é capaz de produzir O™ em dois
sitios: o sitio de ligacdo a FMN e o sitio de ligacdo a UbQ (Kowaltowski et al., 2009). Pelo
contrério, a disposi¢cdo molecular dos centros redox no C-I1 previne a formagdo de EROs nesse
complexo (Yankovskaya et al., 2003). A montagem do C-I envolve a expressdo de genes
contidos nos genomas mitocondrial e nuclear em conjunto com um grupo de proteinas
conhecidas “fatores de montagem” (McKenzie & Ryana, 2010). Mutagdes em genes que
codificam proteinas estruturais e/ou cataliticas, assim como em fatores de montagem, resultam

na perda de atividade do complexo. Mesmo quando a atividade catalitica é preservada, como
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no caso da neuropatia Gtica hereditéria de Leber, observa-se um aumento na sensibilidade a
inibidores de C-I com subsequente geracdo de EROs (Lenaz et al., 2004).

Por outro lado, o C-1 é o complexo da ETC com o maior nimero de subunidades
codificadas no mtDNA. Desse modo, é provavel que o acimulo de danos no mtDNA observado
em células XP-C é contrabalanceado pela supressao de C-I e incremento de C-11 a fim de reduzir
o0 impacto do desequilibrio no estado redox. Em conjunto esses dados sugerem que a proteina
XPC possui uma funcdo ainda desconhecida na regulacdo dos complexos da CTE e na
manutencdo do equilibrio redox mitocondrial.

Recentemente, mutagdes nos genes que codificam o complexo da succinato
desidrogenase da CTE foram associados ao desenvolvimento de tumores (Ackrell et al., 2000;
Baysal et al., 2000; Gimenez-Roqueplo et al., 2001; Douwes Dekker et al., 2003). A ligacao
molecular entre mutagdo em genes da SDH e tumorigénese é a ativacdo do fator de transcri¢do
HIFa (hypoxia inducible factor 1, alpha subunit) (Gottlieb & Tomlinson, 2005). Em
concentraces fisiologicas de O, as subunidades HIF1 e HIF2 de HIFa sdo degradadas pela
atividade de prolil hidroxilase (PHD). Essa enzima catalisa hidroxilagdo, de modo dependente
de a-cetoglutarato e Oz, de um residuo de prolina no dominio de degradacéo dependente de
oxigénio em HIFa, levando a sua degradagdo (Huang et al., 1998; Epstein et al. 2001; Ivan et
al., 2001). Mutacgdes que comprometem a atividade da SDH acarretam no acumulo de succinato.
Em teoria, o succinato inibe a atividade de PDH (Selak et al., 2005) levando a estabilizacao de
HIFa. Seguindo essa linha de raciocinio, € possivel especular que, em células XP-C, o0 aumento
da atividade do complexo Il (SDH) possa ser um mecanismo compensatério a fim de reforcar
a inibi¢do de HIFa. Esse mecanismo pode parecer contraditorio, uma vez que XP-C é uma
doenca caracterizada pela elevada taxa de desenvolvimento de tumores. Porém, a auséncia de
XPC poderia ser identificada na intricada rede de vias de sinalizacdo, favorecendo a ativacédo
de vias supressoras tumorais preventivamente.

Entretanto, também demonstramos que células XP-C produzem mais H2O. e O, e
que pelo menos a producgdo de H.O: é revertida ap6s a correcdo de células deficientes em XPC.
Rezvani et al. (2011) demonstraram em queratindcitos, que o silenciamento de XPC via sShRNA
levou a uma mudanc¢a metabolica com uma diminuicdo da fosforilagdo oxidativa e um aumento
da glicolise. Ainda nesse mesmo estudo, os autores demonstraram que NADPH oxidase 1
(NOX1), uma enzima que gera O2" a partir de O, é ativada apds o silenciamento de XPC.
Porém, nossos dados indicam que mesmo na presenca de DPI, um inibidor de NOX, células

XP-C produzem mais O2™ e H20.. Alem disso, nos experimentos de OCR em células aderidas,
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observamos uma elavada taxa de respiragdo ndo-mitocondrial em células XP-C (p<0,05) que
parece ser compativel com a atividade de NADPH oxidase 1 (NOX1).

Ademais foi observado uma diminuicdo na atividade da GPx em células XP-C. Outra
enzima antioxidante, a catalase, ja havia sido investigada em pacientes XP, que apresentaram
uma clara diminuicdo na atividade da enzima em comparacdo as linhagens controle,
independente da atividade de reparo (Vuillaume et al., 1986). De fato, a deficiéncia na atividade
de catalase em células XP-C mostrou ser totalmente dependente da presenca da proteina XPC,
uma vez que a correcao retroviral de fibroblastos XP-C por si sO reverteu a atividade da enzima
aos niveis de células selvagens (Quilliet et al., 1997). Juntos, esses dados indicam que o sistema
antioxidante diretamente dependente de NADPH e glutationa encontra-se afetado em células
XP-C, o que pode exacerbar os efeitos citotoxicos de um aumento na taxa de producdo de
oxidantes, como observado para O>™ e H20». De fato, estudos recentes apoiam a ideia de que o
aumento na producdo de EROs é fundamental para a promocdo da proliferacdo celular. Uma
das principais proteinas supressoras tumorais, a fosfatase PTEN (phosphatase and tensin
homolog) ¢ inativada através da oxidacao do residuo de cisteina catalitico por H2O (Lee et al.,
2002). Essa inativacdo é fundamental na ativacdo da via PISK/PIP3/AKT1 tempo suficiente
para propagacédo do estimulo de crescimento (Kwon et al., 2004). Em queratinocitos, Ming et
al. (2011) demonstraram que o silenciamento de PTEN acarretava no comprometimento do
reparo de DNA via GG-NER, através da supressdo da expressdao de XPC. O mesmo grupo
demonstrou posteriormente que SIRT1 regula a expressdo de XPC via desacetilacdo de PTEN.
Quando desacetilada, essa fosfatidil-inositol-3,4,5-trifosfatase se torna ativada e se contrapde a
geracdo do segundo mensageiro PIP3 (fosfatidil-inositol-3,4,5-trifosfato) da via PISK/AKT
(Ming et al., 2010). Na auséncia de SIRT1, a ativacdo de AKT inibe a expressdo de XPC através
do aumento na translocacdo do citoplasma para o ndcleo do supressor transcricional p130, em
complexo com E2F4. Dessa forma, pode ser que a auséncia de XPC atue como sinalizacédo de
proliferacdo celular, através da geracdo de EROs e retroalimentando a inibigcdo de PTEN.

No modelo Xpc murino, utilizando MDFs Xpc” observamos um menor tempo de
duplicacéo da populacéao celular em condigdo de normoxia do que nas linhagens heterozigoticas
e selvagem. Esses resultados estdo de acordo com as observacdes de Rezvani et al. (2011) no
qual queratindcitos knockdown para XPC adquiriram capacidade proliferativa aumentada 20
dias apo6s o silenciamento. Além disso, também observamos uma tendéncia de citotoxicidade
aumentada frente a danos induzidos pela fotossensibilizacdo do AM em MDFs Xpc’-. Melis et

al. (2008) demonstraram que MEFs (do inglés, murine embryonic fibroblasts) de camundongos
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Xpc’ também sdo mais sensiveis a exposicdo a hiperdxia em relacdo as linhagens Xpa’ e
selvagem, reforcando a ideia de que a auséncia de Xpc sensibiliza as células aos efeitos toxicos
do estresse redox. No entanto, apesar de Melis et al. (2008) terem observado que MEFs Xpc™-
sd0 mais sensiveis a estresse oxidativo, mesmo em 3% de O, ndo foi averiguado o
comportamento proliferativo dessas células. Dessa forma, nossos dados ndo se contrapdem a
literatura, fomentando futuras investigacGes que separem mais claramente o papel de XPC na
sensibilidade celular ao estresse redox do papel do estresse redox na proliferacdo celular na
auséncia de XPC.

Uma caracteristica peculiar do modelo de XP-C em camundongos é o prevalente
desenvolvimento de tumores pulmonares (Hollander et al., 2005). Na época da publicagdo
desses resultados, ainda ndo se conhecia o papel auxiliar de XPC como cofator de OGG1 no
reparo de 8-oxoGua via BER (D’Errico et al., 2006), o que poderia explicar o0 aumento de
tumores pulmonares nos camundongos Xpc”’-. De fato, camundongos com dupla delecéo nos
genes Ogg”Myh” e Nth”Neil1”- também desenvolvem tumores pulmonares, com assinaturas
mutacionais distintas (Xie et al., 2004; Chan et al., 2009). Apesar disso, Melis et al. (2013)
demonstraram através de sequenciamente do gene repdrter LacZ em camundongos Xpc’- que
células do pulmé&o ndo acumulam mais mutacgGes do que as selvagens. MEFs Xpc™ em cultura,
porém, acumulam mais muta¢6es no gene LacZ quando cultivada em estufa com 20% de O do
que MEFs selvagem e Xpa” (Melis et al., 2013).

Em contrapartida, nossos dados indicam que o mtDNA de células XP-C se encontra
mais deletado do que em células selvagens, considerando a diminuicdo na expressédo relativa
do gene MT-ND4L. Além disso, na auséncia de XPC o mtDNA também apresenta um nimero
elevado de lesGes blogueadoras da progressdo de polimerases, mesmo em células ndo expostas
a nenhum agente genotdxico. O mesmo efeito ndo foi observado no DNA nuclear, que
apresentou niveis similares de leses bloqueadoras. Entretanto, 0 aumento de delecdo e de
danos no mtDNA ndo é revertido ap6s a reintroducgdo da proteina XPC. Moléculas de mtDNA
deletadas apresentam, em teoria, vantagens replicativas em relacdo a molécula selvagem
(Wallace, 1992; Kowald et al., 2014). De fato, delecdes no mtDNA que envolvem as duas
origens de replicacdo sdo raramente detectadas (Damas et al., 2012 e 2014), o que confirma o
papel do menor tempo de replicacdo no enriquecimento de mtDNA deletado. Assim sendo, o
fato de ndo observarmos a recuperacao dos niveis de delecdo no mtDNA em células corrigidas
em relacdo a linhagem selvagem esta de acordo com a natureza da genética mitocondrial, onde

a populacdo de moléculas de mtDNA selvagem se encontra em desvantagem replicativa em
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relacdo as moléculas de mtDNA deletadas, impedindo a repopulacdo. Como 0 aumento na
producéo de H>O; é revertido em células corrigidas, enquanto as dele¢des e o acimulo de lesbes
ndo é, podemos argumentar que as modificagdes no mtDNA em nosso modelo experimental
ndo sdo a causa primaria do aumento na geragdo de EROs.

Nossos dados sugerem que em células XP-C o acimulo de danos e frequéncia de
delecdo no mtDNA sdo, muito provavelmente, produtos colaterais de desequilibrio redox
global, ao invés de defeitos no reparo de mtDNA. Quanto a sua participacdo no mecanismo de
tumorigénese em pacientes XP-C, o papel de mutagbes no mtDNA no desenvolvimento do
cancer é talvez o mais controverso dentre doencas complexas e multifatoriais (Schon et al.,
2012). Mutagdes no mDNA foram descritas em células leucémicas j& na década de 60 por
Clayton & Vinograd (1967 e 1969). Estudos iniciais que propuseram uma funcionalidade entre
mutacBes no mtDNA e cancer observaram frequéncias de mutacdes entre 50-70% das linhagens
tumorais analisadas (Horton et al., 1996; Polyak et al., 1998). Nos estudos de Horton et al.
(2006) uma delecdo de 294 nt no gene MT-ND1 foi encontrada em 50% das células tumorais.
Essa mutacdo, devido & acentuada disfungdo que ela acarreta, muito provavelmente, teve
origem somatica e ndo germinativa, uma vez que o individuo contendo essa mutacéo,
homoplasmica ou mesmo em alta taxa de heteroplasmia, manifestaria um quadro clinico de
doenca mitocondrial severa. Porém, Seoane et al. (2011) demonstraram em células de gliomas
humanos e em modelo murino de gliomagénese que o mtDNA n&o acumula mutagdes, mesmo
com alta instabilidade gendémica nuclear.

Contudo, um denominador comum a mitocondrias, metabolismo e desenvolvimento
tumoral é a sinalizacdo redox. Conforme mencionado na secdo 1.3, algumas mutacdes no
mtDNA contribuem para o0 aumento da geragdo de EROs em células tumorais com consequente
resisténcia a inducdo de apoptose e aumento da agressividade metastatica (Petros et al., 2005;
Shidara et al., 2005; Ishikawa et al., 2008). De acordo com essa linha de raciocinio, mutacGes
no mtDNA que promovem a geracdo de EROs poderiam favorecer o desenvolvimento de
tumores atraves do aumento na sinalizagdo redox, estimulando a proliferacdo celular.
Corroborando essa hipdtese, Woo et al. (2012) cruzaram camundongos Tfam™-, que apresentam
uma diminuicdo moderada no niimero de copias e aumento de danos no mtDNA, com ApcMiv+,
um camundongo de modelo tumoral de polipose adenomatosa Coli, e observaram um aumento
no ndmero de polipos intestinais que cresciam mais rapidamente do que no camundongo
Tfam**/ApcM™*  Surpreendemente, esse efeito foi revertido através do cruzamento com

camundongos transgénicos expressando catalase mitocondrial (Woo et al., 2012). No modelo
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XP-C, observamos a ocorréncia concorrente de acimulo de lesdes e delecdes em mtDNA e de
aumento na taxa de geracdo de EROs com diminui¢do na atividade de enzimas detoxificadoras
dessas. Esse cenario estabelece condicBes para que alteracdes na sinalizacdo redox, aliadas a
alteracBes metabdlicas causadas pela disfuncdo mitocondrial possam contribuir para a
transformacdo maligna. E, de fato, em MDFs, observamos que a delecdo de Xpc leva a um
aumento da taxa proliferativa em condigdes de normoxia em relacdo as concentragfes de O as
quais as células sdo expostas no organismo.

Nossos resultados também demonstram que a via de controle transcricional da
biogénese mitocondrial esta alterada em células XP-C carregando a mutacdo
€.1643_1644delTG, que apresentaram uma drastica reducdo na expressdo de PPARGC1A. Essa
descoberta nos prontificou a investigarmos outros membros da familia do coativadores PGC-1,
uma vez que a funcdo biologica desse coativador transcricional apresenta sobreposicéo
significativa com outros membros da familia (Lai et al., 2008). Infelizmente, ndo conseguimos
verificar a expressdo de PPARGC1B mesmo utilizando quatro diferentes pares de iniciadores.
Apesar de varios estudos terem demonstrado que os coativadores PGC-1a e B apresentam
sobreposic¢ao no controle de programas genéticos durante o desenvolvimento cardiaco (Lai et
al., 2008), alguns estudos sugerem funcgdes distintas durante a oncogénese. Hu et al. (2012)
demonstraram que PGC-1p esta associado a aquisi¢do de alongamento altenativo de telomeros
(ALT —no inglés, alternative telomere lengthening) em modelo de linfoma de células T. Nesse
estudo, o0s autores investigaram o0s mecanismos moleculares de aquisicdo de ALT em
decorréncia da perda da atividade de telomerase (NTERT) e descobriram que células tumorais
positivas para ALT apresentavam um aumento na expresséo de PGC-1p. Concomitantemente,
células ALT+ apresentaram um aumento na producdo de EROs, uma diminuicdo na taxa de
consumo de O basal e um aumento significativo na expressdo de varios genes envolvidos na
regulacao de biogénese mitocondrial e modulacdo do metabolismo, entre eles PPARa (PPARA),
TFAM e NFR2 (NFE2L1) que também encontramos superexpressos em células XP-C. Em
outro estudo, Haq et al. (2013) descreveram um novo papel do fator de transcricdo MITF
(microphthalmia-associated transcription factor) na ativacdo de PGC-1a em melanoma. Os
autores investigaram a mutacdo V600E no oncogene BRAF (B-Raf proto-oncogene,
serine/threonine kinase), a alteracdo genética mais comumente encontrada em melanomas, e 0s
mecanismos moleculares de aquisicdo de resisténcia apds o tratamento com inibidores dessa
serina/treonina quinase. Ficou demonstrado que a ativacdo de PGC-la exerce um papel

fundamental nos mecanismos de resisténcia em melanomas tratados com inibidores de BRAF,
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0 que leva a um aumento na taxa de consumo de O, tornando os melandcitos resistentes
“viciados” em fosforilagdo oxidativa. Essa caracteristica permite o uso de desacopladores
mitocondriais como abordagem farmacologica a fim de inibir o crescimento tumoral ou até
induzir morte celular. Estudos adicionais de transfeccdo de PGC-1a e/ou silenciamento de
PGC-1p em células XP4PA-SV podem contribuir para o entendimento do papel distinto desses
coativadores no modelo XP-C.

Para tentar desvendar o mecanismo molecular pelo qual a auséncia de XPC leva as
alteracOes transcricionais observadas no eixo NAD*/SIRT1/PGC-1a resolvemos investigar o
papel da metilacio de DNA como mecanismo de controle epigenético na expressdo de
PPARGC1A em células XP-C. Essa hipotese foi baseada em dois estudos recentes que
descobriram o papel da timina DNA glicosilase (TDG) na desmetilacdo de 5-metilcitosina
oxidadas (Wu & Zhang, 2014). Os estudos de Cortellino et al. (2011) e Cortazér et al. (2011)
demonstraram que o knockout de Tdg em camundongos acarretava em fenétipo de letalidade
embrionaria, algo incomum entre camundongos knockout para outras DNA glicosilases.
Cortellino et al. (2011) demonstraram que na auséncia de TDG, ilhas CpG de varios genes se
encontravam hipermetiladas, uma marca caracteristica de repreensdo transcrional. Ja nos
estudos conduzidos por Cortazér et al. (2011) os autores demonstram que TDG se encontra
enriquecido nas regides promotoras de Oct4 a Nanog de células-tronco embrionéarias (ESCs, do
inglés embryonic stem cells), o que ndo acontece em células neuronais progenitoras e em MEFs.
Porque XPC interage com e estimula a atividade de TDG in vitro (Shimizu et al., 2003 e 2010)
e € recrutada na regido promotora de Nanog no processo de reprogramacdo embrionaria (Fong
et al., 2011), imaginamos que XPC poderia estar associada a regido promotora de PPARGC1A
estimulando a sua expressdo. No entanto, a correcdo molecular de XPC em células deficientes
ndo foi capaz de reverter a expressdo de PPARGCI1A. Igualmente, em células XP-C, o
tratamento com 5-aza-dC, que promove a desmetilacdo passiva de citosinas metiladas, nao foi
capaz de alterar a expressao de PPARGCL1A. Entretanto, vale ressaltar que as células XP4PA-
XPC foram submetidas ao tratamento com 5-aza-dC durante o processo de correcdo sito-
especifica da mutagdo em XPC, o que alterou seu padrdo de metilacdo, como demonstrado pela
expressao significativamente alterada de KRT8 nessa linhagem em comparagdo com a linhagem
parental XP4PA-SV. Desta forma, ndo podemos descartar completamente um efeito de
metilagdo na diminuicdo da expresséo de PPARGCI1A. Experimentos futuros de
imunoprecipitacdo da cromatina poderdo responder mais adequadamente se a proteina XPC é
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recrutada no promotor de PPARGC1A. Ademais, experimentos de co-imunoprecipitacdo sao
necessarios a fim de verificar a interacdo in vivo entre XPC e TDG.

Uma ultima hipdtese surgiu de experimentos onde resolvemos investigar linhagens de
pacientes XP-C com uma mutacgéo diferente da ¢.1643_1644del TG encontrada em XP4PA-SV
e XP17VI. Para nossa surpresa, a linhagem XP02SP contendo a mutacdo ¢.1969G>T
apresentou niveis de expressdo de PPARGC1A comparaveis a linhagem selvagem. Inclusive, a
linhagem XPO3SP contendo a mesma mutacdo comum a XP4PA-SV e XP17VI também
apresentou uma diminuicdo na expressao de PPARGCI1A. Esses resultados nos levam a
especular sobre a possibilidade do mRNA mutante ¢.1643_1644delTG gerar um novo RNA

regulatério, atuando na supressdo da expressao de PPARGCI1A.
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6 CONCLUSOES

" Apesar da proteina XPC ndo se localizar em mitocondrias, ela desempenha um
importante papel na sensibilidade celular ao estresse redox mitocondrial,

particularmente através dos complexos da CTE.

® A proteina XPC esta ligada a regulacdo dos complexos da CTE. Esse efeito é
observado através da reduzida taxa de consumo de O via substrato do C-I e
aumentada taxa de consumo de O via substrato do C-11, na auséncia de XPC. De
fato, essa diferenca entre a linhagem XP-C e selvagem analisadas se d&
especificamente pela auséncia de XP-C, uma vez que em linhagem isogénica
corrigida para a expressdo de XPC a taxa de consumo de Oz dos complexos | e Il

sdo iguais ao do controle.

" As células XP-C produzem mais O2" e H20. de fontes mitocondriais, e a0 menos a
producéo de H.O> depende da presenca de XPC. Ademais, células XP-C também

apresentam menor atividade de GPx.

® Em condigdes normais de cultura, células XP-C acumulam lesdes
especificamente no mtDNA, e ndo no DNA nuclear. Além disso, células XP-C
também acumulam dele¢des no mtDNA. Porém, a reintroducdo da proteina
XPC em células mutadas para XPC ndo acarreta na repopulacdo de moléculas
de mtDNA intactas. Dessa forma, esses efeitos observados parecem ser reflexo

da exposicdo crénica ao desequilibrio redox.

® Duas linhagens XP-C (XP4PA-SV e XP17VI) apresentam menor atividade de
citrato sintase, que foi inicialmente relacionada a diminuicdo acentuada na
expressao de PPARGC1A. Contudo, esse processo nao € dependente da presenca
da proteina XPC. A metilacdo de DNA néo parece ser 0 mecanismo epigenético
que controla a expressdo de PPARGC1A em células XP-C. Surpreendentemente,
somente células XP-C contendo a mutagdo c.1643_1644delTG apresentam a
diminuicdo na expressdo de PPARGC1A.
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1. Introduction proteins. TFAM was originally described as an mtDNA transcription

All eukaryotic cells have, or had in some point in their evolution-
ary history, mitochondria, which evolved from a-proteobacteria
(Andersson and Kurland, 1999). These organelles are essential in cel-
lular homeostasis, as they have many and diverse functions. Besides
playing a central role in energy metabolism, they control cell fate after
stress through their role in apoptosis and necrosis; are important sites
of reactive oxygen species (ROS) generation (Kowaltowski et al,
2009); participate in intracellular signaling; and even in immune re-
sponse (Westetal,2011). But most remarkably, after close to 2 billion
years of symbiosis and reductionist selective pressure, they still con-
serve a vestigial genome, reminiscent of the genome from their free-
living ancestor ( Gray et al.,2001; Lang et al_, 1997). Indeed, many au-
thors favor theidea that theemergence ofeukaryotes was only possible
by the establishment of an efficient energy-converting organelle, such
as the mitochondrion (Vellai et al, 1998).

The mitochondrial DNA (mtDNA) of most organisms is a circular
molecule, ranging in size from a few hundred kilobases (kb) in some
plants (Kubo and Newton, 2008) to only 165 kb in humans
(Anderson et al., 1981). The human mtDNA encodes 13 polypeptides,
22 tRNAs and 2 rRNAs, and has only around 600 non-<oding nucleotides
(www.mitomap.org) (Anderson et al, 1981; Andrews et al, 1999),
which makeits gene density extremely high. Moreover, the two strands
of themtDNA (H and L, for heavyand light, due to abias in guanine con-
tent ) are transcribed polydstronically, primarily from a single promoter
each (P and Py, respectively) ( Bonawitz et al, 2006 ). A consequence of
these features is that accumulation of lesions in the mtDNA can easily
impact gene expression, either due to aborted transcription at blocking
DNA lesions or because the chance that modification will hit a coding
nucleotide is quite high. In this review, we will present experimental
evidence that both events take place in conditions of oxidative stress
and may contribute to mitoc hondrial and cellular dysfunction, and, con-
sequently to the emergence of diseases.

The mitochondrial proteome is estimated to range from 800 to
around 1200 distinct proteins ( Basu et al, 2006). From these, only a
few are encoded in the mtDNA. In mammals, the 13 polypeptides tran-
scribed from the mtDNA are ND-1,-2,-3, 4, -4L, -5, and -6 ofcomplex I;
cytochrome b of complex I1E; COL I and Illof complex IV; and ATP6 and
ATP8 of complex V.

The mtDNA is organized in a nucleoprotein complex known as the
mitochondrial nudeoid, which is covalently assodated with the inner
side of the inner mitochondrial membrane. Proteomic analysis from
yeast and mammalian nucleoidsrevealed that the nucleoid is compaosed
of DNA binding proteins such as the single-strand binding protein
(mtSSB) and the mitochondrial transcription factor A (TFAM); proteins
involved in mtDNA maintenance, such as the DNA polymeras gamma
and helicases (twinkle and SUV2, in human mitochondria (Wang and
Bogenhagen, 2006)), but also proteins involved in energy metabolism,
such as aconitase (in yeast mitochondria (Chen et al., 2005b)), adenine
nucleotide translocator 1, the lipoyl-containing E2 subunits of pyruvate
dehydrogenase and branched chain alpha-keto acid dehydrogenase
(in Xenopus mitochondria (Bogenhagen et al., 2003)). This association
of the mtDNA was postulated to function as a sensor, linking mtDNA
maintenance and the metabolic state of the cell (Chen et al, 2005b).
In such organization, the mtDNA appears to be tightly bound by

factor, but it has a prominent structural role in mtDNA packing. Co-
immunoprecipitation experiments with human placental mtDNA indi-
cated that most mtDNA is bound to TFAM (Alam et al., 2003 ), and
TFAM alone can promote mtDNA packing into a nucleoid-like structure
(Kaufman et al, 2007). Recently, two groups have shown that TFAM
binding induces as dramatic U-turn like bending in the mtDNA, al-
though the functional importance of this effect seems to be specific to
promoter activation and recruitment of transcription machinery (Ngo
et al, 2011; Rubio-Cosials et al., 2011). This feature, however, may
have important implications for mtDNA damage and repair, as TFAM
binding could limit the access to genotoxic agents and intermediates,
but also to DNA repair proteins. We have recently showed that TFAM
binding to an oligonucleotide containing a DNA lesion inhibits DNA re-
pairactivities on the substrate, and that removing the bound TFAM from
the substrate alleviates the inhibition (Canugovi et al_, 2010).

Recent results indicate that each nudeoid contains only one mtDNA
molecule (Kukatet al_, 2011 ), but each mitochondrion often has more
thanone nucleoid During mitochondrial network remodeling through
fusion and fission, the intra-mitochondrial contents from the fusing or-
ganelles are mixed, including their nucleoids. Although individual nu-
cleoids do not appear to exchange mtDNA molecules between them,
heterologous nucleoids can provide functional complementation via
the free diffusion of transcripts through the mitochondrial matrix
(Gilkerson et al., 2008). Moreover, nucleoids are mobile, and cell fusion
experiments demonstrated that they can repopulate mitochondria
without mitochondrial DNA (p®) (Legruos et al., 2004). These results sug-
gest a scenario in which nucleoid dynamics, especially during mito-
chondrial fusion/fission events, can play an important role in the
bioenergetic capacity of the mitochondria and in cellular function
(Gilkerson, 2009). Considering that several nudeoid proteins, such as
TFAM and aconitase, have been shown to impact on mtDNA damage ac-
cumulation (Chenet al_, 2007), it is now becoming important to further
dissect the relationship between nucdeoid structure/dynamics and
mtDNA damage accumulation/repair.

The mitochondrial electron transport chain (ETC) can be a signifi-
cant source of superoxide anion radical (0, 7), which is swiftly
dismutated in the matrix into hydrogen peroxide by Mn-superoxide
dismutase (MnSOD ) (Kowaltowski et al, 2009). Thus, it has long been
believed that the mitochondrial matrix is a more oxidizing environment
than other subcellular compartments. In fact, recent data using a redox-
sensitive yellow fluorescent protein specifically targeted to different
cellular compartments has shown that the mitochondrial matrix has a
GSH/GSSG ratio over 2 times lower than that of the cytosol, due to
higher levels of ROS in the matrix versus cytosol (Hu et al_, 2008). As
the mtDNA sits in this environment, it becomes a prime target to oxida-
tion by ROS. Moreover, because of the charge difference between the
matrix and the surrounding area (the matrix is more negative due to
proton pumping by the ETC) positively charged lipophilic compounds
tend to accumulate inside mitochondria, and this increased local con-
centration could favor their reactivity with the mtDNA.

2. Oxidatively generated DNA modifications (ODMs)

Despite the almost intuitive notion that the DNA is a relatively
stable biomolecule, both in vitro and in vivo data show that the
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DNA is subjected to several kinds of chemical modifications includ-
ing spontaneous deamination and base loss, non-e nzy matic alkyl-
ation and enzymatic methylation, adduct formation with aromatic
molecules, intra- and inter-strand cross links, protein-DNA adduct
formation, and oxidation (De and Van, 2004; Lindahl, 1993).
Among those, oxidatively generated DNA modifications (ODMs)
are one of the most common and diverse types of modifications,
with over 100 different modifications already identified in vitro.
Thus, the purpose of this section is to discuss ODMs that are rele-
vant to living organisms amidst the plethora of ODMs identified
and theoretically predicted. Fig. 1 depictsa schematic representa-
tion of the most common types of ODMs which will be further
discussed here.

2.1. Damage to the sugar moiety

In the DNA, of the three major ROS detected in biological systems
|05+, hydrogen peroxide (H,0,) and hydroxyl radical («OH)), only
the highly reactive «OH is able to attack the 2'-deoxyribose (dR) residue
(Cadet et al, 2010a). Indeed, the sugar moiety does not represent a
major target for radical attack. Nonetheless, due to the sugar-
phosphate backbone exposure to the solvent in double-stranded DNA
(dsDNA), early experiments suggest that *OH reaction with the sugar,
via hydrogen abstraction, accounts for 20% of all damage to the dsDNA
molecule (Breen and Murphy, 1995; Scholes et al, 1969; von Sonntag,
1987).Thisis a high proportion considering that hydrogen abstraction
occurs approximately one order of magnitude less efficiently than
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additionto doublebond (k= 10°M~'s 'vsk>10""M""s"') during
*OH attack (Pryor, 1988). Nonetheless, because the nucleobases in the
double helix are sterically hindered, the probability of addition to their
double bonds decreases, reflecting the increased proportion of sugarat-
tack (Masuda etal., 1980).

From all five carbons of dR, C4' is by far the most studied, hence the
notion that it is the main target to radical attack (Breen and Murphy,
1995). Indeed, some authors argue that because early studies relied on
the use of the radiomimetic drug bleomycin and metal complexes,
these could lead to a biased analysis and conclusions (Aydogan et al.,
2002; Balasubramanian et al., 1998). However.all five articles mentioned
in a review by Breen and Murphy (1995) studied products formed upon
y-irradiation of DNA (Beesk et al., 1979; Dizdaroglu et al, 1975ab;
Henner et al., 1983b; Janicek et al, 1985), while Balasubramanian et al.
(1998) relied on the widely used Fenton reaction system for OH foot
printing, which employs [R(ED‘I‘A)'IVHzO:jasm'bze (Udenfriend
et al, 1954). What is now generally accepted is that hydrogen abstrac-
tion probability comrelates with its accessibility to solvent in B-DNA con-
formation (Aydogan et al, 2002; Balasubramanian et al_, 1998; Miller
et al., 1994; Sy et al, 1997). Irrespectively to which carbon of the dR is
more often attacked, a common feature to all five *OH-initiated carbon-
centered sugar radicals is that almost every molecular rearrangement
pathway leads to a strand break (Breen and Murphy, 1995; Pogozelski
and Tullius, 1998), with exception of the C1' hydrogen atom abstraction
giving rise to 2-deoxyribonolactone and the ' aerbic pathway that
gives rise to erythrose (Sugiyama et al, 1993).

The opening of the sugar-phosphate backbone can give rise to differ-
ent types of non-canonical DNA ends suchas 3*-phosphate termini, 3~
phosphogly colate and 5'-2-deoxyribose-phosphate (dRP) (Breen and
Murphy, 1995). These 3' and 5’ ends are refractory to DNA polymerase
and ligase activities and have to be metabolized by DNA repair path-
ways for correct processing of the breaks, as will be discussed in
Section 4.

Under anaerobic conditions, (5' centered sugar radicals can add to
the (8 double bound of its own purine, giving rise to purine 8,5'-
cyclo-2'-deaxyribonucleosides (8,5'-cdP) (Keck, 1968; Raleigh et al.,
1976). Because radical attack is randomly driven, the (5’ addition
to the CB gives rise to both 5'S and 5'Rdiasteromers forms in
DNA (Dizdaroglu, 1986). Indeed, (5'-R)-8,5"-cyclodeoxyguanosine and
(5'-5)-8,5'-cydodeoxyguanosine were detected in y-irradiated human
cells (Dizdaroglu et al., 1987). The formation of 8,5-cdP is strongly
inhibited under aembic conditions because 0> reacts at diffusion rate
with the «(5', generating a C5'-peroxyl radical (Dizdaroglu et al.,
1975a, 1977; kildar et al., 1981). Inside the mitochondria, because 0,
is promptly available the formation of the C'S-peroxyl radical would
compete with the (8 attack, what could beinterpreted asa defense sys-
tem to the mitochondrial genome. 8,5'-cdP has been detected in geno-
mic DNA from cells in culture exposed to oxidants and in several
mouse tissues (Jaruga et al., 2010; Kirkali et al, 2009); however, thus
far, they have not been detected in mtDNA. Due to the extra covalent
bond between the base and the sugar, these lesions are repaired by
the nucleotide excision repair (NER) pathway (Brooks et al, 2000),
which has not been found in mitochondria to date (Weissman et al.,
2007). Thus, one can speculate that accumulation of these lesions
could have severe impact for mtDNA stability.

22 Damage to the DNA nucleobase

Considering the extremely high reaction rate constant of *OH to-
wards ni-bonds, it is not unexpected that addition to DNA bases provides
the major contribution to ODMs. For pyrimidines, C5 and C6 represent
the main targets, while C4, (5 and (8 suffer the majority of *OH addition
in purines; both of them at rate constants comparable to the diffusion
controlled rate (k = 3-10x 10° M~ 's~') (von Sonntag, 1987 ). Giving
the plethora of oxidatively generated DNA base modifications, we will

focus on those identified in cellular DNA (Cadet et al,2010a), emphasiz-
ing those found in mtDNA.

2.2.1. 0DMs on pyrimidines

In pyrimidines, *OH preferentially adds to C5 rather than to C6,
mainly because it stands as the carbon with the highest electron density
(Pryor, 1988; von Sonntag, 1987). In thymine, under anaerbic condi-
tions, C5-OH-06-yl radical is oxidized at (6 and an hydroxyl anion
(OH") is added to the resulting C5-OH-C6 + cation, generating four
cis and truns diastereomers of 5 6-dihydroxy-56-dihydrothymine or
thymine glycol (ThyGly). Likewise, (5-OH-06-yl radical from cytosine
also undergoes oxidation and addition to yield cytosine glycol (CntGly)
(Breen and Murphy, 1995). ThyGly is a relative stable product, and has
been detectin DNA in vivo (Evans et al., 2004 ), cytosine glycol is quite
labile, deaminating to uracil glycol (UraGly) (Ekert, 1962), which may
undergo dehydration yielding 5-hydroxyuradl (5-OHUra). Alternative-
ly, CytGly may dehydrate prior to deamination, generating 5-
hydroxycytosine (5-OHCyt), which is more resistant to deamination
(Ekert, 1962). Under aerobic conditions, 0, add to C6 centered radicals
to yield C5-0H-C6 peroxy radicals, which can be reduced to their relat-
ed hydroperoxides (Wagner, 1994; Wagner et al., 1994). Both 6-
hydroperoxy-5-hydroxy-5,6-di hydrothymine (5-OH-6-0O0H ) and
6-hydmoperoxy-5-hydroxy-5,6-dihydrocytosine dehydrate to give la-
bile intermediates. The cytosine-derived hydroperoxide dehydrated
giving rise to the 5-hydroxy-6-oxo-cytosine intermediate that deami-
nates to 56-dihydroxyuradl (5-diOH-Ura). If not reduced, C5-OH-(6
peroxyl radicals eliminate O,*~ followed by trapping of a water mole-
cule to give ThyGly and CytGly (the former deaminate to UraGly)
(Teoule, 1987; von Sonntag, 1987).

On the other hand, the minor C6-OH-C5-y pyrimidine radicals have
distinct redox properties, been reduced and protonated to give 6-
hydroxy-5.6-dihyd rothymine or 6-hydroxy-5.6-dihydrocytosne—the lat-
ter having been dehydrated back to cytosine (Breen and Murphy, 1995).
Unlike C6-centered radicals (which is reducing, hence, itself is oxidized),
the aerobic pathway of ODMs arising from 6-OH-5-yl pyrimidine radicals
can be interpreted as a straightforward one-way road. Both pyrimidine
(C6-0H-C5 peroxyl radicals are reduced to their equivalent hydroperox-
ides, although cytosine hydroperoxides are likely to have extremely
low half-life (Wagner and Cadet, 2010 ). Most likely, 5-hydroperoxy-6-
hydroxy-5,6-dihydrothymine (5-O0H-6-0OH) and 5-hydroperoxy-6-
hydroxy-5 6-dihydrocytosine interconvert to aldehyde at (6, via open-
chain tautomer ( 5-0O0H-6-oxo-cytosine further deaminates to give
5-00H-6-oxo0-uradl). The hydrmoperoxide aldehydes formed decom-
pose via a-cleavage of the C5-C6 ( Sawaki and Ogata, 1977) and the
C5-ketal derivative regene rate ring-<losed form, namely, 5-hydroxy-
5-methylhydantoin (5-OH-5-meHyd) and 5-hydroxyhydantoin
(5-OHHyd).

In thymine, besides addition to C5 or C6, *OH is able to abstract
hydrogen from the C5 methyl group, giving rise to 5-methyleneuracil
radical (with an allyl radical group). The major product formed from
the allyl radical under anaerobic and aerobic conditions is 5-(uradlyl)
methyl radical (5-HmUra). Under oxygenated conditions, O; rapidly
adds to the allyl radical and the resulting peroxyl radical formed is
reduced to give 5-(hydmoperoxymethyljuracil (5-HpmUra). It has
been suggested that 5-HpmuUra may generate singlet oxygen ('0z)
inthe presence of redox-active compounds found in biological systems,
such as HOCl and Fe** and Cu?** ions (Prado et al., 2009). If that
occurs in vivo is still matter of debate. This is of spedal interest
conceming the reactivity of '0; towands guanine (Gua) (described in
detail below).

222 0ODMs on purines

Purines (particularly guanine) are the most electron-rich components
within the basic DNA components (Steenken, 1989 ). Not unexpectedly,
they present the highest reactivity toward «OH and can react with '0;
(Steenken and Jovanovic, 1997). Surprisingly though, there are only two
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major products that arise from each purine radical and other two minor
products. Notwithstanding having three carbon atoms to add at, (8 ad-
dition is the main intermediate to ODMs derived from purine. Differently
than observed in pyrimidines, the (8-OH intermediate radical exhibits
redox ambivalence (Steenken et al,2001): i) the initial C8-OH-N7-yl
radical may be reduced (due to its eectrophilicity) by intracellular thiols,
i.e. gain an electron and a proton or; ii) can rearrange to G3-OH-C4-yl,
being oxidized (due to its nucleophilicity), i.e. losing an electron and a
proton. Both guanine and adenine C8-OH-N7-yl radical lead to
formamidopyrimidines through reduction followed by ring opening or
the reverse, to yield 2,6-diamino-4-hydroxy-5-formamidopyrimidine
(FapyGua) and 4,6<diamino-5-formamidopyrimidine (FapyAde), re-
spectively. In tum, (8-0H-C4-yl radical oxidation may proceed anaerobi-
cally (by electron and proton loss) or aerobically through addition of O,
generating C8-OH-C4 peroxyl radical, to give 8-oxo-7,8-dihydroguanine
(8-ox0Gua) and 8-oxo-7 8-dihydmadenine (8-oxoAde).

Although C4-C5 double-bond was once thought to be the major
site of *OH addition, which would go dehydration to yield (5-
centered guanine radical (+(5-Gua) (Candeias and Steenken, 2000),
Chatgilialoglu and co-workers demonstrated that, at least in nucleo-
side, hydrogen abstraction of 2-amino group of guanine accounts
for 65% of *OH attack, which then goes tautomerization giving rise to
*(5-Gua (Chatgilialoghu et al, 2009). If not reduced by endogenous
thiols regenerating canonical Gua, *C5-Gua can add 03 (k = 47 x 10°
M~ 's~ ' in DNA duplex), then reduce to its related 5-hydmperoxy-
4 5-dihydroguanine (5-00HGua). Afterwards, 5-00HGua undergoes
a =ries of rearrangement originating 2-amino-5-|2'<deoxy-f-d-erythro-
pentofuranosyl Jamino-4H-imidazol-4-one (imidazolone), which is
further converted by hydmlysis and rearrangement to 22-diamino-4-
| (2'-deoxy-f-d-erythro-pentofuranosyl)amino|-5(2H)-oxazolone
(oxazolone) (Cadet etal., 1994). Some authors speculated that these
ODMs could be a much more sensitive marker of oxidative stress, since
they stand as products of further 8-oxoGua oxidation (Cadet et al,
1994; Matter et al., 2006); however, in streptozotocin-induced diabetic
rats, no difference in the levels of these modifications was detected be-
tween treated and control animals in nuclear DNA (nDNA) (Matter
et al, 2006). If the same is found in the mtDNA it could be of special in-
terest for future evaluation.

Guanine is unique in that it reacts with '0;, producing 8-oxoGua.
Due to its electron-rich conjugated double bonds, '0, adds across
the imidazole ring giving rise to 48-endoperoxide guanine, which
rearanges into 8-hydroperoxyguanine (8-00H-G). The resulting gua-
nine hydroperoxide reduces into the prevalent 8-oxoGua (or its tauto-
mer 8-OHGua) (Ravanat et al_, 2001).

23. Indirect 0DMs

Several byproducts from ROS-initiated processescan react with DNA
components, generating cytotoxic or mutagenic lesion, such as those
that arise from reactive nitrogen species ( RNS) and from lipid peroxida-
tion products (Cadet etal., 2010b; Esterbauer et al, 1990).

In vertebrates, the signaling molecule nitric oxide (NO*) can react
with O+~ forming the strong oxidant peroxynitrite (ONOO ™). Al-
though, some physiological roles of NO are actually performed by
ONOO ", unbalance between generation and degradation clearly leads
to toxic effects in cells (for a comprehensive review (Pacher et al,
2007 )). Peroxynitrite can damage both the 2-deoxyribose moiety and
the nucleobase, especially guanine (detailed mechanism in Ref. (Niles
et al, 2006)).

Evidence for DNA strand break arising from ONOO™ attack at the
sugar moiety derives from plasmid relaxation assay and detection of
base propenal release (Kennedy et al, 1997; Salgo et al, 1995;
Yermilov et al., 1996 ). Thence the most probable mechanism is hydro-
gen abstraction at C-4' of the 2-deoxyribose due to the presence of the
unique base propenal as product of DNA strand scission under aerobic
conditions. Furthermore, peroxynitrite can nitrate guanine in C8 to

give 8-nitroguanine (8-NO>Gua) and 5-nitro-4-guanidinohydantoin
(Niles et al., 2001; Yermilov et al, 1995a). Of these, only 8-NO,Gua
was detect in DNA in vivo (Spencer et al, 1996), although 8-NOxGua
was shown to depurinate within few hours generating apurinic sites
(Yermilov et al, 1995b). Additionally, peroxynitrite leads to purine de-
amination generating xanthine from guanine and hypoxanthine from
adenine, not only in cells treated directly with ONOO™~ (Spenceret al.,
1996, but also in LPS- and IFN+y-induced NO synthase activation in
macrophages, demonstrating that these ODMs are very likely to occur
during inflammatory process (deRojas-Walker et al, 1995).

Interestingly, during one-electron oxidation of Gua, the resulting
guanine radical cation (-Gua*) may suffer nucleophilic addition of: i)
water, generating (8-OH-7-yl (and proceed as detailed in Section 1.2)
or; ii) amino side-chain group of lysine in a context of trilysine peptide
(KKK), resulting ina cross-link (Gua-K) (Perrier et al, 2006). It has been
suggested that this type of lesion would be quite prevalent between
DNA and DNA binding proteins, since most of them are rich in lysine
content. If the nuclear packing proteins histones, that are known to be
enriched with K residues, are the maost probable responsible for gener-
ation of Gua-K in the nucleus, TFAM certainly is in the mitochondria.
Moreover, because TFAM holds two KKK cluster, this feature establishes
to this mtDNA packing protein the status of main participant in DNA-
protein cross-link formation.

Particularly in mitochondria, reactive hydroperoxides, ketonic and
aldehydic derivatives from lipid peroxidation may easily react with
mtDNA. Considering the wide range of ODMs that «OH is able to gener-
ate, a potentially wider range of oxidatively generated DNA adducts
may arise from these lipid peroxidation byproducts, with a total of 69
structurally distinct DNA adducts identified so far (Hecht et al_, 2011).
Among these, some are induced by highly reactive aldehydes formed
i) from lipid peroxidation;ii) from thromboxane and prostaglandin bio-
synthesis; iii) as intermediates during metabolic detoxification of
nitroamines and ethanol; and iv) directly from fuel combustion and to-
bacco smoke. The extensively characterized prostaglandin synthesis
and lipid peroxidation breakdown product, malondialdehyde (MDA),
and the byproduct of «C4'-initiated DNA strand incision, base propenal,
react with guanine to yied the pyrimido| 1. 2ajpurine-10(3H)one
(M1Gua) (Cadet et al_ 2010a; Dedon et al., 1998). The mechanism of
formation is thought to proceed via addition of MDA to C2 amino
group of guanine (N-amino) followed by cyclization at N1 and
dehydration. Nonetheless, ring-opening of M1Gua to N°-(3-oxo-1-
propenyl)-guanine (N*-OPGua) occurs spontaneously in duplex DNA
when M1Gua is paired with cytosine, but not with thymine (Mao
et al, 1999).The mechanism proposed by the authorstakes into account
the formation of a transient Schiff base intermediate via C4-amino
group of cytosine and exocyclic C8, followed by hydrolytic regeneration
of cytosine and formation of N>-OPGua. Interestingly, the acydic N-
OPGua is stable in duplex DNA paired either with Cor T, but undergoes
cydization rapidly in single-stranded DNA (Maoet al, 1999).

Three reactive aldehydes—the o f-unsaturated aldehydes
crotonaldehyde and acolein, and acetaldehyde—induce the formation
of structurally different forms of 1 N*-propanoguanine adducts ( 1.N-
propanoGua) in DNA of rodents and humans (Chung et al., 1989;
Garcia et al., 2011; Zhang et al, 2006, 2007). Crotonaldehyde
unsaturation undergoes Michael addition at C2 amino group to yield
N-( 1-methyl-3-oxo-propyl)-guanine. The adduct undergo ring closure
through its aldehydic carbon and N1 forming 1.N-(1-hydroxy-3-meth-
yl)propanoguanine | 1 N°-(1-OH-3-m)pGua| (Chung et al, 1989). Acet-
aldehyde can also form 1N*-(1-OH-3-m)pGua via two successive
reactions (Garda et al, 2011). Etheno adducts formation has been as-
cribed originally to epoxyaldehydes resulting from further oxidation
of lipid peroxidation byproducts (Chung et al, 1996). However, it
has also been shown that lipid hydroperoxide reactivity towards
DNA nucleobases is higher than epoxyaldehydes (Blair, 2008). Four
etheno adduct derived from cytosine, guanine and adenine were
detected in vivo: i) 3 N*-etheno-2-deoxycytidine; ii) 1 N-etheno-2"-
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deoxyadenasine; iii) N°,3-etheno-2'-deoxyguanasine and; iv) 1,N-
etheno-2'-deoxyguanosine. There are multiple mechanisms of forma-
tion of etheno adducts, which will not be expanded in this session (for
epoxyaldehyde driven etheno adduct formation. (Petrova et al, 2007).

3. ODMs in mitochondria in normal and pathological conditions

The fact that mitochondria are a major source ofintracelularROS led
to the widespread notion that the mtDNA accumulated more ODMs
than nDNA. Initial measurements in cellular DNA seemed to support
this idea. Richter et al. (1988) published the first quantification, by
HPLC-EC detection, of 8-oxodGuo in mtDNA showing that their levels
were extensive (1 per 8000 bases) and higher than in nDNA (Richter
et al, 1988). Two subsequent studies soon contested those values as
being overestimated, as measurements using other methods found
much smaller values, although these studies the authors did not
compare with nDNA (Hegler et al., 1993; Higuchi and Linn, 1995). The
high levels found in the earlier studies were attributed to artifact oxida-
tion during DNA isolation and sample preparation. Using GC-MS detec-
tion, Anson and colleagues analyzed the levels of 10 oxidized
nucleobases in liver from young and old rats, and did not find a signifi-
cant difierence between nDNA and mtDNA in any adduct measured, in-
cluding 8-0xodGuo (Anson et al, 1999). However, this study relied on
sample derivatization procedures that were later demonstrated to in-
duce formation of 8-oxoGua and others ODMs (Dizdarogh et al.,
2002). In spite of this observation a posteriori, the original data
conceming 5-OHCyt, 5-OHUra, 5-HmUra and 8-oxoAde canstillbecon-
sidered reliable, since formic add hydrolysis at high temperature
(120 °C) does not generate spurious ODMs (Senturker and Dizdaroglu,
1999). These results, however, differed from those published by
Zastawny et al. (1998) using pig liver, where they found 4x more 8-
oxoGua in mtDNA, and up to 40 x more 5-OHHyd and 5-OH-5-meHyd
in liver mtDNA when compared to nDNA (Zastawny et al., 1998).
Using HPLC-EC and an improved DNA isolation method, Hamilton and
colleagues found about 6x higher levels of 8-0xoGua in mouse liver
mtDNA vs nDNA (Hamilton et al, 2001a). These conflicting results
have generated confusion in the literature, and the issue has not been
extensively revisited since.

Mitochondrial dysfunction has been implicated in the pathophysiol-
ogy of several diseases, including heart diseases (Lemieux and Hoppel,
2009), metabolic syndromes /diabetes/obesity (Gurzov and Eizrik,
2011), neurodegenerative diseases (Alzheimer's, Parkinson's and
Hungtinton's diseases) (Lin and Beal, 2006), cancer (Chandra and
Singh, 2011) and normal aging (Prolla et al,2010).In all cases, a mle
for oxidative stress and increased ROS production has been postulated
as a main event leading to mitochondrial dysfunction (Fernandez-
Checa et al_, 2010; Halestrap and Pasdois, 2009; Wanagat et al, 2010)
and accumulation of ODMs in mtDNA has been proposed. Nonetheless,
the direct measurement of ODMs in mtDNA requires a relatively large
amount of sample and sensitive analytical techniques, and thus such re-
ports have been scarce in the literature. Wang and colleagues quantified
oxidized bases in nDNA and mtDNA from post-mortem brain samples
from normal subjects and patients suffering from mild cognitive impair-
ment (M), the earliest detectable form of Alzheimer’s disease. They
found elevated levels of 8-oxoGua, 8-oxoAde and FapyGua in nDNA
from MCI subjects, but only elevated FapyGua in mtDNA from the
same patients (Wang et al, 2006). Usinga fluorescent-labeled antibody,
Nakabeppu and colleagues found increased immunoreactivityin the cy-
toplasm of nigrostriatal dopaminergic neurons of Parkinson's disease
(PD) patients (Shimura-Miura et al, 1999). Similar results were found
in a mouse model of PD, of animals injected with MPTP/MPP* (Chen
et al, 2005a). These results, however, should be taken cautiously, as
the use of antibodies to detect oxidized bases has been strongly
questioned. But although these results are still largely correlative, and
restricted by their methodological limitations, they provide evidence
that ODMs accurmulate in mtDNA in neurode generative diseases in

which mitochondrial dysfunction is a common feature; it remains, how-
ever, to be determined, if these lesions contribute to the pathophysiolo-
gy of the diseases.

MtDNA oxidation has been detected as a result of hypoxia-
reoxygenation in animal models. In a rat model of kidney ischemia-
reperfusion, increased cytoplasmic immunoreactivity (using an
antimouse-8-oxoGua antibody (MOG-020), obtained from JICA, Shizuoka,
Japan) was detected 6 h after reperfusion and preceded the necrosis of
proximal tubular cells in the outer medulla region of the kidney, sug-
gesting a ole in loss of viability (Tsuruya et al., 2003). In a model of re-
spiratory hypoxia, increased 8-oxoGua immunoreactivity (using an
mouse anti-8-oxoGua antibody, from QED Biosdence, San Diego, CA,
USA) was observed in hippocampus and cerebellum, indicating accu-
mulation of ODMs induced by hypoxic conditions ( Lee et al., 2002).
Moreover, increased perinuclear 8-oxoGua immunoreactivity was ob-
served in epithelial cells of the lung in mice exposed to hyperoxia
(Roper etal, 2004 ), suggesting that mtDNA ODMs may play a causative
role in lung diseases.

In cellular models of diseases, increased oxidatively generated
mtDNA damage has alo been detected. Increased 8-oxoGua has been
found inmtDNA of cells exposed to nickel (Xu et al_, 2011); incultured
neurons exposed to high frequency radiofrequency radiation (Xu et al,
2010); in a Down syndrome cellular model of elevated Cu, Zn-SOD ac-
tivity ( Lee et al_, 2001 ); and in fibroblasts co-cultured with activated
neutrophils, as a model for inflammation (Shen et al, 2000). However,
most experimental support for the hypothesis that oxidized bases accu-
mulate in mtDNA in disease conditions is indirect evidence coming from
studies of mtDNA repair activities in cellular and animal models. Lower
activity of the 8-oxoguanine DNA glycosylase (OGG1), which removes
8-oxoGua (see below) was detected in mitochondria from breast
(Mambo et al, 2002), lung (Karahalil et al, 2010; Mambo et al., 2005)
and prostate cancer cell lines (Trzeciak et al, 2004). Since OGG1 is the
major DNA glycosylase for oxidized purines in mitochondria (de
Souza-Pinto et al, 2001a), these results imply that thereis an accumula-
tion of these modifications in mtDNA in these cell lines. Although the
relevance of this accurmulation in the sequence of molecular events
that lead to cellular transformation is gtill not veryclear, results showing
that the levels of 8-0xoGua in mtDNA from radiosensitive squamous cell
carcdnomacell lines after y irradiation were higher than in mtDNA from
radio-resistant counterparts (Ueta et al., 2008), suggested animportant
role for mtDNA damage in survival The radio-resistant cell lines
expressed significantly higher levels of OGG1, TFAM and the mitochon-
drial DNA polymerase <y (pol+y), showing a direct relationship between
mtDNA repair, damage accumulation and cell fate after DNA damage
(Ueta etal,2008).

Taken together, the results discussed in this section suggest that
mtDNA ODMs accumulate in several human diseases. However, a limi-
tation for more studies has been the amount of biological sample need-
ed for isolation of enough mtDNA for analytical techniques. In this
regard, advances in such techniques to accommodate the use of lower
amounts of sample would allow for great progress in this area and ef-
forts in this direction are needed.

4. DNA repair pathways for ODMs in mitochondria

As described above, ROS can generate a variety of DNA lesions, in-
cluding oxidized DNA bases, abasic sites, and single strand breaks
(SSBs), and if this damage in nDNA and for mtDNA are not repaired,
they can accumulate to high levels and lead to cellular dysfunction
and disease. Thus, mt DNA repair pathways are required to maintain mi-
tochondrial genome integrity (Fig. 2). As the different types of DNA
modifications have distinct structural and physical—chemical proper-
ties, each class of DNA lesions are repaired by spedfic repair process.
Table 1 lists the most common types of modifications and the repair
pathways known to metabolize those lesions.
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The first DNA repair pathway identified, and now well characterized,
in mammalian mitochondnia is the base excision repair (BER) pathway.
BER evolved specdifically to repair small covalent modifications that do
not perturb significantly the double helix conformation This pathway
repairs most ODMs, as well as alkylations and deaminations of DNA
bases (for a comprehensive review of BER biochemistry see (Dianov
etal, 2001 ; Svilar etal, 2011)). SSBs are repaired by a cognate pathway,
know as single strand break repair (SSBR), which shares most of its en-
zymatic activities with the later steps of BER (Caldecott, 2008); thus re-
pair of these lesions will be discussed in the context of BER

Base mismatc hesand small ( 1-4 nucleotides) insertion /deletion loops
are corrected by the post-replicative mismatch repair (MMR) pathway
(Kunkel and Erie, 2005). Nuclear MMR is highly conserved from bacteria
toman, and most human proteins involved in MMR are homologues to
the bacterial mutS, mutl and mutH In yeast, a mitochondrial-specdific
mutS homologue, MSH1, was identified (Reenan and Kolodner, 1992)
and the protein was shown to have ATPase activity and bind mismatches
(Chi and Kolodner, 1994ab). In viw evidence for the existence of an ac-
tive MMR pathway in yeast mitochondrial was obtained when it was
demonstrated that poly (GT) tracts were unstable in mtDNA and this
effect was suppressed by MSH1 (Sia et al, 2000).

On the other hand, higher eukaryotes do not have an MSH1 homo-
logue, initially suggesting that mammalian mitochondria lacked MMR
activity. The first evidence that mammalian mitochondria are proficient
inthis repair pathway was the demonstration that human mitochondri-
al extracts supported mismatch comrection in an in vitro assay ( Mason
et al, 2003). Following that, we demonstrated that mitochondrial
MMR does not require the nuclear MMR proteins, MSH2, MSH6 and
MHLI, but requires the multi-functional protein YB-1, which localizes
to mitochondria and binds mismatched DNA (de Sowza-Pinto et al,
2009a). Moreover, YB-1 depletion led to increased mtDNA mut agenesis
and decreased respiration (de Souza-Pinto et al., 2009a), implicating
this protein, and MMR, in maintaining mitochondrial function.
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Although some types of ODMs could result in base mismatches, like
an 8-oxoGua/Ade mispair, there is only very little evidence that MMR
participates in repair of ODMs (Fig. 2). In yeast, Kaniak and colleagues
demonstrated that mtDNA mutageness in a mutant lacking Oggl isde-
creased by ectopic ex pression of Msh1 (Kaniak et al, 2009 ), indicating a
role for this protein in preventing accumulation of oxidized bases.
Moreover, the Trypanosoma cruzi MSH2 proteins were shown to localize
both to the nucleus and to the mitochondrion, and to be involved in ox-
idative stress resistance (Campos et al., 2011). However, these studies
did not address whether MSH 1 and 2 partidpate in oxidative stress
resistance through their roles in MMR or through an alternative, not
yet known, biochemical function. This issue needs to be further investi-
gated, as some studies have suggested that agents that induce oxidative
stress are selectively lethal to tumors bearing defects in MMR (Martin
et al, 2009 ). Likewise, it remains to be determined whether these cyto-
toxic effects are due to accumulation of ODMs in the nuclear or in the
mtDNA.

Double strand breaks (DSBs) are repaired by homologous recombina-
tion (HR), which is thought to be an error-free repair, or non-homologous
end joining ( NHE] ), an error-prone pathway (McKinnon and Caldecott,
2007 ). An end-joining activity was first identified in mammalian mito-
chondrial extracts using in vitro assays (Lakshmipathy and Campbell,
1999a). This activity was attributed to Ligase Il (Lakshmipathy and
Campbell, 1999b) and to a variant Ku80 protein (Coffey and Gampbell,
2000); both proteins are canonical DSBR factors in the nucleus as well.
More recently, the recombination protein RADS1 has been found in
mammalian mitochondria; this protein accumulated in mitochondria
after oxidative stress and assodated with mtDNA in an oxidative stress-
dependent fashion (Sage et al, 2010). These results again, do not elud-
date whetherthe protein’s role in oxidative stress resistance is asociated
with its function in homologous recombination or anot her biochemical
role. We have recently shown that RADS2, another HR factor, interacts
physically and functionally with OGG1, a BER enzyme, and modulates
its activity (de Souza-Pinto et al., 2009b). RAD52 knockdown cells are
sensitive to oxidizing agents and accumulate elevated levels of 8-
oxoGua, indicating that this interaction is important in the repair of
ODMs. As OGGI localizes to both the nudeus and the mitochondria
(see below), it remains to be determined whether this interaction is
also important in mtDNA maintenance. In this context, it is possible
that several DNA repair factors have alternative roles in oxidative stress
resistance through interactions with other repair proteins/pathways
(Fg.2).

4.1. Mitochondrial base excision repar

BER is a multistep process and takes placein both nucleus and mito-
chondria with a similar mechanism (Fg. 3). Most often the mitochon-
drial BER (mtBER) proteins are unique isoforms or spedfic splice
variants from a common gene with the nuclear isoforms (Nilsen et al_,
1997; Nishioka et al, 1999); however post-translationally modified ver-
sions of the nuclear proteins are also observed (Chattopadhyay et al.,
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2006; Nakabeppu, 2001). Briefly, both nuclear BER (nBER) and mtBER
include four distinct steps; the pathway is initiated by a specific DNA
glycosylase, which recognizes the modified or inappropriate base and
cleaves the N-glycosidic bond, creating an abasic (AP) site. The resulting
AP site is then processed either by an AP endonuclease or by the associ-
ated AP-lyase activity of the DNA glycosylases, which creates a strand
break with a 3'-OH end and a 5'<dRP residue. Repair then proceeds
with the removal of the 5'-dRP residue and gap filling by DNA polymer-
ases (pol inthe nudeus and pol 7y in mitochondria). The resulting nick
is sealed by DNA ligase. The sequence of events described above illus-
trates the short-patch BER (SP-BER), which involves the removal of
the DNA lesion and the incorporation of a single nucleotide. SP-BER is
well characterized in both nucdleus and mitochondria.

The BER pathwayis divided into two sub-pathways, according to the
number of new nucleotides incorporated into the repair patch. SP-BER
involves the incorporation of only one new nucleotide to replace the
one containing the damaged base long-patch BER (LP-BER), on the
other hand, involves the incorporation of 2 to 12 nucleotides during
BER synthesis (Svilar et al_, 2011 ). LP-BER is recruited when the 5' end
is modified or refractory to the dRP lyase activity of polf. DNA pol@
then inserts more nucleotides, promoting the displacement of the frag-
ment containing the modified end; this activity creates a 3'-stranded
flap structure, and the displaced strand is then that is removed by flap
endonuclease-1 (FEN1) (Klungland and Lindahl, 1997), and then DNA
ligase | seals the break completing the repair. Other DNA polymerases,
passibly Pol & and Pol £, may also be involved in LP-BER. Until recently,
it was believed that mammalian mitochondria did not have LP-BER ac-
tivities. Work by three independent groups have demonstrated, almaost
simultaneously that mitochondria can perform LP-BER (Akbari et al.,

2008; Liu et al, 2008; Szczesny et al., 2008 ). Mitochondrial LP-BER,
and the proteins identified in mitochondrial LP-BER are described
below.

4.1.1. Mitochondnd SP-BER

A. Recognition and incision by DNA glycosylases

SP-BER is initiated by lesion specific DNA glycosylases that recognize
and cleave modified or inappropriate DNA bases. Several DNA
glycosylases, and splice varants of nuclear DNA glycosylases have
been identified in mammalian mitochondria; for example 8-
oxoguanine DNA glycosylase 1 isoforms a (OGGla) and B (OGG1R),
uracil DNA glycosylase (UDG, also termed UNG), a homolog of the
E. coli DNA glycosylase mutY (MYH), a mammalian ortholog of E. coli
endonuclease 1l (nth) (NTH1) N-methylpurine DNA glycosylase (MPG
or AAG from Alkyladenine DNA glycosylase) and homologues of the
E. coli DNA glycosylase Fpg/Nei, NEIL1, NEIL2 and NEIL3 (Mandal et al,
2012; Svilar et al, 2011).

0GG1 is the primary enzyme for the repair of oxidized purines in
both nuclear and mtDNA. OGG1 isa bifunctional enzyme, which also
possess AP-lyase activity to cleave DNA at AP sites. The human OGG1
gene produces two major distinct transcripts via alternative splicing:
a-0GG1 and B-OGGI (Nishioka et al, 1999; Takao et al, 1998).
OGG!1 a contains a unique C-terminal domain that harbors a strong nu-
clear localization signal ( NLS), sorts mainly to the nucleus and a lesser
extent to the mitochondria. OGG I has a longer, and more hydropho-
bic, C-terminal than OGGla, and localizes to the mitochondria via a
shared N-terminal mitochondrial targeting sequence (MTS) with
OGGlo. Recombinant OGGIP has no detectable DNA glycosylase
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activity (Hashiguchi etal., 2004 ), what suggests that OGG la accounts
for both the nuclear and mitochondrial 8-oxoGua repair activities.

MYH (MutY-homologue ) is a monofunctional DNA glycosylase that
recognizes adenine mispaired with 8-oxoGua, but excises the adenine,
leaving the 8-oxoGua intact (Michaels et al, 1990). Nuclear and mito-
chondrial adenine DNA glycosylases are generated by alternatively
spliced forms of the human MYH gene (hMYH) (Ohtsubo etal., 2000).
The hMYH gene produces three major transcripts with unique 5’
mRNA sequences, ie. o, f and v, each of which is alternatively spliced
tocreate as many as 10 different splice variants. The p52/53 isoform is
found both in nucleus while the p57 is found mainly in mitochondria
p57.The p52 nuclear species has been suggested to be the productof
the hMYHR1,£3 ory2 transcript(s). The mitochondrial MYH ispredict-
ed to be generated by the h(MYHa 1 transcript (Ohtsubo et al, 2000).

NTH1 (Endo Ill-homologue) is a bifunctional glycosylase (DNA
glycosylase/AP lyase) that excises a wide range of pyrimidine lesions,
induding ThyGly, 5-OHCyt, FapyGua and FapyAde. The hNTH1 protein
is localized almost exclusively to the nucleus, likely due to the presence
of a weak MTS (Luna et al, 2000; Takao et al, 1998). Notably, no alter-
native splicing of the hNTH1 gene has been reported so far, and the
disparate protein isoforms of hNTH1 generated by multiple transla-
tion-initiation sites do not exhibit differences in localization (Takao
etal, 1998 ). However, ThyGly and FapyAdeincsion activity was greatly
reduced in liver mitochondrial extracts from NTH1 knockout mice, sug-
gesting that the enzyme is functionally active in mitochondria from
mammals (Hu et al_, 2005).

Two isoforms of UDG are encoded by alternative splicing and tran-
scription from different positions in the UNG gene ( Nilsen et al, 1997).
UNGI is the mitochondrial and UNG2 is the nuclear form of the UNG-
gene These enzymes remove uracil from DNA, generated by spontane-
ous deamination of cytosine. The mitochondrial and nuclear isoforms of
UDG share a common catalytic domain, but have different N-terminal
sequences for subcellular sorting. In addition to excdising uradl from U:
G > U:A base pairs, the UNG proteins have the ability to remove oxidized
cytosine from DNA as well, indluding isodialuric acd, alloxan and 5-OH-
Ura (Dizdaroglu et al., 1996; Nilsen et al, 1997).

Mammalian homologues of the bacterial nei glycosylase (nei-like
DNA glycosylases, NEILs 1, 2, and 3) have recently been identified,
which excise primarily FapyAde, but also other ODMs, although with
some restraint depending on the DNA base opposite to the modification
(Grin and Zharkov, 2011; Grin et al, 2010; Takao et al, 2002).
Futhermore, NEILI is espedallycrudial in removing ODMs in the context
of lesions in single-stranded DNA (Bandaru et al, 2002; Hazra et al,
2002; Rosenquist et al, 2003). NEIL1 was found to localize to mouse
liver mitochondria, where it is likely to provide the residual incsion ac-
tivity of substrates containing Fapys in extracts from mice lacking both
OGG! and NTH1 (Hu et al, 2005). Recently, NEIL2 was also found in
human mitochondrial extracts, suggesting a role for this protein in re-
pair of ODMs and SSBs in mtDNA (Mandal et al_, 2012).

B. AP-site processing

Following base excision by a DNA glycosylase, the resulting abasic
site is processed by APE endonuclease (APE1). Bifunctional DNA
glycosylases, like OGG1, hMYH and NTH1 have f-elimination activity,
which could generate a 5'dRP-containig single strand break; however
it is likely that APE1 competes for the abasic site, displacing the DNA
glycosylase (Hill et al, 2001). The APE1 protein is found both in nuclei
and mitochondria (Tell et al., 2005), and recent evidence suggests that
the mitochondrial form is an N-terminal truncation of the fulldength
APE1 (Chattopadhyay etal., 2006 ). APE2, a second mammalian homo-
logue of bacterial exonuclease IIL is also localized in mitochondria but
its contribution to BER is not clear yet (Hadi et al., 2002; Tsuchimoto
etal, 2001).

On the other hand, NEILI and NEIL2 have p.A-elimination activity,
generating 3'-phosphate at the SSB site (Das et al., 2006; Wiederhold
et al., 2004). The 3'-phosphate completely blocks polymerase

progression,and thus needs to be removed before nucleotide incorpora-
tion can take place. In the nucleus, polynucleotide kinase 3-phospha-
tase (PNKP) (Habraken and Verly, 1983; Pheiffer and Zimmerman,
1982), was identified as the phosphatase responsible for removing
these groups to restore the 3'-hydroxyl terminus. Recently, PNKP was
also found in human mitochondria, and its inactivation or depletion
led to accumulation of ODMs the mitochondrial genome (Mandal
etal, 2012; Tahbaz et al, 2012). These recent results suggest that this
APE-independent BER sub-pathway may have arole in protecting mito-
chondria against oxidative stress-induced DNA damage. However, it is
still unclear what the contribution of this pathway is to the overall ge-
nome maintenance in the organelle.

DNA strand breaks with a 3"-phosphate are also a common product
of hydrogen atom abstraction, which then requires undergoing PNKP-
dependent repair, as discussed above. Some other unique DNA scission
products that arise from OH-mediated hydrogen atom abstraction are
known to also be refractory to DNA polymerase (DNA Pol) activity
and to need further processing. The prevalent 3'-phosphoglycolate,
which arises from C-4'-initiated aerobic DNA cleavage mechanism,
also needs to undergo processing to become an appropriate substrate
for subsequent biochemical reaction of the DNA repair system
(Henner et al, 1983a; Wiseman and Halliwell, 1996). Intum, thedown-
stream product of H-5' abstraction in the presence of thiol in aerbic
condition, a 5'-aldehyde termini, is refractory to dRP lyase activity of
DNA Pol due to its remaining base attach at the sugar moiety. However,
it has been shown that pol B can strand displace the 5'-aldehyde-
containing strand up to four nudeotides, stimulated by FEN1 (Jung
et al 2011).

C DNA synthesis

Once the AP site has been processed by APE1 or AP-lyase/PNKP, the
following step in the BER pathway is catalyzed by a DNA polymerase,
which inserts the correct nucleotide in the generated gap. Mitochondria
have a single DNA polymerase, pol v, which assumes sole responsibility
for DNA synthesis in all replication, recombination, and repair transac-
tions involving mtDNA. During the SP-BER, one single nucleotide isin-
corporated into the gap by pol . Pol y has both polymerase and dRP
lyase activity and is therefore the major enzyme for the repair synthesis
step in BER (Copeland and Longley, 2003; Longley et al, 1998).

D. Ligation

The final step in SP-BER is sealing of the remaining single-strand
nick. In mitochondria, this molecular process is performed by a variant
of the nuclear DNA ligase Il (UG3). In particular, the human LIG3 gene
encodes both nudear and mitochondrial enzymes, which arise from
the use of altemative translation-initiation start sites in a single
mRNA transcript (Lakshmipathy and Gampbell, 1999b). Interestingly,
the mitochondrial DNA LIG3 protein apparently functions without the
scaffolding protein XRCC1 (Lakshmipathy and Campbell, 2000), a key
single-strand break repair factor required for the stability of nuclear
DNA UG3avia itsdirect physical assodation (Caldecott et al, 1994). Re-
cently, an essential role for DNA LIG3 in mtDNA maintenance was dem-
onstrated by two independent groups (Gao et al_, 201 1; Simsek et al_,
2011 ). The severe mtDNA loss and mitochondrial dysfunction observed
in transgenic cells lines and animals lacking only the mitochondrial iso-
form of DNA LIG3 (but not the nuclear isoform) may indicate that this
enzyme hasa more prominent role in mtDNA maintenance than just
its role in BER.

4.1.2. Mitochondrial LP-BER

Considering that the mtDNA is continuously exposed to ROS it is
likely that oxidized AP sites and 2-deoxyribonolactone (dL) are generat-
ed in mtDNA at a significant rate. These modifications can inhibit
mtDNA replication and SP-BER by covalently trapping pol y (Liu et al_,
2008). These lesions, thus, require processing via a LP-BER pathway, in
which the blocking end is removed as part of an oligonucleotide
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displaced during repair synthesis (Prasad et al, 2001). Recently, three
independent groups identified LP-BER activity in mammalian mito-
chondria (Akbari et al, 2008; Liu et al, 2008; Szczesny et al., 2008),
demonstrating that this sub-pathway operates in parallel with SP-BER.
During LP-BER, DNA synthesis displaces the 5'-end containing strand,
forming a flap-like structure which needs to be processed by a
structure-specific endonuclease before the repair patch can be sealed
by a DNA ligase. FEN1 is a structure specific endonuclease which is re-
quired for Okazaki fragments processing. In the nucleus, FEN1 is the
major catalytic activity involved in LP-BER FEN1 was also found in
human (Liu et al, 2008; Szczesny et al, 2008) and mouse (Kalifa et al.,
2009; Szczesny et al, 2008) mitochondria, and implicated in mitochon-
drial LP-BER using different lesions, such as tetrahydrofuran (an artifi-
dal analog of abasic site) and dL It is noteworthy that nuclear LP-BER
utilizes other replication associated proteins, namely PONA, DNA pol &
and DNA pol & and DNA ligase |. To date, only FEN1 has been found in
mitochondria, but further studies are needed to investigate the role of
other protein partners in mitochondrial LP-BER, passibly mtDNA repli-
cation associated proteins, in a manner analogous to that seen in the
nucleus.

Studies have also demonsgtrated the existence of FEN1 independent
LP-BER pathway in mitochondria. Dna2, another helicase/nuclease in-
volved in Okazaki fragment processing in the nucleus (Balakrishnan
and Bambara, 2011), was also found to localize in mitochondria where
it can stimulate pol y DNA synthesis, resulting in the formation of an
RNA primer flap. In addition, Dna2 interacts with FEN1 in mitochondria,
and play arole in the processingofthe 5' flap structure alone or together
with FEN1 (Duxin et al, 2009; Kalifa et al., 2009; Zheng etal, 2008). It
is suggested that both Dna2 and FEN1 are involved in mitochondrial
LP-BER (Fig.3).

4.1.3. Mitochondrial single strand break repar

Besides being generated as a direct result from ROS attack, SSBs are
also produced as an intermediate during BER and can accumulate if
theindividual BER steps areuncoupled (Ma et al, 2008). If not repaired,
SSBs cause replication and transcription stalling and can be converted to
DSBs, which are extremely cytotoxic lesons. SSBs are repaired by SSBR,
which shares manyenzymatic activities with BER In nucleus, the breaks
are initially recognized and bound by poly(ADP-ribose) polymerase
(PARP) (Pachkowski et al., 2009; Strom et al., 2011), which attracts
the ligase I/ XRCC1 complex (Chalmers, 2004 ). After this, SSBR utilizes
many of proteins involved in BER. The localization of PARP1 in mito-
chondria and its involvement in mtDNA repair is yet a controversial
issue. PARP1 was found in a complex with mitofilin (Rossi et al.,
2009), and poly(ADP-ribosyl)ated proteins were found in mitoc hondria
after traumatic brain injury (Lai et al, 2008 ). Other studies, however,
failed to find PARP in mitochondria, and suggested a spatial segregation
between poly (ADP-ribose) synthesizing and degrading enzymes be-
tween the nucleus and the mitochondria (Poitras et al., 2007). It is sug-
gested that the localization of PARP1 in mitochondria could be tissue
specific, cell cycle or DNA damage specific (reviewed in detail in
(Sykora et al, 2012)).

Unrepaired SSBs, espedially those containing refractive 5’ termini, can
also be substrates for unfruitful ligation attempts by DNA LIG3. Aborted
DNA-ligation events often contain a 5'-adenylated intermediated (Ahel
et al_, 2006). These intermediates are strong blocks for ligation and are
removed by Aprataxin, a nucleotide hydro lase/trandferase, which is mu-
tated in patients suffering from a form of ataxia with oculomotor apraxia
(Ahel etal, 2006). Aprataxin was found in mitochondria from human
cells (Sykora et al, 2011), and its depletion SH-SYS5Y neuroblastoma
cells and primary skeletal muscle myoblasts resulted in mitochondrial
dysfunction and mtDNA depletion, indicating a role for this enzyme in
mtDNA maintenance.

Fg. 4 summarizes the main substrates for the major enzymes
involved in mtBER, as discussed above.
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The mtDNA is localized in the mitochondrial matrix and mitochon-
drial BER takes place in this compartment. However, as the mtDNA is
anchored in the inner side of the inner membrane, in the nucleoid com-
plex, mtDNA BER also seems to be organized in acomplex that localizes
with the inner mitochondrial membrane. Using a fractionation scheme
which separated membrane and soluble fractions of human mitochon-
dria, we demonstrated that most BER activities co-fractionated with
TFAM and with the membrane fraction ( Stuart et al, 2005 ). This assod-
ation was resistant to low concentration of detergent, but released by
increasing salt concentration, suggesting that electrostatic interactions
between proteins maintained the association of the BER activities with
the nucleoid We also found that the nucleotide excision repair factor
Cockayne Syndrome complementation group B (CSB ), whichis required
for transcription coupled repair in the nucleus (Hanawalt and Spivak,
2008), is involved in this association between BER proteins and the mi-
tochondrial membrane, as in cells lacking CSB, this assodation is looser
and the BER activities are released from the membrane fraction with
lower salt concentration (Aamann et al., 2010). Interestingly, Boesch
and colleagues found that the length of the repair synthesis patch
(single- vs long-patch) differs in the soluble and the membrane-
associated fraction (Boesch et al, 2010). The authors suggest that coor-
dinate interactions of the different partners needed for BER is only
found at sites where the DNA is associated with the membrane, demon-
strating the biological importance of this spatial organization of the
mtDNA BER complex.

5. MtDNA repair and mitochondrial genomic stability

Genetic stability requires coordination of a network of pathways
incduding DNA repair, recombination and apoptosis. Damage left
unrepaired in either nuclear or mtDNA may lead to mutagenic events
which play a causative role in the various diseases assodated with
aging, cancer, and neurodegeneration. In mtDNA the chance that muta-
tions may have phenotypic consequences is even higher than in the
nDNA, as the mtDNA has no intron and thus virtually all mutations
occur in coding sequences. The only non-coding sequence in the
mtDNA is the D-loop, which is essential for replication and transcrip-
tion, and mutations in this region could have severe functional conse-
quences as well. In fact, the D-oop is thought to be a hot-spot for
mutations, which are found at high levels in this region in aged tissues
(Michikawa et al., 1999) and in cancer ( Chatterjee et al, 2006). In this
context, processes that prevent mutation accumulation, such as DNA re-
pair and selective degradation of highly damaged mtDNA molecules,
can have a profound impact on mitochondrial genomic stability. As
BER seems, so far, to be the most active repair pathway in mitochondria,
its effidency and regulation play important roles in this process.

Mutations arise from replication of unrepaired (and non-blocking)
DNA modifications. In almost all organisms studied so far, pol yis the
sole mitochondrial DNA polymerase, responsible for both replication
and repair of the mtDNA (Falkenberg et al., 2007). The first direct
evidence that ODMs could lead to mutations in the mtDNA was the
observation that in vitro, Xenopus laevis pol y can insert dA oppaosite
an 8-oxoGua template, but only in approximately 27% of the extended
products (Pinz et al, 1995). This selectivity for keeping the 8-oxoGua
in the anti conformation (and thus limiting base pairing with dATP,
the mutagenic base pairing) seems to rely on steric impairment provid-
ed by Tyr955, an amino add mutated in a progressive external
ophthalmoplegia-associated form of poly (Van et al., 2001 ). In fact,
the YO55C pol y mutant displays relaxed discrimination when either
incorporating 8-0xodGTP or during translesion synthesis opposite 8-
oxoGua (Graziewicz et al., 2007 ), suggesting that pol y variants can
have increased mutagenic effects.

Itis important, however, to keep in mind that ROS can generate dif-
ferent kinds of ODMs in DNA, and the mutagenicity of many of these
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modifications has not yet been directly addressed, particularly in mito-
chondria Among these, the ring-opened Fapys have received increased
attention, as they have been shown to accumulate in mtDNA in mice
lacking the OGG 1 and NTH1 DNA glycosylases (Hu et al., 2005). In sim-
ian kidney cells, FapyGua was found to be slightly more mutagenic than
8-oxoGua, whereas FapyAde and 8-0xoAde were only wealdy mutagen-
ic (Kalam et al., 2006). For a more comprehensive review on these
lesions and their possible biological roles, we refer the reader to
(Dizdaroglu et al, 2008).

Oxidation of the nucleotide pool also contributes to mutagenesis.
While 8-axodGTP is incorporated into the template by pol y with a
specificity constant approximately 10,000-fold lower than that for
dGTP, once incorporated, 96% of the time 8-oxodGMP is extended by

continued polymerization rather than being excised by the pmoofread-
ing exonuclease (Hanes et al, 2006). The biological importance of this
effect is supported by the ubiquitous existence of a specific phosphat ase
for oxidized nucleotide, the mutT protein in bacteria and the mutT
homologue (MTH) in eukaryotes. Studies using depletion or over-
expression approaches have revealed a pivotal role for MTH in
preventing mutagenesis and cell death (reviewed in (Nakabeppu
et al, 2010) ). Moreover, mice defective in MTH1 displayed elevated
levels of spontaneous lung, gastric and ovarian tumors ( Tsuzuki etal.,
2001), and germline MTH1 mutations were found in patients with
multiple colorectal adenomas (Sieber et al., 2003). MTHI1 is found in
mammalian mitochondria (Kang et al., 1995), where it prevents mito-
chondrial dysfunction after H,0, treatment (Yoshimura et al, 2003).
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Impaired expression of the MTH1 protein was also observed in spinal
motor neurons of amyotrophic lateral sclerosis patients (Kikuchi et al.,
2002), but more studies are needed to better establish a causative mle
for accumulation of oxidized dNTPs in mtDNA mutagenesis and mito-
chondral dysfunction.

High level of oxidatively generated DNA damage can be particulady
deleterious in post-mitotic tissue, such as the heart and the brain, as
self-renew through cell proliferation is quite limited in these tissues.
In neurons, in particular, efficient mtBER may be even more important
for function, as these cells rely primarily on mitochondria for ATP pro-
duction Earlier studies from our group demonstrated that mtBER ca-
pacity is organ-specific and brain has the lowest capacity ( Karahalil
et al, 2002). When nuclear and mtBER activities were evaluated in
five distinct mouse brain regions, a significant age-dependent decrease
in mitochondrial DNA glycosylases, OGGI, UDG and NTH, activities was
observed for all regions (Imam et al., 2006 ). Another study of rat cere-
bral cortices showed that mtBER activities gradually declined with
age, and this dedline in activity parallels decreased expression of repair
enzymes, such as OGG1 and pol iy (Chen et al, 2002).

The free radical theory of aging proposes that aging may be, in part,
due to free radical-dependent cellular damage accumulation. As mito-
chondrial dysfunction plays acritical role in this process, itis of greatin-
terest to understand whether the mtDNA repair mechanisms play an
important role in the aging process and age-associated diseases. Levels
of 8-oxoGua increase with age in the nuclear (Fraga et al, 1990)
and in the mtDNA (Hamilton et al., 2001b; Hudson et al, 1998) in
animal models. However, BER activities in mitochondria from rats
(Souza-Pinto et al, 1999) and mice (de Souza-Pinto et al, 2001b) do
not follow the same pattern, as OGGI1 activity was found to increase
with age in liver and heart. However, 8-oxoGua removal rate may, in
fact, decrease with age in some tissues, as Szczesny and colleagues
showed that that although the total OGG1 activity is higher inold mito-
chondria, alarge fraction of the enzyme isstuck to the membrane inthe
precursor form, which could not be translocated to and processedinthe
mitochondrial matrix (Szczesny et al., 2003 ). Moreover, tissue variation
in mtBER activity was also observed with age (Szczesny et al,2010).
Thus, theissue still needs to be further investigated to better ourunder-
standing of how BER is regulated with age in different cell types, and
how this impacts mitochondrial function and the age-assodated
phenotypes.

Inherited premature aging syndromes have been veryuseful models
to understand the normal aging process in humans. Although these syn-
dromes are caused by single-gene mutations, they recapitulate several
phenotypes of normal aging and provide mechanistic insights into the
pathways deregulated during aging. The segmental premature aging
syndrome Cockayne syndrome (CS) shows a progressive neumlogical
dysfunction; cells deficient in the protein mutated in the complementa-
tion group B (CSB) show impaired mitochondrial repair of 8-0xoGua
(Stevnsner et al., 2002 ). Recently, we and others demonstrated that
CSB is found in mitochondria and play a mole in mtBER (Aamann et al_,
2010; Kamenisch et al., 2010), likely modulating BER association with
the mitochondrial membrane. The CSB protein has also been shown to
be a direct accessory factor to BER enzymes, such as APE1 (Wong
et al, 2007) and NEILT (Muftuoghu et al., 2009), what suggests that
the proteins may also have additional roles in modulating mtBER
effidency.

As the 13 mitochondrially encoded proteins are essential for proper
functioningand assembly of oxidative phosphorylation (OXPHOS) com-
plexes I, 111 and IV and of the ATP-synthase, instability of the mtDNA is
expected to impair mitochondrial function, and the role of mtDNA re-
pair in this process has just recently began to be investigated. It is
clear that DNA lesions can impair correct gene expression and recent
studies have found evidence for that in conditions in which ODMs
accumulate in mtDNA. For example, in a rat model of failing heart
after myocardialinfarct, Ide and colleagues (Ide et al., 2001) found a sig-
nificant impairment of mtDNA gene expresson, which correlated with
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lower enzymatic activity of complexes I, Ill and IV, and with generation
of 03 and *OH, suggesting that mtDNA ODMs resulted in lower
transcription Several other groups reported similar findings in other
experimental systems, such as decrease mtDNA transcription in liver
mitochondria from a mouse model of sepsis (Suliman et al., 2003),
and impaired mtDNA replication and transcription in neurons treated
with dsplatin (Podratz et al, 201 1). Moreover, chronic exposure to ar-
senic, a known inducer of ROS (Park, Park et al,, 2003; Gupta et al.,
2003), leads to mtDNA damage and mutagenesis and an increase in
the expression of TFAM (Singh etal_, 2011).

In addition to effects on gene expression, ODMs-induced transcrip-
tional mutagenesis can also contribute to mitochondrial genomic insta-
bility. In bacteria, transcription through DNA templates containing 8-
oxoGua and uracil lead to mutated transcripts (Bregeon et al., 2003).
Using a luciferase-reporter system, Bregeon et al (2009 ) demonst rated
that 8-oxoGua is also transcriptionally mutagenic in mammalian cells,
where the mutated RNAs were expressed into mutant proteins
(Bregeon et al, 2009), demonstrating the potential fordirect phenotyp-
ical changes resulting from transcription of DNA containing ODMs. No
similar analyses has been done yet for the mitochondrial transcription
machinery, although the human mitochondrial RNA pol has been
shown to amrest at an aldehyde adduct of DNA, known as M1Gua
(Cline et al, 2010). Thus, it is very likely that ODMs in mtDNA result
inboth transcriptional arest and mutagenesis, which in tum causes im-
paired activity of the OXPHOS complexes.

An important consequence ofimpaired OXPHOS activity is increased
generation of ROS ( Kowaltowski et al., 2009), and this process could
lead to a vidous cycle in which mtDNA instability caused by ODMs re-
sulted in increased mitochondrial oxidative stress and more ODMs in
mtDNA. These events had been long postulated to play pivotal rolesin
aging and tumorigenesis, but just recently experimental evidence di-
rectly linking mtDNA mutations with altered ROS production and cara-
nogenesis has appeared in the literature. A mutation in the ND5 subunit
of Complex | resulted in enhanced tumorigenesis through ROS genera-
tion and activation of the Akt signaling pathway (Sharma et al_, 2011).
Mitochondrial genome instability, due to Tfam heterozygosis, also con-
tributes to colon cancer development in an APC*'~ mouse model via
enhanced ROS production (Woo et al, 2012); and mitochondrial muta-
tions have been shown to regulate metastasis in breast cancer (Imanishi
etal,2011) and in UV-induced skin tumors (Jandova et al, 2012. On the
otherhand, in a modd of gliomagenesis, Seoane et al (2011) found that
although mitochondrial dysfunction and ROS generation are observed
during oncogenic transformation, mtDNA mutations do not accumulate
despite increasing nDNA instability (Seoane et al., 2011). The authors
suggest that the mtDNA molecule plays an essential role in the control
of the cellular adaptive survival response to tumor-induced oxidative
stress, and that the integrity of mt DNA seems to be a necessary element
for responding to the increased ROS production associated with the
oncogenic process. These apparently contradictory results pointout to
the need of more investigation into these relationshipsin different path-
ological conditions and models as well as during normal aging, as
mtDNA mutation accumulation during aging seem to results from clonal
expansion of early appearing mutations (Payne etal  2011).

6 Mechanism of formation of mtDNA ddetions

Mitochondrial DNA deletions (AmtDNA), particularly large-scalede-
letions, are a common cause of human mitochondrial diseases and also
one of the possible causes of aging (Holt et al, 1988) (Benderet al.,
2006; Moraes et al., 1989; Wanagat et al, 2001) (Kraytsberg et al.,
2006). Over 100 different mtDNA deletions have been identified in sam-
ples from normal subjects and patients suffering from classical mito-
chondrial diseases and various types of cancer ( http://www.mitomap.
org). Among these, a 4977-bp deletion, from nucleotides 8483
to 13,459 (Schon et al., 1989), is one of the most frequently observed
AmtDNA in human tissues, and thus it has been named “common”™
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deletion (Cortopassi etal, 1992; Leeetal., 1994; Schon etal, 1989). The
4977-bp common deletion occurs between two 13-bp direct repeats at
positions 13,447-13 459 and 8469-8482 and remowes all or part of the
genes encoding four complex | subunits, one complex IV subunit, two
complex V subunits and five tRNA genes.

It has been proposed that the loss of mtDNA-encoded proteins and
tRNA genes required for protein synthesis leads to mitochondrial dys-
function and cell death ( Cortopassi et al., 1992; Lee et al., 1994; Peng
et al., 2006; Schon etal., 1989). However, as the mtDNA exists in multi-
ple copies within cells, in orderto cause mitochondrial and cellular dys-
function, a deleted form of mtDNA must accumulate above a critical
threshold that varies from tissue to tissue, based on energy require-
ments (Cree et al, 2009; Taylor and Tumbull, 2005). Nonetheless,
some experimental evidence indicates that mtDNA with large deletions
accumulate faster compared with mtDNA with small deletions, likely
due to replicative advantages, as they would replicate faster (Diaz
et al, 2002; Fukui and Moraes, 2009 ). Nonetheless, accumulation of
small AmtDNA is also assodated with clinical syndromes (reviewedin
(Pitceathly et al, 2012)).

The molecular mechanism leading to AmtDNA formation and accu-
mulationin human cells are still poorly understood. There are two pro-
posed mechanisms for the formation of AmtDNA: i) AmtDNA are
generated during replication by slipped-strand homology in repetitive
sequences, or i) AmtDNA are generated during repair of DSBs. The
asynchronous strand displacement replication of the mtDNA begins at
the D-loop, at the origin of heavy strand (Ow). As replication of
the heavy strand (H-strand) proceeds, the parental H-strand is
displaced as a single-stranded “loop™. When a single stranded repeat
of the H-strand mis pairs with newly exposed single stranded L-strand
repeat, adownstream loop of H-strand is generated. The single stranded
H-strand loop is susceptible to strand breaks and degradation. The free
ends of the H-strand are then ligated and replication of the H-strand
continues. When synthesis of H-strand reaches to the origin of light
strand (O ), replication of L-strand begins in the opposite direction
until both strands have been fully replicated. T hus, asynchronous strand
replication results in the synthesis of one wild type and one deleted
mtDNA molecule. This model accounts for the generation of AmtDNA
with direct repeats or homology-dependent recombination (Krishnan
et al, 2008; Shoffner et al., 1989)

The DNA repair model proposes that deletions result from incom-
plete DSB repair or replication fork collapse at unrepaired strand-
breaks. DSBs can be generated in mtDNA by several mechanisms, in-
cluding OH-mediated oxidation of two nucleotides closely positioned
in opposite strands, known as clustered lesions. In nDNA of normal
human fibroblasts, ionizing radiation-induced clustered DNA lesions
are poorly repaired and result in chromosome breakage (Asaithamby
et al,2011). Krishnan et al. (2008) suggested that the high number of
AmtDNA observed in substantia nigra neurons result from DSBs gener-
ated by ROS-induced clustered lesions or through increased replication
stalling at unrepaired lesions (Krishnan et al., 2008 ). During repair of
DSBs, single stranded regions are generated by exonudlease activity,
which subsequently anneal with micro-domains containing direct re-
peats This event could lead to mtDNA molecules with a deleted portion,
but accounts only for homology-dependent recombination (Krishnan
et al, 2008). On the other hand, Fukui and Moraes (2009) suggest that
in post-mitotic tissues, DSBs in mtDNA could lead to both homology-
dependent and -independent recombination. They proposed that
NHE] could play a role in homology-independent recombination. Exo-
nucleases may degrade single strand ends generated by DSB, with the
intermediates undergoing NHE] in a stochastic manner, generating
AmtDNA without the involvement of direct repeats. Thus, it is likely
that the biochemical characterization of NHE] mechanism in mitochon-
dria will provide valuable evidence into the mechanism of AmtDNA
generation (Fukui and Moraes, 2009).

The first evidences suggesting that ROS could cause mtDNA
deletions showed a positive correlation between increase mtDNA

deletions and markers of oxidative stress in normal aging (Wei
et al., 1996), in an accelerated aging mouse model (Fujibayashi
etal, 1998) and in a rat model of diabetes ( Kakimoto et al., 2002).
Experiments showing that mtDNA deletions, particularly the common
deletion, accumulated in cells treated with t-butyl hydroperoxide
(Dumont et al, 2000) or exposed to ionizing radiation (Prithiviajsingh
et al, 2004) provided a direct link between oxidative stress and the
induction of mtDNA deletions. In cells treated with UVA, the formation
of common deletion was directly attributed to singlet oxygen, as less
deletion was detected in cells irradiated in presence of singlet oxygen
quenchers, and more deletions in cells irradiated in deuterium oxide
(Berneburg et al, 1999).

The contribution of mtDNA deletions to oxidative stress-induced mi-
tochondrial dysfunction has not been cleardly understood yet. However,
as mtDNA deletions have been proposed to drive the aging phenotype
(Vermulst et al., 2008), dissecting the targets and molecular events
that result in deletions after oxidatively induced mtDNA damage is an
important challenge of the field.

7. Parspectives for mtDNA repair in heaalth and disease

It is by now quite well documented that the mtDNAis a major target
for damage, espedially foroxidatively generated modifications, and that
mtDNA damage may be extensive in some pathologcal conditions, like
some types of cancer and neurodegeneration. Nonetheless, only few
0ODMs have been gquantified in mtDNA, and in most cases only 8-
oxoGua has been analyzed. On the other hand, mitochondrial dysfunc-
tion is observed in several other pathologies, and mtDNA damage and
accumulation of mutations have not been comprehensively investigat-
ed in many of those, induding in conditions that significantly impact
public health, such as obesity, diabetes and cardiovascular disease. As
methods to quantify these lesionsbecome more senstive, and ultrasen-
sitive methods to detect other modifications, such as etheno- and
propano-adducts (Gardia etal., 2010), become available, efforts should
be made into this aspect, as this information could contribute a lot to
understanding the role of these modifications in the molecular events
that culminate in the clinical manifestation of the diseases. It is impor-
tant to mowe on from the correlative studies to a more mechanistic ap-
proach, in which we also take into consideration that the functional
consequences of each specific ODM may vary significantly, as it may
vary according to cell type as well

Similarly, our understanding of mtDNA repair pathways is still limit-
ed, as so far, only BER has been extensively characterized. Although the
experimental evidence amounted @ far indicate that a canonical nucle-
otide excision repair pathway probably does not exist in mitochondria,
itis likely that ot her repair pathways operate in this organelle. In this re-
gard, ours and other groups are working to better characterize repair of
DSBs and mismatches/insertion deletions loops in these organelles. We
need to gain a better understanding of how these pathways operate
atthe molecular level, and also of how their efficiency is regulated in
normal conditions, and in response to different stresses. For instance,
the peroxisome proliferator-activated receptor 7y coactivator la
(PGC-1at), which regulates mitochondrial biogenesis and energy
metabolism, also controls the expression of ROS-detoxifying en-
zymes in response to oxidative stress ( St-Pierre et al., 2006), sug-
gesting that this signaling pathway may be involved in a general
cellular stress response. If so, would that response include up-
regulation of DNA repairin mitochondria? Likewise, it remains to
be determined whether other signaling pathways that control cellular
bioenergetics such as the Akt /PI3K pathway, also modulate mitochon-
drial DNA repair. As we better understand how these molecular events
are related, and what roles they have in cellular dysfunction, we will
then be able to propose new, mechanism-based interventions for
prevention and management of important diseases, with great impact
in public health.
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