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O reparo por excisao de nucleotideos (NER) € uma das vias mais M""“;{Q@
versateis de reparo, conhecido pela sua capacidade em remover lesdes que N Li1ad
levam a deformacgdes estruturais importantes no DNA. Células deficientes N ’
nesta via de reparo sdo mais sensiveis as antraciclinas, sugerindo a acéao de jassinicic
proteinas desta via no reparo de lesdes induzidas por estas drogas. Dentre
elas, a doxorrubicina (DOX), que tem como mecanismo de acao a interacao
com a enzima Topoisomerase Il, alquilactes e inducdes de pontes no DNA, incisdo dupls
bem como formacao de radicais livres dentro da célula, € capaz de induzir
autofagia em células tumorais. Assim como, o reparo de DNA, pode ser s e
considerado uma resposta citoprotetora ao estresse refletindo os esforcos ™
da célula de evadir a morte cellular e gerar resisténcia tumoral. Shkios b oso w);ﬂ
Recentemente foi relatado o envolvimento de alteracdes mitocondriais nas =
sindromes relacionados com a reparacao de DNA, e também a localizacao @ -
mitocondrial de algumas proteinas do NER.
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Avaliar as alteracbes mitocondriais atraves de citometria de fluxo e o processo autofagico por western blot em
linhagens de fibroblastos humanos proficientes (MRC5) e deficientes em NER (XPD) apos 72h de tratamento com DOX.

METOLDOLOGIA

P i I Foram utilizadas linhagens de fibroblastos humanos uma
'E‘i';;jﬁ ";f'“" , :g proficiente (MRC5) e outra deficiente (XPD) em NER. Essas
|

(RAPA). ApoOs esse periodo foram analisados o conteudo e o
potencial de membrana mitocondrial (Mitotracker Green e JC1),
atraves de citometria de fluxo de acordo com o esquema abaixo,
Western Blot — p62 e 0 processo autofagico, por western blot.
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RESULTADOS

Celulas deficientes em XPD apresentaram aumento na massa mitocondrial quando tratadas com DOX, mas isso hao
foi observado em MRC5. Em células complementadas com XPD funcional, a analise da massa mitocondrial foi

semelhante a MRCS5.
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Figure 1. Analise do conteudo mitocondrial por Mitotracker Green. Células foram tratadas por 72h, e analisadas por citometria de
fluxo, conforme esquema apresentado na metodologia.

Tambéem foi observada uma reducao acentuada do potencial de membrana nas células deficientes em reparo
(Figura 2). Quanto ao processo autofagico, houve um aumento na expressao da proteina p62 nas celulas deficientes

em XPD, indicando um bloqueio deste processo.
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Figura 2. Analise de JC1 por citometria de fluxo. Células foram tratadas por 72h, e analisadas para o Figura 3. Expressdo da
potencial de membrana mitcondrial de acordo com o esquema apresentado na metodologia. proteina p62 por western blot.

CONCLUSA®

Estes resultados parciais sugerem um possivel envolvimento da proteina XPD na autofagia, especificamente no
processo de mitofagia pelo aumento da massa mitocondrial observado nestas celulas. Alem disso, podemos inferir que o
NER eficiente ativado apos o tratamento com DOX é essencial para a sobrevivéncia celular, uma vez que sua deficiéncia
impede o0 processo autofagico induzindo provavelmente um mecanismo de morte celular. Desta forma, esta via de
reparo possivelmente estaria envolvida no mecanismo de resisténcia encontrado na terapia clinica do cancer.
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