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RESUMO

As Nek sdo proteinas cinases humanas evolutivamente conservadas e
estruturalmente relacionadas a NIMA, um regulador mitotico descrito em Aspergillus
nidulans. A Nekl, uma das onze isoformas das Neks identificadas em mamiferos,
parece estar envolvida na etiologia da Doenca Policistica do Rim (PKD) em
humanos, pois sua delecdo em animais causa uma sindrome semelhante a PKD.
Além disso, existem evidéncias sobre sua participacdo no reparo ao DNA em
resposta a radiacdo ionizante e sobre sua interacdo com proteinas envolvidas em
rotas de reparo e na regulacdo do ciclo celular de mamifero, mas pouco se sabe
sobre seu papel na fisiologia das células de mamiferos.

O objetivo deste estudo foi avaliar o papel da Nekl no reparo de DNA. A
sensibilidade dae linhagens celulares aos agentes genotoxicos foram testados pelo
ensaio cometa em pH alcalino e também por meio do ensaio de proliferacdo celular
MTT. Para isso, utilizamos a linhagem de rim Hek293t e de glioma humano U87.
Essas células foram silenciadas através de um sistema lentiviral estavel que usa a
proteina fluorescente verde (GFP) como marcador. A selecdo das linhagens Nek-
negativas foi feita por isolamento de colonias GFP-positivas. As células utilizadas
como controle nesse trabalho também expressavam GFP além da Nekl.

As células foram testadas com os agentes indutores de danos ao DNA metil-
metanosulfonato, peréxido de hidrogénio e cisplatina. Os resultados mostraram o
retardo no reparo de células silenciadas tratadas com peréxido de hidrogénio e metil-
metanosulfonato. Apds o tratamento com cisplatina, o DNA das células silenciadas
apresentou um padrdo de migracdo diferente, caracteristico de lesdes do tipo
ligagbes cruzadas (crosslink). Esse aspecto permaneceu até 4 horas apos a
exposicdo a cisplatina, quando o aspecto de cauda comegou a tornar-se mais
predominante entre as células observadas. Nosso estudo também mostrou maior
sensibilidade da linhagem silenciada em relacdo a selvagem quando tratadas com

esses trés agentes por 24, 48 e 72 h de tratamento.
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Portanto, nossos resultados indicam que a auséncia da Nekl provoca
alteracdes no reparo normal de danos ao DNA e aumento da sensibilidade ao
estresse genotdxico, mas aparentemente ela ndo é essencial para a sinalizacdo do
reparo, uma vez que, mesmo com o retardo, as células acabam conseguindo reparar
0 dano causado

Esses efeitos podem estar ocorrendo devido a uma deficiéncia nas vias de
reparo de quebras no DNA que sao realizadas por mecanismos de recombinacao.
Por outro lado, a Nekl poderia estar atuando no reparo DNA lesado indiretamente
através da regulacdo do ciclo celular, uma vez que a ocorréncia de uma lesdo no
material genético pode alterar o ciclo celular, causando uma parada.

Ainda é cedo para afirmar se a Nekl esta atuando diretamente no controle do
ciclo celular ou em rotas de reparo ou até mesmo nas duas. Entender como essa
proteina funciona in vivo pode auxiliar no estudo da etiologia da Doenca Policistica
do Rim bem como no entendimento de patologias associadas a lesdes no material

genético.
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ABSTRACT

NIMA related kinases (Neks) are evolutionarily conserved proteins structurally
related to the Aspergillus nidulans mitotic regulator NIMA. The Nekl, one of the
eleven isoforms of the Neks identified in mammals, seems to be involved in the
etiology of the polycystic kidney disease (PKD) in humans because the deletion of
Nekl in animals causes a disease like PKD. Moreover, there are evidences about its
participation in DNA repair in response to ionizing radiation and about its interaction
with proteins involved in routes of repair and the mammals cell cycle regulation, but
little is known about its role in the human cells physiology.

The aim of this study was evaluating a possible role of Nekl in the DNA
repair. The sensitivity of the lines to genotoxic agents were tested by comet assay in
alkaline pH and also by cell proliferation MTT assay of. For this, we used human
embryonic kidney Hek293t of and human glioma U87 cell lines. These cells were
silenced by a system that uses lentiviral vector with a green fluorescent protein (GFP)
as a marker. The selection of the Nek negative cells lines was made by isolation of
colonies GFP positive. The cells used as a control in this work also expressed GFP.

The cells were treated by hydrogen peroxide, methyl-methanesulphonate and
cisplatin. The results showed a delay in the silenced cells repair when treated with
hydrogen peroxide and methyl-methanesulphonate. After the treatment with cisplatin,
the silenced cells DNA presented a different pattern of migration, typical of the type of
crosslink damage. This aspect remained up to 4 hours after exposure to cisplatin,
when the appearance of tail began to become predominant in the cells observed. Our
study also showed greater silenced line sensitivity to the wild when treated with the
three agents by 24, 48 and 72h of treatment.

Our results indicate that the Nekl absence causes changes in the normal
DNA damage repair and increased sensitivity to genotoxic stress, but apparently it is
not essential for repair signaling because, even with delay, cells still repair the DNA

damages.
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These effects may be occurring due to a deficiency in the process of DNA
breaks repair that are held by recombination mechanisms. Meanwhile, Nek1 could be
acting in DNA damage repair indirectly through the regulation of the cell cycle, since
the occurrence of an injury in the genetic material can change the cell cycle, causing
a stop.

It is too early to say whether the Nek1l is working directly in the control of cell
cycle or in routes for the repair or even in both. Understanding how this protein works
in vivo can assist in the study of the etiology of PKD and in the understanding of

diseases associated with lesions in the genetic material.
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INTRODUCAO

Neks - Nima Related Kinases

A Nekl é uma proteina cinase humana, pertencente a uma familia de
serina/treonina-cinases descrita inicialmente por Letwin e colaboradores em 1992.
Essas cinases foram assim denominadas por estarem estrutural e bioquimicamente
relacionadas a proteina NIMA (never in mitosis A), um importante regulador do ciclo
celular presente no fungo Aspergillus nidulans, codificada pelo gene nimA. (LETWIN
et a.l, 1992).

1. NIMA — Never In Mitosis A

Por volta de 1970, LEE HARTWELL & PAUL NURSE (apud O’Connell et al.,
2003) comecaram uma analise genética do ciclo celular utilizando os organismos
modelos  Saccharomyces  cerevisiae e  Schizosaccharomyces  pombe,
respectivamente. Na mesma época, RON MORRIS (MORRIS, 1996) estudava
diferentes mutantes do fungo filamentoso Aspergillus nidulans de ciclo celular
sensiveis a temperaturas. Morris identificou dois grupos: os mutantes bim (blocked in
mitosis), que paravam o ciclo na transicdo entre a fase G2 e a mitose mantendo a
condensacdo dos cromossomos e formacdo do fuso mitético; e os mutantes nim
(never in mitosis), que nunca entravam em mitose, permanecendo sempre na
interfase (O’CONNELL et al., 2003). Entre os genes considerados bim, estavam
aqueles que promoviam a formacdo do complexo promotor da anafase (APC), e, no
grupo nim, foram encontrados genes que codificavam reguladores do ciclo celular ja
conhecidos, como a ciclina do tipo B, a fosfatase CDC25 e a DNA-polimerase. Nesse

grupo também estavam incluidos quatro alelos do gene nimA.
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Ensaios de clonagem e expressdo do gene nimA, por volta dos anos 80,
demonstraram que ele codifica uma serina/treonina-cinase envolvida na regulagéo do
ciclo celular, denominada NIMA (OSMANI et al., 1988a). A superexpressédo dessa
proteina induz um estado pseudo-mitético, com a condensacdo da cromatina e
aberracbes na formacdo do fuso mitético. Além disso, a condensacdo dos
cromossomos também é observada em células cuja fase S fora previamente
bloqueada antes da inducdo da superexpressao do gene nimA (OSMANI et al.,
1988b). Outro estudo mostrou que mutacdes nesse gene, que resultam na perda de
fungdo, causam a parada do ciclo celular sem a interferéncia na ativagao da p34-
Cdc2, uma importante ciclina reguladora do ciclo celular, indicando que NIMA possui
papel fundamental na transicdo G2/mitose (OSMANI et al., 1991). A iniciacdo da
mitose em A. nidulans requer, portanto, a ativagdo tanto da p34-Cdc2 quanto da
NIMA. Células com mutacdes no gene nimX3, que codifica a Cdc2, apresentaram
parada do ciclo em G2 e auséncia de ativacdo da NIMA, sugerindo que ativacao da
NIMA poderia se dar por meio de sua fosforilacdo direta pela Cdc2 (YE et al., 1995).
Em A. nidulans, mutantes nimA sensiveis a temperaturas acumulam-se na fase G2
tardia sem apresentar condensacdo da cromatina, rearranjo dos microtubulos e
formacdo do fuso mitético quando expostos a temperaturas extremas (OSMANI et
al., 1988a).

Sabendo-se que a maioria dos reguladores do ciclo sdo conservados por todo o
reino eucariotico, surgiram expectativas em torno da NIMA e de proteinas homologas
a ela em outros organismos. Entretanto, existem diferengas significativas nos
eventos mitéticos do fungo filamentoso A. nidulans e dos outros eucariotos. Em
primeiro lugar, a mitose no conidio germinativo envolve apenas a divisdo nuclear e
nao a divisdo total da célula, gerando células multinucleares, contrastando com o0s
demais eucariotos, cuja citocinese ocorre paralelamente a cariocinese. Outro aspecto
visto também em leveduras, mas ndo em eucariotos superiores, é a persisténcia do
envelope nuclear durante a divisdo. Baseado nesses fatos, pode-se especular o
papel especializado da NIMA apenas em fungos. Além disso, em outro representante

desse grupo, Neurospora crassa, um gene homologo ao nimA foi identificado (PU et
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al., 1995) e sua funcéo in vivo € semelhante a encontrada em A. nidulans (KRIEN et
al., 1998).

Estudos com mutantes de diferentes organismos foram feitos com a finalidade
de encontrar cinases homologas a NIMA e vias de sinalizacdo do controle do ciclo
celular similares em outros eucariotos, visto que essas rotas e proteinas costumam
ser evolutivamente conservadas. Em um deles, por exemplo, removeu-se o dominio
catalitico da NIMA do A. nidulans, resultando uma proteina estavel que, expressa em
leveduras e células humanas, acumula-se, provocando a condensacao prematura da
cromatina sem outros sinais caracteristicos de mitose (O'CONNELL et al., 1994).
Estudo semelhante utilizando dominantes negativos expressos em odcitos de
Xenopus laevis demonstrou que NIMA induz a quebra de vesiculas germinais sem a
ativacdo de proteinas importantes como a Mos, CDC2 e MAPK. Nas células de
mamiferos HelLa, a NIMA antecipa eventos mitéticos sem a ativacdo da CDC2,
engquanto que mutantes com perda de funcdo causam a parada do ciclo em G2 (LU &
HUNTER, 1995). Esses estudos evidenciaram a presenca de rotas de regulacao
conservadas ao longo da evolugcdo, entretanto ainda se discute se existem
homoélogas da NIMA presentes em outros organismos e se a fungcdo dessas
proteinas também seria conservada como é sua estrutura.

Atualmente, existem algumas cinases relacionadas a NIMA descritas em
plantas: a AmnimA, de Antirrhinum majus (ZHANG et al.,, 1996), a SPAK, de
Lycopersicon esculentum Mill (tomate) (PNUELI et al.,, 2001) e a PNekl, de
Arabidopsis thaliana (CLOUTIER et al., 2005; VIGNEAULT et al., 2007). A PNekl
parece estar envolvida no controle do ciclo celular, assim como as outras cinases
relacionadas a NIMA de plantas. Observou-se que transcritos do gene que codifica
essa proteina acumulam-se nas células durante a transicdo G1/S e G2/M. Além
disso, a expressao ectdpica da PNekl em A. thaliana resulta em anormalidades no
desenvolvimento floral (CLOUTIER et al., 2005). Essas cinases relacionadas a NIMA
(AmnimA, SPAK e PNekl) sado expressas em tecidos em proliferacdo, como em
meristemas diferenciando-se em folhas e tecido vascular como o cambio que da

origem ao xilema e ao floema (VIGNEAULT et al., 2007). Além disso, o padrdo de
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expressdo da PNekl é similar ao observado em genes descritos como reguladores
do ciclo celular, como o CycB1 (CLOUTIER et al.,, 2005). A AmnimA e a SPAK
também sdo expressas em regides de meristema apical e floral em proliferacéo
(ZHANG et al., 1996; PNUELI et al., 2001).

Neks — As cinases relacionadas a NIMA em mamiferos

Em 1991 foi descrita em mamiferos a primeira proteina cinase relacionada a
NIMA. A partir de uma biblioteca de cDNA de células sangliineas de camundongo, 0s
pesquisadores conseguiram isolar as sequéncias de genes que codificam proteinas
homologas a NIMA (BEN-DAVID et al., 1991).

Em 1992, Letwin e colaboradores descreveram a primeira proteina cinase
relacionada a NIMA em humanos, a Nekl. Posteriormente mais trabalhos
descrevendo membros dessa familia foram publicados e, atualmente, existem 11
membros descritos em humanos, mas nem todos possuem sua funcao caracterizada
(Tabela 1).
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Tabela 1*: Fungdes propostas para Neks de mamiferos.

Proteina Funcao proposta Referéncia

Alteracbes no gene nekl em animais modelos para a|UPADHYA etal., 2000

Nekl o .
doenca policistica de rins em humanos.
Interage com proteinas envolvidas no ciclo celular e no | SURPILI et al., 2003
reparo do DNA.
Papel na resposta a dano ao DNA induzido por radiacdo | POLCI et al., 2004
ionizante.
Nek2 Localizada em centrossomos e cinetdcoros. FRY et al., 1998b
Fosforila a C-Napland NIp no centrossomo. FRY et al., 1998a
Regula a separacdo do centrossomo na transicdo | RAPLEY etal., 2005
G2/mitose.
Possivel papel na regulagéo do fuso mitético. CHEN et al., 2002
Nek3 Modula a sinalizacdo dos receptores de prolactina. MILLER et al., 2005

Nek6 e 7 Participam de cascata de sinalizagdo na mitose. | BELHAM et al., 2003
possivelmente regulando outras cinases.

Nek8 Aumento da expressdo em cancer de mama. BOWERS & BOYLAN,
2004

Nek9 Associacéo ao Bicd?2 in vivo, fosforilacdo de Bicd2. HOLLAND et al., 2002
Regula o alinhamento e a segregac¢éo dos cromossomos na | ROIG et al., 2002
mitose.
Mediador da organizacdo dos cromossomos e do|ROIG etal., 2005
centrossomo.
Ativa a Nek6 durante a mitose. BELHAM et al., 2003

Regula a progresséo de G1 e S através da interagdo com o | TAN & LEE, 2004
complexo facilitador da transcri¢do da cromatina (FACT).

Nek11 Cinase responsiva a estresse replicativo e a danos ao DNA. | NOGUCHI et al., 2002
E ativada pela Nek2a em células com defeito da progresséo | NOGUCHI et al., 2004
do ciclo celular em G1/S

* dados da tabela retirados de QUARMBY & MAHJOUB, 2005.

As Neks sao conhecidas cinases mitéticas e, juntamente com a Aurora e Pdlo,
participam de eventos de regulagdo do ciclo celular (O'CONNELL et al., 2003).
Proteinas homodlogas da NIMA em mamiferos tém em torno de 40% de identidade

entre as extremidades amino-terminal, que correspondem ao dominio catalitico. A
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extremidade C-terminal apresenta maior variabilidade, sendo responsavel pela
regulacdo da atividade cinasica dessa proteina e também pela especificidade ao
substrato e/ou interacdo com outras proteinas (SURPILI et al., 2003).

Uma analise filogenética de 81 sequéncias de Neks de diferentes eucariotos e
4 sequéncias de outra familia de cinases relacionadas produziram uma arvore
filogenética com muitas ramificagcbes (QUARMBY & MAHJOUB, 2005). A expansao
da familia Nek em diferentes isoformas pode estar relacionada a presenca de cilios
especializados e numerosos em sofisticados organismos unicelulares, visto que
alguns membros dessa familia parecem regular o crescimento dessas estruturas e
sua manutencdo e montagem ao longo do ciclo celular (QUARMBY & MAHJOUB,
2005). Na figura 1 esté representado um esquema de relagéo filogenética entre Neks
de diferentes grupos taxondmicos. Esse esquema, feito por QUARMBY E MAHJOUB
(2005), utiliza a classificacéo filogenética baseada nas seqiéncias dessas cinases e
quanto a presenca de cilios. Na figura 2 esté representada a arvore filogenética das
Neks descritas em humanos que foi feita por RELLOS e colaboradores (2007) com
base na seqUéncia dessas proteinas. Estudos filogenéticos utilizando clados
permitem estabelecer relacdes evolutivas entre diferentes membros de uma mesma
familia de proteinas, determinando a forma ancestral, da qual diferentes formas
derivaram e assim pode-se estimar funcao e interacdo proteina-proteina a partir da

analise das sequéncias e estruturas dessas proteinas.
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__ Homo

Mus

Ciona

Drosophila

Caenorhabditis

Saccharomyces

Dictyostelium

Arabidopsis

Trypanosoma

Numero
de Neks

11

11

Chlamydomonas 10

Cyanidioschyzon ()

12

Figura 1: Arvore filogenética de organismos modelos indicando o namero de

Neks descritas. Homdlogos da cinase NIMA foram identificados usando ferramentas
de alinhamento do BLAST. Figurada adaptada de QUARMBY & MAHJOUB, 2005.
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Nek1

Nek5 Nek9
Nek8
Nek3
Nek7
Nek11
Nek?2 - Nek6
Nek4 2

Figura 2: Arvore filogenética que mostra a relacdo entre as seqiiéncias das

onze Neks conhecidas em humanos. Figura adaptada de RELLOS et al., 2007.

2.1 Nek2 e Nek11

Proteinas pertencentes ao clado Nek2/NIMA sdo os membros mais bem
caracterizados da familia Nek e incluem representantes em diferentes organismos,
como fungos, insetos, mamiferos e nematdédeos. As Nek2 de vertebrados
desempenham papel importante na coordenacdo da estrutura do centrossomo
durante o desenvolvimento do ciclo celular, permanecendo proxima a essa estrutura
durante as fases do ciclo (FRY et al., 1998b, O'REGAN et al., 2007). A Nek2 é
dimérica e ativa-se por autofosforilacdo (FRY et al., 1999; FRY et al., 1995).
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Existem duas variantes da Nek2 por processamento (splicing) alternativo: a
Nek2A, que € necessaria para a separacao do centrossomo na transi¢cao da fase G2
para a mitose (FRY, 2002); e a Nek2B, que € recrutada no centrossomo zigotico,
sendo essencial para a manutencdo dessa estrutura em estagios embrionarios
iniciais do desenvolvimento (FRY et al.,, 2000; TWOMEY et al., 2004; UTO &
SAGATA, 2000). Recentemente descobriu-se uma terceira isoforma da Nek2 que
ocorre por processamento alternativo (WU et al., 2007).

A Nek2 também pode desempenhar um papel adicional nos pontos de
controle (checkpoints), que sdo momentos do ciclo celular nos quais um grupo de
proteinas confere se o ciclo estd desenvolvendo-se corretamente e, a partir dessa
verificacdo, a célula recebe sinais de que deve continuar o processo ou de que deve
parar e ativar a cascata sinalizadora de apoptose (HAYWARD & FRY, 2006).
Defeitos nos componentes dessa maquinaria de sinalizacdo podem acarretar o
desenvolvimento de doencas, como 0s canceres, a partir do acimulo de erros e
mutacbes (HAYWARD & FRY, 2006). Danos ao DNA foram induzidos por radiacéo e
agentes quimicos e observou-se o decaimento da atividade da Nek2 e inibicdo da
separacao do centrossomo, acarretando na parada do ciclo antes da divisdo, em G2.
(FLETCHER et al., 2004). Além disso, a PP1, uma fosfatase ativada pela ATM em
situacOes de lesdo ao DNA, mostrou interagir com a Nek2 inibindo-a e impedindo a
formacao do centrossomo (Ml et al., 2007).

Paralelamente aos estudos da Nek2, um grupo de pesquisadores encontrou a
interacdo dessa proteina com a Nek11l (NOGUCHI et al., 2004). A isoforma Nek2A é
transladada para o nucleo e ativa a Nekl1 durante a parada do ciclo entre G1 e S.
Ainda ndo se sabe o papel da Nekl11, mas acredita-se que atue no nucleo da célula,
em pontos de controle entre a fase G1 e S. Além disso, observou-se a ativacéo
dessa proteina sob situacBes de estresse de replicagdo e genotoxico (NOGUCHI et
al., 2002).

Recentemente a Nek2 teve seu dominio catalitico resolvido por cristalografia
(RELLOS et al., 2007). A estrutura apresentada nesse trabalho apresenta forma

bilobar, caracteristica de outras cinases, contendo um dominio rico em folhas beta e
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um dominio rico em alfas-hélices. O ATP se liga entre os dois dominios e essa
ligacdo € dependente da fosforilacdo da alca de ativacdo conhecida como T Loop
(HUSE & KURIYA, 2002).

2.2 Nek6 e Nek7

As Nek6 e Nek7 sao altamente similares, chegando a 87% de identidade no
dominio catalitico entre as cinases murinas (KANDLI et al., 2000). Ambas possuem a
extremidade carboxi-terminal curta e ndo possuem dominios ou motivos envolvidos
em interacdo proteina-proteina, como a Nek2. Além disso, ndo ha indicios de que
elas se ativem por trans e/ou autofosforilagdo (BELHAM et al., 2003). Entretanto,
parecem ser ativadas por interacdo com outra cinase, possivelmente a Nek9 (ROIG
et al., 2002; BELHAM et al., 2003). Embora originalmente tenham sido descritas
como reguladoras da cinase p70 ribossémica S6 (BELHAM, 2001), existem
evidéncias indicando que elas ndo possuem funcdo independente uma da outra in
vivo (LIZCANO et al., 2002; BELHAM et al., 2003) e que possivelmente elas fazem
parte de uma cascata mit6tica, combinando importantes funcdes para a progressao
da mitose (BELHAM et al., 2003). As Neks 6 e 7 ndo estdo presentes em fungos e
plantas superiores, dois grupos que “perderam” os centriolos/corpo basal e cilios ao
longo da evolucdo. Esse fato leva a especulacdo sobre os efeitos regulatorios
dessas cinases na formacdo do fuso mitético, que estd intimamente ligado aos
centriolos e aos cilios (QUARMBY & MAHJOUB, 2005). Corroborando essa idéia,
uma ortologa da Nek6 em Chlamydomonas, CnK6p, foi encontrada no estudo do
proteoma ciliar (PAZOUR et al., 2005).

Mais recentemente, um estudo sobre a funcdo da Nek7 encontrou sua
participacdo na formacdo do fuso mitético e na progressédo da mitose de células de
mamiferos (YIASSACHAR et al., 2006; KIM et al., 2007). Nesse trabalho a Nek7 é
encontrada no centrossomo e células silenciadas apresentam a parada do ciclo na

prometafase com a desorganizacao do fuso mitético (KIM et al., 2007).
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2.3 Nek9/Nerccl

A Nek9, também conhecida como Nerccl, interage com a Nek6 e ambas
provavelmente estdo envolvidas na mesma cascata de sinalizacdo (ROIG et al.,
2002). Ela existe como um oligbmero e pode ativar-se, in vitro, por meio de
autofosforilagdo no residuo treonina 210 da al¢ca de ativacdo. A microinjecdo de
anticorpos contra a Nek9 em células de cultura resultou em anormalidade no fuso
mitético e desalinhamento cromossdmico (ROIG et al.,, 2002). Estudos com a
proteina ortéloga em Xenopus leavis revelaram que ela interage com o complexo de
tubulina e parece ter papel importante na organizacdo dos microtubulos. A Nek6 e
possivelmente a Nek7 parecem ser substratos da Nek9, que fosforila a Nek6 no
residuo Serina 206, ativando-a, entretanto, ainda ndo esta claro se a Nek90 patrticipa
da rota cromossémica ou centrossémica de organizacdo de microtubulos (BELHAM
et al., 2003). Além de estar relacionada com a organizacdo do citoesqueleto durante
a mitose, TAN & LEE (2004) encontraram a Nek9 no nucleo associada com o
complexo FACT, que facilita a transcricdo de regibes da cromatina, e a formacao
desse complexo € importante para a progressao do ciclo celular através de G1 e S
(TAN & LEE, 2004).

Em recente trabalho encontrou-se associacdo entre proteinas E1A de
adenovirus com a Nek9 (PELKA et al., 2007). Estudos de fracionamento subcelular e
imunofluorescéncia mostraram que, primeiramente, a Nek9 se encontra no
citoplasma com uma pequena por¢do dessa cinase no nucleo enquanto que as
proteinas E1A localizam-se completamente no nucleo. Ocorre entdo a interacao
entre essas proteinas e a Nek9 passa a existir apenas no citoplasma. Mutantes para
a Nek9 sem o dominio RCC1 central sdo capazes de interagir com as E1A, mas se

acumulam no nucleo (PELKA et al., 2007.).
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2.4 Nek8

Outras duas Neks descritas permanecem sem funcdo conhecida: a Nekl e a
Nek8. Estudos indicam a participacdo dessas cinases na etiologia de patologias
humanas (UPADHYA et al., 2000; BOWERS & BOYLAN, 2004). A Nek8 contém um
dominio amino-terminal semelhante as outras Neks e um dominio em sua regiao
central homoélogo a RCC1, um fator de troca de nucleotideos de guanina da GTPase
Ran. Ainda ndo se conhece a funcdo desse dominio central, mas sabe-se que essa
cinase se ativa por multimerizacdo e autofosforilacdo e, assim como a Nek3, sua
expressao e atividade variam ao longo da progressao do ciclo celular (HOLLAND et
al.,, 2002). A Bicd2, uma homodloga humana da proteina Bicaudal D de Drosophila
(BicD), parece ser substrato da Nek8. Em moscas, a Bicd2 estd associada com
microtibulos e atua no desenvolvimento do animal. Em mamiferos, liga-se a
dinamitina, uma subunidade da dinactina, e células na interfase apresentam essa
proteina localizada principalmente no complexo de Golgi, possuindo propriedades de
proteinas periféricas de vesiculas (HOOGENRAAD et al., 2001). Esses resultados
sugerem a participacdo da Bicd2 nos mecanismos de transporte celular, uma vez
que esta presente na superficie da membrana de organelas. E a Nek8, ao fosforilar a
Bicd2, poderia estar regulando esses eventos de transporte relacionados ao ciclo
celular, uma vez que a Nek8 possui um dominio homadlogo aqueles encontrados em
proteinas que controlam o transporte celular. Entretanto, a Nek8 € expressa em
poucos tecidos humanos e é superexpressa em cancer de mama (BOWERS &
BOYLAN, 2004), mas o seu envolvimento na etiologia dessa doenca ainda nédo esta
clara.

Um recente estudo, resumido na Tabela 2, relaciona a presenca de células
ciliadas e o numero de proteinas Neks (QUARMBY & MAHJOUB, 2005).
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Tabela 2*: Relacdo entre o nUmero de Neks presentes em um organismo e a
presenca de células ciliadas.

Organismo Num. de Neks Células ciliadas Diviséo de cels. ciliadas
Homo sapiens 11 sim sim
Mus musculus 11 sim sim
Ciona savignyi 8 sim sim
Drosophila melanogaster 2 sim nao
Caenorhabditis elegans 4 sim nao
Saccharomyces cerevisiae 1 nao nao
Dictyostellium discoideum 2 nao nao
Arabydopsis thaliana 6 nao nao
Chlamydomonas reinhardtii 10 nao sim
Cyanidioschyzon merolae 0 nao nao
Trypanosoma brucei 12 sim sim

* dados da tabela retirados de QUARMBY & MAHJOUB, 2005.

Drosophila melanogaster e Caenorhabditis elegans apresentam células
ciliadas e possuem menos Neks do que plantas superiores, como a Arabidopsis
thaliana, que ndo possuem esse tipo celular (Tabela 2). Entretanto, as células
ciliadas de D. melanogaster e C. elegans sao altamente diferenciadas e nédo se
dividem, ndo havendo assim uma coordenacao entre o ciclo celular e os cilios. Os
pesquisadores propdéem que a familia Nek expandiu-se concomitantemente a
evolucdo de um sistema complexo de coordenacdo entre a progressdo do ciclo
celular e o aparecimento de estruturas como cilio, corpo basal e centriolos.

Neks séo, portanto, uma familia de cinases estruturalmente conservadas que

estdo presentes em diversos organismos. A funcdo de alguns de seus membros é
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conhecida, mas permanecem muitas questbes relacionadas as interacdes e
mecanismos dos quais participam. Em especial, a Nekl, por participar da etiologia da
doenca renal hereditaria que mais acomete humanos (TORRES et al., 2007; PEl,
2006), a doenca policistica do rim, merece maior atencéo acerca de sua participacao

nos processos celulares.

3. Nekl

A Nekl foi descrita inicialmente em 1992 (LETWIN et al., 1992) como uma
proteina serinal/treonina-cinase relacionada a NIMA, com 42% de identidade entre
suas extremidades cataliticas. Elas também possuem um arranjo estrutural
semelhante, com o dominio cinasico na extremidade amino-terminal seguido por um
longo dominio carbéxi-terminal (Figura 3). Mais tarde descobriu-se que a sequéncia
apresentada por LETWIN e colaboradores estava equivocada e a verdadeira Nekl
de mamiferos apresenta mais de 1200 aminoacidos e cerca de 175 kDa (FEIGE et
al.,2006). Em seu estudo, LETWIN e colaboradores também se equivocaram quanto
ao ponto isoelétrico dessa proteina. Pensava-se que era basico, mas posteriormente
foi observado que os aminoacidos da regido C-terminal apresentavam carater acido,
conferindo um ponto isoelétrico calculado de 5,34, e ndo 10 como estimado
anteriormente. Além disso, a Nekl apresenta sequéncias de localizacdo nuclear
(NLS) e de exportacdo nuclear (NES) que podem estar relacionadas com sua fungao
dentro da célula (SURPILI et al., 2003). Na figura 4 esta representado um esquema
da estrutura da Nekl inteira adaptado de FEIGE et al., 2006.
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Dominio cinasico

H-terminal regiio c-terminal

Figura 3: Comparacdao estrutural entre as cinases Nekl de mamiferos e a NIMA
do fungo Aspergilus nidulans. A massa molecular e o ponto isoelétrico calculado
de ambas as proteinas estéo apresentados na figura. Figura adaptada de LETWIN et
al., 1992.

NLS PEST
NIMA Q| Dominio Cataitico || [P | | | 699

o NES?

v
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Figura 4:Comparacdo esquematica da estrutura da NIMA com a Nekl de
camundongo. cc, dominios super-hélice (coiled-coiled regions); NLS, sinal de
localizac&o nuclear; NES, sinal de exportacdo nuclear; PEST, previsdo de motivos de

degradacéo. Figura adaptada de FEIGE et al., 2006.

Muitos estudos foram feitos tentando caracterizar o papel dessa proteina nas
células de mamiferos (LETWIN et al., 1992; ARAMA et al., 1998; UPADHYA et al.,
2000; SURPILI et al., 2003; POLCI et al., 2004; MAHJOUB et al., 2005; FEIGE et al.,
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2006; LENZ et al, manuscrito em preparacdo), mas ainda ndo se achou evidéncias

diretas de sua func¢éo na fisiologia das células.

3.1 Nekle a Gametogénese

Transcritos de nekl foram encontrados em diferentes tecidos, mas
abundantemente em génadas de camundongos machos e fémeas a partir da analise
por hibridizacdo de RNA in situ (LETWIN et al., 1992; ARAMA et al., 1998). Em
alguns casos houve correlacédo entre a proliferacao celular e os niveis de expressao
da Nekl, como na camada granulosa (folicular) do ovario. Nesse caso, a atividade
mitética acompanha o aumento na expressado de Nekl, enquanto que o declinio na
proliferacdo celular coincide com a queda nos niveis de mRNA de Nekl. No entanto,
0S mesmos autores ndo encontraram essa correlacdo nos demais tecidos estudados,
como, por exemplo, no baco, onde baixos niveis de transcritos da nekl foram
observados durante a inducdo de mitose com lipopolissacarideos (LETWIN et al.,
1992). Os autores também sugerem que sua expressdo poderia ser
constitutivamente baixa em células proliferativas e sua atividade seria controlada a
partir de modificacdes pobs-transcricionais e/ou pdés-transducionais. Os autores
especulam, ainda, sobre o papel da Nekl na meiose, visto que seu padrdo de
expressao parece ter correlacdo com a atividade meidtica das células germinativas
estudadas.

Posteriormente, objetivando encontrar substratos e proteinas que interagem
com a Nekl durante a espermatogénese e a via sinalizacdo da qual ela participa, um
ensaio de duplo hibrido foi realizado utilizando uma biblioteca de cDNA de testiculo
de rato (FEIGE et al., 2002). Nesse ensaio, observou-se a interacdo da Nekl com o
cDNA de uma nova proteina, a Nurit. A expresséo desta Ultima proteina ocorre em
fases tardias da espermatogénese e especula-se sobre seu papel na eliminacdo de
componentes citoplasmaticos. A Nurit apresenta em sua estrutura um motivo ziper

de leucina, que pode estar envolvido em homodimerizagéo e oligomerizagdo ou na
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interacdo com outras proteinas; e dois dominios super-hélice (coiled-coil). A
interacdo dessa proteina com a Nekl parece ser mediada pelo dominio super-hélice
C-terminal. Entretanto, ndo se observou associacdo entre a atividade da Nekl e a
fosforilacdo e ativacdo da Nurit, permanecendo duvidas sobre o papel dessas

protel'nas na espermatogénese.

3.2 A Doenca Policistica do Rim (PKD)

Um grupo de pesquisadores encontrou uma relacdo entre a Nekl e a Doenca
Policistica do Rim, a PKD (UPADHYA et al.,, 2000). A PKD é uma nefropatia
hereditaria que acomete criancas em sua forma autossémica recessiva na propor¢cao
de um para 20.000, e adultos em sua forma autossdomica dominante na proporgao de
um para 500, o que a torna a principal anomalia renal genética observada em
humanos (IGARASHI & SOMLO, 2002). A doenca recessiva ou infantil aparece, na
maior parte das vezes, no primeiro ano de vida da crianca e, geralmente, € detectada
quando ja& se instalou um grave comprometimento da fungcdo renal. Durante o
desenvolvimento dessa patologia, ocorre a formagédo de muitos cistos em ambos 0s
rins (Figura 5). Os rins aumentam de volume e os tecidos perdem a sua
funcionalidade gradativamente.

Nas criancas, a PKD provoca o aumento dos rins, acarretando protrusdo do
abdémen. Recém-nascidos gravemente afetados pela doenca podem morrer logo
apos o0 nascimento, pois a insuficiéncia renal do feto provoca mal desenvolvimento
pulmonar. O figado também é afetado e, em torno dos 5 a 10 anos de idade, uma
crianga com esse distarbio tende a apresentar hipertensdo no vaso sangiineo que
conecta o intestino e o figado (sistema porta). Finalmente, ela pode apresentar
insuficiéncia hepatica e insuficiéncia renal. Nos adultos, a doenca policistica do rim
evolui lentamente, ao longo de muitos anos. Tipicamente, 0s sintomas comegam no
inicio ou no meio da vida adulta, embora, ocasionalmente, a doenca seja descoberta

apenas apo0s a morte, na autopsia. Normalmente, os sintomas incluem desconforto
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ou dor nas costas, sangue na urina, infeccao e colica de forte intensidade devida a
presenca de calculos renais. Em outros casos, podem ocorrer fadiga, nausea,
producado inadequada de urina e outras consequéncias da insuficiéncia renal, pois o
individuo apresenta uma menor quantidade de tecido renal funcional. Mais de 50%
dos individuos com essa doenca acabam apresentando insuficiéncia renal em
alguma época da vida. O tratamento das infec¢des urinarias e da hipertensao arterial
pode prolongar a vida. Sem a dialise ou um transplante renal, a insuficiéncia renal
pode ser fatal (STEINMAN, 2005).

Rim Nermal Rim Policistico

Figura 5: Comparagdo entre um rim normal e um rim afetado pela Doenca

Policistica do Rim (PKD). Figura adaptada de www.msd-brazil.com.

Duas proteinas de membrana estdo diretamente envolvidas na etiologia da
PKD, a policistina-1 e a policistina-2 e mutacdes que alterem sua funcéo fisiologica
séo responsaveis para o desenvolvimento dessa sindrome. A policistina-1 (PKD1),
de aproximadamente 460 kDa e codificada pelo gene pkdl, apresenta onze hélices
que atravessam a membrana citoplasmatica e sua por¢cdo N-terminal voltada ao
exterior celular (WILSON et al., 2004). Sua porgao C-terminal encontra-se no citosol
e possui diversos sitios de reconhecimento por outras proteinas, incluindo os
dominios SH2, SH3, super-hélices, dominios WW e uma sequéncia de ativagdo por

proteinas G heterotriméricas. A PKD1 atua como um mecanossensor de membrana
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celular do epitélio renal, na membrana basal através de complexos de adeséo focal,
na membrana lateral via complexos juncionais célula-célula e na membrana apical
via cillium central. A detecgdo de estimulos extracelulares leva a modulagdo de um
complexo multiproteina-policistina por meio de cascatas intracelulares de sinalizacéo
e transcricdo génica que regulam a morfogénese epitelial (WILSON, 2004). Embora
as policistinas sejam encontradas em diversos tecidos, varios estudos demonstraram
seu papel-chave no desenvolvimento e diferenciacdo normais dos rins (VAN
ADELSBERG et al., 1997). Além de muta¢cBes das proteinas PKD1 e 2, alteracbes
em outros genes podem estar envolvidas na etiologia da doenca policistica do rim e
alguns trabalhos tém sido feitos visando encontrar associagdo de diferentes
proteinas a essa doenca (WITZGALL, 2005).

Em 2000, Upadhya e colaboradores publicaram um trabalho relacionando a
Nekl a PKD e, a partir desse estudo, outros pesquisadores comecaram a investigar
a funcdo da Nekl em cilios e centrossomos (MAHJOUB et al., 2005; FEIGE et al.,
2006; LENZ et al, manuscrito em preparacdo) buscando uma explicacdo sobre o
papel da Nekl nessa patologia. Inicialmente Upadhya e colaboradores
caracterizaram dois alelos mutantes independentes, kat e kat?, que causam efeitos
pleiotrépicos, incluindo dismorfismo facial, nanismo, esterilidade nos machos,
anemia, anormalidade do plexo coréide e a progressdo da PKD (VOGLER et al.,
1999), e, a partir disso, comecaram a utilizar animais com essas mutacdes como
modelos. Foi feito um mapa fisico das muta¢des no cromossomo 8 de camundongos.
Durante esse estudo de mapeamento com mutantes, observou-se um aumento da
severidade da doenca em alguns animais estudados, sugerindo que a modificacéo
de alguns genes pode alterar as manifestacdes clinicas e a progressdo da PKD. Ao
estudar esses genes, encontraram o gene que codifica a Nekl alterado nos mutantes
kat e kat?. A analise por Northern blot encontrou uma reducdo no tamanho dos
transcritos da nekl em testiculos e rins de animais kat e kat” mutantes, indicando
uma possivel delecdo no gene que codifica a Nekl (UPADHYA et al.,, 2000).
Considerando-se a presenca da Nekl em testiculos e a esterilidade em machos kat

mutantes, pode-se inferir um papel da Nekl na espermatogénese. No entanto, uma
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vez que fémeas mutantes e homozigotas continuam férteis, essa cinase
desempenharia funcbes diferentes nas células germinativas de machos e fémeas
(UPADHYA et al., 2000).

3.3 Interacdo com outras proteinas

Um estudo seguinte, também utilizando ensaio de duplo hibrido a partir de uma
biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano, mostrou algumas proteinas que
interagem com diferentes regifes da Nekl (SURPILI et al., 2003). Apenas a ZBRK1,
um correpressor que interage com a BRCAL e inibe a transcrigdo do gene supressor
de tumor gadd45, mostrou interacdo com o dominio cinase da Nekl. Entretanto,
encontrou-se 10 proteinas que interagem com o dominio regulatério dessa cinase e
pode-se dividi-las em trés grupos: proteinas associadas a Doenca Policistica do Rim;
proteinas que atuam no reparo do DNA na transicdo G2/M durante o ciclo celular e
proteinas envolvidas na regulacdo do desenvolvimento e na funcdo dos neurdnios
(SURPILI et al., 2003).

No primeiro grupo, encontra-se a proteina de transporte motor KIF3A; a proteina
sinalizadora tuberina e uma homdloga a a-catulina. O segundo grupo inclui uma
homologa da RAD54, a ATRX, a 53BP1, a MRE11A, a subunidade regulatéria B56
da PP2A e a YWHAH. No terceiro grupo aparecem a Fez-1 e a Fez-2, que atuam no
desenvolvimento de prolongamentos neuronais (BLOOM & HORVITZ, 1997), e
novamente a KIF3A. Em trabalho anterior, foi encontrada a expressdo da Nekl em
regibes do sistema nervoso central, principalmente em neurdnios periféricos e
motores, sugerindo o papel dessa cinase no crescimento e na manutencdo dos
prolongamentos neuronais (ARAMA et al., 1998) e a interacdo com as proteinas Fez-
1 e 2 poderia esclarecer a funcdo da Nekl nesses tipos celulares. Além disso, a
maioria dessas proteinas tem propensédo a formar regides super-hélices, que estéo
frequentemente envolvidas na interacdo com outras proteinas, inclusive a prépria
Nekl.
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Além disso, os resultados desse trabalho (SURPILI et al., 2003) sé&o
interessantes para explicar a relagdo da Nekl com a Doenca Policistica do Rim.
Duas proteinas encontradas no ensaio de duplo hibrido, a KIF3A e a tuberina, estao
associadas ao desenvolvimento da PKD quando seus genes se encontram alterados
por mutacbes. A KIF3A pertence a familia de cinesinas, que atuam no transporte
celular na organizacgao do citoesqueleto e no controle de transducao de sinais. Essa
proteina é expressa em todas as células, mas é encontrada predominantemente no
cérebro, no testiculo e na medula adrenal (KONDO et al., 1994; SURPILI et al.,
2003), e é importante para o desenvolvimento embrionério. Uma possivel causa do
dismorfismo facial e da esterilidade encontrada em machos de camundongos
mutantes Kat (modelo animal para a Doenca Policistica do Rim) poderia ser a perda
da fosforilacdo da KIF3A pela Nekl, que se encontra alterada nesses mutantes
(UPADHYA et al., 2000). A outra proteina encontrada, a tuberina, atua na
determinacdo da localizacdo correta da policistina-1 na membrana. Essa proteina
interage com o complexo E-caderina/catenina na membrana e, no ensaio de duplo-
hibrido, também se observou a interagdo da Nek1 com a a-catulina, uma proteina
relacionada com a a-catenina. A funcdo dessas proteinas se encontra alterada em
modelos animais para a Doenga Policistica do Rim, e a possivel interacdo da Nekl
com essas proteinas poderia auxiliar no desenvolvimento de uma explicagdo sobre o

papel da Nekl na etiologia dessa doenca (SURPILI et al., 2003).

3.4 Nek1 e funcao ciliar

Uma variedade de sindromes humanas estd relacionada com defeitos na
montagem, manutencdo ou funcdo de cilios (ONG & WHEATLEY, 2003; LI et al.,
2004). Ciliopatias, incluindo a doenca policistica renal, envolvem a desregulacao da
proliferagdo celular em conjuncdo com defeitos ciliares. Entretanto, a relagéo entre
cilios e ciclo celular é pouco entendida. Na maioria das células ciliadas, a entrada no

ciclo celular é precedida pela desmontagem dos cilios, e a saida da mitose &
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acompanhada pela montagem ciliar, uma relagcdo que pode refletir o uso dos corpos
basais/centriolos como polos do fuso mitético (WHEATLEY et al., 1996). Consistente
com essa idéia, vias de sinalizacdo importantes para o crescimento e diferenciacéo
celular tém sido localizadas nos cilios (HUANGFU et al., 2003) e algumas linhagens
mutantes de Chlamydomonas defectivas em montagem ciliar apresentam problemas
na progressao do ciclo celular, tal como atraso na transicdo G2/M (MAHJOUB et al.,
2002). Além disso, a membros de familias de proteinas conhecidas por sua funcao
mitética tém sido atribuidos papéis na montagem ciliar, incluindo CALK, um paralogo
distante da cinase aurora (PAN et al.,, 2004), uma proteina cinase ativada por
mitdgeno (BERMAN et al., 2003), e, interessantemente, Fa2p, uma proteina da
familia Nek identificada a partir de uma triagem por mutantes de Chlamydomonas
defectivos em desflagelacéo (FINST et al., 1998).

MAHJOUB e colaboradores (2004) mostraram, através de experimentos de
fracionamento celular e de imunofluorescéncia, que Fa2p estd localizada na
extremidade proximal do axonema, tanto em Chlamydomonas quanto em células
renais de camundongos. Um pouco antes da entrada das células no ciclo celular,
ocorre a reabsorcdo dos flagelos e Fa2p acumula-se na base dos corpos
basais/centriolos. Ela permanece associada com o pélo do fuso mitético durante toda
a divisdo celular e retorna para o flagelo quando ele comeca a regenerar, apés a
desflagelacdo ou na saida da mitose. A localizacdo de Fa2p no mesmo sitio
subcelular, em espécies ndo-relacionadas, sustenta fortemente a idéia de que essa
familia de cinases desempenha fun¢gBes conservadas na coordenacdo entre funcéo
ciliar e progresséo do ciclo celular. E ainda interessante notar que a proteina Fa2p
também foi localizada no flagelo de Chlamydomonas (MAHJOUB et al., 2004). Tais
resultados sugerem fortemente a co-localizacdo de Fa2p com o complexo cinesina
na regiao de cilios e flagelos, mas estudos adicionais sdo necessarios para fornecer
pistas sobre a via reguladora da atividade do complexo cinesina.

Estudo recente de localizacdo intracelular mostrou a presencga da Nekl murina
proxima a centrossomos durante a interfase e a associacdo dessa cinase com 0

centro de organizacdo de microtubulos do fuso mitotico durante a mitose (MAHJOUB
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et al., 2005). Em contraste, a Nek8 foi encontrada a regides proximas a cilios
primarios, mas ndo nas células em divisdo. Esses resultados sugerem que tanto a
Nekl quanto a Nek8 podem relacionar a organizacdo da estrutura ciliar com a

regulacdo dos centrossomos e do ciclo celular.

3.5 Envolvimento de Nekl1 em vias de percepcéo de danos de DNA

A proteina NIMA em Aspergillus nidulans tem funcdes estabelecidas nos
pontos de checagem durante a transigcdo G2/M, assim como pelo menos um de seus
ortélogos em mamiferos, Nek2. Essa cinase fosforila a proteina reguladora da mitose
Hecl, que esta associada com os cinetdcoros e € crucial para a segregacao correta
dos cromossomos entre as células filhas (CHEN et al., 2002). A triagem de uma
biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano empregando-se o dominio regulatério de
Nekl (SURPILI et al., 2003) resultou na identificacdo de varias proteinas envolvidas
no reparo de quebras de fita dupla de DNA durante a fase G,/S do ciclo celular.
Dentre estas, foram encontradas MRE11, que participa da recombinacdo homaéloga
em Saccharomyces cerevisae (BRESSAN et al., 1999) e na ligacdo da dupla fita de
DNA nédo-homodlogos em mamiferos (HUANG et al.,, 2002); ATRX, homéloga a
RAD54 de S. cerevisae, uma proteina importante para reparo de dsDNA via
recombinacdo homéloga (DRONKERT et al.,, 2000) e 53BP1, um mediador da
checagem de danos de DNA (WANG et al., 2002), que em Xenopus laevis esta
associada com a cromatina (ANDERSON et al., 2001) e colocaliza-se com MRE11
apos radiacdo (SCHULTZ et al., 2000).

Em um estudo recente conduzido em células do epitélio tubular de rim
humano (HK2), verificou-se que Nekl estd diretamente envolvida na resposta a
danos de DNA induzidos por radiagéo ionizante (RI), sendo importante inclusive para
a recuperacao das células apos o dano no DNA (POLCI et al., 2004). Esses autores
demonstraram que células expostas a doses subletais de Rl tém a atividade cinasica
da Nekl aumentada minutos apés a radiacdo, indicando sua atuacdo no inicio da

resposta ao dano de DNA e independentemente do aumento do seu nivel de
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expressdo. Apenas trinta minutos apdés Rl ha um aumento na expressao da Nekl,
sendo mantida em altos niveis por algumas horas. Experimentos de
imunofluorescéncia demonstraram que, concomitantemente com 0 aumento da
atividade cinasica, uma porcdo da Nekl redistribui-se progressivamente do
citoplasma para nucleo, sendo detectada como focos nucleares discretos em sitios
de quebra de DNA dupla fita, juntamente com outras proteinas conhecidas por
atuarem no reparo de DNA. Nas mesmas células apos a radiacdo, Nekl foi
colocalizada juntamente com y-H2AX e NFBD1/MDC1. y-H2AX é uma forma ativada
de histona fosforilada especificamente no residuo serina 139 pela cinase ATM
(SHILOH, 2003), e que interage diretamente com quebras de DNA dupla fita (PAULL
et al., 2000). NFBD1 é uma proteina associada a cromatina e que provavelmente
atua como sensor de danos de DNA (SHANG et al., 2003). POLCI et al. (2004)
sugerem a atuacdo de Nekl como uma cinase proximal ou iniciadora de uma
cascata de sinalizacdo, similar a ATM, mas que atuaria em alguns tipos celulares
especificos, tais como células do epitélio renal tubular, espermatogbnias e certos
neurdnios. Esses tecidos foram descritos como locais de abundante expressao de
Nekl (LETWIN et al., 1992; ARAMA et al, 1998) ou por apresentarem
consequéncias patoldgicas especificas quando Nekl é inativada (VOGLER et al.,
1999; UPADHYA et al., 2000).

4. Estresse Genotdxico

O estresse genotoxico € caracterizado como uma situacdo na qual o material
genético de um organismo estd sendo atacado por fatores ambientais, sejam de
origem biotica ou abidtica, que podem causar modificagdes na molécula de DNA.
Essas modificacdes trazem consequéncias bastante desastrosas para a célula e por
iIsso mecanismos de reposta a essa situacdo de estresse genotdxico acabam por se
desenvolverem. A célula pode “optar” por seguir diferentes vias, dependendo da

dimensédo do dano causado (esquematizado na figura 6). Apés o dano, a célula pode
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parar seu ciclo para que a maquinaria de reparo atue. Dependendo do tipo e do grau
da lesdo, a célula pode reparar o dano e seguir o ciclo ou pode iniciar a via de morte
programada. Ela pode ainda tolerar a lesédo e continuar viva. Células deficientes em
alguma via de reparo podem ser incapazes de reparar 0 dano e consequentemente
iniciar a via de morte celular ou acumular danos que podem levar ao

desenvolvimento do cancer ou de doencas degenerativas (SCHARER, 2003).

Figura 6: Respostas celulares aos danos ao DNA. As lesdes ao material

genético podem ser causadas por diferentes fontes abiodticas ou bidticas. A resposta
celular a esses danos pode envolver a ativacdo de pontos de checagem do ciclo
(checkpoints), morte celular, reparo e desenvolvimento de mutagcfes. Esquema

adaptado de www.rndsystems.com.
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4.1 Danos ao DNA

Os danos na molécula de DNA compreendem modificacdes quimicas que
ocorrem nas bases nitrogenadas (purinas e pirimidinas), na desoxirribose e na ponte
fosfodiéster. Essas modificacdes, em geral, sdo provenientes da exposicdo solar
(radiacdo UV), da geracdo de espécies reativas de oxigénio (ERO), através de
diferentes processos metabodlicos e de substancias quimicas de origem natural ou
sintética.

De todas as alteracdes quimicas que podem ocorrer no DNA, as bases
modificadas sdo as mais comuns e também as mais danosas, quando néo reparadas
corretamente. Os processos quimicos que originam essas modificacdes sao bastante
complexos e resultam de uma interacdo do agente com a molécula de DNA (EVANS
et al., 2004). As bases modificadas mais prevalentes sdo a 8-oxiguanina e a timina-
glicol. A primeira geralmente resulta na substituicdo do tipo G para T, mas pode
também produzir o emparelhamento errbneo da adenina produzindo uma
substituicdo do tipo A para T. (CHENG et al., 1992). A segunda € considerada pouco
mutagénica e causa substituicdes do tipo T para C, entretanto pode provocar
modificagcdes na estrutura do DNA e consequente parada na replicagdo (MCNULTY
et al.,1998) Existem ainda os dimeros de pirimidina que podem ser causados pela
radiacao solar e que também podem causar a parada nos processos de replicacéo e
transcricdo (RAVANAT et al., 2001).

Outro tipo de modificacdo sdo os adutos, ligacdes covalentes que ocorrem
entre algumas moléculas quimicas e o DNA. Essas modificacbes podem ser
classificadas como adutos monofuncionais quando se ligam a apenas uma base
nitrogenada e bifuncionais (ou multifuncionais) quando s&o capazes de se ligar a
mais de uma base na mesma fita (intracadeia) ou em fitas diferentes (intercadeias)
formando ligacdes cruzadas conhecidas como crosslinks (SCHARER, 2005). Como
agentes monofuncionais encontramos o0s agentes alquilantes como o Metil-
metanosulfonato (MMS) utilizado nesse presente estudo (figura 7A). Entre os
agentes bifuncionais estdo compostos de importancia médica como a cisplatina, o

psoraleno e a mitomicina C. Em nossos experimentos nos utilizamos a cisplatina
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(figura 7B), um importante agente quimioterapico utilizado em tumores de testiculos e
ovarios (BOSL & MOTZER, 1997). A acdo genotdxica desse agente se deve a
formacao de adutos bifuncionais de DNA do tipo crosslink intra e intercadeias entre
guaninas situadas em regides do DNA ricas em GpC (DRONKERT & KANAAR,
2001). Ocorrem grandes distor¢des na molécula de DNA as quais podem resultar em
guebras das fitas e bloqueios na replicagéo e transcricao (SCHARER, 2003).

A 00 B o  C
\“S“f Pt
H,C™ ™ "OCH; NHT NH.
Metil Metanosulfonato Cisplatina

Figura 7: Agentes genotéxicos utilizados nesse trabalho. (A) Metil-

Metanosulfonato; (B) Cisplatina.

Outro tipo comum de lesdo ao DNA séao as quebras que podem ser simples
(SSB - single strand break) ou duplas (DSB — doble strand break). Essas quebras
podem ocorrer como resultado do ataque de agentes quimicos ou fisicos a ponte
fosfodiéster, do bloqueio no processo de replicacdo ou da acdo de enzimas
especificas com funcbes de reparacdo ou que atuam no metabolismo geral do DNA
(SCHARER, 2003). As guebras simples sdo consideradas menos téxicas para as
células e milhares de SSBs sao geradas por dia em células de mamiferos como
resultado das atividades de reparacdo ou metabdlicas do DNA (CALDECOTT, 2001).
A baixa toxicidade das SSBs se deve a rapida reparacdo que ocorre pela via SSB

repair (SSBR). A deficiéncia de reparo desse tipo de ledo pode levar a ocorréncia de
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patologias como a ataxia espinocerebelar e outros processos neurodegenerativos
(CALDECOTT, 2003; CALDECOTT, 2004). As lesbes do tipo DSBs sao
consideradas mais toxicas para a ceélula e quando n&o reparadas corretamente
podem originar mutacfes e rearranjos cromossdmicos, caracteristicas da
instabilidade genética, podendo acarretar na perda de cromossomos e na morte
celular (KAINA, 2003; DUDAS & CHOVANEC, 2004).

4.2 Tipos de reparo ao DNA

A reparacdo do DNA é um processo bioquimicamente complexo, o qual
emprega inOmeras proteinas com funcdes distintas. Varios mecanismos de
reparacao celular envolvendo etapas multi-enziméaticas sdo capazes de remover
rapidamente diferentes tipos de lesdes produzidas no DNA de acordo com a
natureza ou a extensdo do dano. Complexos protéicos envolvidos na reparacao
definem as chamadas ‘vias de reparacdo de DNA’ e sao responsaveis pela
manutencdo do genoma em quaisquer condicdes fisioldgicas. Interessantemente,
uma sobreposicdo funcional entre as diferentes vias de reparacdo de DNA é a via de
regra na célula em vez da excecédo (LINDAHL & WOOD, 1999; SLUPPHAUG et al.,
2003), de forma que varios complexos atuam ao mesmo tempo nha reparacao de
diferentes tipos de danos. A resposta a agentes que induzem dano ao DNA é
parcialmente mediada pela ativagdo de cascatas de sinalizagédo celular que envolvem
diversas proteinas sinalizadoras que serao vistas a seguir.

A reparacdo direta envolve dois mecanismos principais: a fotorreativacéo,
catalisada por enzimas pertencentes a familia de fotoliases/criptocromos
(THOMPSON & SANCAR, 2002) e a reversao de bases alquiladas, catalisadas pelas
DNA-metiltransferases (CHRISTMANN et al., 2003). Existe ainda a reparacdo por
excisdo, formada por trés mecanismos principais: a excisdo de nucleotideos
(nucleotide excision repair — NER), a excisdo de bases (base excision repair — BER)

e a reparacdo de erros de emparelhamento de bases (mismatch repair — MMR)
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(CHRISTMANN et al., 2003; SCHARER 2003). Tanto as vias de reparacao direta
guanto a de excisdo sao essenciais para a remog¢ao de bases modificadas e adutos,
de forma que respondem por grande parte da atividade de reparacdo do DNA na
célula (HUANG et al.,, 1994; REARDON et al., 1997; MEMISOGLU & SAMSON,
2000). Outro tipo de mecanismo de reparo esta relacionado com quebras na fita do
DNA, sao as reparacdes por recombinagéo. A reparagao recombinacional pode ser
homologa (HR) ou ndo homodloga (NHEJ) dependendo do tipo de lesdo a ser
reparada e das vias ativadas. Inicialmente pensou-se que a NHEJ era a via
predominante de reparo de DSBs em eucariotos superiores, incluindo humanos, e
gue a HR prevalecia nos eucariotos inferiores como na levedura Saccharomyces
cerevisiae. Atualmente se aceita a idéia de que ambos 0S mecanismos Sao
importantes para todos os eucariotos e que a escolha de uma via esta relacionada
com o tipo de dano e com o progresso do ciclo celular (SCHARER, 2003).
Entretanto, as vias HR e NHEJ podem ter funcdes sobrepostas para a manutencao
da integridade cromossomal em eucariotos (TAKATA et al., 1998; SCHARER, 2003).

Existem dois modelos conhecidos da via de reparo HR: a reparacdo de
qguebras duplas (double strand break repair — DSBR) e a sintese dependente de
anelamento de fita (syntesis-dependent strand annealing — SDSA) sendo que o
modelo DSBR ¢ a principal via HR na célula (KROGH E SYMINGTON, 2004).

A funcdo primaria da HR em células mitéticas, independente do modelo
proposto, € a reparacao de DSBs ou SSBs que se formam ou em consequéncia do
colapso da forquilha de replicagdo de DNA ou resultante da acdo de diferentes
mecanismos de reparacdo de bases modificadas ou adutos (KROGH &
SYMINGTON, 2004). A HR também € requerida para a manutencdo telomérica e
para a meiose sendo essencial para estabelecer uma conexdo fisica entre
cromossomos homologos a fim de assegurar a correta disjuncdo dos mesmos na
primeira divisdo meidtica. Adicionalmente, a alta freqiéncia de recombinacao
meiotica promovida pela HR contribui para a geracdo de diversidade genética
observada nos gametas (KROGH & SYMINGTON, 2004).
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A HR é uma rota muito complexa que utiliza a molécula de DNA homéloga
intacta como molde para reparar DSBs com fidelidade. O primeiro passo no reparo
de quebras por HR é o processamento da extremidade 3’ pela ressecc¢ao nucleolitica
da fita 5’ - 3’ promovida pelo complexo protéico RAD50/MRE11/XRS2. Ocorre a
formacdo de extremidade invasivas do tipo 3’ (single-stranded tails) que serdo
usadas na procura de uma molécula homadloga molde. Uma vez que as extremidades
3’ fita simples estejam disponiveis, a proteina RAD51 liga-se a estas e inicia o evento
de invasdo a uma fita homodloga, facilitada pela mediacdo das proteinas RAD54 e
RPA, as quais sao responsaveis pela eliminacdo de estruturas secundarias da regido
3’ terminal. Desta maneira, a regido 3’ terminal da fita danificada é restaurada por
uma DNA-polimerase que copia as informacfes da fita intacta. Terminada a
extensdo, as extremidades livres sdo novamente reunidas pela DNA-ligase |.
Entretanto esse processo gera juncdes do tipo Holliday que necessitam ser
resolvidas a fim de gerarem duas moléculas de DNA intactas (JACKSON, 2002;
SCHARER 2003; KROGH & SYMINGTON, 2004;). Na figura 8 esta apresentado um
esquema exemplificando o mecanismo descrito (adaptada de JACKSON, 2002). A
resolucao das juncdes Holliday é realizada pelas enzimas MUS81 e MMS4, as quais
pertencem a familia XPF de endonucleases estrutura-especificas (HEYER, 2004). O
resultado final da resolucdo dessas juncbes pode ser ou ndo a permuta de fitas
(crossover), especialmente durante o processo de recombinacdo meiética (KROGH
& SYMINGTON, 2004).

Em seres humanos existem duas patologias conhecidas associadas a
deficiéncia na via HR, a anemia de Fanconi, cujos pacientes apresentam alta
instabilidade cromossdmica e propensao a leucemias de origem mieloide (FAIVRE et
al.,, 2000), e a sindrome de Bloom, na qual os pacientes apresentam a alta
propensdo a desenvolver diferentes tipos de tumores, além de apresentarem
instabilidade cromossémica associada (ELLIS & GERMAN, 1996).
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Figura 8: Visdo geral do reparo de DSBs por HR em eucariotos
superiores. A lesdo é reconhecida e a extremidade 3’ sofre resseccédo pelo
complexo RAD50/MRE11/XRS2. Ocorre entdo o pareamento com uma molécula de
DNA homologa que € invadida pela agcdo da RAD51, que interage com a BRCA1 e 2.
O proximo passo € a sintese e a ligacdo do DNA ocorrendo a formagéao de juncdes
Holliday, que ser&o resolvidas por um mecanismo ainda desconhecido, mas que
necessita do recrutamento da MUS 81. Figura adaptada de JACKSON, 2002.
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A recombinacdo ndo homologa ou NHEJ representa um dos ramos principais
da via recombinacional. Em contraste com a HR, essa via ndo necessita de um
molde homoélogo e parece ser um mecanismo mais simples de reparo com a
recombinacdo homologa (SCHARER, 2003). Diversas subvias de reparacéo
pertencentes ao mecanismo de NHEJ séo conhecidas, apresentando caracteristicas
proprias, mas cujo resultado final € a reparacao de DSBs sujeita a erros.

A NHEJ ¢é iniciada pelo heterodimero Ku70/Ku80, que seletivamente se liga a
extremidade do DNA e recruta a proteina cinase DNA-PK. Essa proteina é capaz de
fosforilar a si mesma e a outras proteinas, incluindo as Ku, a Xrcc4 e a p53. O
heterodimero Ku70/Ku80 protege as extremidades do DNA contra a degradacado e
sinaliza a regido de dano para os demais componentes da via (MILNE et al., 1996;
SIEDE et al.,, 1996). A ligacdo entre as duas extremidades do DNA requer a
presenca dos complexos RAD50/MRE11/NBS1 e Xrcc4/DNA-ligase IV e
consequentemente ambos podem interagir com as proteinas Ku. O reparo é
finalizado pelo processamento da fita com a acdo da Rad27p e da Poldp e pela
ligacdo das extremidades pela Dnl4p/Liflp (JACKSON, 2002). Na figura 6 esta
demonstrado um esquema geral do mecanismo de reparo pela NHEJ.

Inimeras patologias associadas com a NHEJ foram descritas em humanos e
outros mamiferos. Essas deficiéncias, em grande parte, resultam no aumento da
incidéncia de tumores malignos, envelhecimento precoce, inviabilidade embrionaria e

instabilidades cromossdmicas de diferentes naturezas (ILIAKIS et al., 2004).
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Figura 9: Representacdo esquematica da rota de reparo NHEJ em
eucariotos superiores. Inicialmente as extremidades sdo reconhecidas pelas
proteinas Kus, que se ligam a elas e recrutam as cinases DNA-PKs. Em seguida, a
XRCC4, juntamente com a DNA-ligase 1V, se reune ao complexo proteina-DNA e a
XRCC4 é fosforilada pelas DNA-PKs. Entdo a DNA-ligase IV promove a religagédo
entre as extremidades do DNA livre. O complexo MRE11/RAD50/NBS1, que possui
atividade de exo e endonuclease e de helicase, pode atuar no processamento apos a
ligacdo. Entretanto, € possivel que outras nucleases estejam envolvidas, como a
Artemis em mamiferos e a RAD 27 em S. cerevisiae. Figura adaptada de JACKSON,
2002.
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.  OBJETIVOS

Objetivo Geral:

O objetivo geral do presente trabalho € caracterizar o envolvimento da cinase
humana Nekl na sinalizacdo do reparo da lesdo do DNA. Para isso, utilizamos
linhagens de células humanas, RNA de interferéncia (RNAI) e células que

expressavam a Nekl como controle.

Objetivos Especificos:

e Obter linhagens com a Nekl silenciada e expressando o gene-repOrter da
GFP. Obter a linhagem controle expressando Nekl e GFP.

e Auvaliar, através do ensaio cometa, se o indice de dano ao DNA das linhagens
silenciada e controle € semelhante quando expostas a diferentes agentes
genotoxicos.

e Verificar como ocorre o reparo do material genético dessas linhagens ap6s um
periodo de recuperacdo do estresse genotoéxico.

e Testar a sensibilidade dessas linhagens aos agentes utilizados no ensaio
cometa;

e Realizar estudos de progressédo do ciclo celular das linhagens utilizadas nesse
trabalho para posterior andlise do efeito do estresse genotdxico no ciclo
celular.

e Verificar a existéncia de proteinas de interacdo com a Nekl através de ensaio
de imunoprecipitacdo e espectrometria de massas para posteriores ensaios,

utilizando situacdes de estresse genotéxico.
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. MATERIAIS E METODOS

1. Anticorpos

Anticorpos anti-Nekl e anti-pNekl foram gerados conforme descrito em LENZ
et al (manuscrito em preparacdo). O anticorpo anti-Nekl humana enddgena foi
desenvolvido pela imunizacdo de coelhos com o peptideo CMADGAYQEDNDE e o
anticorpo anti-pNekl foi desenvolvido pela imunizacdo com o fosfopeptideo
CVELART(PO4)SIGTP.

2. RNAI

Vetores lentivirais foram produzidos pela co-transfeccdo de pLL3.7 contendo a
seqiéncia especifica para a Nekl humana (G[2127]CGAGAAATACTTCGTAGA,
iniciador A[1]TG), juntamente com os vetores auxiliares CMV-VSVG, RSV-REV e
PMDLg/pRRE em células HEK293 (Rubinson et al., 2003). Ap6és 48 h, o
sobrenadante foi coletado e centrifugado a 5000 g por 10 min, filtrado através de
uma membrana de 45 um e adicionado a culturas de células U87 e Hek293t com
50% de confluéncia na presenca de 100 pg/ml de polibreno. Células expressando
GFP foram isoladas por plagueamento em baixa densidade e selecdo de colbnias

GFP+positivas.

3. Agentes genotoxicos

O metil-metanosulfonato (MMS), o peréxido de hidrogénio (H,0) e a cisplatina
(cis-Diammineplatinum(ll) dichloride) foram obtidos da Sigma (St. Louis, MO, USA).
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4. Cultura de Células

Células de epitélio renal humano, HEK293t, selvagens e silenciadas por RNAI
foram cultivadas em condi¢cbes padroes em DMEM high glicose (Dulbecco’s Modified
Eagle Médium — Gibco™), suplementado com soro fetal bovino (SFB) 10% e
antibioticos. As células de glioma humano U87 foram mantidas nas mesmas
condicbes em meio DMEM low glicose. Ambas as linhagens foram cultivadas em
frascos de cultura de tecidos a 37°C em atmosfera umidificada contendo 5% de CO.

e foram colhidas por tratamento com tripsina 0,15% e EDTA 0,08%.

5. Contagem de células em Camara de Neubauer:

Antes dos ensaios cometa e de sobrevivéncia, as células foram contadas e
camara de Neubauer da seguinte forma: as células foram coletadas dos frascos de
cultura, diluidas e colocadas sobre a Céamara de Neubauer, contou-se os 4
quadrantes das extremidades (em aumento de 10x na objetiva) e faz-se a média,
sendo que foram contadas apenas células que estavam em cima das linhas mais
fortes, usando o esquema do L para nao conta-las 2 vezes. Quando a diferenca foi
superior a 10 células entre os quadrantes a contagem foi repetida. Multiplicou-se a
meédia encontrada pelo volume usado na diluicdo e dividiu-se por 0,1, encontrando

assim a quantidade de células total no volume utilizado.

6. Tratamentos
Para o ensaio cometa as células foram tratadas com metil-metanosulfonato

(MMS) nas doses 200, 400 e 800 uM por 2 horas , com perdxido de hidrogénio nas

concentragdes 20, 50 e 100 pM 30 minutos e com cisplatina nas doses 2,5, 5 e 10
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pg/ml por 1 h. Nos ensaios de sobrevivéncia os tratamentos foram feitos por 24, 48 e
72 horas.

7. Ensaio Cometa

Uma técnica muito utilizada para analisar e quantificar danos ao DNA € o
Single Cell Gel Electrophoresis Assay, também conhecido por Ensaio Cometa. Essa
técnica permite estimar dano e reparo do DNA em células proliferativas e néao-
proliferativas, individualmente, empregando-se amostras celulares extremamente
pequenas. E utilizado essencialmente para estimar quebra de fita simples e dupla de
DNA, mas outros tipos de danos podem ser estudados a partir da introducédo de
lesbes especificas (COLLINS, 2004). A versdo utilizada nesse trabalho, em pH
alcalino, foi descrita por SINGH et al., (1988), com pequenas modificacdes
(HARTMANN & SPEIT, 1997) e permite estimar danos como sitios alcali-labeis,
ligacdes inter e intracadeia e quebras de simples e dupla fita de DNA (COLLINS,
2004).

O teste cometa em pH alcalino estad representado na Figura 1. Apds os
tratamentos, as células foram colhidas e dissolvidas em agarose low-melting point
0,75% (LMPA) e entdo espalhadas sobre uma lamina de microscopia com pré-
cobertura de agarose (1,5%). As laminas foram feitas em duplicata para cada
tratamento. As células foram lisadas com uma solucéo de lise pH 10 contendo 2,5 M
NaCl, 100 mM EDTA, 10 mM de Tris, 1% Triton X-100 e 10% DMSO por no minimo
uma hora. Apés a lise, as laminas foram colocadas em uma cuba de eletroforese
horizontal. Para permitir o desenrolamento do DNA, as laminas ficaram incubadas
por 20 minutos em tampéao alcalino (pH entre 13 e 13,5) feito no momento de uso,
contendo 300 mM NaOH e 1 mM EDTA, pH ~13.0 a 4°C. Uma corrente elétrica de
300 mA e 25 V (0,90 V/cm) foi aplicada por 20 minutos a 4°C. As amostras foram
entdo neutralizadas com 0,4 M Tris, pH 7.5. ApGs estarem secas, as laminas foram

fixadas em acido tricloroacético 15%, sulfato de zinco 5% e glicerol 5% e entéo
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coradas com solucdo de coloracdo contendo carbonato de sodio 5%, nitrato de
amonio 0,1%, nitrato de prata 0,1%, &cido tungstosilicico 0,25% e formaldeido
0,15%. A reacéo foi parada com acido acético 1%.

As células foram analisadas em microscopio optico. Imagens de 100 células
foram analisadas por lamina e classificadas visualmente dentro de cinco classes de
acordo com o tamanho da cauda, variando de O - célula sem dano, a 4 - células com
maximo de dano (figura 2). Os valores do indice de dano (ID) foram calculados de
acordo com essa classificagdo. O indice de dano ficou em uma faixa de 0 (células
sem nenhum dano: 100 x 0) a 400 (células com méaximo de dano 100 x 4). A
freqUéncia de danos (FD) é calculada diminuindo o nimero de células sem danos (0)
por 100 e é expressa em porcentagem (PICADA, et al., 2003; PEREIRA, et al.,2006).
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Figura 1: Metodologia do Ensaio Cometa em pH alcalino segundo Singh et al.

(1988) com pequenas modificacdes por Hartmann & Speit (1997).
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Figura 2: Células do Ensaio Cometa coradas com prata. a) tipos 0 e 1; b) tipos 2

e 3; c) tipo 4.

8. Ensaio de proliferacdo celular (MTT)

Esse ensaio € baseado na capacidade da desidrogenase mitocondrial de
reduzir o sal de tetrazdlio (thiazolyl blue tetrazolium bromide — MTT, Sigma) em
cristais de formazan. O namero de células viavéis é diretamente proporcional a
formacéo do produto formazan (MOSMANN , 1983). As células foram plagueadas em
placas de 96 pocos (2,5x10* células por pocos) com meio completo. No dia seguinte
foram tratadas e incubadas por 24, 48 e 72 h com 0s agentes genotéxicos. Apos o
periodo de incubacdo o meio de cultivo foi aspirado e substituido pela solucdo de
MTT dissolvido em tampéo fosfato salina e a placa ficou incubada a 37 °C por 3 h.
Entdo a solugéo de MTT foi aspirada e os cristais de formazan foram dissolvidos em
DMSO. Apés 10 minutos, a placa foi analisada em leitor do tipo Spectramax
utiizando o comprimento de onda de 540 nm. Posteriormente os indices de
sobrevivéncia foram calculados em porcentagem a partir do controle nao-tratado.
Todas as leituras tiveram o valor do background (leitura do pogo apenas com o

mutageno diluido no meio, sem as células) do agente utilizado subtraido.
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9. Citometria de Fluxo

Células U87 foram sincronizadas na fase G1 do ciclo celular por deplecao de
soro fetal bovino (0,25% de SFB) no meio de cultivo por 48 horas. Elas entdo foram
coletadas e fixadas em etanol 70% a 4° C. Foram lavadas com PBS e ressuspensas
em solucdo contendo PBS, RNAse e o corante lodeto de Propideo que possui
afinidade por DNA. Apdés um periodo de 10 minutos, foram analisadas em um
citometro de fluxo FACS Calibur (Becton Dickinson). Os resultados foram avaliados
utiizando os programas WinMdi 2.8 e Cylchred (disponiveis em
http://facs.scripps.edu).

10. Preparo das células e Eletroforese

As células foram coletadas da cultura e centrifugadas a 1000 rpm por 5
minutos em temperatura ambiente. O sobrenadante foi descartado e as células
ressuspendidas em PBS foram novamente centrifugadas, descartando o
sobrenadante posteriormente. As células foram ressuspendidas em solucdo de lise
(50 mM Tris pH 7.4, 100 mM NaCl, 1 mM DTT, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA, 10 mM pB-
glicerolfosfato, 2 mM NazVO,, 25 nM caliculina A, 1% TX100, inibidores de proteases
EDTA-free tablets da Roche) e incubadas por 5 minutos a 4° C. Uma nova
centrifugagdo de 1200 g foi realizada a 4° C por 5 minutos. O precipitado foi
descartado e adicionou-se o tampéao de amostra (250 mM de Tris-HCI pH 6.8, 1% de
SDS, 0.25% de azul de bromofenol, 50% de glicerol e 2% de -mercaptoetanol) ao
sobrenadante. As amostras foram incubadas a 95° C por 5 minutos e aplicadas no
gel (SDS-PAGE 9%). A eletroforese foi processada em cubas contendo tampéao de
corrida (25 mM Tris, 0,25 M de glicina e 0,1% de SDS), sob corrente de 120 V
durante 120 minutos. As proteinas separadas pela eletroforese foram transferidas

para uma membrana de nitrocelulose sob para ensaio de imunodeteccéao.
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11. Imunodeteccao

As proteinas separadas pela eletroforese foram transferidas para uma membrana
de nitrocelulose em tampéo de transferéncia para ensaio de imunodeteccdo (western
Blotting). Inicialmente a membrana foi lavada com TBS pH 7.5 (NaCl, 30 mM Tris) e
blogueada com M-TBS preparado na hora do uso ( 5 g de leite em p6 para 100 ml de
TBS) por no minimo 3 h sob agitacdo. ApGs o bloqueio, retirou-se o M-TBS e lavou-
se duas vezes a membrana, por um periodo de 5 min cada lavagem, com T-TBS (50
ul de Tween-20 em 100 ml de TBS). O primeiro anticorpo, que reconhece a Nekl,
diluido em T-TBS (1:500) foi colocado sobre a membrana formando um filme e
incubou-se sob refrigeracao e agitacdo por no minimo 8 h. Ap6s o periodo de
incubagéo, a membrana foi lavada com T-TBS 4 x 5 min. Incubou-se o segundo
anticorpo conjugado a peroxidase e diluido em T-TBS por no minimo 2 h sob
refrigiracdo e agitacdo. Passado o tempo de incubac&o, a membrana foi lavada duas
vezes com T-TBS e uma vez com TBS e em seguida procedeu-se a reagédo de
quimioluminescéncia, que consiste na exposicdo da membrana de nitrocelulose a
uma mistura contendo partes iguais da solucdo A (100mM de glicina pH 10, 0,4mM
Luminol e 8mM de 4-iodofenol) e da solucdo B (0,12% de perdxido de hidrogénio).
Na sala escura, a membrana foi exposta em filme e esse foi revelado segundo

especificagées do fabricante (Kodak™).

12. Anéalise Estatistica

Toda analise estatistica foi feita utilizando ANOVA seguido de One-way

Tukey's Multiple Comparison Test.
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13. Imunoprecipitacao

As células foram lisadas em 50 mM de Tris pH 7.4, 100 mM de Na CI, 1 mM
de DTT, 1 mM de EDTA, 1 mM de EGTA, 10 mM de B-glicerolfosfato, 2 mM de
NazVO,4, 25 nM de caliculina, 1 % Triton X-100 e com inibidores de proteases
(Roche). O lisado foi incubado com anticorpo anti-Nekl ou anti-pNekl ligado a
proteina A agarose beads (Amersham). As beads ligadas ao anticorpo e a Nekl
foram lavadas com tampéao de lise duas vezes e entdo foram preparadas para a

analise em espectrometro.

14. Espectrometria de Massas

O imunoprecipitado da Nekl foi reduzido com DTT (10 mM de DTT em 25 mM
de bicarbonato de amdnia) e alquilado com lodoacetamida (55 mM de iodoacetamida
em 25 mM de bicarbonato de aménia). Os peptideos foram digeridos com tripsina (20
ng/ul em 25 mM de bicarbonato de amoénia) por 12 h (overnight) a 37°C. Apos a
digestdo, a amostra foi centrifugada e aplicada no espectrémetro do tipo eletrospray
Q Tof modo positivo. Os arquivos gerados pelo masslynx foram processados
utilizando o software Proteinlynx Global Server disponivel no LNLS e a analise foi
feita utilizando o MASCOT e o MSDB como banco de dados, disponivel na internet

(mas8.Inls.br/mascot).
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V. Resultados

1. Obtencéao de linhagens Nekl negativas e GFP positivas:

Células Hek293t e U87 foram transduzidas com vetor lentiviral contendo a
sequéncia codificadora da GFP e com um segmento da sequéncia anti-senso para a
Nekl responsavel pela producdo do RNA de interferéncia. Para a obtencdo das
linhagens controles, células Hek293t e U87 foram transduzidas com vetor lentiviral
contendo apenas a sequéncia codificadora da GFP. Essas células foram mantidas
em cultura normal para posterior selecao.

As linhagens transduzidas foram plaqueadas em baixa densidade e colbnias
GFP-positivas foram selecionadas através de microscopia de fluorescéncia. A
selecéo foi feita até que se obtivesse 100% de células verdes para HEK293t e 90%
em U87 (figura 1A, B, C e D). Posteriormente a presenca da Nekl nas linhagens
silenciada (Nek-) e controle (Nekl+) foi analisada através de Western blot (Figura
1Ee 1F) e comprovou-se a obtencdo do silenciamento quase total da Nekl na
linhagem Hek293t e o silenciamento parcial na U87. O anticorpo utilizado para a
imunodeteccdo da Nekl foi obtido conforme descrito anteriormente em materiais e

métodos.
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Figural: Obtencdo das linhagens Nekl negativas. Células Hek293t e U87 foram
silenciadas por RNA de interferéncia e selecionadas a partir da expressao de GFP.
(A) Células Hek293t silenciadas e GFP positivas em luz visivel e (B) em luz UV; (C)
Células U87 silenciadas e GFP positivas em luz visivel e (D) em luz UV; (E) Western
blot indicando o silenciamento quase total da Nekl na linhagem Hek293t e (F)
western blot indicando o silenciamento parcial da linhagem U87. Para as fotos de

microscopia de fluorescéncia foi utilizado o aumento de 100X.
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2. Ensaio cometa para verificar a existéncia de danos ao material genético

Para verificar a existéncia de danos ao DNA induzidos por diferentes agentes
genotoxicos, células Hek293t e U87 Nekl+ e Nekl- foram tratadas com peroxido de
hidrogénio (H,0O,), metil-metanosulfonato (MMS) e cisplatina e o dano ao material
genético foi avaliado através do uso do ensaio cometa alcalino. Para a realizagédo
desses ensaios, as células foram previamente semeadas em placas de 24 pocos (50
mil células por poco). Inicialmente, foi utilizado apenas um tempo de exposicdo aos
agentes (30 min para H,O,, 1 h para cisplatina e 2 h para o MMS). Os resultados
obtidos com a linhagem Hek293t tratada com H,O, e MMS estdo mostrados na figura

2 e com cisplatina na figura 3.
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Figura 2: indice de dano (ID) ao DNA de células Hek293t Nekl-positiva e
negativa expostas a agentes genotdxicos medido pelo do ensaio cometa em pH
alcalino. (A) Grafico representado células tratadas com MMS e (B) células tratadas

com H,0,. Os dados foram obtidos a partir de trés experimentos diferentes.
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Conforme mostrado na figura 2, ndo houve diferencas significantes entre as
células Nekl positivas e negativas, indicando que a auséncia da Nekl ndo altera os
mecanismos de dano ao DNA. Dois experimentos independentes foram feitos com a
linhagem U87 e em nenhum deles ocorreram diferencas entre os indices de danos
apresentados nas duas linhagens (dados ndo mostrados).

Nos experimentos utilizando cisplatina, ocorreram alteragdes na migracao dos
ndcleos das células silenciadas vistas apds a coloracdo com prata no teste cometa
(Figura 3). O ensaio cometa é capaz de medir o desenrolamento do DNA com
ligacbes cruzadas intercadeias (ICL), que seria 0 primeiro passo para O reparo
dessas lesdes. Sob condi¢cbes alcalinas, a desnaturacdo do DNA contendo ICLs é
reprimida e a migracdo do DNA na eletroforese é retardada. Por isso que, enquanto
o DNA lesado por outros tipos de danos normalmente forma caudas apos a
eletroforese, um DNA apresentando ICLs ndo forma essas caudas de aspecto de
cometa (CHENG et al., 2006). As células Nekl-negativas praticamente né&o
apresentaram caudas quando tratadas com diferentes concentracdes de cisplatina,
enquanto que o aspecto normal de cometa, isto €, com cauda, foi observado na
linhagem positiva (Figura 3). O indice de dano n&do pode ser quantificado utilizando a
classificacdo de danos pelo tamanho da cauda visto que o aspecto das células com
ICLs é muito semelhante ao dano classe zero. Nesse caso optamos por contar o
namero de células com caudas e sem caudas (Figura 4). Encontramos diferencas
significativas entre a linhagem controle e a linhagem silenciada sendo que as células
Nekl negativas apresentaram mais células sem caudas em todas as doses usadas.
Entretanto, a auséncia de cauda nao significa auséncia de lesdo ao DNA, nesse caso

essas modificagdes correspondem a células com ligacéo intercadeias da DNA.
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Figura 3: Comparacdo do aspecto dos nucleos corados com prata apds ensaio
cometa de células Nekl positivas e negativas tratadas com diferentes doses de
Cisplatina. Para as fotos de microscopia foi utilizado o aumento 200x. As figuras sao
representativas de trés experimentos independentes. As flechas vermelhas indicam

células com caudas.
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Figura 4: Efeito do tratamento com cisplatina na migracdo do DNA de células
Hek293t. As linhagens Nek+ e a Nekl- foram tratadas com diferentes doses de
cisplatina por 1 h e submetidas ao ensaio cometa em pH alcalino. As células foram
coradas com prata e analisou-se por microscopia Optica o nimero de células que nao
apresentavam caudas. Foram contadas 100 células por lamina. As barras brancas
representam a linhagem Nekl-positiva e as barras pretas a linhagem Nekl negativa.
Os asteriscos correspondem aos tratamentos que diferiram estatisticamente entre as

duas linhagens. Trés experimentos independentes foram feitos
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3. Ensaio cometa para verificar a capacidade de reparo de danos no DNA

Experimentos para avaliar a capacidade de reparacdo no DNA foram feitos
para verificar o possivel envolvimento da Nekl nesses mecanismos. Diferentes
tempos entre a exposicdo aos agentes genotoxicos e o ensaio cometa foram
utilizados para estimar a reparacdo de danos ao DNA (GUECHEVA et al., 2001). A
expressdo do reparo se da pela diminuicdo do indice e da frequéncia de dano ao
longo do tempo. Nesse caso, as células séo tratadas durante o periodo descrito
anteriormente, mas somente sdo utilizadas para o ensaio cometa apos um periodo
de recuperacdo em meio de cultura completo. Esse experimento foi realizado apés
tratamento com MMS, H,O, e cisplatina. Resultados demonstram que ao longo do
tempo a linhagem selvagem apresenta um decaimento no indice de dano (ID). Ao
contrario, na linhagem silenciada essa queda do ID ocorre de forma mais lenta
(Figura 5A e B). Esse comportamento é observado em todas as doses utilizadas de
todos agentes genotoxicos (Figura 6 A e B). Houve diferenca significativa entre os
indices de dano apresentados pelas duas linhagens durante o periodo de
recuperacédo, indicando que a auséncia da Nekl pode estar alterando o reparo

normal dessas células.
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Figura 5. Capacidade de reparacdo de danos ao DNA apds o tratamento com
MMS (A) e H,O; (B). Células Hek293t foram tratadas com MMS por 2h e 0 ensaio

hY

cometa foi realizado em seguida a exposi¢cdo (tempo Oh) e 2, 4 e 12h apds o

tratamento. No ensaio com H,0O, as células hek293t foram tratadas por 30 minutos e

0 ensaio cometa foi realizado no tempo 0 e 30, 60 e 240 minutos apods o tratamento.

Trés experimentos independentes foram feitos.
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Figura 6: Curva de dose-resposta do ensaio cometa feito com Hek293t com
MMS e H,O,. Foram utilizadas 3 doses de cada agente para se obter uma curva de
dose-resposta. A, grafico mostrando a curva de dose-resposta feita com MMS apos
duas horas de tratamento; B, grafico mostrando a curva de dose-resposta feita com
H,O, apos 30 minutos de tratamento. As barras brancas representam a linhagem

Nekl-positiva e as barras pretas a linhagem Nekl1-negativa.
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Também foi avaliada a capacidade de reparacdo em células tratadas com
cisplatina. O ensaio cometa com células Hek293t foi realizado 2, 4 e 8 h apos a
exposicao ao agente indutor de ligacfes cruzadas. Duas horas apds a exposicdo, as
células silenciadas apresentaram o mesmo perfil de nucleos encontrados no tempo
zero, que seria logo apo6s a exposicao a cisplatina (Figura 7) enquanto que as células
Nekl+ apresentaram caudas em todos os tempos de recuperacdo. Entretanto, a
partir de 4 horas de recuperacdo, o padrdo de caudas comecgou a tornar-se mais
evidente nas células silenciadas, indicando que possivelmente estejam ocorrendo
quebras na molécula de DNA decorrente do reparo de lesbes do tipo ligacbes
cruzadas (CHENG et al., 2006). Em todos os tempos as caudas sdo vistas nos
controles. Nesse caso também nao foi possivel quantificar os indices de dano e por

isso optou-se por classificar as células quanto a presenca de cauda (Figura 8).
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Figura 7: Capacidade de reparo de danos ao DNA de células Hek293t expostas
a cisplatina. O quadro apresenta a comparacao entre nucleos corados com prata de
células Nekl-positivas e negativas, com seus respectivos controles. As células foram
tratadas por 1 h com 5 pg/ml e o ensaio cometa foi realizado em seguida (tempo 0) e
2, 4 e 8 h apds o tratamento. Para as fotos de microscopia foi utilizado o aumento

200x. As figuras sao representativas de dois experimentos independentes.
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Figura 8: Efeito do tratamento com cisplatina na migracdo do DNA de células
Hek293t. As linhagens Nek+ e a Nekl- foram tratadas com 10ug/ml de cisplatina por
1 h. O ensaio cometa foi realizado logo em seguida (tempo 0 h) e 2, 4 e 8 h apds o
tratamento. As células foram coradas com prata e analisou-se por microscopia optica
0 numero de células que ndo apresentavam caudas. Foram contadas 100 células por
lamina. Os asteriscos correspondem aos tratamentos que diferiram entre as duas

linhagens. Dois experimentos independentes foram feitos.

72



4. Ensaio de sobrevivéncia e proliferagcao celular

Para avaliar o efeito da diminuicdo da velocidade do reparo sobre a biologia
da célula, foi verificada a sobrevivéncia das linhagens em 24, 48 e 72 h apds o dano
genotoxico. Células Hek293t e U87 GFP-positivas e com a Nekl silenciada foram
semeadas em placas de 96 pocos e o teste de MTT foi realizado nos tempos
indicados (Figura 9). Nesse caso, obtiveram-se curvas de crescimento das quatro
linhagens estudadas observando diferencas entre as linhagens Nek- e Nekl+. N&ao
houve diferenca significativa na velocidade de crescimento das células Nekl- e
Nekl+, tanto para Hek293t quanto para U87 (Figura 9A e 9B).

Sobrevivéncia em Hek293t Sobrevivéncia em U87
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Figura 9: Ensaio MTT para ver proliferacdo e sobrevivéncia celular. (A)
crescimento celular da linhagem Hek293t Nekl-positiva e negativa; (B), crescimento
celular da linhagem U87 Nekl1-positiva e negativa.
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Posteriormente as células foram tratadas com os diferentes agentes
genotoxicos ja mencionados, utilizados no ensaio cometa, para avaliar a
sensibilidade celular frente a estes agentes.

As células foram semeadas em placas de 96 pocos e 24 h apos os
tratamentos foram realizados. As células foram tratadas com H,O, (25, 50 e 100 uM),
ou MMS (200, 400 e 800 pM), ou com cisplatina (2,5 ,5 e 10 pg/ml) em meio de
cultura. O ensaio de MTT foi realizado 24 h, 48 h e 72 h ap6s o tratamento. De
maneira geral, as linhagens silenciadas apresentaram maior sensibilidade aos
agentes testados (Figura 10). Apos tratamento com MMS, a linhagem U87 silenciada
apresentou menor indice de crescimento celular em todos os tempos avaliados,
enquanto que em Hek293t a diferenca entre as linhagens foi significativa em 24 h
(Figura 10A). No tratamento com cisplatina, ambas as linhagens Nek-negativas, de
U87 e Hek293t, apresentaram um declinio do crescimento celular nos tempos
testados (Figura 10A). Entretanto, o tratamento com H,O, foi pouco conclusivo ja que
na linhagem Hek293t observou-se menor crescimento celular nas silenciadas e na
linhagem U87 essa diferenca entre a Nekl- e Nekl+ foi pouco significativa (Figura
10). Todos os experimentos foram feitos com 3 doses de cada agente e houve a
resposta dose- dependente apdés 24 h de tratamento, existindo menor taxa de
sobrevivéncia para as doses mais altas utilizadas (Figura 11). Em todas as leituras
realizadas, foi diminuida a coloracdo do agente utilizado (background) e a
porcentagem de crescimento celular foi calculada a partir do controle, considerado

como 100% de crescimento celular conforme descrito em materiais e métodos.
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Figura 10: Curva de crescimento de linhagens expostas a agente genotéxicos.
Células Hek293t e U87 foram plaqueadas e no dia seguinte foram tratadas com 400
UM de MMS, 5 pg/ml de cisplatina e 50 uM de H,O,. Elas foram entdo incubadas por
24, 48 e 72 h em condi¢des normais de cultivo. Apds esse periodo a reacdo do MTT
foi feita conforme descrito em materiais e métodos. A absorbancia foi medida em
leitor de placa Spectramax no comprimento de onda 540 nm. Os dados foram obtidos

de dois experimentos diferentes.
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Figura 11: Curva de dose-resposta do ensaio de proliferagdo celular MTT.
Foram utilizadas 3 concentracdes de cada agente para esse ensaio. Células Hek293t
e U87 foram plaqueadas e no dia seguinte foram tratadas com as doses indicadas
nos gréficos. Elas foram entéo incubadas por 24 h em condi¢6es normais de cultivo e
apos esse periodo a reacdo do MTT foi feita conforme descrito em materiais e
métodos. A absorbancia foi medida em leitor de placa Spectramax no comprimento
de onda 540 nm. As barras brancas representam a linhagem Nekl-positiva e as
barras pretas a linhagem Nekl-negativa. Os dados foram obtidos de dois

experimentos diferentes.
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V. Resultados preliminares

1. Estudo do papel da Nekl1 na progressao do ciclo celular

Mecanismos de reparo do DNA estdo intimamente relacionados com a
progressao do ciclo celular. Os pontos de checagem (checkpoints) ocorrem durante a
progressdo do ciclo celular e sdo responsaveis pela inspecao do material genético
por proteinas especificas. Quando encontram erros no DNA, essas proteinas sédo
capazes de sinalizar esse defeito, recrutando outras moléculas para conserta-lo, ou,
em caso de danos mais nocivos, induzindo a morte celular programada (BARTEK &
LUKAS, 2007). Vérios desses mecanismos de sinalizacdo envolvidos no reparo
podem regular o ciclo celular, principalmente paralisando o ciclo até que o defeito
seja consertado. Portanto, uma falha nessa sinalizacdo altera o padrdo de parada no
ciclo celular observado em resposta a agentes genotoxicos. Mutagdes em vias de
sinalizacdo que regulam o reparo podem levar a perda da parada no ciclo celular em
resposta a agentes genotoxicos (RAI et al., 2007).

Foi realizado um experimento preliminar de sincronizacao de ciclo celular com
a linhagem U87 Nekl+ e Nekl- pela reducdo de SFB (0,25%) por 2 dias e ambas
mostraram uma sincronizagdo em torno de 70% das células em G1 (Tabela 1).
Entretanto, na linhagem Nekl+ foi encontrada uma populacdo de células com
conteudo de DNA sub-diploide, um indicativo de apoptose, enquanto que essa
populacdo nao foi observada na linhagem silenciada (Figura 12). A sincronizacéo do
ciclo pela diminuicdo da concentragdo de soro no meio de cultivo foi descrita para
outras linhagens de glioma (LI et al., 1996; CHOU & LANGAN, 2003;).
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Figura 12: Histogramas de células U87 sincronizadas pela deplecdo de SFB no
meio de cultivo por dois dias. Essas células foram fixadas com etanol e tratadas
com RNAse e com iodeto de propideo para marcacdo do material genético. Em
seguida foram analisadas por citometria de fluxo e as fases do ciclo foram
associadas ao conteudo de DNA. A seta indica a presenca de uma populacao sub-

diploide na linhagem Nek1+. Um ensaio foi feito em duplicata.

Tabela 1: Efeito do silenciamento da Nekl na distribuicdo de populacdes

celulares da linhagem U87 em diferentes fases do ciclo celular.
Conteudo de DNA
G1 (%) SYC) G2 (%)

U87 Nek+
U87 Nek+
U87 Nek-
U87 Nek-

* Resultados do primeiro experimento de citometria de fluxo das células U87

sincronizadas pela deple¢céo de SFB no meio de cultivo.
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Um segundo experimento foi realizado para avaliar a participacdo da proteina
NeK1 na via de sinalizacdo de apoptose. Para esse experimento, as células foram
previamente tratadas com radiacao ultravioleta curta (UVC), um conhecido indutor de
apoptose (KULMS et al.,1999 ; KULMS et al., 2002). Células U87 Nekl-positivas e
Nekl-negativas foram mantidas em meio com 0,25% de soro fetal bovino para
sincronizacdo do ciclo por 2 dias. Posteriormente, essas células foram expostas a
radiagdo UV por 30 segundos e coletadas para analise em citbmetro de fluxo. Os
resultados estdo apresentados na tabela 1. Houve um aumento na populagcéo sub-
diploide da linhagem Nekl-positiva em relagdo a Nekl-negativa ndo tratadas,
confirmando os resultados do primeiro experimento. Entretanto, quando o soro foi
retirado do meio para sincronizagdo, nao ocorreu diferenca entre as populacdes sub-
dipldides, contrastando com 0s nossos primeiros resultados. As células tratadas com
UVC apresentaram resultados semelhantes. Nao foi observada diferenca significativa

nas populacdes celulares presentes em cada fase do ciclo celular (tabela 2).

Tabela 2: Efeito do silenciamento da Nekl na distribuicdo de populagdes
celulares da linhagem U87 em diferentes fases do ciclo celular.

Contetdo de DNA Apoptose
G1 (%) SYC) G2 (%) (%)

Nek+ controle

Nek- controle

Nek+ s/ SFB

Nek- s/ SFB
Nek+ UV
Nek- UV

*Resultados do segundo experimento de citometria de fluxo
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2. Estudo da interacdo da Nek1l com outras proteinas

Estudar moléculas que interagem com uma proteina em muitos casos é
fundamental para a compreensdo da sua funcdo. Isto se aplica especialmente a
Nek1, que possui uma grande regido ndo-catalitica e regides de interacdo proteina-
proteina classicas. Com esse intuito, iniciamos estudos de interagdo da Nekl com
outras proteinas através de ensaios de imunoprecipitacdo dessa cinase, seguida por
analises de espectrometria de massas. Utilizamos anticorpos anti-Nekl e anti-pNekl
para imunoprecipitar a Nekl enddgena de lisados de Hek293t selvagem. Os
imunoprecipitados obtidos foram reduzidos com DTT e alquilados com
lodoacetoamida, digeridos com tripsina e em seguida avaliados no espectrémetro de
massa do tipo Eletrospray Q-Tof no modo positivo para a obtencdo de espectros do
tipo MS-MS. Os arquivos gerados pelo masslynx foram processados utilizando o
programa Proteinlynx Global Server disponivel no LNLS e a andlise foi feita utilizando
o MASCOT e o MSDB como banco de dados, disponivel na internet, considerando
apenas sequéncias humanas. Proteinas hipotéticas ndo entraram na analise, ja que
ndo possuem funcdo ou outras caracteristicas descritas. Durante as analises pelo
MASCOT, utilizamos a modificacdo pds-translacional como um recurso opcional.
Nesse caso, foram feitas andlises selecionando fosforilacdo em STY e oxidagédo da
metionina. Alguns peptideos apareceram sem significAncia estatistica, inclusive
peptideos pertencentes a proteina Nekl, entretanto, as proteinas identificadas a
partir desses peptideos apresentam alguma relacdo com a possivel funcéo da Nek1.

No imunoprecipitado da Nekl endd6gena encontramos entre 0s peptideos
analisados pelo espectrébmetro de massa algumas proteinas interessantes, como a
policistinal like e a Numa, além de algumas proteinas que apareceram nas duas

amostras, como a DDX11 (Tabela 3 e 4).
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Tabela 3: Proteinas que foram encontradas na analise do espectrometro de

massa ap6s a co-imunoprecipitacdo com o anticorpo anti-Nek1.

Nekl enddgena imunoprecipitada com anti-Nek1

Proteina Descricao Referéncia

Tenascin-M1 Glicoproteina da matriz extracelular TREBAUL et al., 2007

Polycystic kidney Envolvida na etiologia da doenca policistica do rim | YUASA et al., 2002
disease 1-like

Retinitis pigmentosa Envolvida na etiologia da retinite pigmentosa BOWNE et al., 2003

1-like

DDX11 Helicase humana HIROTA & LAHTI, 2000

Syntaxin binding  Envolvida na formacé&o e fusédo de vesiculas FUJITA et al., 1998

protein 5 (Tomosyn)

NUMA1 Presente na matriz nuclear durante a interfase e SUN & SCHATTEN,
atua na regulagdo da mitose. 2006

Tabela 4: Proteinas que foram encontradas na analise do espectrémetro de

massa apds a co-imunoprecipitacdo com o anticorpo anti-pNek1.

Nekl enddégena imunoprecipitada com anti-PNek1

Proteina Descricao Referéncia
Pl 3-kinase enhancer |ligadora de GTP com fungéo anti-apoptotica YE, 2006.
DDX11 Helicase humana HIROTA & LAHTI, 2000
E2F transcription Fator de transcricdo envolvido na regulacdo de NOWAK et al., 2007
factor 2 apoptose neuronal
fanconi anemia Envolvida na Doenca de Fanconi DORSMAN et al., 2007
complementation
group A
Polycystic kidney and | Envolvida na doenga policistica do rim YUASA et al., 2002
hepatic disease 1
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Os proximos experimentos serdo feitos baseados nesse primeiro, mas com
algumas modificacdes. Usaremos como controle a linhagem silenciada e tentaremos
utilizar peptideos extraidos do SDS-PAGE. Uma segunda estratégia utilizando
superexpressao da Nekl atraves da transfeccéo de células Hek293t com plasmideos

especificos também sera empregada.
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VI. Discussao

O gene da Nekl foi primeiramente clonado e caracterizado a partir de uma
biblioteca de cDNA de sangue de camundongo (LETWIN et al, 1992). Nekl codifica
uma proteina cinase com cerca de 1200 aminodacidos, cujo dominio N-terminal
catalitico possui homologia com a NIMA, uma proteina cinase que controla o inicio
da mitose no fungo A. nidulans (LETWIN et al, 1992, FEIGE et al., 2006). Essa
proteina tem sua atividade aumentada logo apés a inducdo de danos ao DNA por
radiacdo ionizante (POLCI et al, 2004) indicando que a Nekl pode estar envolvida no
inicio da resposta celular a danos ao material genético. Esse aumento na atividade
da Nekl ndo acompanha o aumento de sua expressao que ocorre posteriormente
(POLCI et al, 2004). Além disso, observou-se o translado de Nekl para o nucleo de
células expostas a radiacdo ionizante e sua colocalizacdo com proteinas envolvidas
em reparacdo de danos ao DNA. Esses achados sugerem a participacdo da Nekl
como cinase em vias de reparo de danos ao DNA induzidos por radiacdo ionizante.

A partir desses indicios, procuramos, no presente estudo, entender a
participacdo dessa cinase em mecanismos de dano e reparo de DNA induzidos por
outros agentes mutagénicos capazes de alterar a molécula de DNA. Utilizamos duas
linhagens celulares diferentes, U87 e Hek293t, ambas expressando a Nekl
(inhagem Nekl+) e silenciadas por RNA de interferéncia (linhagem Nekl-), em
diferentes ensaios ap0s o tratamento com agentes genotoxicos (MMS, H,0, e
cisplatina). Se a Nekl esta atuando como uma proteina sensora de sinais de dano
ou nas vias reparadoras dessas lesdes ao DNA, a nossa hipétese de trabalho sugere
que células deficientes em Nekl devem ser mais sensiveis aos agentes genotdxicos
que células normais. Em nosso estudo, as ceélulas Nekl-, de maneira geral,
mostraram se mais sensiveis a esses agentes em ambas as linhagens utilizadas
(U87 e Hek293t) sugerindo que essas células podem ndo ser capazes de reparar
eficientemente o material genético lesado e, portanto, estariam seguindo a via de
morte celular. A auséncia dessa cinase poderia estar comprometendo alguma via de

sinalizacdo de dano, prejudicando a ativagdo de proteinas envolvidas no reparo.
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Células deficientes em reconhecer lesfes e repard-las ficam mais suscetiveis a
mutacdes e a inducdo de danos ao material genético pode levar a morte precoce
dessas células, inclusive por vias apoptoticas. Esses resultados corroboram com a
hipotese levantada por Polci e colaboradores em seu trabalho de 2004 (POLCI et al.,
2004), no qual o autor encontra maior sensibilidade em células deficientes em Nekl
em relacdo a células normais quando expostas a radiagdo ionizante. Os autores
acreditam que essas células deficientes estdo morrendo devido a uma néo reparacéo
correta do material genético, entretanto a comprovacdo de que um reparo incorreto
possa estar ocorrendo ndo € demonstrada.

O Ensaio Cometa, uma técnica muito utilizada para estimar danos ao material,
€ capaz de detectar danos do tipo quebra simples e dupla da fita do DNA, além de
guebras em sitios alcalildbeis, danos oxidativos as bases e ligacdes cruzadas inter e
intracadeia (COLLINS, 2004; COLLINS et al, 1997). Quebras simples ndo sao
consideradas letais e sédo rapidamente reparadas, enquanto que quebras duplas sdo
mais danosas para a ceélula e por isso a existéncia de um maior interesse em
pesquisar esse tipo de lesdo e seus mecanismos de reparo. Muitos agentes
genotdoxicos ndo induzem quebras diretamente, gerando sitios apurinicos ou
apirimidimicos no DNA. Esses sitios s@o alcali-labeis e provavelmente convertidos
em quebras em altos pH, como utilizado no Ensaio Cometa alcalino. Além disso, as
guebras podem ser transientes, sendo reparadas por mecanismos como excisdo de
pares de bases (BER) ou de nucleotideos (NER) ao longo do tempo e assim pode-se
estimar danos ao DNA bem como o reparo do mesmo através dessa técnica
(COLLINS et al, 1997).

Durante o nosso estudo procuramos comparar a linhagem com a Nekl
silenciada (Nekl-) com uma linhagem controle expressando Nekl (Nekl+) quanto a
presenca de danos ao DNA estimado pelo ensaio cometa. Como visto na Figura 2, 0
dano ao DNA é semelhante entre as células Nek+ e Nekl- tratadas com H;0O; e
MMS, isto é, as alteracdes observadas posteriormente a esses tratamentos serédo
provavelmente devido a alteragcbes nos mecanismos de reparo e ndo pelo aumento

do indice de dano ao DNA.
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Visto que houve um aumento de danos ao material genético em células Nek1+
e Nekl- tratadas com agentes genotdoxicos em relacdo aos seus controles nao
tratados, e que esse aumento nao diferiu entre as linhagens utilizadas, o préximo
objetivo desse trabalho foi avaliar a capacidade de reparacdo do DNA dessas células
ao longo do tempo. Através de uma curva de tempo é possivel observar mudancas
nos indices de danos de células tratadas com agentes genotdxicos. Uma diminui¢éo
nesses indices indica que a célula esta reparando o material lesado enquanto que a
manutencdo ou aumento do indice indica que 0os mecanismos de reparo estao
alterados (GUECHEVA et al., 2001). Além disso, proteinas envolvidas no inicio da
rota de reparo ao DNA, como a ATR e a ATM, sé@o encontradas ativas logo apos a
inducdo de dano ao material genético, pois alguns tipos de lesdo, como quebras
duplas da fita de DNA, sdo mais letais e requerem uma resposta rapida da célula
(SHILOH, 2001). Em nosso trabalho, observamos a queda rapida dos indices de
dano na linhagem Nekl+ quando tratada com MMS e H,0,, mas esses resultados
nao se repetiram na linhagem Nek-. O reparo foi mais lento na linhagem silenciada
embora, apés 12h o indice tenha diminuido tanto quanto na linhagem Nekl +
tratadas com MMS como demonstrado na Figura 5.

O tratamento com cisplatina provocou alteracdes no perfil normal dos nucleos
com lesdo ao DNA de células Nekl- detectadas pelo ensaio cometa (Figuras 3 e 7).
Segundo CHENG e colaboradores (CHENG et al., 2006), essa alteracdo no padréo
de migracdo das caudas de DNA dos cometas seria pela presenca de lesdes do tipo
ligagbes cruzadas intercadeias (ICL) e nesse caso a auséncia da Nekl seria
responsavel pela presenca dessas lesdes ao material genético exposto a cisplatina.
No ensaio para estimar a capacidade de reparagdo do DNA ao longo do tempo apos
o tratamento com cisplatina observamos a presenca de caudas em todos os periodos
na linhagem Nekl+ ao passo que na linhagem Nekl- as caudas apareceram apenas
4 horas apos a inducdo de danos (Figuras 7 e 8). A presenca dessas caudas nesse
caso significaria que esta ocorrendo o reparo das lesdes do tipo ICL, pois é
necessaria a quebra da molécula de DNA para que o reparo ocorra (CHENG et al.,
2006).
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Esses resultados sugerem a participacdo da Nekl em vias de reparo, mas
pouco podemos concluir sobre a especificidade dessa cinase nessas vias. A
resposta a agentes genotoxicos que induzem dano ao DNA é parcialmente mediada
pela ativacdo de cascatas de sinalizacdo celular que envolvem diversas proteinas
sinalizadoras, entre elas as proteinas cinases. Os nossos resultados sugerem que
Nekl pode estar envolvida, mas aparentemente ndo € essencial para a sinalizacédo
do reparo, uma vez que, mesmo com retardo, as células acabam conseguindo
reparar o dano causado.

O MMS é um agente alquilante monofuncional muito utilizado como agente
indutor de danos ao DNA em estudos mutagénicos. Ele reage covalentemente com
um unico centro nucleofilico do DNA, modificando a guanina para 7-metil-guanina e a
adenina para 3-metil-adenina, causando o pareamento incorreto dessas bases e o
blogueio da replicagdo (BERANEK, 1990). A reparacao de danos ao DNA causada
por agentes alquilantes é feita predominantemente pela via reparo por excisdo de
bases (BER) e por DNA-alquiltransferases. Contudo, quando outras vias de reparo
estdo comprometidas a sensibilidade ao MMS aumenta significativamente (LUNDIN
et al, 2005). Exemplo disso ocorre nos mutantes para gene RAD52 em
Saccharomyces cerevisiae. Esses mutantes deficientes em recombinacdo homodloga
(HR) tornam-se mais sensiveis ao MMS sendo este considerado um indutor de
quebras duplas (DSB) (KROGH & SYMINGTON et al.,, 2004). Outra evidéncia do
papel do MMS na formacdo de DSBs surgiu durante a andlise por pulsed-field gel
electrophoresis (PFGE) de cromossomos de levedura, na qual o tratamento com
esse agente alquilante causou a fragmentacdo do material genético (MYUNG &
KOLODNER, 2003). O H,O, é uma espécie reativa de oxigénio (ERO). ERO é
qualquer molécula que contém oxigénio capaz de gerar radicas ou espécies
quimicas cujo ultimo orbital quantico possua um elétron desemparelhado. O H,0,
pode produzir varias alteracdes no DNA. O ataque oxidativo pode resultar em sitios
apurinicos ou apirimidinicos (AP) no DNA e também em quebras simples e duplas. O
mecanismo geral de reparacdo de sitios AP é via reparo por excisdo de base (BER)
(BARNES & LINDAHL, 2004). Em nossos estudos, encontramos um indice de dano
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do DNA semelhante em células com a Nek1 silenciada tratadas com H,O, e MMS
quando comparadas a linhagem Nek1-positivas.

A cisplatina € um dos agentes quimeoterapicos mais utilizados para o
tratamento do cancer (LOEHRER & EINHORN, 1984). E sabido que a atividade
citotdéxica dessa droga é consequéncia da sua interacdo com o DNA, resultando em
adutos covalentes entre a molécula de cisplatina e o DNA. Esses adutos, que podem
ser mono e bifuncionais, sdo capazes de formar ligacbes intra e intercadeia,
causando distor¢cdes locais na molécula de DNA que influenciam no dobramento e no
enrolamento da dupla fita. Essas distor¢coes interferem na interacdo do DNA com
outras moléculas e por isso ocorre a inibicdo de processos celulares fundamentais,
como a replicacdo, a transcricdo, a traducdo e o reparo do DNA (WOZNIAK &
BLASIAK, 2002). O reparo dos adutos de cisplatina ocorrem primariamente pelo
reparo por excisdo de nucleotideos (NER) (ZAMBLE et al., 1996). Existem ainda as
ligagbes cruzadas que ocorrem entre a molécula de DNA e proteinas. Essas
interacBes podem obstruir o acesso de enzimas de reparo e essas lesées precisam
inicialmente da acdo de proteases, e posteriormente o reparo € processado pela
maquinaria da NER ou por outras vias dependentes das rotas de recombinacéao.
Muitos estudos sugerem que as ligacdes cruzadas de DNA sao reparadas através
dos mecanismos de incisdo recombicional que estdo envolvidos na NER e na
recombinacdo homoéloga (HR) (THOMPSON, 1996; LEGERSKI & RICHIE, 2002). A
HR é, em geral, importante para células que estdo sofrendo rapidas divisdes
celulares e especialmente durante a fase S e G2 do ciclo celular. A recombinagao
ndo-homologa (NHEJ) parece ser mais requisitada em ceélulas quiescentes ou que
estdo se diferenciando e principalmente durante a fase G1 do ciclo, quando as
cromatides irmas ndo estdo disponiveis. Além disso, a HR é importante durante a
meiose e no reparo de crosslinks de DNA, enquanto que a NHEJ esta presente na
recombinacédo do sistema V(D)J na producédo de anticorpos pelo sistema imunologico
e na manutencdo do teldmero (SCHARER, 2003). O tratamento com cisplatina em
células selvagens e silenciadas provocou alteracdes no perfil normal dos nucleos

com lesdo ao DNA. Segundo CHENG e colaboradores (2006), essa alteracdo no
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padrao de migracdo das caudas de DNA dos cometas seria pela presenca de lesbes
do tipo ICL, e nesse caso a auséncia da Nekl seria responsavel pela presenca
dessas lesGes ao material genético exposto a cisplatina.

Por atuarem diferentemente na célula e causarem diferentes tipos de danos
ao DNA, esses agentes ativam diferentes rotas de sinalizacdo para reparo nas
células. Essas diferentes vias sdo realizadas por diferentes moléculas, embora
existam fatores atuantes em muitas rotas, principalmente aquelas que agem na
checagem de danos ao DNA no inicio da sinalizacdo de reparo. Por esses motivos, &
possivel que um tratamento cause alteracfes no reparo normal da célula enquanto
que outros ndo. Nossos resultados mostraram alteracbes no reparo normal de
células expostas a trés agentes genotdxicos com acdes diferentes sobre o DNA.
Esse achado sugere que a Nekl pode estar participando do inicio da resposta celular
ao estresse genotoxico e que essa cinase pode ndo fazer parte de uma via
especifica de reparo e sim estar atuando como integradora de diferentes vias de
sinalizacdo. Entretanto, em nosso trabalho encontramos evidéncias da participacéo
da Nekl no reparo de lesBes do tipo ICL causadas pela presenca da cisplatina. A
linhagem silenciada apresentou aspecto caracteristico desse tipo de lesdo no ensaio
cometa e aparentemente o reparo esta ocorrendo mais lentamente em comparacao
com a linhagem Nek1 positiva. Nesse caso, o reparo se da a partir da formacao de
qguebras na dupla fita de DNA (double strand break — DSB), que serédo reparadas
pelo mecanismo de recombinacdo homologa (HR) ou recombinagcdo ndo-homologa
(NHEJ) (SCHARER, 2003). Durante os tratamentos com MMS e H,O, também
encontramos um retardo no reparo ao DNA das células Nekl-negativas em relacdo
as normais. Os agentes utilizados causam diferentes modificagdes na molécula de
DNA ,entretanto ambos séo capazes de gerar DSBs (LUNDIN et al,.2005; BARNES
& LINDAHL, 2004).

Outra evidéncia sobre a participacado da Nekl em vias de reparo de DSBs séo
os resultados encontrados por SURPILI e colaboradores (2003). Através de um
ensaio de duplo hibrido, esses pesquisadores encontraram proteinas que interagem

com a Nekl. Dentre essas, algumas estdo envolvidas no controle do ciclo celular
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(YWHAH, subunidade B56 da PP2A) e envolvidas em mecanismos de reparacao
(ATRX, Mrell e 53BP1), além da FEZ-1 e 2, que atuam na regulacdo do
desenvolvimento neuronal (SURPILI et al, 2003). A proteina Mrell pertence ao
complexo MRN (Mrell, Rad50, Nbsl) e esta envolvida em processos de reparacao
de DNA e em mecanismos de controle de ciclo celular. Esse complexo atua
principalmente no reparo de DNA DSB em ambas as vias de reparcdo HR e NHEJ
(SCHARER, 2003). A 53BP1 é um mediador de pontos de checagem de danos ao
DNA (WANG et al.,, 2002). Em Xenopus laevis est4d associado a cromatina e
colocaliza com a Mrell durante o reparo de DSBs (ANDERSON et al.,2001;
SCHULTZ et al., 2000). A Mrell interage com a BRCA1 também durante o reparo de
DSBs e a ZBRK1 interage com a BRCA1 (SURPILI et al., 2003). No trabalho de
SURPILI et al, 2003, os autores sugerem que a Nekl humana poderia estar
envolvida na regulacdo da ZBRK1, influenciando na interacdo BRCA1/ZBRK1. A
ATRX, também encontrada no ensaio de duplo hibrido, € homéloga da Rad54 de S.
cerevisiae e participa do reparo de DSBs por HR (DRONKERT et al., 2000) além de
contribuir para a manutencdo da estabilidade genémica em células de vertebrados
(YAMASHITA et al., 2002).

Mrell, 53BP1 e ATRX podem estar interagindo com a Nekl, sendo reguladas
pela ou regulando-a, corroborando com a hipétese de que a Nekl esta envolvida no
reparo de quebras duplas na fita de DNA. Com o objetivo de avaliar a interacdo de
Nekl com possiveis proteinas, realizamos ensaios de imunoprecipitacdo seguida da
andlise por espectrometria de massas. A vantagem de realizar esse ensaio em
células eucaritticas em relacdo aos ensaios de duplo hibridos ja feitos € que seria
possivel realizar a imunoprecipitacdo da Nekl em condi¢cbes fisiolégicas e em
condi¢cdes de dano em DNA. Em nossos estudos, encontramos peptideos da Nekl
entre aqueles de baixa significancia estatistica, provavelmente pela baixa
concentracdo endogena dessa proteina, mas algumas proteinas com funcao
relacionada com a Nekl foram encontradas, como uma proteina semelhante a
policistina que estd envolvida na doenga policistica do rim. Outras proteinas

encontradas estdo envolvidas na etiologia de doencas genéticas associadas a
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deficiéncias no reparo por recombinagdo (anemia de Fanconi). Entretanto, esses
resultados s&o preliminares e novos ensaios dessa linha de pesquisa sao
necessarios para a obtencéo de resultados definitivos.

Defeitos nas vias de reparacdo recombicional resultam em uma série de
patologias cuja principal caracteristica é a instabilidade gendmica que pode acarretar
na perda de partes do cromossomo. Como resultado dessas perdas, os fendtipos
encontrados  incluem  predisposicdo ao  desenvolvimento de  cancer,
imunodeficiéncias e sensibilidade a radiacao ionizante (SCHARER, 2003). Em seu
trabalho, Polci e colaboradores (2003) encontraram em sua linhagem deficiente em
Nekl uma maior sensibilidade a radiacdo ionizante, indicando que a auséncia da
funcdo da Nekl seria responsavel por esse fenotipo. Animais modelos da doenca
policistica do rim apresentam alteracdes no gene da Nekl e como caracteristicas
associadas a essa deficiéncia encontram-se a esterilidade dos machos, anemia,
retardo de crescimento e anormalidades faciais (UPADHYA et al., 2000). Fendtipos
como anemia e esterilidade tém sido relacionados com deficiéncias no reparo de
DSBs (THOMPSON & SCHILD, 2002 SCIURIANO et al.,, 2006; FEITSMA et al.,

2007; KUZNETSOV et al., 2007) Outras caracteristicas como o desenvolvimento

lento, também estdo relacionadas com patologias de reparo recombicional como a
sindrome de Bloom e a doen¢a de Rothmund—-Thomson (THOMPSON & SCHILD,
2002). Assim, pode-se relacionar o fendétipo alterado de animais mutantes, com
perda de funcdo da Nekl, como resultado de uma deficiéncia nas vias de reparo por
recombinacéo.

O estresse genotoxico pode ativar uma variedade de respostas celulares
incluindo a ativacéo da transcricdo de genes que regulam a reparacdo do DNA, além
de genes envolvidos no controle do ciclo celular e da apoptose (ISLAIH et al, 2005).
Além disso, a resposta pode se dar por modificacbes poés-transcricionais e
traducionais de genes envolvidos nessas rotas. Nesse caso, o envolvimento de
proteinas cinases € observado. As proteinas cinases ativadas por mitégenos
(MAPKSs) estao parcialmente envolvidas na resposta celular ao estresse genotéxico.

Essas cinases, juntamente com as cinases reguladas por fatores externos (ERKs) e
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as jun-cinases (JNKs) atuam na ativacao de rotas de transducao de sinal que ativam
fatores de transcricdo, sendo que o supressor de tumor p53 e o NFkB s&o os mais
bem estudados. A proteina p53 € considerada o principal sensor de estresse
genotoxico e atua estabelecendo associacdes entre dano ao DNA, alteracdes e
paradas no ciclo celular e apoptose (ISLAIH et al, 2005). Proteinas que atuam
relacionando diferentes rotas sdo muito importantes para o funcionamento normal da
célula e a apresentam funcdo redundante que favorece a economia de energia da
célula, uma vez que rotas interligadas podem ser ativadas por um mesmo estimulo.
Uma falha nas vias que ligam essas rotas pode resultar em diferentes fenotipos.

Outra possibilidade seria a atuacdo dessa cinase dependente do tipo
celular, ou seja, sua atividade poderia estar envolvida com a especificidade do tecido
na qual ela esta sendo expressa. Podemos ainda pensar que a auséncia de reparo e
o aumento do indice de mortalidade em células Nekl-negativas expostas a estresse
genotoxico podem ser resultado de defeitos no ciclo celular. Muitas vezes, mutantes
relacionados a regulacdo do ciclo celular se apresentam mais susceptiveis ao
estresse genotoxico uma vez que certos mecanismos de reparo dependem da
progressao normal do ciclo celular (ISLAIH et al., 2005). A NIMA, que é homologa a
Nek1, atua diretamente no ciclo celular, sendo essencial para a mitose (O’CONNELL
et al, 2003). Por apresentaram sequUéncia conservada, pode-se especular se
possuem a mesma funcédo. Nesse caso, a Nekl poderia atuar unindo diferentes
rotas, participando da regulacéo do ciclo celular e de vias de reparo ao DNA.

Um estudo preliminar utilizando citometria de fluxo foi realizado a fim de
avaliar o efeito do silenciamento da Nekl na progressao do ciclo celular. Apesar de
preliminares, estes resultados sugerem que ndo esta havendo uma grande alteragéo
na distribuicdo das células no ciclo celular. Células Nekl+ e Nekl- foram
sincronizadas pela deplecéo de soro fetal bovino no meio de cultivo. Cerca de 70%
das células sincronizaram em G1, porém, durante a analise dos dados coletados no
citbmetro, encontramos uma populacdo de células sub-diploide, indicando de
apoptose na linhagem Nekl+, enquanto que esse padrdo nao foi observado na

linhagem silenciada. Entretanto, no segundo experimento, encontramos auséncia de
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apoptose apenas nas células silenciadas nao tratadas. A linhagem Nekl negativa
apresentou apoptose durante a sincronizagdo e houve um aumento de duas vezes
na populacdo em apoptose no tratamento com radiacdo UVC. A apoptose é a
principal via de morte celular programada e deficiéncias na sua via de sinalizacao
podem acarretar prejuizos para a propria célula bem como para o tecido no qual ela
se encontra. A célula com lesbes ao DNA que ndo foram reparadas deveria iniciar a
via de apoptose e, no caso de uma deficiéncia, a célula pode morrer por outra via,
coOmo a necrose, ou continuar viva, mas com defeitos no material genético. Em
organismos vivos, a auséncia de apoptose pode levar ao desenvolvimento de
canceres. Em vista disso, mais estudos devem ser feitos para confirmar o papel da
Nekl nas vias de morte celular e um estudo detalhado da progressao do ciclo celular
se faz necessario para o entendimento do papel da Nekl em células de mamifero.
Ainda é cedo para afirmar se a Nekl esta atuando diretamente no controle do
ciclo celular ou em rotas de reparo ou até mesmo nas duas. Entender como essa
proteina funciona in vivo pode auxiliar no estudo da etiologia da Doenca Policistica
do Rim bem como no entendimento de patologias associadas a les6es no material

genético.
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VIl. PERSPECTIVAS

O conjunto de dados obtidos nesse trabalho nos ajuda a entender a funcéo da
Nekl em células de mamiferos, entretanto ainda ndo podemos afirmar em que vias
de sinalizacdo essa cinase esté atuando.

Para dar continuidade e maior aprofundamento ao trabalho aqui apresentado,

alguns estudos deveréao se feitos:

1. Utilizar um agente genotoxico que provoque um efeito semelhante a radiacéo
ionizante, como mitomicina C, (ou a propria radiacdo se possivel) para a
realizacdo de um ensaio de cinética de reparo com as linhagens utilizadas
nesse trabalho. Realizando esse experimento, poderemos confirmar a atuacao
da Nekl em resposta a radiacao ionizante.

2. Realizar ensaio de microndcleos para ver instabilidade genética que pode
estar ocorrendo na linhagem negativa quando tratadas com agente
genotoxicos. Uma das consequéncias da deficiéncia no reparo de quebras
duplas é a instabilidade no material genético que esta sendo replicado e
durante a divisao celular podem ocorrer perdas de parte dos cromossomos.

3. Analisar a progresséao do ciclo celular através de citometria de fluxo utilizando
linhagens Nekl positiva e negativa tratadas com agentes genotéxicos.

4. Realizar ensaio de localizacdo celular com células tranfectadas com Nekl
fusionada a GFP apos o tratamento com agentes genotdxicos pois proteinas
gue atuam no reparo de danos ao DNA sao capazes de migrar para o nucleo
em situacdes de estresse genotoxico.

5. Estudar a ativacdo da Nekl em presenca dos mutagénicos utilizando
ensaios de imunodeteccdo (western blot) para ver a agcdo dessa cinase em
presenca de lesdo ao material genético da célula.

6. Examinar a interacdo da Nekl com proteinas envolvidas no reparo de
DNA em resposta a danos no DNA a partir da imunoprecipitacéo de Flag-Nekl
ou de Nekl endogena e separacdo do imunoprecipitado em eletroforese de

SDS e identificacao das bandas por espectrometria de massa.
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