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RESUMO

Nekl € uma serina/treonina quinase humana envolvida na ciliogénese, na
resposta a danos ao DNA e na regulacdo do ciclo celular. Devido ao possivel
envolvimento dessa proteina em patologias como a Doencga Policistica do Rim (PKD), a
Sindrome de Costelas Curtas e Polid4ctilia tipo Majewski e no desenvolvimento de
tumores, muitos estudos tem sido feitos buscando entender a via de atuacdo dessa
guinase nas células. Em vista disso, o objetivo desse trabalho foi avaliar o papel da
Nekl em resposta a danos ao DNA, principalmente gerados por agentes indutores de
Crosslinks (ICLs), como cisplatina, buscando localizar a Nekl nas vias de sinalizacao
conhecidas e identificar proteinas que interagem com essa quinase. Para isto, foi
utilizado um modelo de silenciamento estavel de Nekl por shRNAI na linhagem celular
humana Hek293t. Essas células, quando comparadas a linhagem selvagem
expressando a proteina, apresentaram um reparo deficiente de lesGes induzidas por
cisplatina e auséncia de quebras de dupla fita através do ensaio cometa, confirmado
pelos baixos niveis de fosforilacdo da histona H2AX. Entretanto, analises com outro
agente indutor de ICLs, Nimustina (ACNU), demonstrou que a Nekl parece atuar nos
mecanismos envolvidos no reparo de lesdes induzidas por cisplatina. Isso sugere que
essa proteina possa estar agindo no reconhecimento da lesdo do DNA e até mesmo
regulando vias checagem de ciclo celular, uma vez que a linhagem silenciada
apresentou modificacdes no ciclo celular e na sinalizacdo de Chkl e Chk2, apo6s a
exposi¢cdo com cisplatina. Além disso, essas células também apresentaram alteracdes
na sinalizacdo das proteinas envolvidas no reparo de ICLs, BRCA1 e FANCD2. O
estudo de interacdo proteica por espectrometria de massas destacou algumas
proteinas de reparo, como proteinas da via de Fanconi, e principalmente moléculas
relacionadas com o processo de ubiquitinagdo, sugerindo que este pode ser o
mecanismo pelo qual essa molécula esta atuando e integrando diferentes sistemas.
Esse conjunto de dados indica o papel da Nekl como uma proteina sensora de danos
gue atua no inicio das vias de reparo, regulando diferentes moléculas e interagindo em

distintos processos celulares como controle do ciclo celular, reparo e morte.
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ABSTRACT

Nekl is a human serine/threonine protein kinase involved in ciliogenesis, DNA
damage response and cell cycle regulation. Because of its possible involvement in
human diseases such as Polycystic Kidney Disease (PKD), Short-Rib Polydactyly
Syndrome Type Majewski and development of tumors, many studies have been done to
understand how this kinase acts in cells. Therefore, the objective of this study was to
evaluate a role for Nek1 in response to DNA damage, mainly generated by agents that
induce crosslinks (ICLs), such as cisplatin, identifying pathways in which participate and
how proteins interact with this kinase. To accomplish that, a stable silencing of Nek1 by
shRNAI in human cell line Hek293t was employed. These cells, when compared to the
wild type, showed a deficient repair of lesions induced by cisplatin and absence of
double strand breaks, when analysed by comet assay and, confirmed by low levels of
histone H2AX phosphorylation. However, analysis with another inducing ICLs agent,
Nimustine (ACNU) demonstrated that Nekl seems to act on mechanisms involved in
repair of lesions induced by cisplatin. It suggesting that this protein might be acting on
the recognition of DNA damage and even regulating checkpoint pathways, since the
silenced strain showed changes in cell cycle and in signaling of Chkl and Chk2 after
exposure to cisplatin. Moreover, these cells also showed changes in signaling of
proteins involved in the repair of ICLs FANCD2 and BRCAL. The study of protein
interaction by mass spectrometry highlighted some repair proteins, like Fanconi
pathway proteins, and protein involved in the ubiquitin-related process, suggesting a
possible mechanism of action and integration with different systems. This dataset
indicates the role of Nek1l as a DNA damage sensor protein that acts at the beginning of
the repair pathways regulating and interacting with distinct molecules in different cellular

processes such as cell cycle control, repair and death.

19



INTRODUCAO

1. A familia das Neks

As Neks ou Nrks (Nima related Kinases) sdo uma familia de serina/treonina e
tirosina quinases de mamiferos relacionadas estrutural e bioquimicamente a proteina
NIMA (Never in Mitosis A), um importante regulador do ciclo celular presente no fungo
Aspergillus nidulans, codificada pelo gene nimA e primeiro membro descrito dessa
familia(Osmani et al. 1987).

As proteinas quinases sédo classificadas como sendo relacionadas a NIMA com
base na similaridade de sequéncia do dominio catalitico. Varias destas proteinas
apresentam arranjos de motivos C-terminais semelhantes a NIMA e assim
aumenta a confiabilidade na homologia dessas proteinas. Outras exibem motivos
adicionais ou a falta de sequéncias na regido nao catalitica. Nestes casos, é possivel
gue esses dominios tenham sido adquiridos ou perdidos durante o processo evolutivo e
estejam associados a funcfes adicionais dessas proteinas que, possivelmente, néo
estdo relacionados ao controle da mitose exatamente como ocorre na proteina do
fungo. Geralmente, as proteinas homologas a NIMA apresentam em torno de 40% de
identidade entre as extremidades N-terminal, correspondente ao dominio catalitico, e a
extremidade C-terminal apresenta maior variabilidade, sendo responsavel pela
regulacdo da atividade quinasica e também pela especificidade ao substrato e/ou
interacdo com outras proteinas (Figura 1)(O'Connell et al. 2003; Moniz et al. 2011).

Atualmente, o interesse nesta familia esta aumentando devido a descoberta de
sua atuacado na regulacéo do ciclo celular, juntamente com as quinases Aurora e Polo
(O'Connell et al. 2003). Cada vez mais funcbes estdo sendo atribuidas a essas
proteinas, inclusive associando a importancia das Neks para a manutencdo da
integridade genbmica e ao surgimento de tumores e, especula-se o potencial

terapéutico dessas quinases.
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Figura 1: Alinhamento das sequéncias de membros da familia Nek/NRK de
diferentes organismos. No esquema estdo demonstradas as principais caracteristicas
estruturais apresentadas pelas proteinas da familia de quinases relacionadas a NIMA,
destacando-se o dominio catalitico conservado como principal atributo. Figura
modificada de O’Connell e colaboradores, 2003 (O'Connell et al. 2003).

1.1 A proteina NIMA

Através do estudo de diferentes mutantes sensiveis a temperatura do fungo
filamentoso Aspergillus nidulans, identificou-se um grupo de individuos incapazes de
entrar em mitose, permanecendo constantemente na interfase. A anélise gendmica
desses mutantes revelou alteracbes em genes que codificavam reguladores do ciclo
celular ja conhecidos, como ciclina B, fosfatase Cdc25 e DNA-polimerase. Nesse grupo
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também estavam incluidos quatro alelos do gene nimA, que codifica a proteina quinase
NIMA (Osmani et al. 1987).

A NIMA é uma proteina de 79 kDa que apresenta um dominio quinasico N-
terminal com a propriedade de reconhecer preferencialmente um residuo hidrofébico N-
terminal no substrato, com alta seletividade para uma fenilalanina na posicdo 3 em
relacao ao sitio de fosforilagdo (Songyang et al. 1996). Na sua regido néo catalitica C-
terminal préxima ao dominio quinasico, encontra-se um dominio super-hélice (coiled-
coil), importante para a formacéo de oligdmeros, e duas sequéncias PEST (dominio
rico nos aminoacidos prolina, glutamato, serina e treonina) que atuam na degradacao
dependente de ubiquitinacdo. Esses motivos sdo cruciais para a funcionalidade dessa
proteina e sua regulacéo (Lu et al. 1994).

A atuacdo da NIMA na divisdo celular pode ser evidenciada por estudos com
mutantes que possuem como principal caracteristica a permanéncia ao final de G2,
exibindo microtabulos interfasicos e cromossomos ndo condensados, enquanto que a
superexpressao dessa proteina ocasiona a mitose prematura a partir de qualquer ponto
do ciclo celular (Osmani et al. 1988a; Osmani et al. 1988b). A NIMA é necessaria para
o transporte de Cdc2 ativo para dentro do nucleo, permitindo assim a iniciacdo da
mitose (Wu et al. 1998). Além disso, essa quinase promove a condensacao
cromossémica através da fosforilagdo de histona H3 e regula a fissdo da membrana
nuclear durante a saida da mitose (Davies et al. 2004).

O papel essencial de NIMA para progresséo do ciclo celular em A.nidulans e o
fato de que grande parte dos genes envolvidos na regulacao do ciclo sdo conservados
em eucariotos superiores, levantou expectativas em torno da existéncia de homadlogos
dessa quinase em outros organismos. Com efeito, proteinas relacionadas foram
identificadas em diferentes grupos de eucariotos superiores, com uma expansao
significativa dessa familia através da evolu¢do. Embora um Unico homoélogo de NIMA
tenha sido identificado na levedura Saccharomyces cerevisiae, em outros organismos
esses representantes sdo mais numerosos, sendo 2 em Drosophila melanogaster, 4
em Caenorhabditis elegans e 11 em mamiferos, podendo a chegar a mais de 70
proteinas homélogas em organismos ciliados/flagelados como as Giardias (Parker et al.

2007; Moniz et al. 2011). Essa correlagdo entre o numero de Neks e a presenca de
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células ciliadas, sugerem um papel evolutivo dessa familia quanto a presenca dessas
estruturas, indicando sua participacdo na coordenacdo da divisdo celular de células
ciliadas, auxiliando na montagem e desmontagem dessas estruturas (Quarmby &
Parker 2005).

1.2 As proteinas relacionadas a NIMA em mamiferos

A primeira proteina quinase relacionada a NIMA em mamiferos foi identificada
em 1991. A partir de uma biblioteca de cDNA de células sanguineas de camundongo
encontrou-se uma sequéncia codificadora homologa a NIMA (Ben-David et al. 1991).
Em 1992, Letwin e colaboradores descreveram a primeira proteina quinase relacionada
a NIMA em humanos, a Nekl. Parte de sua sequéncia foi clonada e atualmente se
conhece toda a sua sequéncia, inclusive inferindo papel funcional para diferentes
dominios (Letwin et al. 1992; Feige et al. 2006). Posteriormente, mais homdélogos foram
encontrados e atualmente, existem 11 membros descritos em humanos, mas nem
todos possuem sua fungéo caracterizada (Tabela 1).

Apesar da baixa homologia de sequéncia, em geral, as caracteristicas
organizacionais de NIMA sdo amplamente conservada entre as Nek de mamiferos.
Todas essas quinases, exceto a Nekl10, possuem dominios cataliticos na regido N-
terminal, enquanto que as Nek4, 6 e 7 sdo os Unicos membros da familia que néo
contém dominios super-hélice. Além disso, 6 de 11 Nek de mamiferos apresentam
possiveis sequéncias PEST (Figura 2).

Algumas quinases Nek possuem dominios proteicos diferenciais, que apontam
para a aquisicdao de novas funcbes em relacdo ao ancestral NIMA. A Nek8 e Nek9
diferem das demais por apresentarem sequéncias regulatérias da condensacédo de
cromossomos RCC1 (regulator of chromosome condensation). Na Nek9, essa
sequéncia € responsavel por regular negativamente a atividade catalitica dessa enzima
e pela interacdo com uma GTPase nuclear relacionada a Ras, a Ran (Roig et al. 2002).
Outros dominios, como o dominio Dead-box presente na Nek5 e um grupo de
repeticdes de sequéncia de armadillo encontrados na Nek10 séo caracteristicos dessas

proteinas e ndo sdo encontrados em outras Neks humanas (Figura 2).
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Tabela 1: Tabela de comparacédo funcional das Neks de mamiferos.

Nek

Funcéao

Referéncia

Nek1

Nek?2

Nek3

Nek4

Nek5
Nek6

Nek7

Nek8

Nek9

Nek10

Nek11

Responde a danos ao DNA; o silenciamento causa defeitos
nos pontos de controle G1/S e G2/M; a superexpressao causa
a perda do cilio primario; envolvida na PKD e na sindrome de
costelas curtas e polidactilia.

Promove a divisdo do centrossoma em G2/M e a segregacdo
dos cromossomos; sua atividade é inibida ap6s a exposicédo a
RI; fosforila a C-Nap no centrossomo.

Regula a desacetilagdo dos microtubulo nos neurdnios; regula
0 citoesqueleto em reposta a prolactina.

0 seu silenciamento altera a sensitividade das células MCF7 a
vincristina e taxol.

Nao foi caracterizada.

E necesséaria para a formacdo do fuso mitético e para
citocinese; promove a separagdo dos centrossomos; participa
da ativagdo da Nek9; é superexpressa em muitos tumores
humanos.

Participa da mesma via de sinalizacdo das Neks 6 e 9,
atuando na formacé@o do fuso mitético e na separacdo dos
centrossomos.

Atua na regulagdo do cilio primério; regula a localizacdo e a
expressdo de proteinas envolvidas na formacdo do cilio;
envolvida na PKD e superexpressa em tumor de mama
humano.

Associada a Bicd2 in vivo atravées de sua fosforilagdo; regula o
alinhamento e a segregacdo dos cromossomos na mitose;
mediador da organizacdo dos cromossomos e do
centrossomo; participa da mesma via da Nek6 durante a
mitose, regula a progressdo de G1 e S através da interacao
com o complexo facilitador da transcricAo da cromatina
(FACT).

Regula a determinacdo dos pontos de checagem em G2/M
induzidos por UV; interage com Raf-1/Mek para promover a
ativacdo de Mekl apds a exposicdo a UV; mutacbes para
esse gene foram identificados em tumores priméarios e
linhagens de cancer humanas.

Necessaria para a parada em G2/M apo6s inducéo de dano por
RI; ativada pela fosforilagdo de Chk1; mutacbes para esse
gene séo encontradas em tumores humanos.

(Upadhya et al. 2000; Polci
et al. 2004; Chen et al.
2008; Pelegrini et al. 2010;
Thiel et al. 2011)

(Rhee & Wolgemuth 1997;
Fry et al. 1998a; Fry et al.
1998b; Chen et al. 2002)
(Miller et al. 2007; Chang et
al. 2009)

(Doles & Hemann 2010;
Boly et al. 2011)

(Belham et al. 2003;
O'Regan & Fry 2009; Jee et
al. 2010)

(Belham et al. 2003; Kim et
al. 2007)

(Holland et al. 2002; Liu et
al. 2002; Bowers & Boylan
2004; Otto et al. 2008;
Sohara et al. 2008; Trapp et
al. 2008)

(Bertran et al. 2011; Regué
et al. 2011)

(Moniz & Stambolic 2011)

(Noguchi et al. 2002, 2004;
Melixetian et al. 2009;
Sgrensen et al. 2010)

Tabela modificada de Moniz et al 2011.
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Figura 2: Esquema demonstrativo do alinhamento de importantes caracteristicas

estruturais da familia Nek em mamiferos e da quinase NIMA do fungo A. nidulans.

Observa-se a localizacdo conservada do dominio quinasico na regido N-terminal,

exceto para a Nekl1l0, e a presenca de importantes motivos estruturais na regido C-

terminal, destacando-se dominios super-hélice (coiled coil) e sequéncias PEST

presentes na maioria das proteinas demonstradas no esquema.

Figura modificada de (Moniz et al. 2011).

Existem divergéncias de funcéo entre as Neks de mamiferos e a proteina NIMA

ancestral, realcado pelo fato de que em mamiferos essas quinases estdo envolvidas

25



em muitos aspectos da progressao do ciclo celular, mas ndo assumem a funcédo exata
que exercem no fungo. E interessante destacar que grande parte dessas quinases
podem ser atribuidas a regulagdo dos microtubulos e de estruturas contendo
microtibulos. Mais recentemente, membros dessa familia de proteinas também se
mostraram envolvidos no controle do ciclo celular através de checkpoints apds estresse

genotodxico, bem como no desenvolvimento de cancer, como é o caso da Nek1.

2. A Nek1l

A Nekl foi a primeira proteina serina/treonina quinase descrita em humanos
relacionada & NIMA, apresentando 42% de identidade com a extremidade catalitica da
proteina do fungo (Letwin et al. 1992). Ambas quinases possuem um arranjo estrutural
semelhante, com o dominio quinasico na extremidade N-terminal seguido por um longo
dominio C-terminal (Figura 3). A Nekl de mamiferos apresenta mais de 1200
aminoacidos e cerca de 175 kDa (Feige et al. 2006). Além disso, em sua regido C-
terminal possui sequéncias de localizacdo nuclear (NLS — Nuclear localization signal) e
de exportacao nuclear (NES — Nuclear exportation signal), sequéncias PEST e regides
super-hélice. Essas estruturas parecem exercer papel determinante na funcdo da
proteina, sendo importante para a interacdo dessa quinase com outras moléculas e na

sua regulagéo.

NLS PEST
NIMA [EEaae e ccl ] | | 1699

774 NES
¥
mNek1 [t c< [ I oc < I ] i M | [c<Hl 1203

Figura 3: Comparacdo esquematica da estrutura da NIMA com a Nekl de
camundongo. Ambas as proteinas apresentam a regido N-terminal conservada, onde
se encontra o dominio catalitico. A regido C-terminal varia entre as duas proteinas que
apresentam motivos proteicos conhecidos: dominios super-hélice (CC - coiled-coiled
regions); NLS (sinal de localizagéo nuclear); NES (sinal de exportagcédo nuclear); PEST
(sequéncias de sinalizacdo para degradacdo proteica, rico nos aminoacidos prolina,

glutamato, serina e treonina). Figura adaptada de (Feige et al. 2006).
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Alguns membros da familia das Neks ja tiveram sua estrutura resolvida através
de cristalografia (Rellos et al. 2007; Richards et al. 2009), entretanto, a Nekl é uma
proteina de alto peso molecular e com um dominio quinasico, por isso deve conter
regides de elevada flexibilidade estrutural. Esses fatores dificultam a obtengdo de um
cristal protéico que ofereca resolucao suficiente para a determinacédo de sua estrutura.
Como alternativa, pode-se optar pela separacdo das sequéncias codificadoras de
diferentes dominios estruturais, na tentativa de formar cristais mais refinados e por fim,
construir um modelo com a juncdo desses dados e através de pesquisa em bancos de
dados como o Protein Data Bank. Além disso, pode-se utilizar como estratégia
adjuvante, o uso de ligantes irreversiveis que conseguem estabilizar regides moéveis,
principalmente relacionadas a atividade enzimatica da proteina, obtendo-se assim um
cristal de maior qualidade. Recentemente, a por¢cdo catalitica da Nekl teve sua
estrutura resolvida e aparenta um dobramento semelhante a outras Neks e as quinases
em geral (Figura 4 e 5).

De modo geral, as proteinas quinases catalisam uma reacgdo de transferéncia de
um fosfato do ATP para o grupo hidroxil de uma serina, uma treonina, ou uma tirosina.
As proteinas quinases podem adotar, pelo menos, duas conformacfes distintas: um
estado "on" que é maximamente ativo, e um estado "off", com atividade minima.
Durante a ativacdo, € esperado que as quinases assumam conformacdes
estruturalmente muito semelhantes, nas quais ocorrem modificagbes estruturais
principalmente na regido correspondente a alca de ativacdo, que devido a uma
modificacdo por fosforilagdo, acaba expondo o sitio ativo da proteina. O que difere
entre essas quinases € a regido reconhecida em relacao a posi¢cao do aminoacido que
sera fosforilado na molécula alvo. A regulacdo da atividade da proteina também difere
e pode ser mediada por motivos regulatdrios presentes na propria regido catalitica ou
no restante da estrutura, que tende a ser muito variavel de uma quinase para outra
(Huse & Kuriyan 2002).

A estrutura da regido catalitica das quinases é extremamente conservada
apresentando dois dominios principais, ou lobos, um menor na regido N-terminal e um
maior, na outra extremidade. O primeiro é geralmente composto de cinco cadeias 8 e

uma a hélice predominante, chamada de hélice-aC. O segundo, proximo a regido C-
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terminal, possui predominio de hélices. Esses dominios séo ligados através alcas,
incluindo a alga de ativacdo denominada T-loop. O ATP se liga em uma fenda profunda
entre os dois lobos e promove a conexao das cadeias 1 e p2 através de uma alca
altamente conservada rica em residuos de glicina. Esses residuos permitem a
interacdo com os grupos fosfatos do ATP, auxiliando na transferéncia para a molécula
alvo. Entretanto, essa alca se torna muito flexivel na auséncia de ligantes (Huse &
Kuriyan 2002) .

Nek1 Nek2 Nek7

Figura 4: Comparacdo da estrutura cristalografica da regido catalitica da Nekl
com as Neks humanas 2 e 7. Imagens foram obtidas no Protein Data Bank pelos
cédigos 4APC, 2JAV e 2WQN respectivamente e estdo disponiveis no

http://www.rcsb.org/pdb/home/home.do
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Figure 5: Comparacao da estrutura do dominio quinasico da Nekl com a Nek2.
Ambas as estruturas foram sobrepostas para comparac¢do do dominio catalitico dessas
enzimas.

Imagem obtida do Structural Genomics Consortium (SGC), depositada em abril de
2012 e disponivel no endereco http://www.thesgc.org/structures/details?pdbid=4APC/

Estudos estruturais de proteinas como as quinases S&80 importantes para
entender o funcionamento dessas enzimas. Além disso, esses modelos sé&o
necessarios para a construcdo de inibidores especificos, com potencial alvo em
terapias antitumorais, como é caso da Nek2 que teve sua estrutura resolvida em 2007
e desde entéo, diferentes grupos estdo buscando um inibidor eficiente e seletivo (Qiu et
al. 2009; Hayward et al. 2010; Innocenti et al. 2012).

A guinase Nekl tem sido descrita como atuando em diferentes mecanismos,

principalmente relacionadas a ciliogénese, ao controle do ciclo celular e em resposta ao
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estresse genotoxico. Mutacdes no gene que a codifica estdo associadas a patologias
em humanos como a Doenca Policistica do Rim (PKD), a Sindrome de Costela Curta e
Polidactilia do tipo Majewski (SCCPM) e ao surgimento de tumores. O diagrama
apresentado na Figura 6 prop6em possiveis correlacfes entre as de fungbes atribuidas
a Nekl.

Grande parte dos estudos funcionais da Nekl sdo focados no seu papel na
ciliogénese e na resposta a danos ao DNA e, esses eventos nao parecem estar
relacionados, sugerindo que sejam dependentes da situacao fisioldgica da célula e do
conjunto de moléculas disponiveis para aquela situacdo ou até mesmo do tipo celular.
A Nekl é capaz de interagir com muitas proteinas e essas relacdes podem explicar a
sua atuacd@o nesses mecanismos. Por exemplo, em células que apresentam estrutura
ciliar, existe um conjunto de proteinas atuantes cuja expressdo dos seus genes nao
costumam estar presentes em outros tipos celulares.Por isso, na presenca de
diferentes moléculas interatoras, a Nekl pode assumir funcdes distintas (Quarmby &
Mahjoub 2005). O mesmo ocorre em resposta ao estresse genotoxico. Uma cascata de
sinalizacdo ativa que recruta proteinas especificas que ndo costumam estar atuantes
em situacBes normais ou fisiolodgicas para cada tipo celular. Por isso, no diagrama
apresentado na figura 6, as caixas representando a ciliogénese e a resposta a danos
ao DNA foram dispostas de maneira que ndo se encontrem, para demonstrar a nédo
relacdo entre essas duas funcdes, que ainda ndo fora estabelecida. Entretanto,
algumas funcdes estdo correlacionadas, como € o caso do envolvimento dessa quinase
na ciliogénese como explicacdo para a associacdo com as patologias PKD e a
SCCPM. Além disso, existe uma ligacdo muito forte na regulacdo do ciclo celular
através da ativacao de etapas de controle (cell cycle checkpoints) em resposta a danos
ao DNA. Defeitos nesses mecanismos levam a instabilidade genémica e a formacao de
tumores (Ljungman 2010). Neste caso, o diagrama ilustra a interacdo desses eventos,
propondo uma ligacéo entre esses fendémenos (Figura 6)

Como muitos membros das Neks, essa quinase também tem sido relacionada a
estabilidade de centrossomos durante a divisao celular, sendo um fator essencial para
a mitose (White & Quarmby 2008). O envolvimento da Nekl nesse processo,

independente de danos ao DNA, também pode contribuir para o surgimento das
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patologias mencionadas anteriormente, pois 0s portadores dessas sindromes
apresentam desordens no desenvolvimento de tecidos em geral além do fendtipo
relacionados a falha na ciliogénese (Thiel et al. 2011).

A divisdo celular pode sofrer influéncia de todos esses fendmenos, afetando na
integridade da mitose, e no caso das células germinativas, da meiose. Mais detalhes

sobre a atuacdo da Nekl nas células de mamiferos serao tratados nos topicos a seguir.

Nek1

Ciliogénese

Resposta a
danos ao

DNA

Doenca Estabilidade de Controle do
Policistica do centrossomos ciclo celular
Rim (PKD) , via
Costela Curta e

( Gametogénese Polidactilia do
tipo Majewski

Formacao
de

Meiose e Mitose . tumores

Figura 6: Diagrama ilustrando uma possivel correlacdo entre as funcdes
atribuidas a quinase humana Nekl e no surgimento de patologias. A sobreposicdo
de caixas ilustra uma interacdo comprovada entre diferentes funcdes atribuidas a Nek1.
As caixas que ndo se sobrepoBem indicam mecanismos que até o momento néo

apresentaram relagéo.
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2.1 A NekleacCiliogénese

O cilio primario possui uma estrutura semelhante a fios e € encontrado na
superficie de alguns tipos celulares, sendo altamente conservado nos eucariotos
(Quarmby & Parker 2005). E constituido por um feixe de microtibulos, denominado
axonema, circundado por uma membrana continua a membrana da célula (Figura 7). O
cilio priméario é ancorado a célula através do corpo basal, que também funciona como
um centriolo durante a mitose. Os cilios podem ser classificados de acordo com a
extrutura de seu axonema, que altera a motilidade dessas estruturas. Os cilios moveis
contém um axonema composto por nove pares de microtubulos que cercam dois feixes
de microtubulos centrais e estdo distribuidos por todo o sistema respiratério. Em
contraste, a maioria dos cilios primarios ndo sdo modveis e seu axonema esta
organizado em nove duplas de microtubulos periféricos com auséncia da estrutura
central (Hildebrandt et al. 2011). No epitélio renal sdo encontradas células com apenas
um cilio imoével na superficie apical da maioria do epitélio que compdem os tubulos
renais. Acredita-se que essas estruturas funcionam como mecanosensores
dependentes do fluxo de urina. O fluido percorre a superficie apical das células e dobra
o cilio primario, fornecendo a sinalizagdo adequeada para a ativacdo dos mecanismos
envolvidos no aumento da concentracdo de célcio intracelular (Patel et al. 2009) .

Os cilios sdo sensores de uma ampla variedade de sinais extracelulares que
influenciam na proliferacdo, polaridade, crescimento de nervos, diferenciacdo, ou
manutencao de tecidos. Os sinais recebidos por receptores especificos presentes em
sua estrutura podem ser devido a estimulos mecanicos, térmicos, hormonais, olfativos,
luminosos e osmoticos. Proteinas motoras localizadas nessas estruturas transportam
materiais ao longo do axonema ciliar, um processo chamado de transporte intraflagelar.
Eventos como a perda de cilios, a interrupcdo do transporte intraflagelar, ou a
desregulardo da sinalizacdo mediada por essa estrutura, levam a proliferacdo de
células epiteliais e a cistogénese. Por isso as doencas humanas relacionadas a ma
formacdo dessas estruturas e sua sinalizacdo séo classificadas como ciliopatias,
destacando-se a Doenca Policistica do Rim que sera detalhada adiante. Entretanto, o

mecanismo que permeia a relacdo entre a multiplicagdo excessiva de células e a
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formacéo de cistos com os defeitos na formacéo e atividade dos cilios ainda nao esta
bem estabelecido (Huber & Cormier-Daire 2012)

Estrutura de Cilios e Flagelos
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Figura 7: Representacdo grafica da estrutura basica de cilios e flagelos. Figura

modificada de http://www.cartage.org.lb

Algumas proteinas com conhecida funcdo na regulacdo do processo mitético
também apresentam papel na montagem ciliar, como a Fa2p, um membro da familia
Nek identificado a partir de uma triagem de mutantes defectivos em desflagelacdo em
Chlamydomonas (Finst et al. 1998). As Neks de mamiferos também parecem estar
envolvidas na formacéo e funcionalidade dos cilios. A Nek8 é encontrada em regifes
préximas a cilios primarios durante a interfase, mas nao é observada durante a mitose
e o silenciamento desta quinase néo afeta a montagem ciliar (Mahjoub et al. 2005).

A Nekl localiza-se proxima a centrossomos na interfase e, durante a mitose
permanece associada ao centro de organizacdo de microtubulos nos polos do fuso
mitético (Mahjoub et al. 2005). Os centrossomos sao tipicamente localizados préximos
ao nucleo da célula, onde eles orquestram a organizacao do citoesqueleto microtubular

durante a interfase e a mitose. Somado a isso, 0Ss centrossomos também servem como
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base para a integracdo de diferentes vias de sinalizacdo que coordenam a progressao
do ciclo celular. A Nekl também é encontrada na regido do corpo basal, um corpusculo
gue existe na base dos cilios e dos flagelos e, sua superexpressao inibe a ciliogénese
em células de epitélio renal canino (Shalom et al. 2008), mas sem interromper a
estrutura centrossomal (White & Quarmby 2008). Esses efeitos sdo dependentes da
atividade quinasica da Nekl e dominios proteicos existentes na regido C-terminal
dessa proteina sdo importantes para sua localizagdo proxima ao corpo basal de células
ciliadas (White & Quarmby 2008).

Algumas proteinas que se ligam a Nekl foram identificadas através de um
ensaio de duplo hibrido em leveduras utilizando os dominios catalitico e regulatério
dessa proteina como isca (Surpili et al. 2003). Dentre as 11 proteinas encontradas esta
a quinesina KIF3A, que atua no transporte celular, na organizagdo do citoesqueleto e
no controle de transducédo de sinais. Essa proteina € expressa em todas as células,
mas é encontrada predominantemente no cérebro, no testiculo e na medula adrenal e é
importante para o desenvolvimento embrionario (Kondo et al. 1994; Surpili et al. 2003)
Outra proteina encontrada, a tuberina, atua na determinacdo da localizacao 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
interacdo da Nekl com a a-catulina, uma proteina relacionada com a a-catenina (Huan
& van Adelsberg 1999). A func@o dessas proteinas encontra-se alterada em modelos
animais para a Doenca Policistica do Rim (Upadhya et al. 2000) e a possivel interacédo
da Nekl com essas proteinas pode explicar o envolvimento da Nekl na ciliogénese e

nas ciliopatias descritas a seguir.

2.2 Doencas relacionadas a ciliogénese

Uma variedade de sindromes humanas esta relacionada com defeitos na
montagem, manutencéo e funcao de cilios (Ong & Wheatley 2003; Lina & Satlinb 2004;
Hildebrandt et al. 2011). Ciliopatias, incluindo a PKD, envolvem a proliferagdo celular
desordenada em funcgéo de alteracdes ciliares. Entretanto, a relacdo entre cilios e ciclo

celular & pouco entendida. Na maioria das células ciliadas, a entrada no ciclo celular é
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precedida pela desmontagem dos cilios e a saida da mitose € acompanhada pela
montagem ciliar, uma relacdo que pode refletir o uso dos corpos basais/centriolos
como polos do fuso mitotico (Wheatley et al. 1996). Em paralelo a isso, vias de
sinalizacdo importantes para o crescimento e diferenciacdo celular tém sido localizadas

nos cilios (Huangfu et al. 2003).
2.2.1 A Doenca Policisticado Rim (PKD)

A Doenca Policistica do Rim ou PKD (Policystic Kidney Disease) € uma das
doencas genéticas mais comuns, caracterizada pelo crescimento cronico de cistos
(Figura 8) e insuficiéncia renal, podendo acometer adultos e crian¢gas no mundo todo. A
PKD pode ser herdada em sua forma autossomica dominante (ADPKD) ou
autossdmica recessiva (ARPKD). A forma autossémica dominante afeta principalmente
adultos e é causada por mutacbes nos genes PKD1 ou PKD2, que codificam as
proteinas policistina-1 e policistina-2, respectivamente. A PKD1 & um receptor de
membrana e a PKD2 é um canal permeéavel a Ca?*. Essas duas proteinas formam um
complexo que regula os niveis de Ca®" intracelular dependente do fluxo extracelular.
Embora as policistinas sejam encontradas em diversos tecidos, elas possuem papel-
chave no desenvolvimento e diferenciacdo normal dos rins (van Adelsberg 1999).
Clinicamente, os adultos com ADPKD apresentam aumento do volume renal, dor
abdominal, hematuria, infeccdo renal, cistos e os tecidos perdem a sua funcionalidade
gradativamente. Cerca de metade dos individuos afetados pela ADPKD desenvolveréo
a doenca até seu estagio terminal, atingindo o 6bito devido essa patologia (Steinman
2012).

A forma autossbmica recessiva afeta principalmente bebés e criancas e €
causada por mutagfes no gene PKHD1, que codifica a proteina fibrocistina. A ARPKD
pode estar presente em recém-nascidos, que apresentam sintomas como enorme
alargamento renal, protusdo abdominal, insuficiéncia renal intra-uterina e hipoplasia
pulmonar. Essa doenca pode, ainda, se manifestar mais tardiamente através da
insuficiéncia renal e hepatica, acompanhada de hipertensao arterial sistémica e portal

(Patel et al. 2009). O tratamento das infec¢des urinarias e da hipertensado arterial pode
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prolongar a vida dos portadores, entretanto, sem dialise ou transplante, a insuficiéncia

renal pode ser fatal (Steinman 2005).

Rim saudavel Rim Policistico

Figura 8: Representacdo comparativa entre um rim humano saudavel e um rim
policistico.

Imagem adaptada de http://www.riversideonline.com

Nos ultimos anos, surgiram evidéncias sobre a origem da PKD a partir de
anormalidades na formacao do cilio primério. Essas anormalidades alteram a regulacao
do crescimento e da diferenciacéo do epitélio renal levando a formacao de cistos e sdo
resultado de alteracbes nos genes que regulam o desenvolvimento, a formacéo e a
funcdo dessas estruturas celulares (Lina & Satlinb 2004; Patel et al. 2008). Essas
evidéncias corroboram com a classificacio da PKD como uma ciliopatia.

Primeiramente, as proteinas PKD1, PKD2 e a PKHD1, bem como outras proteinas
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associadas a doencas renais cisticas, tais como a sindrome Nefronofitiase e Bardet-
Biedl, estédo localizados no cilio primario e no corpo basal. Em segundo lugar, células
mutantes para PKD1 apresentam cilio primario nao funcional evidenciado pela falha em
aumentar os niveis de Ca*" intracelular dependetes do fluxo urinario. Por Gltimo, a
perda da funcdo de genes necessarios para a sintese dos cilios, tais como Kif3a e
Ift88, resulta na auséncia dessas estruturas e acarreta o surgimento de uma sindrome
semelhante a PKD em camundongos (Patel et al. 2009). O mecanismo molecular pelo
qual as anormalidades no cilio priméario resultam na PKD também nado estdo bem
esclarecidos. A identificacdo de outras proteinas associadas as ciliopatias podem
auxiliar no entendimento dessas patologias e, possivelmente, na busca por terapias
mais eficazes.

Mutagdes no gene que codifica a Nekl foram encontradas em camundongos
utilizados como modelo da PKD, denominados kat e kat2j. O animal kat apresenta uma
delecdo em parte do gene que codifica a Nekl, enquanto que o outro modelo
apresenta um stop cédon prematuro. Ambas as alteragcbes produzem o mesmo
fenotipo, alterando a molécula da Nekl e deletando o dominio quinasico dessa
proteina. Como resultado dessas mutacfes, esses animais apresentam um
desenvolvimento anormal, incluindo retardo no crescimento e mortalidade precoce.
Aqueles que chegam a idade adulta apresentam esterilidade (machos) e subfertilidade
(fémeas), anemia e PKD progressiva (Upadhya et al. 2000).

Duas proteinas possivelmente associadas a Nekl, a KIF3A e a tuberina, estdo
ligadas ao desenvolvimento dos cilios primarios (Lin et al. 2003; Surpili et al. 2003) e a
possivel interacdo da Nekl com essas proteinas pode esclarecer o envolvimento da
Nekl na etiologia dessa doenca.

A PKD também pode surgir a partir de perda funcional da proteina TAZ, uma
proteina adaptadora do complexo de sinalizacdo para degradagdo pela ligase E3
ubiquitina que tem como alvo a proteina ciliar policistina 2 (PKD2). A Nek1 fosforila TAZ
em uma regido essencial para a ubiquitinacéo e degradacao proteossdmica de PKD2.
A auséncia da Nekl leva a néo ativagdo de TAZ, que permanece em sua forma néo
fosforilada, promovendo assim o acumulo anormal de PKD2. Além disso, a Nekl

parece ser alvo de TAZ. Dessa forma, essas duas proteinas constituem um mecanismo
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de retroalimentacéo negativa ligada através de fosforilagdo e ubiquitinacdo que, a partir
da interacdo entre Nekl e TAZ, mantem os niveis de PKD2 necessario para a
ciliogenesis adequada (Dutcher & Lin 2011; Yim et al. 2011).

2.2.2 Sindrome de costelas curtas e polidactilia tipo Majewski (SCCPM)

Alguns distarbios em humanos tém sido associados a defeitos em uma
variedade de proteinas envolvidas na manutencéo, formacgédo e funcao dos cilios. Estas
ciliopatias afetam os componentes dos cilios, o corpo basal, o centrossoma e/ou o
transporte intraflagelar e muitos dos fenotipos associados incluem malformacdes
cerebrais, cistos nos rins, polidactilia, degeneracdo da retina e anormalidades do
desenvolvimento. Em particular, estas caracteristicas fenotipicas estdo presentes em
portadores da Sindrome de Costelas Curtas e Polidactilia (SCCP). Esta sindrome
constitui a mais frequente osteocondroplastia autossémica recessiva letal e foi
anteriormente classificada em quatro tipos distintos: tipo |, Saldino-Noonan; tipo II,
Majewski ; tipo Ill, Verma-Neumhoff; tipo IV, Beemer. Os tipos | e lll recentemente
foram agrupados e um tipo V foi descrito em associa¢do ao o tipo Ill. Mutacdes em
diferentes genes foram encontradas nos portadores dessas desordens e 0s mais
frequentes sdo EVC1 ou EVC2, IFT80, WDR35 e DYNC2H1 (Huber & Cormier-Daire
2012).

A SCCP do tipo Majewski ou tipo Il € caracterizada por 0ssos tubulares curtos e
com extremidades lisas, polidactilia pré e pés-axial e tibias curtas ou ausente (Figura
9). Outras caracteristicas incluem labio leporino/palato fendido, malformacdes da
epiglote e da laringe, cistos renais e anomalias cardiacas, genital, e intestinal.
Recentemente, foram identificadas mutacdes na Nekl em diferentes familias com
SCCP do tipo Il, associadas a DYNC2H1 (cadeia pesada 1 da dineina citoplasmaética 2)
(Thiel et al. 2011; El Hokayem et al. 2012) ou sozinhas (Chen et al. 2012). A DYNC2H1
codifica uma subunidade do complexo da dineina citoplasmatica e esta envolvida no
contato e translocagdo desse complexo ao longo dos microtubulos. Também atua na
formacdo e manutencdo da estrutura ciliar em mamiferos, além do tranporte através do

cilio. Visto que Nekl possui papel na ciliogénese, a associacdo de mutacdes no gene
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gue codifica essa quinase com mutacdes em outros genes ja descritos para essa
doenca, podem fornecer uma correlagéo entre o grau de defeitos na organizacdo dos

microtUbulos e centriolos com a gravidade do fenotipo.

Figura 9: Radiografia de pacientes investigados para Sindrome de costela curta e
polidactilia Tipo Majewski. Na imagem A esta representado o encurtamento das
costelas, em B e C estd mostrando membros com o0ssos tubulares e irregulares,
incompletamente calcificados e polidactilia, em D é observado o encurtamento dos
0ssos da perna, incluindo a tibia. Imagem modificada de Thiel e colaboradores, 2011
(Thiel et al. 2011).

2.3 O papel da Nekl na gametogénese

Transcritos de Nekl sdo encontrados em diferentes tecidos, mostrando-se mais
abundante nas gonadas de camundongos (Letwin et al. 1992; Arama et al. 1998)
Também parece haver uma correlacdo entre a proliferacdo celular e os niveis de
expressdo da Nekl, como na camada granulosa do ovario de camundongos fémeas.

Nesse caso, a atividade mitética acompanha o aumento da expressao de Nekl,
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enquanto que o declinio na proliferacdo celular coincide com a queda nos niveis de
MRNA de Nekl. No entanto, essa relacdo ndo foi encontrada nos demais tecidos
estudados, como no baco, onde baixos niveis de transcritos da nekl sdo observados
durante a inducéo de mitose com lipopolissacarideos (Letwin et al. 1992). Uma possivel
razao para isso, mencionada anteriormente, é que a Nekl pode atuar diferentemente
de acordo com o tecido e das moléculas que interage. Baseado nisso, essa proteina
pode estar desempenhando um papel na divisdo meidtica e consequentemente na
gametogénese no tecido germinativo, que ndo € semelhante para outras células
proliferativas.

Posteriormente, foi realizado um ensaio de duplo hibrido utilizando biblioteca de
cDNA de testiculo de rato, objetivando encontrar substratos e proteinas que interagem
com a Nek1 durante a espermatogénese (Feige et al. 2002). Foi encontrada a interacao
da Nekl com a proteina Nurit, cuja expressdo ocorre em fases tardias da
espermatogénese e, ha especulacdes sobre seu papel na eliminacdo de componentes
citoplasmaticos. A Nurit apresenta em sua estrutura um motivo ziper de leucina e dois
dominios super-hélice que podem estar envolvidos na homodimerizacdo e
oligomerizacdo dessa proteina e/ou na interacdo com outras moléculas(Feige et al.
2002).

A meiose € um processo altamente conservado e fortemente regulado em todos
0s organismos, desde fungos até mamiferos. Dois grandes eventos definem meiose em
eucariotos. O primeiro € o pareamento de cromossomas homologos ou sinapse e, 0
segundo, € a troca de informacéo genética em um processo chamado de recombinacéo
meidtica. O emparelhamento dos cromossomos € mediado pelo complexo
sinaptonémico em combinacdo com as coesinas que dirigem as cromatides irmas
através de proéfase | (Bannister & Schimenti 2004).

Animais mutantes para Nekl foram utilizados em estudos para aferir a funcao
da Nekl na gametogénese e meiose. Esses animais apresentam diminuicdo no
tamanho dos testiculos e defeitos em sua morfologia e, somado a altera¢cdes no padrao
de redistribuicdo da coesina no final da profase I, causando infertilidade masculina
completa. A proteina coesina SMC3 permanece localizada no centro cromossémico

meidtico das células do mutante para Nekl durante a fase diplonema, enquanto que
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em células de tipo selvagem, a SMC3 é removida no final da profase | e torna-se mais
difusa em toda a regido do nucleo. Estes dados implicam a Nekl como uma quinase
envolvida na redistribuicdo de coesina nos espermatoécitos murinos (Holloway et al.
2011).

2.4 O envolvimento da Nekl em resposta a danos do DNA

Os primeiros dados obtidos acerca da participacdo da Nekl nas vias sensoras
de dano e de reparo de DNA surgiram a partir de um ensaio de duplo hibrido em
leveduras focando na interacdo proteica (Surpili et al. 2003). A partir da triagem de uma
biblioteca de cDNA de cérebro fetal humano, empregando-se o dominio regulatério e
catalitico da Nekl como isca, foram identificadas proteinas envolvidas no ciclo celular e
no reparo de quebras de dupla fita de DNA (DSBs). Dentre estas, foram encontradas a
Mrell, que participa da recombinacdo homdloga em Saccharomyces cerevisae
(Bressan et al. 1999) e em mamiferos, faz parte do complexo MRN, composto pelas
proteinas Mrell/Nbs1/Rad50, que atua se ligando ao DNA lesado, sinalizando DSBs
(Huang & Dynan 2002); a ATRX, homéloga a RAD54 de S. cerevisae e importante para
o reparo de DSBs via recombina¢cdo homéloga (Dronkert et al. 2000) e a 53BP1, um
mediador da checagem de danos de DNA (Wang et al. 2002), que em Xenopus laevis
estd associada com a cromatina (Anderson et al. 2001) e colocaliza-se com Mrell
apos danos induzidos por radiacdo (Schultz et al. 2000).

Posterior a esse ensaio, foram conduzidos estudos em células do epitélio tubular
de rim humano (HK2) selvagens e silenciadas para Nekl e fibroblastos extraidos dos
camundongos Kat e Kat2j, naturalmente deficientes para essa proteina. Foi observado
um aumento da atividade quinasica da Nekl minutos ap0s a exposicdo a radiacao
ionizante (RI) em doses subletais, indicando a atuacdo dessa enzima no inicio da
resposta ao dano (Polci et al. 2004). Esse fato parece ser independente do nivel de
expressdo da Nekl, que aumenta apoés trinta minutos da exposicdo e se mantém
elevada por algumas horas. Através da técnica de imunofluorescéncia foi demonstrado
gue, concomitantemente com o aumento da atividade quinasica, a Nekl redistribui-se

progressivamente do citoplasma para o ndcleo, sendo detectada em focos nucleares
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de quebra dupla fita de DNA colocalizando com y-H2AX e Nfbd1/Mdcl, proteinas
conhecidas por atuarem no reparo de DNA (Polci et al. 2004). A y-H2AX é a forma
ativada dessa histona, fosforilada especificamente no residuo serina 139 em resposta a
danos ao DNA (Shiloh 2003), e interage diretamente com lesdes do tipo DSB (Paull et
al. 2000). Nfbd1l € uma proteina associada a cromatina e que atua como sensor de
danos de DNA (Shang et al. 2003; Polci et al. 2004). A translocacdo da Nekl
citoplasmatica para o nucleo também é observada apos o tratamento com UV e
diferentes agentes genotoxicos como Metil-Metanosulfonato (MMS), Cisplatina,
Mitomicina C, Adriamicina, Peroxido de Hidrogénio (H,O,) e Etoposideo (Chen et al.
2008). Concomitantemente a translocacdo ao nucleo, ocorre a fosforilacdo da Nekl,
indicando a rapida ativacdo dessa quinase apés a lesdo. Além disso, os fibroblastos
estabelecidos a partir de camundongos deficientes para Nekl falham em parar o ciclo
nas etapas de checagem em G1/S e G2/M e, ndo conseguem ativar corretamente as
guinases Chkl e Chk2 em resposta a danos no DNA induzidos por UV e IR (Chen et al.
2008).

Em células com a auséncia da Nekl funcional, o DNA ndo é reparado
adequadamente, gerando DSBs que persistem por muito tempo ap0s baixas doses de
IR, gerando quebras cromossomais excessivas. Estes dados mostram que Nekl é
importante para o controle eficiente dos pontos de checagem e para a reparacdo
adequada de danos ao DNA (Chen et al. 2008). Outro estudo realizado com células
extraidas desses mesmos animais deficientes mostrou que ocorrem erros na
segregacao cromossOmica e na citocinese, levando essas células a aneuploidia. Apos
algumas passagens em cultivo, essas células adquirem caracteristica de células
transformadas, obtendo a capacidade de crescer em condi¢cbes independente da
ancoragem. Quando injetadas em camundongos, ocorre a formacao de tumores e 0s
animais deficientens para Nekl apresentam espontaneamente maior incidéncia de
linfomas que a linhagem de animais selvagem. Esses achados indicam que a Nekl é
necessaria para a manutencdo da integridade do genoma, atuando no controle da
estabilidade cromossomica (Chen et al. 2011a)

Através de diferentes técnicas, também foi demonstrado que células silenciadas

ou deficientes para a Nekl, quando expostas a diferentes indutores de danos ao DNA,
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apresentam alteracdes na sua capacidade de reparo. (Chen et al. 2008) A partir dessa
evidéncia, sugere-se a atuacdo da Nekl em resposta a diferentes tipos de danos ao
DNA. Por isso, Nekl pode estar participando do inicio da resposta celular ao estresse
genotoxico, provavelmente como integradora de diferentes vias de sinalizacdo e em
etapas de controle do ciclo celular ao invés de fazer parte de uma via especifica.

A unido desses dados sugere a atuacdo de Nekl como uma quinase proximal
ou iniciadora de uma cascata de sinalizacdo, similar a ATM e ATR, mas que atuaria em
alguns tipos celulares especificos, tais como células do epitélio renal tubular,
espermatogbnias e certos neurbnios, onde é encontrada mais abundantemente.
Entretanto, a Nekl parece atuar independentemente da acdo de ATM e ATR, pelo
menos em respostas a danos causados pela radiacdo ionizante. O uso de inibidores
quimicos especificos e de linhagens mutantes para essas quinases ndo alterou a
atividade da Nekl em resposta a inducdo de danos ou sua localizacdo. Além disso, a
atividade de ATM e ATR também nao se altera na auséncia da Nekl, indicando que a
Nekl pode ser uma quinase que atua em resposta ao estresse genotoxico
independente de ATM e ATR (Chen et al. 2011b).

25 A Nekl e a morte celular

Lesdes ao material genético podem acionar uma variedade de respostas
celulares, incluindo a ativacdo da transcricdo de genes que regulam a reparacdo do
DNA, envolvidos no controle do ciclo celular e da apoptose (Islaih et al. 2005). A
resposta ao estresse genotéxico também pode se dar por modificacdes poés-
transcricionais e pds-traducionais, que sao fatores essenciais para dirigir a cascata de
sinalizacdo envolvida na resposta ao dano de DNA. Muitas proteinas sdo encontradas
atuando nesses mecanismos, NOS quais as proteinas quinases surgem CcoOmMo
protagonistas, direcionando a célula para eventos relacionados ao reparo ou até
mesmo, morte celular.

Recentemente, surgiram evidéncias sobre a participacdo da Nekl na morte
celular através da fosforilacdo de um canal de éanions dependente de voltagem
(VDACL1) presente na mitocondria (Chen et al. 2009; Chen et al. 2010). O VDACL1 é um

43



componente do poro de transicdo de permeabilidade da membrana. Para iniciar a
apoptose e outras formas de morte celular, a mitocéndria se torna permeavel para que
o citocromo C e outras moléculas pré-apoptoticas residentes no seu interior espalhem-
se no citosol, ativando cascatas apoptoéticas. A Nekl parece interagir diretamente com
VDAC1, fosforilando essa proteina e alterando a sua conformacédo (Chen et al. 2010).
Células deficientes ou com a Nekl enddgena silenciada falham em fosforilar essa
proteina e morrem precocemente apds a exposicdo a UV. Somado a isso, essas
células possuem um aumento na permeabilidade da membrana mitocondrial e, a
expressao ectdpica de uma Nekl mutante também resulta na perda da fosforilacdo da
VDAC1 com consequente morte celular. Através de um estimulo, como o estresse
genotoxico, a atividade da Nekl é modificada, levando a fosforilagdo de VDAC1 (Chen
et al. 2009). Esse processo protege a célula da morte celular induzida pela perda do
potencial da membrana mitocondrial e esta hipdtese esta demonstrada
esquematicamente na figura 10. AlteracBes ou a auséncia da Nekl podem prejudicar
esse equilibrio, tornando a célula mais sensivel aos danos ao DNA. Entretanto, nao
existem estudos demonstrando um aumento da morte celular por apoptose na auséncia
da Nekl, embora tenha sido mostrado que células com a Nekl mutada ou ausente
apresentem maior sensibilidade a agentes genotéxicos (Polci et al. 2004; Chen et al.
2008; Pelegrini et al. 2010).
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Figura 10: llustracdo esquematizada sobre o papel proposto para a Nekl na
regulacdo da morte celular mediada pela permeabilidade mitocondrial através da
fosforilacdo de VDACL. Em condi¢cdes normais, Nekl mantém VDAC1 fosforilada no
residuo ser 193, auxiliando na manutencdo da integridade membrana mitocondrial.
Apbés uma lesdo como dano oxidativo ou estresse genotoxico, a expressao e a
atividade de Nekl é aumentada, favorecendo esse mecanismo. No caso da Nekl estar
ausente ou nao funcional em uma célula, VDAC1 nao é fosforilada de forma adequada
e permite a perda do potencial de membrana da mitocondria, tornando-a permeéavel.
Componentes do interior da membrana, como o citocromo ¢, passam para o citoplasma

ativando a sinalizacédo de morte celular. Imagem modificada de (Chen et al. 2009).

3 O Ciclo Celular

O ciclo celular compreende o conjunto de processos pelos quais a célula duplica

seu material genético e o reparte igualmente entre suas células filhas. Pode ser dividido
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em dois estagios principais: a interfase, na qual ocorre a duplicacdo do DNA e de
organelas, preparando a célula para a fase seguinte; e a mitose, na qual ocorre a
divisdo propriamente dita. A interfase também pode ser dividida em etapas, sendo que
a sintese do DNA ocorre durante uma fase intermediaria a fase S, que € intercalada por
fases de crescimento e sintese dos outros componentes celulares, as fases G1 e G2
(G — Gap). A fase G1 é caracterizada por um periodo de crescimento celular e
producdo de enzimas necessarias para a duplicacdo do DNA e, a fase G2, que ocorre
antes da mitose, € o periodo necessario para a duplicacdo das organelas e demais
estruturas importantes para a formacgéo das células filhas (Figura 11)(Vermeulen et al.
2003).

Uma vez iniciado o ciclo, a célula ndo é capaz de retornar a etapa anterior,
embora possa permanecer parada em uma fase por diferentes periodos de acordo com
fatores intrinsecos e extrinsecos. Essa caracteristica de unidirecionalidade do ciclo
celular é essencial para a manutencdo da integridade genbmica e se deve a uma
sequéncia de eventos moleculares envolvendo a sintese e a degradacdo, bem como
modificacdes pos-translacionais, de proteinas especificas fundamentais, que serao
ativadas ou inibidas para a progressao do ciclo celular.

Nos organismos multicelulares adultos, grande parte das células se encontram
paradas no ciclo celular. Somente células pertencentes a tecidos em constante
renovacgdo progridem através do ciclo, como o tecido hematopoiético, as células de
mucosas e epitélio, além de uma pequena quantidade de células-tronco existente em
guase todos os tecidos. Os demais tipos celulares permanecem em um estado de
parada de ciclo conhecido como GO. Este estado pode ser transitério ou permanente
(Malumbres & Carnero 2003).

Os casos de parada de ciclo transitorios também sdo chamados de quiescéncia
celular e sdo induzidos pela inibicdo da proliferacdo por contato com células vizinhas,
pela presenca de sinais que induzem a parada (como o fator de transformacdo do
crescimento TGF 3) ou auséncia de sinais necessarios para progressao no ciclo celular
(auséncia de fatores de crescimento, como PDGF — fator de crescimento derivado das
plaquetas, EGF — fator de crescimento epidérmico, VEGF - fator de crescimento

vascular endotelial, FGF — fator de crescimento fibroblastico).
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Por outro lado, a parada permanente ocorre em células que atingiram um
estagio de diferenciacéo final, como no caso de neurénios e células musculares, ou por
alterac6es em vias de sinalizacdo de controle do ciclo. Os mecanismos responsaveis
por manter as células nesta condicdo ainda ndo estdo claros, mas possivelmente
envolvem a reorganizacéo da cromatina. Ainda néo foi encontrado um meio de reverter
este estado e tal caracteristica também é observada em células que sofrem a parada
irreversivel do ciclo chamada de senescéncia, na qual passam a apresentar um
aumento consideravel do tamanho nuclear. Esse estado pode ocorrer devido a
degradacédo dos telébmeros ou inducdo de dano em DNA e, difere da parada em GO
pelo metabolismo celular, que é fisiologicamente normal nas células em GO, mas pouco

ativo em células senescentes (Malumbres et al. 2003).

M GO
Mitose Permanente .
Senescéncia

i\:‘:\.\ GO
Transitoria
) —
a ==
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Figura 11: Esquema ilustrativo demonstrando as fases do ciclo celular e os
estados inativos de progresséao incluindo senescéncia. As barras cinzas indicam as

etapas de controle do ciclo celular.
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3.1 Aregulacao do ciclo celular

A divisdo celular envolve uma série de mecanismos regulatérios que implicam
na alteracao da expressao génica, em modificacdes pds-traducionais de proteinas e no
remodelamento da cromatina. Os mecanismos envolvidos na regulacdo desses
processos sdo conservados em eucariotos. Os organismos multicelulares necessitam
de um controle preciso atuando nos processos de divisao e diferenciagdo celular para
favorecer a integridade do genoma e perpetuar as caracteristicas do grupo celular a
gual pertencem originalmente (van den Heuvel 2005).

O sistema de controle da progressdo do ciclo celular estd baseado em trés
classes de proteinas cujas funcdes sdo chave para seu funcionamento. As ciclinas e as
guinases dependentes de ciclinas, as CDKs (Cyclin-Dependent Kinases) sédo proteinas
gue agem diretamente na regulacdo do ciclo celular, formando complexos atuantes ao
longo do ciclo. Os niveis de ciclinas variam durante o ciclo através da sua sintese e
degradacdo. Essas proteinas sdo sintetizadas somente em fases especificas, de
acordo com a necessidade e, destruidas ap0s a sua utilizagdo. A sintese € controlada
principalmente através da modulacao da transcricdo destes genes, que é mais lenta do
gue a sua degradacdo. Geralmente a degradacdo e a subsequente inativacdo do
complexo ciclina/CDK sdo necessarias para a mudanca de fase do ciclo. Esta
degradacdo ocorre via proteassomo e € dependente da ubiquitinacdo dessas
moléculas. O bloqueio desse processo provoca a parada do ciclo, que permanece
nesse estado até que as ciclinas sejam degradadas. Por isso, essas moléculas podem
atuar como reguladores positivos e negativos na progressao do ciclo(Arellano &
Moreno 1997).

As CDKs estédo presentes durante todo o ciclo celular, sendo ativadas apenas
em determinadas fases quando ligadas as ciclinas, formando complexos, e sua
principal funcdo é fosforilar substratos envolvidos na progressédo do ciclo celular. O
complexo ciclina/CDK €& capaz de controlar o andamento do ciclo celular de modo
ordenado e unidirecional. Entretanto, apenas a formacéo fisica desse complexo néo é

suficiente para sua ativacdo. S&o necessarias modificagbes nas CDKs, como
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fosforilacdo, que tanto podem ser inibitorias quanto estimulatérias, promovendo ou néo
a formagé&o dos complexos com as ciclinas (Barbacid et al. 2005).

A terceira classe de moléculas atuantes na regulacdo do ciclo sdo os inibidores
de CDKs, os CKls (CDKs Inhibitors), que atuam modulando a dinamica do ciclo em
resposta a estimulos externos. As CDKs séo reguladas positivamente por ciclinas e
negativamente por CKls e esses inibidores possuem papel importante como
supressores tumorais (Malumbres et al. 2000).

Existem outras classes de proteinas envolvidas no controle das trés classes
citadas acima (basicamente quinases, fosfatases e proteinas relacionadas a
ubiquitinacdo), mas que ndo atuam apenas na regulacdo do ciclo, possuindo outras
funcdes e, constantemente sao descobertos novos membros atuantes nessas vias.

Algumas caracteristicas do ciclo celular, incluindo o tempo para completar os
eventos, variam entre organismos e tipos celulares de um mesmo individuo, mas a
organizacdo basica do ciclo € semelhante em todas as células eucari6ticas, embora
muitos mecanismos permanecam obscuros e parecam ser dependentes do tipo celular
(Malumbres & Barbacid 2009). Basicamente, quando uma célula recebe um estimulo
para se dividir, ela é capaz de sair de um estado de repouso como GO e entrar em G1,
gue tende a ser a fase mais longa do ciclo e de intensa atividade metabdlica. O
primeiro passo para o inicio do ciclo celular ocorre através da ativacdo da transcricéo e
traducdo de genes especificos (Malumbres & Barbacid 2001). Logo no inicio dessa
fase, ocorre a sintese da ciclina D1, que ira se ligar a CDK4 e a CDK6, formando dois
complexos. Posterior a isso, ocorre a sintese de ciclina E, que se liga a CDK2. Estes
trés complexos sdo responsaveis pela fosforilagdo da proteina Rb (proteina do
retinoblastoma), inativando-a. A proteina Rb é um importante regulador transcricional
que, em sua forma néo fosforilada, inibe a transcricdo de uma série de genes através
de sua ligagéo ao fator E2F. Ao ser fosforilada pelos complexos ciclina-CDKs, a Rb
libera E2F. Esse fator ir4 ativar a transcricdo de varios genes cujos produtos sdo
necessarios para que a célula progrida para a fase S. As CKls p21, p53 e p57 exercem
um controle negativo indireto sobre a proteina Rb, bloqueando a atividade quinasica
dos trés complexos ciclina-CDKs, e assim impedindo a saida de G1. Até a etapa tardia

da fase G1, a atuacédo das proteinas p16, pl18 e pl5 é muito importante, inibindo a
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atividade do complexo ciclina D/CDK4-6. Além disso, p21 parece exercer um papel
importante também na fase S, através da inibicdo da sintese de DNA, via interacao
PCNA, um regulador da DNA polimerase. A p53 tem inumeras funcdes descritas e
dentre elas, é capaz de controlar a expresséo de p21, regulando a entrada da célula na
fase S. Essa proteina pode ainda controlar a fase G2 através da inibicdo do complexo
ciclina B/Cdc2 (Malumbres & Barbacid 2009).

Na fase S ocorre a sintese de DNA e o complexo ciclina A-CDK2 atua
anteriormente a esse processo, fosforilando componentes envolvidos no
reconhecimento das origens de replicacdo do DNA (ORCSs). Esses fatores acumulam-
se durante G1, atuam em S, e sdo destruidos em G2 para impedir nova replicacdo
antes da mitose. O material genético é duplicado em varios locais simultaneamente e
por isso existem varias origens de replicacdo. Por isso, é necesséaria a marcagdo do
material j& replicado, através da metilagdo do DNA ja replicado, impedindo excesso de
material duplicado. Para evitar que ocorra a divisdo antes que a célula esteja
totalmente pronta para isto, 0 complexo mitético ciclina B-Cdc2 ou Fator Promotor da
Mitose (MPF) permanece inativo durante toda a fase S (Barbacid et al. 2005).

Na fase G2 ocorre basicamente a sintese de RNA, de proteinas e outras
estruturas necessarias para o inicio da divisdo celular. Nesta fase, inicia-se a
condensacado da cromatina, que facilitard as fases de metafase e anafase da mitose.
Ainda durante a G2, ocorre a migracdo dos centrossomos, ja duplicados, para os polos
das células. Outras quinases, que ndo as CDKs, conduzem a duplicacdo e maturacdo
dos centrossomos incluindo Aurora, Polo-like quinases e as Neks (Malumbres 2011). O
MPF permanece inativo durante quase toda a fase G2, sofrendo fosforilacbes e
desfosforilacdes, até que uma fosfatase especifica remove alguns fosfatos, ativando o
complexo e entdo a célula é encaminhada a mitose, cujas fases nédo serdo detalhadas

nesta tese.

3.2 Pontos de checagem do ciclo celular (cell cycle checkpoints)

Os pontos de checagem ou etapas de controle do ciclo celular (cell cycle

checkpoints) s&o vias de transducdo de sinal que monitoram o ciclo celular,

50



identificando alteracdes na molécula de DNA e, no caso do material genético estar
danificado, permitem um tempo adicional para a sua reparacdo. Esse mecanismo limita
a progressao de células com danos no DNA né&o reparado em fases criticas do ciclo
celular, tais como replicacdo e mitose, zelando pela correta execucdo dos eventos e
impedindo o inicio de etapas subsequentes, até que a anterior esteja concluida com
sucesso. Por isso, interfere no tempo de duracdo de cada fase do ciclo celular,
interrompendo a progressdo do ciclo até que seja feito o reparo e, se o dano for

excessivo, até que a célula entre em apoptose. Defeitos nesses mecanismos podem

levar ao aumento da instabilidade genémica e predisposicdo ao surgimento de tumores
(Jeggo & Lbbrich 2006).

OOO0O0R Lesza 5000000

. ¥ ) ¢
I Parada em | l Parada | Parada

Figura 12: Representacdo esquematica das vias de ativacdo das etapas de

controle/pontos de checagem do ciclo em resposta a danos ao DNA. As quinases
ATM/ATR séo ativadas em resposta ao dano do DNA. Proteinas alvos envolvidos na
parada do ciclo celular e reparacdo do DNA sinalizam a presenca dos danos em
resposta a fosforilagdo por ATM/ATR. A quinase ATM regula esses eventos
principalmente em resposta a IR e formacdo de DSBs e a ATR € atuante apos
exposicdo das células a luz UV e em defeitos no andamento da forquilha de replicagéo.
Figura modificada de Khanna, 2006 (Khanna et al. 2006).
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Na maioria das células eucaridticas, existem trés principais etapas de controle
do ciclo celular (representadas na Figura 12). Essa etapas estdo localizadas nas
transicbes entre G1/S, S e G2/M e podem ser ativados por danos ao DNA induzidos
através de fontes enddgenas, tais como perturbacdes na forquilha de replicacédo e,
através de fontes exdgenas, que incluem a radiacdo ultravioleta (UV) e ionizante (RI),
contato com espécies reativas do oxigénio (EROs) e por alguns quimioterapicos e
agentes poluentes. Existe ainda uma etapa de controle durante a mitose, o checkpoint
de fuso mitético, que monitora a ligacdo dos cromossomos aos microtubulos (Yao &
Dai 2012).

A etapa de controle G1/S previne a entrada na fase S em presenca de danos ao
DNA, através da inibi¢cdo do inicio da replicacao. O inicio dessa etapa de controle se da
pela acdo das proteinas sensoras de dano ATM (ataxia-telangiectasia mutated) e ATR
(ATM and rad3-related) que fosforilam e ativam as moléculas efetoras Chkl e Chk2
(checkpoint kinase 1/2). Paralela a via Chk1/Chk2, ocorre a ativagdo de outra via
envolvida na parada do ciclo, através de p38 MAPK e a quinase MK2 (MAPK activated
protein kinase 2). Ambas levam a inativacdo de CDKs (Reinhardt & Yaffe 2009).
Quando ativas, as proteinas Chkl e Chk2 sdo capazes de fosforilar a fosfatase
Cdc25A, inativando-a. Outras quinases também séo capazes de fosforilar a Cdc25,
como a Nekll (Sgrensen et al. 2010). A auséncia da forma ativa da fosfatase Cdc25
resulta no acumulo da forma inativa de Cdk2, que permanece fosforilada e é incapaz
de fosforilar Cdc45, para que ocorra o inicio da replicacdo. Além disso, a ativacdo da
cascata ATM/ATR/Chk1/Chk2 leva a estabilizacdo de p53 e 0 aumento subsequente na
atividade de genes antiproliferativos, incluindo p21 (Canman et al. 1998).

Danos encontrados durante a fase S ou que escaparam a etapa de controle em
G1/S, ativam o ponto de checagem em S, levando a parada do ciclo. Além do estresse
genotoxico, pertubacdes na forquilha de replicacdo também podem servir como fatores
para esse bloqueio. Embora existam evidéncias sobre o papel do sequestro de PCNA
por p21 ou a ubiquitinacdo de PCNA, o mecanismo predominante para a parada na
fase S parece ser a inibigéo fisica da forquilha de replicacéo.

Existem muitos estudos mostrando que tumores humanos apresentam defeitos

principalmente no ponto de checagem em G1, devido mutacdes no gene do supressor
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tumoral p53. Comparado a esse ponto de checagem em G1, pouco se sabe sobre os
genes que contribuem para a regulacdo em G2 e S.

O ponto de checagem em G2/M tem como fungé&o principal previnir as células de
entrarem em mitose na presenca de danos ao DNA. A parada nessa fase € dependente
da ativacdo das vias sinalizadas por ATM-Chk2-Cdc25 e/ou ATR-Chk1-Cdc25 (Su
2006). Em condi¢cdes normais, a Cdc25 desfosforila a Cdc2, permitindo que essa
proteina, juntamente com a ciclina B atuem na progressdo da mitose. Entretanto, a
fosforilacdo da Cdc25 por Chkl ou Chk2 inativa essa fosfatase, prevenindo a entrada
na mitose. A p53 também atua nessa etapa de checagem através da inativacdo de p21,

gue € responsavel por bloquear a fosforilacdo de Cdc2.

3.3 Ociclo celular e as Neks

O papel da NIMA do fungo A. nidullans no controle do ciclo celular esta bem
caracterizado enquanto que, em mamiferos, apenas recentemente tem se falado sobre
a relacdo entre membros dessa familia de quinases com esse evento. Nao existe uma
proteina que atue da mesma forma que a NIMA em mamiferos, mas algumas Neks
vém se destacando pelo seu papel na regulacdo do ciclo e, em associa¢ao a patologias
geradas por alteracdes na divisdo celular (Salaun et al. 2008).

Entre todas as Nek identificadas em mamiferos, a Nek2 € a que possui funcao e
estrutura mais préximas a Nima. Sua atividade é absolutamente necessaria para a
mitose e a expressao dessa quinase € dependente do ciclo, atingindo niveis maximos
durante a fase G1 e S. A Nek?2 fosforila C-Napl (Proteina Centrosomal 1 Associada a
Nek?2). A sua fosforilacdo é necesséria para a separacao dos centrossomos. As células
humanas expressam duas isoformas dessa proteina, a Nek2A que é degradada pelo
complexo promotor da anafase (APC — Anaphase promoting complex) na entrada
mitose; e Nek2B, que permanece estavel durante toda a mitose. A proteina NIMA em
Aspergillus nidulans tem funcdes estabelecidas nos pontos de checagem durante a
transicdo G2/M, assim como pelo menos um de seus ort6logos em mamiferos, Nek2.

Essa quinase fosforila a proteina reguladora da mitose Hecl, que esta associada com
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0s cinetdcoros e é crucial para a segregacao correta dos cromossomos entre as células
filhas (Chen et al. 2002).

Outros membros dessa familia também sdo atuantes durante a mitose. A Nek6 &
altamente expressa durante a mitose, sendo necessaria para a sua progressao pois a
inibicdo dessa quinase provoca a parada durante a metafase (Yin et al. 2003; Lee et al.
2008). A Nek9, localizada no centrossomo mitético, fosforila e ativa Nek6 (Belham et al.
2003) e a sua inativagao prejudica a formacéo do fuso mitético (Tan & Lee 2004).

O sequenciamento de genomas de cancer humano tem identificado mutacdes e
alteracdes no padréo de expressdo de genes pertencentes a familia Nek, com maior
prevaléncia destas mutac6es em tumores de pulméo, ovario e intestino (Moniz et al.
2011). Entretanto, o papel dessas quinases na formagédo desses tumores ndo ainda
esta estabelecida.

4 O estresse genotéxico e ainducao de danos ao DNA

O estresse genotoxico é caracterizado como uma situacdo na qual o material
genético de um organismo € atacado por fatores de origem enddégena ou exégena,
gerando modificacbes na molécula de DNA. Essas modificacbes podem trazer
consequéncias desastrosas para a célula, inclusive levando a morte. A manutencéo da
integridade genémica é de extrema importancia para qualquer organismo e o genoma
das células eucariotas, por estar constantemente sofrendo ataques, necessita de
mecanismos que previnam, protejam e reparem o material genético lesado (Su 2006).
Muitos desses mecanismos estdo ligados ao processo de divisdo celular, no qual
ocorre a duplicacdo da molécula de DNA, através de vias de sinaliza¢do que envolvem
a transcricdo génica e modificacdes pds-transcricionais e pés-translacionais (Ljungman
2010). Falhas nesses mecanismos podem promover a transformacéo neoplasica e
caracterizam o inicio do processo de formacdo de tumores. Dependendo da dimenséo
do dano, a célula pode parar seu ciclo para que a maquinaria de reparo atue ou até que
inicie a via de morte programada. A célula pode ainda tolerar a lesdo e continuar viva.
Células deficientes em alguma via de reparo perdem a capacidade de reparar o dano e

se tornam mais sensiveis a agentes genotoxicos. Como consequéncia, ha um aumento
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dos niveis de morte celular e/ou 0 acumulo de danos, acarretando no desenvolvimento
de patologias como o céancer, doencas degenerativas, envelhecimento celular e do
organismo como um todo, além do envolvimento com malformacdes e doencas
congénitas (Scharer 2003; Hoeijmakers 2009). A integracdo desses processos é
conhecida como respostas a danos ao DNA (DDR — DNA Damage Response) e esta

esquematizada na Figura 13.
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Figura 13: Representacdo esquematica da via de resposta a danos ao DNA. Neste
modelo a lesdo ao material genético é reconhecida por uma molécula sensora, que
transmite o sinal para as quinases ATM/ATR. Os sinais sdo entdo transduzido pelas
guinases Chkl e Chk2 por uma série de adaptadores e moduladores de sinal. Por fim,
a ceélula ird seguir um dos caminhos indicados nos quadros: transcricdo génica, morte
celular por apoptose, ativacdo das etapas de controle do ciclo ou reparar o DNA.
Figura modificada de Khanna, 2006 , (Khanna et al. 2006).
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Em termos gerais, a DDR pode ser dividida em uma série de vias distintas, mas
funcionalmente ligadas, que sédo definidos em grande parte pelo tipo de lesdo de DNA
por ela processada. A DDR se inicia pela deteccéo de danos no DNA, seguida por uma
fase de acumulo de fatores de reparo de DNA no local do dano e, finalmente, a

reparacao da leséo fisica.

4.1 Danos ao DNA

Os danos na molécula de DNA compreendem modificagbes quimicas que
podem ocorrer nas bases nitrogenadas (purinas e pirimidinas), na desoxirribose e na
ponte fosfodiéster. Essas modificacdes, em geral, sdo provenientes da exposi¢cao solar
(radiacdo UV) ou a radiacdo ionizante, da geracdo de EROs, através de diferentes
processos metabolicos e de substancias quimicas de origem natural ou sintética. Além
dos insultos genéticos causados pelo ambiente, o proprio processo de replicagdo do
DNA durante a divisdo celular é propenso a erros (Hakem 2008). A porcentagem de
nucleotideos incorretos adicionados pela DNA polimerase durante esse processo é um
importante fator na determinagdo da taxa de mutacdo espontadnea de um organismo.
Enquanto a propria enzima € capaz de revisar, reconhecer e corrigir normalmente
essas falhas, alguns erros podem passar despercebidos gerando mutacfes. Esse
mecanismo, a primeira vista, pode parecer nocivo para o organismo, mas contribui para
a variabilidade genética e para o processo evolutivo (Clancy 2008). Outros tipos de
lesbes sofridas pela molécula de DNA podem ser fruto do proprio metabolismo celular
ou de fontes externas e existem diferentes formas de estudar essas lesdes,
considerando fatores como o0 agente causador, a regido atingida e até mesmo o
processo envolvido na reparacgéao.

As modificacdes das bases sao as alteracbes mais comuns encontradas na
molécula de DNA e podem ser muito danosas quando ndo reparadas corretamente
(Schéarer 2003). Esse tipo de lesao é originado através de mecanismos complexos pela
interacdo do agente com a molécula de DNA. As bases modificadas mais prevalentes
sd0 a O°-metilguanina e timina-glicol, além de oxidacdo, reducdo e perda de bases,
geradas por EROs, radiagdo ionizante (RI) e compostos quimicos. A radiacdo

ultravioleta (UV) também ocasiona estas modificacdes indiretamente através da
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geracdo de EROs e com o surgimento de produtos especificos, tais como dimeros de
pirimidina ciclobutano (CPD) e 6-4-fotoprodutos (6-4-PPs). Os CPDs geram uma
distor¢do significativa na dupla hélice, podendo levar a parada nos processos de
replicacdo e transcricdo (Ravanat et al. 2001; Rastogi et al. 2010). Alguns agentes
guimicos formam ligacBes covalentes entre diferentes bases (adutos). Os agentes
capazes de gerar adutos sdo compostos eletrofilicos que apresentam afinidade por
centros nucleofilicos de macromoléculas organicas e muitas vezes sdo considerados
carcinogénicos. Essas lesbes podem ser classificadas como adutos monofuncionais,
guando o agente interage com apenas um centro nucleofilico no DNA, e bifuncionais
(ou multifuncionais) quando o0s agentes apresentam dois grupamentos reativos
capazes de reagir com dois sitios no DNA. Essa reacdo pode ocorrer na mesma fita,
sendo chamada de intracadeia (intrastrand) ou em fitas diferentes, recebendo o nome
de intercadeia (interstrand), formando ligacées ou pontes cruzadas conhecidas como
crosslinks (Scharer 2005). Na classe de agentes monofuncionais se encontram 0s
alquilantes, como o Metil-metanosulfonato (MMS) e poluentes ambientais, inclusive
presentes na fumacga do cigarro. Entre os agentes bifuncionais estdo compostos de
importancia médica, como a cisplatina, o psoraleno e a mitomicina C (Fu et al. 2012).
Os agente alquilantes transferem um grupo alquila de uma molécula para outra,
podendo interagir com diferentes moléculas bioldgicas e modificando sua estrutura e
funcdo. Assim, como um Unico agente alquilante pode causar varios tipos de lesdes, 0s
processos de reparacdo podem se dar por diferentes enzimas e vias com a finalidade
de proteger genoma. As diferentes vias de reparo atuam coletivamente modulando a
sensibilidade ao alquilantes por meio de uma sobreposicdo de substratos, vias de
compensacao, processamento de intermediérios, rotas alternativas ou através da
interacao direta entre vias (Fu et al. 2012)

Os agente alquilantes bifuncionais tém a capacidade de gerar uma série de
adutos de DNA, incluindo ligagdes cruzadas intracadeia e intercadeia (ICLs). Embora
ambos tipos de lesdes interfiram no metabolismo celular, os ICLs séo particularmente
mais citotoxicos porque impedem a separagdo da dupla fita, bloqueando processos
essenciais como a transcricdo e a replicagao. Por isso, embora os ICLs representem

uma pequena parcela de todos os adutos formados por esses agentes, eles acabam
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sendo fisiologicamente mais importantes e sua reparacdo € extremamente necessaria
para a sobrevivéncia e manutencdo da homeostase celular. Com base nessas
propriedades, agentes como cisplatina e nitrosuréias sdo amplamente empregadas na
terapia antitumoral (McHugh et al. 2001; Scharer 2005; Kelland 2007; Carrillo & Munoz
2012). No entanto, niveis significativos de resisténcia a estes agentes tem sido
encontradas em pacientes expostos cronicamente aos quimioterapicos e em células
tumorais, em grande parte devido as vias de reparo de adutos de DNA e tolerancia a
lesdes (Siddik 2003; Galluzzi et al. 2012).

Danos na estrutura do DNA incluem a formacéo de sitios abasicos (sitios AP) e
guebras simples (SSBs — single strand breaks) ou duplas (DSBs — double strand
breaks) na fita. Os sitios abasicos sdo gerados espontaneamente, pela formacéo de
adutos instaveis na base ou pelo reparo por excisdo. As quebras podem ocorrer
através do ataque de agentes quimicos ou fisicos diretamente a ponte fosfodiéster,
pelo bloqueio no processo de replicacdo ou pela acdo de enzimas especificas com
funcdes de reparacao ou que atuam no metabolismo geral do DNA (Schéarer 2003). As
quebras simples sao consideradas menos toxicas para as células e milhares de SSBs
sdo geradas por dia em células de mamiferos como resultado das atividades
metabdlicas ou da reparacdo do DNA (Caldecott 2001). Uma das fontes mais comuns
de SSBs é o ataque oxidativo por EROs enddgenos. No caso de radicais livres gerados
a partir do peroxido de hidrogénio, um importante gerador de EROs, as SSBs podem
ocorrer em até trés ordens de grandeza em relacdo as DSBs (Caldecott 2008). As
SSBs podem ainda ser geradas durante a acdo da enzima topoisomerase durante a
transcricdo e replicacdo. Essas lesdes intermediarias sdo, normalmente, transitérias e
rapidamente resolvidas pela propria enzima. A baixa toxicidade das SSBs se deve pela
rapida reparacdo desses danos. A deficiéncia no reparo desse tipo de lesdo pode levar
a ocorréncia de patologias, como a ataxia espinocerebelar e outros processos
neurodegenerativos (el-Khamisy & Caldecott 2007; Caldecott 2008). As lesdes do tipo
DSBs séo consideradas mais toxicas para a célula e quando nao reparadas
corretamente podem originar mutacdes e rearranjos cromossémicos, caracteristicas da

instabilidade genética, podendo acarretar na perda de cromossomos e na morte celular
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(Kaina 2003; Dudas & Chovanec 2004). Além disso, as DSBs podem surgir como

intermediarios nos processos de reparo de outras lesdes.

Neste trabalho foram utilizados os agentes indutores de danos ao DNA

Cisplatina, MMS, H202 e Nimustina (ACNU). Na tabela 2 estdo descritas as principais

caracteristicas desses agentes.

Tabela 2: Descricdo dos agentes indutores de danos ao DNA utilizados neste

trabalho.

N'-[(4-Amino-2-methyl-5-
pyrimidinyl)methyl]-N-(2-
chloroethyl)-N-nitrosourea
hydrochloride

CoH15CINGO,

cis-Diammineplatinum(ll) dichloride

Pt(NH),Cl,

Methyl methanesulfonate

CH3SO3CHjs

Quimioterapico cloroalquilante que ataca o
DNA formando primeiramente lesdes do tipo
Os-cloroetilguanina, gue posteriormente sao
revertidas em ICLs.

Utilizado no tratamento de
melanomas e linfomas.

gliomas,

Quimioterapico bifuncional que ataca a
molécula de DNA preferencialmente na regiéo
7N das bases purinas, formando adutos do
tipo ligacdo cruzada. Causa o bloqueio da
replicacdo e da transcricdo génica, podendo
induzir parada do ciclo celular e morte celular
por apoptose.

Agente alquilante monofuncional que metila o
DNA em N7-Desoxiguanina e N3-
deoxiadenine, causando o pareamento
incorreto dessas bases e o0 bloqueio da
replicacdo. Além de modificagdes nas bases,
também causa quebras na fita de DNA. E
considerado um agente radiomimético, pois
exerce um efeito semelhante a radiacdo
ionizante.

Atua como uma espécie reativa do oxigénio
atacando diferentes moléculas orgéanicas. O
ataque oxidativo pode resultar em sitios
apurinicos ou apirimidinicos (AP) no DNA e,
também, em quebras simples e duplas.

(Kanamaru et al.
1980; He et al
1990)

(Loehrer & Einhorn
1984; Wozniak &
Btasiak 2002)

(Beranek 1990;
Krogh &
Symington 2004)

(Barnes & Lindahl
2004)
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4.2 Processos de Reparacao do DNA

A reparacao do DNA é um processo bioquimicamente complexo, o qual emprega
inimeras proteinas com funcdes distintas. Os mecanismos de reparacao celular
envolvem muitas etapas e sdo capazes de remover rapidamente os mais variados tipos
de lesBes da molécula de DNA de acordo com a sua natureza ou extensdo. A resposta
ao dano é mediada pela ativacdo de vias de sinalizacao celular, envolvendo diversas
moléculas sinalizadoras, efetoras e também pela ativacdo da transcricdo génica. Nos
eucariotos, principalmente, existe uma sobreposicao funcional entre as diferentes vias
de reparacédo, de forma que varios complexos atuam ao mesmo tempo em diferentes
tipos de danos (Schéarer 2003). A redundancia e a interconexao de vias garantem nao
apenas uma agilidade maior da resolucdo das lesbes como a manutencdo da
integridade genbmica do organismos mesmo em situacfes nas quais uma via se
encontra comprometida (Tell & Wilson 2010).

Assim como ocorrem diferentes tipos de danos ao DNA e estes sao agrupados
de distintas formas, existem diferentes vias de reparacao, estabelecidas de acordo com
o tipo de lesdo na qual atuam. Algumas lesbes podem ser removidas por reversao
simples, como € o caso da reparacao direta por enzimas. Outro grupo de injlrias como
distor¢bes na hélice, modificacdes e emparelhamento errdbneos de bases podem ser
reparadas por mecanismos que envolvem excisdo da fita de DNA, como o reparo por
excisdo de nucleotideos (NER —nucleotide excision repair), o reparo por excisdo de
bases (BER — base excision repair) e o reparo do emparelhamento errébneo de bases
(MMR — mismatch repair). Danos do tipo quebras no DNA (simples e dupla) séo
normalmente reparado por recombinacdo homadloga (HR — homologous recombination)
ou ndo homologas (NHEJ — non-homologous end joining) (Moraes et al. 2012). Outros
tipos de leséos, como as ligagcbes cruzadas intercadeia, necessitam o envolvimento de
vias de reparo distintas, incluindo NER, HR e sintese translesdo, além da ativagédo das
proteina da via de Fanconi (McCabe et al. 2009). Na figura 14 esta demonstrado um
esquema relacionando tipos de lesGes e vias de reparo responsaveis pela resolucéo

dessas e que serdao descritas com mais detalhes a seguir.
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Reparo por excisio nucleotideos (NER) Reparo por emparelhamento
de bases (BER) erroneo de bases
Ativacdo da via (MMR)
de Fanconi

Figura 14: Representacdo esquematica dos mecanismos de reparo existentes em
relacdo as lesdes causadas ao DNA e os principais agentes indutores. A figura
ilustra os tipos de danos ao DNA mais comuns gerados por diferentes agentes e seus
respectivos mecanismos de reparo. Entretanto, sabe-se que o processo envolvido
desde o reconhecimento da lesdo até a sua reparacdo abrange mecanismos
complexos e, inclusive, com integracdo de diferentes vias, ndo sendo possivel
representar toda a complexidade desse sistema no esquema acima. Figura modifica de
Hoeijmakers 2001, (Hoeijmakers 2001).

O primeiro grupo de mecanismos de reparo é representado pelos processos de
reparacao direta, na qual uma enzima reconhece e reverte a lesdo. Esse grupo
abrange a fotorreativagdo, catalisada por enzimas pertencentes a familia de
fotoliases/criptocromos, que sdo responsaveis pelo reparo direto de lesdes causadas
pela UV, como os dimeros de pirimidina e 6-4PPs (Thompson & Sancar 2002); e a
reversao de bases alquiladas, catalisadas por enzimas DNA-metiltransferases, como a
DNA metilguanina metiltransferase (MGMT) (Christmann et al. 2003). As fotoliases sao

enzimas conservadas nos trés dominios de classificagcdo dos organismos vivos, mas
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nao estdo presentes em todas as espécies, incluindo humanos, diferentemente da
MGMT, cuja distribuicdo € quase universal na natureza. Os mamiferos placentarios,
embora ndo apresentem fotoliases, possuem duas proteinas com semelhanca de
sequéncia e estrutura, mas sem funcdo de reparo. Estas proteinas sdo denominadas
de criptocromos e funcionam como fotorreceptores para regular o ciclo circadiano
nesses animais (Rastogi et al. 2010). A enzima fotoliase liga-se especificamente as
lesbes CPDs ou 6-4PPs e diretamente monomeriza o anel ciclobutano da pirimidina,
utilizando a energia da luz visivel e, por isso, protege o genoma dos efeitos deletérios
da radiacdo UV (Essen & Klar 2006). A enzima MGMT possui um papel crucial no
metabolismo de agentes alquilantes, sendo responsavel por resolver lesées no DNA
intermediarias do metabolismo desses agentes (Kaina et al. 2007). Muitos alquilantes
sdo utilizados como quimioterapicos para o tratamento de diferentes tipos de cancer e
a atividade e a expressao alterada de MGMT, em tumores, tem sido associada a
resisténcia a essas drogas (Kawai et al. 2006; Johannessen & Bjerkvig 2012).

O segundo grupo abrange os mecanismos de reparo baseados no processo de
excisdo da fita como o reparo por excisao de nucleotideos, que atua no
reconhecimento e na remocao de lesdes que provocam distorcdes na hélice (Rouillon &
White 2011). Dentro desse grupo, existe ainda o reparo por excisdo de bases, que
remove bases alteradas; e o reparo do emparelhamento errbneo de bases, que age
monitorado e removendo bases pareadas defeituosamente . Essas vias estdo
esquematicamente representadas na Figura 15.

O reparo por excisdo de nucleotideos é uma via bastante versatil, capaz de
atuar em diferentes tipos de dano ao DNA (Hanawalt 2003). Mais de 30 proteinas,
dentre elas as pertencentes ao grupo XP, atuam nessa via que ocorre basicamente
através de cinco etapas. Primeiramente, ocorre o reconhecimento da lesdo na fita
dupla de DNA, que sera desenrolada e aberta para a acdo de nucleases, que removem
a regido danificada. O proximo passo é a sintese do novo DNA, utilizando como molde
a fita ndo danificada. O reparo € finalizado pela acdo de DNA ligases, que restauram a

configuracéo da fita lesada (De Boer et al, 2000).
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Figura 15: Representacdo esquematica das vias de reparo por excisao.

(A) O reparo por exciséo de nucleotideos (NER) se inicia pelo reconhecimento da lesé&o
pelo XPF/hHR23B, que causa uma distorcdo na dupla hélice (estrela vermelha).
XPC/hHR23B recruta TFIIH a lesdo e o complexo TFIIH, XPB, e XPD causa a abertura
parcial do DNA em torno da lesdo. TFIIH recruta XPG e XPA/RPA, formando uma
bolha de cerca de 25 pares de bases. XPA e RPA verificam os danos e garantem o
bom posicionamento das endonucleases e XPG e ERCC1/XPF. XPG faz a inciséo 3’ e
ERCC1/XPF faz a 5' liberando os nucleotideos da regido danificada. A maquinaria de
replicacdo preenche a lacuna e a DNA ligase | veda as fendas. (B) O reparo por
excisdo de bases (BER) se inicia pela excisdo de bases danificadas gerando sitios
abasicos. A APEL hidrolisa a ligacdo do fosfato 5' no sitio abasico. A pol-B introduz os
nucleotideos e, em seguida, extirpa o sitio abasico, em virtude da sua actividade liase
AP. A DNA ligase Il finalmente sela o as fendas e restaura a seqiéncia de DNA
original. BER pode ser iniciada por uma glicosilase bifuncional, com atividade AP-liase.
Nesse caso, ap0s excisao da base, a AP liase hidrolisa a ligacdo 3' do sitio abasico.
APE1l, pol-B e a DNA ligase Ill concluem a reparacdo. (C) O reparo por
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emparelhamento errébneo de bases se da por uma incompatibilidade de base/base
resultante de defeitos da replicacdo e € reconhecido pelo heterodimero MSH6-MSH2
(MutSa). O ATP impulsiona o encadeamento bidirecional de DNA através MutSa. O
recrutamento de MLH1/PMS2 (MutLa) e PCNA conduz a formacdo de uma estrutura
em alca com as proteinas MMR na base. Exonucleases e helicases sdo entdo
recrutadas para degradar a fita contendo o erro. A maquinaria de replicacdo termina a
reacdo e uma DNA-ligase | e veda a fenda. llustragdo modificada de Scharer 2003
(Schéarer 2003).

A via NER é divida em Reparo do Genoma Global (GGR — Global Genomic
Repair), que remove lesBes presentes em regides nao transcritas do genoma, € o
Reparo Acoplado a Transcricdo (TCR — Transcription Coupled Repair), que atua em
regides lesadas do DNA que possuem genes ativos transcricionalmente. A principal
diferenca entre essas vias ocorre no processo de reconhecimento da lesdo. Na via
GGR, o reconhecimento da lesao é feito pelo complexo XPC-hHR23B, aliado a acdo da
XPE-DDB2. Na via TCR, esse reconhecimento é feito através do bloqueio da RNA
polimerase Il ao encontrar a lesdo, e pela acdo das proteinas CSA e CSB, que
parecem atuar reconhecendo a distor¢cdo na molécula de DNA e dissociando a RNApol
Il da regido do dano para em seguida recrutar outras moléulas da via NER. Apos essa
etapa inicial, ocorre o recrutamento de outras proteinas para o local do dano, entre elas
a XPA, XPG, TFIIH e RPA, que formam o complexo pré-incisdo. As proteinas XPD e
XPB também se unem a esse complexo, atuando como helicases na abertura das fitas.
A proxima etapa envolve a excisdo das fitas pelas endonucleases ERCC1-XPF
(direcao 5- 3’) e XPG (3’- 5’). A sintese do DNA excisado utilizando a outra fita como
molde ocorre em seguida e depende da atividade de RPA, RFC,PCNA e das DNA
polimerases o e ¢ e a ligagéo das fitas pela acdo da DNA ligase | (Vermeulen 2011).

O reparo por excisdo de bases € iniciado por uma glicosilase que remove a base
modificada formando um sitio abasico no DNA ( AP - apurinicos/apirimidicos). Esses
sitios também podem ser produtos diretos do dano. As glicosilases sao especificas
para o reconhecimento de bases oxidadas ou reduzidas, alquiladas (geralmente pelo

grupo metila), bases desaminadas, pareadas erroneamente ou ausentes. Essas
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enzimas podem ser monofuncionais e remover apenas uma base modificada, deixando
um sitio AP ou podem ser bifuncionais, possuindo a atividade liase, além da acédo
glicosilase. Apds a remocao da base, uma enzima AP endonuclease reconhece essa
regido e cliva a cadeia em locais adjacentes a base perdida. Uma DNA-polimerase é
recrutada para preencher a regido clivada, de acordo com a informacéo fornecida pela
fita complementar ndo-danificada. Finalmente, a integridade da fita corrigida é
restaurada por uma DNA-ligase (Slupphaug et al. 2003; Robertson et al. 2009).

O reparo do emparelhamento errdbneo de bases (MMR) corrige bases mal-
pareadas eventualmente introduzidas por erros de replicacdo do DNA. Tanto as vias de
reparacao direta quanto a de excisdo sdo essenciais para a remocdo de bases
modificadas e adutos formados por agentes alquilantes, 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).

O ultimo grupo de vias de reparo € composto por mecanismos recombinacionais
e atua na resolucdo de quebras na fita de DNA, sendo representado pelo reparo por
recombinacdo homologa e o reparo por recombinacdo ndo homaologa ou por jungdo das
extremidades ndo-homologas. Ambos 0os mecanismos sdo importantes para todos os
eucariotos e podem ter funcdes sobrepostas. A escolha sobre qual via ir4 atuar esta
relacionada com o tipo de dano e com o a fase do ciclo celular na qual a célula se
encontra. Essas vias estdo esquematizadas na figura 16.

Na HR, a molécula de DNA da cromatide irmd intacta € utilizada como molde
para reparar com fidelidade as DSBs que se formam nas células mitéticas, em
consequéncia do colapso da forquilha de replicacdo de DNA, ou resultante de
mecanismos de reparacao de bases modificadas ou adutos (Krogh & Symington 2004).
A HR também é necessaria para a manutencdo dos teldbmeros e na meiose, sendo
essencial para o estabelecimento da conexao fisica entre cromossomos homologos,
assegurando a disjuncdo correta dos mesmos na primeira divisdo meibtica.
Adicionalmente, contribui para a geracdo de diversidade genética observada nos
gametas, através da alta frequéncia de recombinacdo meidtica nessas células (Krogh &
Symington 2004). A via HR atua preferencialmente nas fases S e G2 do ciclo, quando

uma fita molde esta disponivel, no entanto, a via NHEJ é atuante em todas as fases do
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ciclo, principalmente em G1, quando a cromatide irma ndo esta disponivel para HR
(Hakem 2008).

A primeira etapa do reparo por HR ocorre pelo reconhecimento da leséo,
provavelmente pela proteina sensora de danos ATM e pelo complexo
Rad50/Mrel1/Nbsl. H4 o recrutamento de moléculas para o local da lesdo e a ATM
fosforila a histona H2AX e outros substratos incluindo a Mdcl, Nbsl, p53, Chk2 e a
quinase DNA-PK. Proteinas envolvidas nas etapas de controle do ciclo celular sé&o
ativadas gerando a parada no ciclo. A proxima etapa envolve o processamento da
extremidade 3’ pela resseccdo de alguns nucleotideos da fita na diregdo 5 — 3,
promovida pelo complexo protéico Rad50/Mrell/Nbsl. Ocorre a formacdo de
extremidade livres invasivas, que serdo usadas na procura de uma molécula homéloga
molde. Uma vez que as extremidades de fita simples 3’ estejam disponiveis, a proteina
Rad51 liga-se a estas e inicia-se o evento de invasdao a uma fita homologa, mediada
por Rad54 e RPA, as quais sdo responsaveis pela eliminacdo de estruturas
secundérias na regido terminal 3. Uma DNA-polimerase adiciona nucleotideos, com
base nas informacdes da fita intacta, a regiao 3’ terminal da fita danificada. Apés a
extensdo, as extremidades livres sao novamente reunidas pela DNA-ligase |I.
Entretanto, esse processo gera juncdes, chamadas de Holliday junction que
necessitam ser clivadas para o reparo completo (Jackson 2002; Schéarer 2003; Krogh &
Symington 2004). A resolucdo das juncdes Holliday € realizada pelas endonucleases
Mus81 e Mms4, que clivam essas regides e posteriormente ocorre a ligacao das fitas
para para a restauracdo completa da molécula de DNA (Heyer 2004). O resultado final
da resolucdo dessas juncdes pode ser ou ndo a permuta de fitas (crossover),
especialmente durante o processo de recombinagdo meidtica (Krogh & Symington
2004). As proteinas BRCAL1 e BRCA2 também atuam em HR, mas o papel dessas
proteinas ainda é discutido. Em resposta as DSBs, a BRCA1 é ativada através da
fosforilagdo por ATM, ATR e Chk2 e atua sobre outras proteinas de reparo. BRCA2 se
liga a Rad51, possivelmente auxiliando na atividade dessa proteina (Lomonosov et al.
2003).
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Figura 16: Representacdo esquematica das vias de reparo de DSBs por
recombinacdo homologa e ndo homdéloga em eucariotos superiores.

Na recombinacdo homodloga a leséo € reconhecida e a extremidade 3’ sofre resseccao
pelo complexo Rad50/Mrel11/XRS2. Ocorre entdo o pareamento com uma molécula de
DNA homodloga que ¢é invadida pela acdo da Rad51, que interage com a BRCAl e 2. O
préximo passo € a sintese e a ligacdo do DNA ocorrendo a formacdo de juncdes
Holliday, que serdo resolvidas através da acdo de Mus8l. A recombinagdo n&o
homologa inicia pelo reconhecimento das extremidades pelas proteinas Kus, que se
ligam a elas e recrutam as quinases DNA-PKs. Em seguida, a Xrcc4, juntamente com a
DNA-ligase 1V, se retine ao complexo proteina-DNA e a Xrcc4 é fosforilada pelas DNA-
PKs. Entdo a DNA-ligase IV promove a religacao entre as extremidades do DNA livre.
O complexo Mrel11/Rad50/Nbs1 pode atuar no processamento apos a ligagao.

Figura adaptada de (Jackson 2002).
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A recombinacdo ndo homologa, em contraste com a HR, ndo necessita de um
molde homodlogo e parece ser a via predominante para o reparo de DSBs em
mamiferos (Scharer 2003). Além de atuar no reparo de DSBs, essa via é importante
para o mecanismo de recombinacéo V(D)J em linfécitos, contribuindo no aumento de
variabilidade do sistema imune.

A NHEJ é iniciada pelo heterodimero Ku70/Ku80, que seletivamente se liga a
extremidade do DNA e recruta a proteina quinase DNA-PK. Essa proteina é capaz de
fosforilar a si mesma e a outros substratos, incluindo Ku70/Ku80, Xrcc4 e p53. O
heterodimero Ku70/Ku80 protege as extremidades do DNA contra a degradacédo 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/Mrel1/Nbsl e Xrcc4/DNA-ligase IV e, consequentemente, ambos
podem interagir com o complexo Ku70/ku80. O reparo é finalizado pelo processamento
da fita e pela ligacdo das extremidades, através da acdo das proteinas Flap
endonuclease 1, Artemis, Xrcc4 e a DNA ligase IV (Jackson 2002).

Existe ainda uma via adjacente responsavel pelo reparo de lesbes do tipo
ligacbes cruzadas intercadeia, os ICLs, que envolve a combinacdo de diferentes
mecanismos de reparo (NER, HR e sintese transleséo) e a ativacdo de membros da via
de Fanconi (Muniandy et al. 2010; Deans & West 2011). O mecanismo de atuacéo
dessas vias no reparo de ICLs esté ilustrado na figura 17. InGmeros estudos apontam a
fase S como momento crucial do reparo dessas lesbes (Pichierri & Rosselli 2004a). E
na fase S que ocorre a replicacdo do DNA e, a passagem da maquinaria de replicacao
pelo local da leséo, parece ser o mecanismo inicial de reconhecimento dos ICLs (Akkari
et al. 2001). Esse evento gera um sitio de alta instabilidade genética, levando a
formacdo de DSBs através de um processo que ndo estd bem definido. Ocorre a
excisao das fitas pela acdo das enzimas XPF/Erccl e, possivelmente, outras nucleases
podem atuar nessa etapa, como a Mus81-Emel. Apds a etapa de reconhecimento e
incisdo, ocorre a formacdo de DSBs, que podem ser reparadas por diferentes
processos, envolvendo reparo por recombinacdo ou a sintese translesdo. O
recrutamento dessas vias parece ser dependente da atuagcdo de componentes da via

de Fanconi (Crossan & Patel 2012), que séao ativados paralelamente, e existem
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evidéncias sobre o papel do complexo MRN durante esse evento (Nakanishi et al.
2002). Adicionalmente, a proteina FANCC parece auxiliar na montagem correta do
complexo MRN por interacdo com a proteina Mrel1 (Pichierri et al. 2002).

A via de Fanconi € composta por diversas proteinas e pode ser dividida em trés
complexos. O primeiro grupo é formado por oito proteinas, FANCA, FANCB, FANCC,
FANCE, FANCF, FANCG, FANCL e FANCM, sendo todas subunidades do complexo
chamado nucleo de Fanconi (FA core). As proteinas do nucleo de Fanconi interagem
entre si e esta interagdo é necessaria para manutencao da estabilidade deste complexo
(Garcia-Higuera et al. 2000; Pace et al. 2002; Meetei et al. 2004) As proteinas FANCA,
FANCE, FANCG e FANCM séao fosforiladas em resposta a dano no DNA e esta
fosforilacdo € dependente de ATR (Matsuoka et al. 2007; Smogorzewska et al. 2007).
Uma das principais fungBes deste complexo é monoubiquitinar as proteinas do
segundo complexo, FANDC2 e FANCI, sendo este o passo principal da via de Fanconi
(Kennedy & D'Andrea 2005). O segundo grupo € representado pelas proteinas
FANCD2 e FANCI, as quais interagem entre si para formar o complexo FA-ID. Além
disso, elas sé@o ubiquitinadas em resposta a danos no DNA e desubiquitinadas pela
mesma enzima USP1 (protease ubiquitina especifica 1). Quando as células sao
expostas a um agente indutor de danos ao DNA, FANCD2 e FANCI fosforiladas e
monoubiquitinadas sado redistribuidas na cromatina e no ndcleo, proximo a locais do
dano (Sims et al. 2007). Acredita-se que a proteina FANCD2 ubiquitinada atue no
recrutamento de outras proteinas envolvidas em processos de reparacdo de DNA para
o local da lesao (Garcia-Higuera et al. 2001; Bogliolo et al. 2007). Entre as proteinas de
reparo que sao recrutadas ap0s a ubiquitinacdo de FANCD2, estdo RAD51, NBS1 e
RPA, envolvidas em mecanismos de recombinacdo homéloga, e REV1, envolvida em
mecanismos de sintese translesédo (Wang & D'Andrea 2004).

O terceiro grupo é formado pelas proteinas FANCD1 (BRCA2), FANCN (PALB2)
e FANCJ (BRIP1). Apos o processamento dos ICLs por nucleases, ocorre a formacao
de DSBs no DNA. As proteinas FANCD1 e FANCN parecem atuar no processo de
recombinacdo homologa em fungéo da sua interagdo com a proteina RAD51, induzindo
a formacdo de oligbmeros de RAD51 sobre a fita simples de DNA, sendo essa uma

etapa essencial para HR (Pellegrini et al. 2002). Entretanto, 0 mecanismo exato do
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envolvimento destas proteinas neste passo subsequente a resolucdo das pontes
intercadeias, ainda ndo é conhecido, assim como, a relacdo entre os membros deste
terceiro grupo e as proteinas FANCD2 e FANCI.

Além dos mecanismos de reparo mencionados acima, existe uma via de
tolerancia a danos chamada de sintese translesdo (TLS — translesion synthesis), na
gual ocorre um desvio das les6es que ndo sdo reparadas, permitindo o processo de
replicacdo. Durante a divisdo celular, a replicacdo do DNA gendmico é realizada por
DNA polimerases de alta fidelidade, mas que possuem a limitacdo de n&o replicar
locais onde a fita se encontra lesada. Polimerases especializadas pertencentes a via de
sintese translesdo sdo capazes de sintetizar o DNA nessas regides, impedindo a
parada e o colapso da forquilha de replicacdo e prevenindo a instabilidade
cromossomica (Knobel & Marti 2011).
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1.

OBJETIVOS

Objetivo Geral:

O objetivo geral do presente trabalho foi caracterizar o envolvimento da quinase

humana Nekl nas vias de respostas induzidas por danos ao DNA, principalmente

gerados por agentes alquilantes, indutores de lesGes do tipo ligacbes cruzadas

intercadeia de DNA (ICLs), buscando localizar a Nekl nas vias de sinalizacao

conhecidas e identificar proteinas que interagem com essa quinase .

1.2

Objetivos Especificos:

. Avaliar o efeito do silenciamento da Nekl no reparo de células expostas a

diferentes indutores de dano ao DNA;

. Buscar entender o papel da Nekl no reparo de ICLs, avaliando a interferéncia

dessa quinase na velocidade de reparo e na sinalizacdo desse dano;

. Verificar a influéncia da Nekl em etapas de controle do ciclo celular apos a

inducdo de danos ao DNA, buscando entender o seu papel na regulacédo da

progressao ciclo;

. Analisar o efeito da auséncia da Nekl em vias conhecidas de sinalizacao de

dano e reparo do tipo ICLs;

. Buscar possiveis moléculas que interagem com a Nekl em situacgao fisioldgica e

de estresses genotdxico, a fim de elucidar o papel e a localizacédo dessa quinase

nas vias de reparo de DNA,;
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1. MATERIAIS E METODOS

1. Cultivo Celular

Células de epitélio renal humano, Hek293t, selvagens e silenciadas por RNAI
foram cultivadas em condicfes padroes em DMEM high glicose (Dulbecco’s Modified
Eagle Médium — Gibco™), suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco) e com
0os antibioticos penicilina/estreptomicina e fungizona (Gibco). As células de glioma
humano U87 foram mantidas nas mesmas condi¢cdes 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 (Gibco) 0,15% e EDTA 0,08%. Ambas linhagens foram obtidas originalmente
da ATCC (American Type Culture Collection, Manassas, VA, EUA).

2. Obtencéao das linhagens silenciadas

As linhagens silenciadas foram obtidas pela transducdo de vetores lentivirais
contendo a sequéncia de shRNAI especifica para Nekl. Os vetores lentivirais foram
produzidos pela co-transfeccéo do plasmideo de pLL3.7 GFP (Sigma-Aldrich, St. Louis,
Mo, EUA); contendo a sequéncia especifica para a Nekl humana
(G[2127]CGAGAAATACTTCGTAGA; iniciador A[1]TG), juntamente com o0s vetores
auxiliares de empacotamento viral CMV-VSVG, RSV-REV e pMDLg/pRRE em células
HEK293t com o reagente de transfeccdo Superfect (Qiagen). Apos 48 h, o
sobrenadante foi coletado e filtrado através de uma membrana de 45 um e adicionado
a culturas de células U87 e Hek293t com 50% de confluéncia na presenca de 8 pg/ml
de polibreno (Lopez et al. 2012). A selecdo de células expressando GFP foi realizada
por plaqueamento em baixa densidade e selecdo de colbnias GFP positivas. A

confirmagédo do silenciamento foi realizada através de RT-PCR e Western-Blot.

3. Agentes genotoxicos

O metil-metanosulfonato (MMS), o perdxido de hidrogénio (H,O,), a cisplatina
(cis-Diammineplatinum(ll) dichloride) e o ACNU (Nimustine hydrochloride ou N'-[(4-
Amino-2-methyl-5-pyrimidinyl)methyl]-N-(2-chloroethyl)-N-nitrosourea hydrochloride)
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foram obtidos da Sigma (St. Louis, MO, USA). A cisplatina fora diluida em PBS
concentrado 10x e mantido sob refrigeracdo até o momento do uso. O ACNU ¢é diluido

em agua apenas no momento do uso.

4, Contagem de células

Para cada tipo de ensaio, as células foram contadas e plaqueadas de acordo
com a demanda especifica para o ensaio. Para isso, foi utilizado a técnica de contagem
em camara de Neubauer, que consiste no seguinte procedimento: as células sao
coletadas dos frascos de cultura com tripsina e neutralizadas com meio completo,
diluidas e colocadas sobre a Camara de Neubauer. Contam-se os 4 quadrantes das
extremidades (em aumento de 10x na objetiva do microscopio éptico) e faz-se a média,
sendo que apenas as ceélulas que estavam em cima das linhas mais fortes séo
consideradas. Quando a diferenca € superior a 10 células entre os quadrantes, a
contagem é repetida. Multiplica-se a média encontrada pelo volume usado na diluicdo e

divide-se por 0,1, encontrando assim a quantidade de células total no volume utilizado.

5. Tratamentos

Os tratamentos utilizados foram realizados de acordo com 0s ensaios. As
concentracOes e tempos dos agentes utilizados estéo indicados nas legendas e figuras
na sessado de resultados. Basicamente, as concentragdes utilizadas nos ensaios estao

listadas na tabela abaixo (Tabela 3).

Tabela 3: Tratamentos indutores de danos ao DNA utilizados para os diferentes
ensaios com as linhagens silenciadas para Nekl e selvagem.

Ensaio \ Agente \ Concentragéao Tempo de acdo Tempo de Recuperacao
Ensaio cometa | Cisplatina 25-5-10pg/ml 1h Oh até 24h
MMS 200 - 400 - 800 pM | 2h Oh até 12h
H,0, 25-50-100 uM 0,5h Oh até 4h
Western Blot Cisplatina 75-15uM 10’ até 12h -
HCR Cisplatina 0 a 500 nM 24h 48h
ACNU 0 a 300 yMm 24h 72h
Ciclo celular Cisplatina 5 pg/ml (16 pM) 24e48h -
MMS 400 pM 24e48h -
H,O, 50 HM 24e48h -
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6. Preparo das células e Eletroforese

As células previamente tratadas foram lavadas com PBS e lisadas em tampéo
contendo 50 mM de Tris pH 7.5, 20 mM de NaCl, 1mM de MgCl,, Benzonase
(Novagen) coquetel inibidor de protease (Calbiochem) por 10 minutos a 4° C. Entdo o
lisado foi centrifugado a 4°C por 10 minutos e o sobrenadante foi coletado e utilizado
para afericdo da concentracdo proteica através do método de Bradford. Para a corrida
eletroforética foi adicionada ao lisado o tamp&o de amostra contendo 250 mM de Tris-
HCI pH 6.8, 1% de SDS, 0.25% de azul de bromofenol, 50% de glicerol e 2% de [3-
mercaptoetanol. As amostras foram incubadas a 95° C por 5 minutos e aplicadas no gel
SDS-PAGE (variando a concentracao de acrilamida entre 6% até 12%, de acordo com
0 peso molecular da proteina de estudo). A eletroforese foi realizada em cubas verticais
contendo tampéao de corrida (25 mM Tris, 0,25 M de glicina e 0,1% de SDS), utilizando
120 V.

7. Ensaios de Imunodeteccao

As proteinas separadas pela eletroforese foram transferidas em aparato de
transfereréncia semi-dry para uma membrana de nitrocelulose, sob 140 mA por um
periodo de até 2h, em tampdo contendo 20% de metanol, para o ensaio de
imunodeteccdo. ApoOs a transferéncia, a membrana foi corada com corante Ponceau
rouge e posteriormente descorada em tampéo salino, para bloqueio com proteinas do
leite. Apds o blogueio, procedeu-se a incubacdo com anticorpo primario de interesse,
diluido em tampéo salino com Tween-20 e leite. Geralmente essa incubacao € feita
overnight a 4° C sob leve agitacdo. Apdés o periodo de incubacdo, a membrana foi
lavada e procedeu-se a segunda incubac¢do com o anticorpo conjugado a peroxidase,
por no minimo 2 h sob refrigiracdo e agitacdo. Passado o tempo de incubacéo, a
membrana foi lavada com tampao salino e em seguida, procedeu-se a reacdo de
guimioluminescéncia, que consiste na exposicdo da membrana de nitrocelulose a uma
mistura contendo partes iguais da solucédo A (100mM de glicina pH 10, 0,4mM Luminol
e 8mM de 4-iodofenol) e da solucdo B (0,12% de perdxido de hidrogénio). A membrana

foi fotografada em fotodocumentador ImageQuant 300 (GE).
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Os anticorpos utilizados foram anti-pChk1, anti-pChk2, anti-pBRCA1, anti-
tubulina (obtidos de Cell signalling Technology); anti-Nekl (obtidos de Santa Cruz
Biotechnology e Sigma); anti-Fancd2, anti-y-H2AX (obtido da Millipore); anti-GAPDH
(obtido de Santa Cruz Biotechnology) anticorpos secundarios anti-mouse e anti-habbit
(obtidos da sigma). As diluicbes foram realizadas conforme especificacdes do

fabricante e testes posteriores.

8. RT-PCR

Para aferir o silenciamento das linhagens, o RNA total foi extraido das células
com 80% de confluéncia em cultura utilizando o reagente Trizol LS® (Gibco) conforme
especificacdes do fabricante. O cDNA foi sintetizado pela reacdo de RT-PCR utilizando
a enzima transcriptase reversa MMLV-RT® (Promega) e primers sintetizados
especificamente para Nekl. Os produtos da reacdo foram analisados em gel de

agarose 1% corados com Sybr Green (Molecular Probe).

9. Ensaio Cometa alcalino e neutro

O ensaio cometa (Single Cell Gel Electrophoresis Assay) foi utilizado em sua
versao alcalina e neutra para aferir danos ao DNA de células tratadas com diferentes
agentes indutores de danos. Esse método permite estimar danos do tipo quebras
simples e duplas, modificacdes de bases e até lesGes mais complexas como ligacdes
intercadeias (Olive & Banéath 2006).

Apbs os diferentes tratamentos (indicados na sessao de resultados), as células
sédo coletadas, misturadas em 0,7% agarose de baixo ponto de fuséo (low-melting
point) e espalhadas sobre uma lamina de microscopia pré-coberta com 1,5% de
agarose comum. As laminas séo feitas em duplicata para cada tratamento, que deve
ser feito pelo menos trés vezes independentes. A proxima etapa € a lise das células em
solugéo 2.5 M de NaCl, 100 mM de EDTA, 10 mM de Tris, 1% de Triton X-100 e 10%
de DMSO em pH 10, por um periodo de no minimo 1 h a 4°C. Apés a lise, as laminas
sédo incubadas em tampé&o que varia de acordo com o0 ensaio. No caso do cometa
alcalino, as laminas ficam incubadas por 20 minutos a 4°C em tampao com pH entre 13
e 13.5 contendo 300 mM NaOH e 1 mM EDTA, que permite o desenrolamento do DNA
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e o surgimento de quebras para as diferentes lesdes apresentadas com o tratamento
prévio. Apos esse periodo, é realizada a eletroforese a 300 mA e 25 V por 20 minutos a
4°C em cuba horizontal. No cometa neutro, a incubacdo é feita por 1h em tampao
contendo 300 mM de acetato de sodio e 100mM de Tris pH 8.5 a 4°C. Apos é
realizada a eletroforese a 12 mA e 14 V por 1 h, também a 4°C. Em ambos ensaios as
amostras sdo neutralizadas com 0,4 M de Tris, pH 7.5 e fixadas em 15% de acido
tricloroacético, 5% de sulfato de zinco e 5% de glicerol. A coloracdo é feita com
carbonato de sodio 5%, nitrato de aménio 0,1%, nitrato de prata 0,1%, &cido
tungstosilicico 0,25% e formaldeido 0,15% e neutralizada com acido acético 1%. A
analise é feita em microscépio 6Optico a partir da classificacdo de pelo menos 100
nacleos corados por lamina. A classificacao utilizada € baseada na analise visual do
tamanho das caudas apresentadas pelos nucleos indicadas na figura 18 e que sera
empregado no calculo do indice de dano, como forma de quantificar as lesGes

induzidas por cada tratamento (Collins 2004).

O o o O @

DANO TIPO 0 DANO TIPO 1 DANO TIPO 2 DANO TIPO 3 DANO TIPO 4

Figura 18: Classificacdo visual de danos utilizada na analise do ensaio cometa.

'!?. ; ~,

Para cada nucleo analisado é atribuido uma das categorias visuais que vao de zero
(sem dano) até 4 (dano maximo). O numero de células com esse dano € multiplicado
pelo valor do dano e a soma desses valores é considerado o indice de dano, o qual
sera usado em uma média entre os valores das duplicatas das laminas e as triplicatas

experimentais e biol6gicas(Collins 2004).
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10. Citometria de Fluxo

As células previamente tratadas foram coletadas e fixadas em etanol 70% a 4° C
por 24h. Posteriormente foram lavadas com PBS e incubadas em solugéo contendo
PBS, 0.2 mg/ml de RNAse (Sigma) e o 20 pg/ml lodeto de Propideo (Sigma) e 0.1%
Triton X-100. A coleta de dados foi feita em citbmetro Guava Easy Cyte Plus cell e
analise através do software cytosoft (Guava Technologies, Hayward, CA, USA).
Aproximadamente 10 mil células foram analisadas por experimentos e estes foram

realizados em triplicatas.

11. Host Cell Reactivation (HCR)

A analise da reativacdo pela célula hospedeira (Host Cell Reactivation) foi feita
através da transfeccdo do plasmideo pShuttle contendo luciferase (luc) previamente
tratado com diferentes doses ACNU (0 a 300 uM) ou cisplatina (0 a 500 nM),
concomitante com a transfeccao de outro plasmideo expressando a luciferase de renilla
(RL), que possui luminescéncia em outro comprimento de onda, empregado como
controle interno nas linhagens a serem testadas, nas linhagens a serem testadas. As
células foram transfectadas com reagente lipofectamine (Invitrogen) conforme
especificacdes do fabricante e ap6s 2 ou 4 dias o0 ensaio de luminescéncia kit Dual-Glo

Luciferase Assay System (Promega, EUA) foi realizado (Valdiglesias et al. 2011) .

12.  Andlise Estatistica

Toda analise estatistica foi feita utilizando ANOVA seguido de One-way Tukey's
Multiple Comparison Test. O software utilizado foi o GraphPad (GraphPad Software,
San Diego, CA, USA).

13. Imunoprecipitacao

Células Hek293t foram transfectadas com plasmideo contendo a sequéncia da
Nekl fusionada a sequéncia do peptideo Flag. Apos 48h as células foram lisadas em
50 mM de Tris pH 7.4, 100 mM de NaCl, 1 mM de EDTA, 1 mM de EGTA, 10 mM de B-
glicerolfosfato, 2 mM de NazVO,, 1 % Triton X-100 e coquetel inibidor de protease

(Calbiochem). O lisado foi incubado com anticorpo anti-Nekl ou anti-Flag (Sigma)
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ligado a proteina A agarose beads (Amersham). As beads ligadas ao anticorpo e a
Nekl foram lavadas com tampéo de lise duas vezes e entdo foram preparadas para a

anélise em espectrémetro conforme descrito na sessao a seguir.

14. Espectrometria de Massas

O imunoprecipitado da Nekl (Nekl fusionada as beads) foi reduzido com DTT
(10 mM de DTT em 25 mM de bicarbonato de aménia) e alquilado com lodoacetamida
(55 mM de iodoacetamida em 25 mM de bicarbonato de amoénia). 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, o sobrenadanto foi separado das beads e o
liquido coletado foi liofilizado e ressuspenso em 1% de acido férmico para aplicagdo no
espectrometro 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 o0 swiss prot como banco de
dados, disponivel na internet (http://www.matrixscience.com/home.html). Como
modificagbes variaveis foram adicionadas na andlise a oxidacdo da metionina,

carbamidometilacéo e fosforilacdo da tirosina, serina e treonina.
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VI. RESULTADOS

Parte dos resultados obtidos nesta tese foram publicados no artigo intitulado
“‘Nek1 silencing slows down DNA repair and blocks DNA damage-induced cell cycle

Arrest” na revista Mutagenesis, anexado a essa tese.

1. Obtencéao de linhagens silenciadas para Nek1

Células Hek293t e U87 foram silenciadas através da técnica de shRNA como
descrito na sessdo de materiais e métodos. As linhagens para estudo foram
selecionadas através da presenca de GFP e o silenciamento da Nekl foi confirmado
através da técnica de western blot com anticorpo especifico (Figura 19 A e B). Duas
linhagens knockdown de Hek293t (Hek 122* e 126) foram utilizadas nos ensaios

posteriores e uma linhagem de U87 parcialmente silenciada para Nek1 (U87 KD).
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Figura 19: Confirmacédo do silenciamento por shRNA da quinase humana Nek1
através da técnica de western blot com anticorpo especifico anti-Nekl1. Células
Hek293t (A) e U87 (B) foram silenciadas por RNA de interferéncia e selecionadas a
partir da expressdo de GFP. Como controle de carregamento foi utilizada a proteina
tubulina (A) e a membrana foi corada por Coomasie (B).

*A maioria dos experimentos foi realizada com a linhagem silenciada Hek 122 (obtida
primeiramente nas selecdes) e por isso, nesse trabalho, as legendas trazem Hek WT

como a linhagem controle expressando Nekl e Hek KD como a linhagem 122
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silenciada para Nekl. Nos ensaios utilizando as duas linhagens, essas estdo

denominadas de acordo com o cddigo apresentado na figura 1.

2. O silenciamento da Nek1 altera a capacidade de reparo do DNA

Inicialmente, investigou-se o papel do silenciamento da Nekl1l no reparo de DNA
induzido por diferentes agentes. Através do ensaio cometa foi demonstrado que células
silenciadas para Nekl possuem um reparo mais lento para lesbes ao DNA causadas
por metil-metanosulfonato (MMS) e peroxido de hidrogénio H,O, mas que a auséncia
dessa proteina ndo altera a quantidade dos danos iniciais presentes nas células
Hek293t (Pelegrini et al. 2010). Optou-se por utilizar outra linhagem para confirmar o
resultado obtido. Utilizando a linhagem U87 parcialmente silenciada também se

encontrou resultados semelhantes (figura 20).
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Figura 20: Quantificacdo gréafica do ensaio cometa alcalino realizado em células
U87 expostas a diferentes doses de H,0, e MMS. As células U87 selvagens (WT) e
parcialmente silenciadas para Nekl (KD) foram tratadas com diferentes doses de MMS
por 2 h (A) e H,O, por 30 min. Os gréficos representam a média de trés experimentos

independentes.
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Entretanto, a exposicdo ao agente quimioterapico cisplatina foi capaz de induzir
alteracdes nos indices de dano ao DNA entre as linhagens, logo apds o tratamento
(Figura 21), e ndo apenas ha cinética de reparo, como observado com outros agentes
testados. Nos tratamentos com MMS e H,0O,, a diferenga no indice de dano ao DNA
entre as linhagens surge ao longo do tempo (Pelegrini et al. 2010), indicando um reparo
defeituoso da linhagem silenciada. Porém, no tratamento com cisplatina, essa diferenca
€ demonstrada inicialmente no ensaio cometa pela auséncia de caudas nas
silenciadas, e presenca de quebras no DNA na selvagem, indicando que o
silenciamento da Nekl pode ter aumentando o dano causado por cisplatina, ou o
reparo, que deveria iniciar rapidamente apos a indu¢do de dano, se tornou mais lento

nessa linhagem em relagdo a selvagem (Figura 21 B).
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Figura 21: O silenciamento da Nekl induz altera¢fes nos indices de dano ao DNA
de células tratadas com cisplatina. (A) Quantificacdo do indice de dano ao DNA de
células tratadas com diferentes doses de cisplatina por 1 h, avaliado através do ensaio
cometa alcalino; (B) imagem representativa de células tratadas com 5 pg/ml (16 uM) de
cisplatina, demonstrando a presenca de caudas na linhagem WT e a auséncia na
silenciada (KD). Os graficos representam a média de trés experimentos independentes.
Os asteriscos correspondem aos tratamentos que diferiram estatisticamente entre as
duas linhagens. (**P < 0.01, ***P <, 0.001).
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O ensaio cometa alcalino é utilizado para detectar lesdes do tipo quebra simples
e de dupla fita além, de sitios alcali-labeis, que serdo expressos posteriormente como
quebras na molécula de DNA, sob condi¢fes alcalinas durante este ensaio. Através da
eletroforese, o DNA quebrado migra por uma matriz de gel formando caudas que
podem ser quantificadas como indice de dano ao DNA. Alguns tipos de lesées, como
as ligacdes cruzadas intercadeias (ICLs) interferem no desenrolamento e na migracao
do DNA, impedindo ou retardando a formacéo dessas caudas (Cheng et al. 2006; Olive
& Banéath 2006). No experimento anterior ocorreram alteragdes no padrao de migracao
do DNA das células silenciadas tratadas com diferentes concentracdes de cisplatina,
acarretando em caudas menores e, consequentemente, um menor indice de dano
guando comparado a linhagem selvagem. Entretanto, essa diferenca ndo significa que
a linhagem silenciada apresenta menos danos em relagdo a selvagem, na verdade, o
gue pode estar ocorrendo € 0 ndo processamento correto de lesées do tipo ICL nessas
células. Para reparar essas lesdes a célula deve ser capaz de desenrolar o material
genético e quebrar as cadeias de DNA e, isso ocorre momentos apos a indugéo do
dano, através da detecdo da lesdo por moléculas especificas. Para verificar esta
hipotese e se esta ocorrendo uma alteragdo no reparo dessas lesdes, um estudo da
cinética de reparo foi realizado em ambas as linhagens, utilizando o ensaio cometa
alcalino e sua versdo em pH neutro, que é capaz de detectar apenas quebras de dupla
fita (Figura 22 e 23). As células foram tratadas por 1 h com 5 pg/ml de cisplatina e apés
esse periodo, o meio foi substituido por um meio completo sem cisplatina. Em
diferentes periodos posteriores ao tratamento, as células foram coletadas para o ensaio
cometa versdo neutra ou alcalina, conforme descrito na sessdo de material e métodos.

A expresséo do reparo se da pela diminui¢do do indice dano ao longo do tempo,
mas, nesse caso, nao se pode considerar o indice de dano como uma medida direta de
reparo, uma vez que os ICLs estao reprimindo a migracdo do DNA lesado. Por isso,
levou-se em consideracdo a migracdo do DNA e a formacéo de caudas. Na linhagem
controle foi observado o aparecimento de caudas apds 1h de tratamento com cisplatina
e sem periodo de recuperacdo (Figura 22). Na linhagem silenciada para Nekl as

caudas apenas se tornaram visiveis apos 12h do periodo de recuperagao.
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Figura 22: O silenciamento da Nekl altera o reparo de lesdes induzidas por
cisplatina em células Hek293t. Imagens representativas comparando o nucleo de
células silenciadas e selvagens tratadas com 5 pg/ml (16 uM) de cisplatina por 1h e

analisadas ap6s 0 e 12h de recuperacdo em meio sem o agente. As flechas indicam
ndcleos com caudas, referentes a migragdo significativa do DNA.

Ao analisar as células em diferentes momentos apds o tratamento com
cisplatina, através de uma cinética de recuperacdo com 0 ensaio cometa, observa-se
gue a linhagem selvagem apresentou uma consideravel migracdo do DNA, com pico
em quatros horas apds a exposicdo ao quimioterapico. Esse efeito pode ser uma
indicacdo do inicio da reparacdo dessas lesdes, que se da através da excisdo dos
crosslinks nas fitas lesadas, e que nao estd ocorrendo na linhagem silenciada. Em
contraste com as selvagens, essas células comecam a apresentar caudas a partir de
12 h do dano, e nédo exibiram DSBs durante o periodo de estudo, avaliado através do
cometa neutro (Figura 23), demonstrando claramente que o mecanismo de reparo esta

prejudicado.
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Figura 23: O silenciamento da Nekl altera o reparo de lesGes causadas por
cisplatina em Hek293t. Quantificacdo da cinética de dano ao DNA induzido pelo
tratamento com 5 pug/ml (16 pM) de cisplatina por 1 h, avaliado através do ensaio
cometa alcalino e neutro, apés diferentes periodos de recuperacdo com meio sem o
agente causador de dano. Os graficos representam a média de trés experimentos

independentes.

A fim de comprovar que a auséncia de caudas observada nas células
silenciadas se deve a formacado de ICLs e a falha no seu mecanismo de reparo, e nao
como resultado da reparagdo completa dos danos, utilizou-se um agente indutor de
guebras, o MMS, concomitante a cisplatina (Figura 24 A e 24B). Trés estratégias foram
empregadas para avaliar o efeito do silenciamento da Nekl e a presenca dos ICLs de
cisplatina na migracdo do DNA quebrado pelo MMS. Primeiramente, as linhagens
foram pré-tratadas com MMS para a inducdo de quebras no DNA, seguido pelo
tratamento com cisplatina. Neste caso, ndo houve diferenga no tamanho das caudas
apresentadas nas duas linhagens (Figura 24 A e 24 B). Quando o tratamento com

cisplatina foi realizado antes da exposicdo ao MMS ou juntamente a esse indutor de
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guebras, houve alteracdo na migracdo do DNA das células silenciadas, indicando que

essa inibicao é devido o efeito da ciplatina, e, portanto, se deve a presenca dos ICLs.
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Figura 24: A auséncia da Nekl altera a migracdo do DNA lesado por MMS e
cisplatina no ensaio cometa. (A) Imagens representativas comparando as estratégias
utiizadas para avaliar o envolvimento da Nekl no reparo de crosslinks. (B)
Quantificacdo do ensaio cometa utilizando 5 pug/ml (16 uM ) de cisplatina e 400 uM de
MMS. Os graficos representam a média de trés experimentos independentes. Os
asteriscos correspondem aos tratamentos que diferiram estatisticamente entre as duas
linhagens. (**P < 0.01, **P < 0.001).
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3. A Nekl estd envolvida diretamente no reparo de lesGes induzidas por

cisplatina, mas ndo por ACNU

Uma vez que a Nekl mostrou-se importante no processo da cinética de dano
causado por cisplatina e surgiram evidéncias sobre o seu envolvimento no reparo de
lesdes do tipo crosslinks intercadeia (ICLs), optou-se por seguir investigando o papel
dessa quinase em resposta a esse quimioterapico.

Para avaliar o envolvimento direto da Nekl no reparo dos ICLs, utilizou-se a
técnica de Host Cell Reactivation (HCR). A técnica consiste em transfectar as linhagens
de estudo com plasmideo contendo um gene repoérter, tratado previamente com um
indutor de dano ao DNA, e medir a capacidade dessas células em recuperar a
atividade desse gene, comparando a um plasmideo ndo tratado como controle da
transfeccdo. Para este ensaio, foram utilizadas as duas linhagens de Hek293t
silenciadas para Nekl descritas anteriormente, a Hek126 e 122 e uma selvagem. As
linhagens foram transfectadas com o plasmideo contendo o gene repérter da
luciferase, tratado previamente com diferentes concentragdes de cisplatina (Figura 25).

Ambas as linhagens silenciadas, 122 e 126, apresentaram uma capacidade
inferior em restabelecer a atividade da luciferase contida no plasmideo tratado com
cisplatina, quando comparadas a linhagem selvagem, indicando que a Nekl pode estar
envolvida diretamente no reparo de lesdes induzidas por esse agente.

A fim de investigar o papel da Nekl no reparo de ICLs, utilizou-se outro agente
indutor de crosslinks para este ensaio, o ACNU, um agente alquilante que induz lesbes
do tipo O°-cloroetilguanina (Figura 26). Lesdes desse tipo podem sofrer rearranjo
guando nao removidas corretamente do DNA, levando a formacdo de adutos
intercadeia que serao reparados por vias semelhantes aos danos induzidos pela
cisplatina.

Neste caso, a recuperacdo da atividade da luciferase foi semelhante entre as
linhagens testadas, indicando que a Nekl ndo tem um papel no reparo das lesbes

induzidas por esse agente (Figura 26).
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Figura 25: Quantificacdo do ensaio HCR demonstrando o envolvimento direto da
Nekl no reparo de lesdes provocadas por Cisplatina. Células Hek293t selvagem
(WT) e silenciadas para Nekl (122 e 126) foram transfectadas com plasmideo
(pShuttle-Luc) contendo o gene da Luciferase, tratado previamente com diferentes
doses de cisplatina, e com plasmideo (pShuttle-RL), contendo o gene da Luciferase de
renilla ndo tratado, como controle de transfeccao. Os gréaficos representam a média de

trés experimentos independentes.
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Figura 26: Quantificacdo do ensaio HCR de lesbGes provocadas por ACNU..
Células Hek293t selvagem (WT) e silenciadas para Nekl (122) foram transfectadas
com plasmideo (pShuttle-Luc) contendo o gene da Luciferase, tratado previamente
com diferentes doses de ACNU, e com plasmideo (pShuttle-RL), contendo o gene da
Luciferase de renilla ndo tratado, como controle de transfeccdo. Os gréaficos

representam a média de trés experimentos independentes.

4, O silenciamento da Nekl altera a parada no ciclo celular induzida por
danos ao DNA

O reparo do DNA esta intimamente relacionado a progressdo do ciclo celular.
Células expostas a danos ao material genético podem sofrer paradas ao longo do ciclo,
até que ocorra o inicio da resposta a danos ao DNA. Defeitos nessa resposta

comprometem a integridade do funcionamento celular, acarretando uma serie de
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eventos que incluem um acumulo de mutacdes, o inicio do processo tumoral e até a
morte celular. Muitas quinases estdo relacionadas a regulacdo do ciclo celular, e ao
reparo de danos ao DNA em resposta a diferentes estimulos. Para determinar a
participacdo da Nekl na progressao do ciclo celular utilizou-se células Hek 293t, ndo
sincronizadas selvagens e silenciadas para Nekl, tratadas com os diferentes indutores
de dano ao DNA, MMS, H,0, e cisplatina por 24 e 48h. O ciclo celular foi avaliado
através de citometria de fluxo, com marcagcdo do DNA por iodeto de propideo (Figura
27).

Células de mamifero quando tratadas com MMS e H,0O, podem apresentar
parada na fase G2/M (Trucco et al. 1998; Kim et al. 2008), entretanto, as células
silenciadas para Nekl praticamente nao apresentaram parada no ciclo, quando
tratadas com esses agentes, em contraste com as selvagens, que apresentaram
parada significativa em G2/M com 24 h de tratamento e permaneceram até 48h (Figura
27 A e 27 B).

Agente indutores de ICL sdo capazes de provocar parada do ciclo em S durante
a passagem da forquilha de replicacéo pela molécula de DNA (Cruet-Hennequart et al.
2009). Nesse caso, ambas as linhagens aparentemente apresentaram parada em S
(Figura 27 A e 27 B).
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Figura 27: Efeito do silenciamento da Nekl na progressdo do ciclo celular de
células Hek293t, tratadas com agentes indutores de dano ao DNA. (A) Histograma
representativo das linhagens selvagem (WT) e silenciada para Nekl (KD) tratadas por
24 e 48 h com 400 uM de MMS, 50 uM de H;0; e 5 pg/ml (16 puM) de cisplatina. O ciclo
celular foi avalido através de citometria de fluxo com marcacédo de iodeto de propideo.
(B) quantificacéo da distribuicdo do conteudo de DNA por fase do ciclo (%). Os graficos

representam a média de trés experimentos independentes.

5. O silenciamento da Nekl altera a sinalizacdo de danos ao DNA induzidos

por cisplatina

Danos ao DNA iniciam uma rede complexa de sinalizagdo que rapidamente
recruta moléculas para o local da lesdo, ativando uma maquinaria de reparagao
especifica. Sistemas de controle do ciclo celular também séo ativados para fornecer a
célula mais tempo para reparar as lesbes, antes de completar o processo de diviséo.
As etapas de checagem (checkpoints) ocorrem em todas as fases do ciclo e impedem
que erros sejam passados para as células filhas. Existe uma ligacéo forte entre as vias

sensoras de danos e reparo, e 0S mecanismos regulatorios do ciclo. Sabe-se que
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essas vias atuam em paralelo e muitas moléculas participam de ambas, de acordo com
o estimulo desencadeador. A partir disso, a proxima etapa do trabalho foi estudar o
efeito do silenciamento da Nek1 na sinalizacdo de moléculas que possuem papel chave
na sinalizagcdo de danos e nas etapas de checagem do ciclo, visando entender a

localizacéo da Nekl nas vias de reparo.

5.1 A fosforilacdo rdpida de H2AX é alterada na auséncia da Nekl1l em resposta

a cisplatina

A fosforilagdo da histona H2AX faz parte do inicio de uma rede de
reconhecimento de lesbes do tipo DSBs e ativacdo de vias de reparo, além de estar
envolvida no remodelamento da cromatina. Embora ndo existam evidéncias que a
cisplatina produza esse tipo de lesdo diretamente, durante o reparo dos crosslinks as
fitas do DNA precisam ser excisadas e este mecanismo parece estimular o surgimento
de foci de y-H2AX, a forma fosforilada dessa histona (Mogi & Oh 2006).

Através do ensaio cometa neutro, mostrou-se que a células silenciadas para
Nekl ndo apresentam DSBs apds a exposicdo a cisplatina, e possuem reparo
deficiente dessas lesdes, além de serem mais sensiveis a esse agente quando
comparadas a linhagem selvagem. Para confirmar a auséncia de DSBs nessas células,
realizou-se um ensaio de imunodeteccdo da forma fosforilada dessa histona em
diferentes periodos ap6s a exposicao a cisplatina (figura 28). A fosforilacdo de H2AX
ocorreu rapidamente ap0s a exposicdo a 7,5 e 15 uM de cisplatina na linhagem
selvagem, mas o mesmo ndo é observado nas células silenciada, nas quais a

fosforilagdo de H2AX parece se dar mais tardiamente.
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Figura 28: Nekl é importante para a rapida fosforilacdo de H2AX apds inducéao de
dano ao DNA por cisplatina. Células Hek293t selvagens (WT) e silenciadas para
Nekl (122 e 126) foram tratadas com 7,5 e 15 uM de cisplatina por diferentes periodos
e coletadas para realizagdo de ensaio de imunodeteccgéo, a fim de identificar a forma
fosforilada da histona H2AX. A proteina GAPDAH foi utilizada como controle de
carregamento. A imagem € representativa de pelo menos trés experimentos

independentes.

5.2 Nekl é importante para a ativacdo de Chk2 e Chkl em resposta a cisplatina

Nos experimentos anteriores foi visto que o silenciamento da Nekl causa um
retardo no reparo de lesbes ao DNA causado por diferentes agentes, e essas células
também apresentam alteracdes no ciclo celular. A fim de entender o papel da Nekl na
regulacao do ciclo celular em resposta ao dano ao DNA, o proximo passo foi avaliar a
relacdo da Nekl com as principais quinases de fase de controle, analisando o perfil de
fosforilacdo da Chkl e Chk2 apds a exposi¢do a cisplatina, nas linhagens selvagem e
silenciada para Nekl. Através da técnica de imunodeteccao, encontrou-se que tanto a
Chkl quanto a Chk2 n&do foram ativadas adequadamente nas ceélulas silenciadas
através da fosforilagcdo em sitios especificos sensiveis a resposta a dano, apos a

exposicao a cisplatina (Figura 29 e 30).
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Figura 29: A Nekl é importante para a ativacado de Chklem resposta a cisplatina.
Células Hek293t selvagens (WT) e silenciada (KD) foram tratradas com 15 pM de
cisplatina por 1 h e entdo coletadas para analise da fosforilagdo da Chkl na Ser296

através da técnica de imunodeteccéo. A coloracdo da membrana com Coomasie blue
foi utilizada como controle de carregamento. A imagem é representativa de pelo menos

trés experimentos independentes.
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Figura 30: O silenciamento da Nekl altera a ativacdo de Chk2 em resposta a
cisplatina. Células Hek293t selvagens (WT) e silenciadas (122 e 126) foram tratadas
com 7,5 e 15 uM de cisplatina por diferentes periodos, e entdo coletadas para analise
da fosforilagédo da Chk2 no sitio Thr68, através da técnica de western blot. A proteina
GAPDH foi utilizada como controle de carregamento. A imagem € representativa de

pelo menos trés experimentos independentes.
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5.3 O silenciamento da Nekl afeta a sinalizacdo de danos induzidos por

cisplatina via Fanconi/BRCAL1l

A préxima etapa do estudo foi avaliar a interacdo da quinase Nekl com
proteinas envolvidas diretamente no reparo das ligacdes cruzadas intercadeia.
Primeiramente estudou-se a BRCA1, um supressor tumoral que atua na sinalizacao de
dano ao DNA e conecta diferentes vias de reparo, sendo essencial para mecanismos
de reparo por recombinacdo homologa. Também é encontrada interagindo com a
FANCD2, e sua auséncia é associada a reducdo da ubiquitinagdo da FANCD2, um
passo essencial para ativacdo da via de Fanconi e para o reparo das ICLs. Para este
estudo, células silenciadas e selvagens foram expostas a cisplatinas e a fosforilagéo
dessa proteina foi avaliada por imunodeteccado. Observou-se a rapida fosforilacao
dessa proteina na linhagem selvagem apdés o tratamento com 15 uM de cisplatina em

contraste com a silenciada (figura 31).

Cisplatin 15 uM
WT KD
0" 10° 30" 1h 2h 0’ 10°30’ 1h 2h

2
-+++ + 4+ -+++++

pBRCA1(Ser1524)

Figura 31: A Nekl é importate para a rapida ativacdo de BRCA1 ap0s a exposicao

a cisplatina. Células Hek293t selvagens (WT) e silenciada (KD) foram tratradas com
15 puM de cisplatina por diferentes periodos e entdo coletadas para analise da
fosforilagdo da BRCAL no sitio Ser1524, através da técnica de imunodetec¢cdo. Como
controle de carregamento do experimento foi utilizada a pan-actina. A imagem é

representativa de pelo menos trés experimentos independentes.
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A fim de investigar a relacdo da Nekl com a via de Fanconi, as células foram
tratadas com 7,5 uM de cisplatina por 2h e em seguida o meio foi substituido por novo,
sem o quimioterapioco. Em tempos posteriores, as células foram coletadas, lisadas e o
extrato proteico foi testado quanto ao estado de ubiquitinizacdo da FANCD2, que € um
passo chave para o reparo dos crosslinks pela via de Fanconi (Figura 32). A linhagem
silenciada apresentou um atraso no aparecimento na forma mono-ubiquitinada da
proteina (FANCD2-L), indicando que esta ocorrendo um impedimento desse
mecanismo nessas ceélulas. A monoubiquitinizacdo da FANCD2 ocorre durante a
progressdo da fase S, ou em resposta a danos ao DNA, e depende da sinalizacdo de
outras moléculas que participam da via de Fanconi e de outras vias de reparo, além de

processos envolvidos na progressao do ciclo celular.

Hek WT Hek KD (122)
Cont Oh  6h 12h 24h Cont Oh  6h  12h 24h 7 5um cisp (2h)

— FANCD2-L - ‘ ‘
-
- ¥ — FANCD2-S

T e e e . T W e s WS TUBULINA

FANCD2

Figura 32: Perfil de ubiquitinacdo de FANCD2 de linhagens KD e WT expostas a
cisplatina. As células foram tratadas por 2h com 7,5 uM de cisplatina e em diferentes
periodos foram coletas para verificar a perfil de ubiquitinagdo da proteina FANCD2.
(FAND2-L- forma mono-ubiquitinada; FANCD2-S forma nao-ubiquitinada).
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6. Estudo de interacédo proteica da Nek1

O estudo de moléculas que interagem com uma proteina pode ser fundamental
para a compreensdo da sua fungdo. Através da protedbmica, muitos avangos tem sido
feitos em diferentes areas. As ferramentas utilizadas para a andlise de um proteoma
geralmente incluem a extracdo do material proteico de um modelo biolégico que pode
ter sofrido uma condicéo diferente da normal, como privacdo de nutrientes e alteracao
térmica. As proteinas de interesse sdo geralmente separadas através de eletroforese
e/ou cromotografia e em seguida identificadas através de técnicas bastante precisas,
como a espectrometria de massas.

Estudos anteriores foram realizados utilizando a Nekl como molécula alvo, mas
até hoje ndo se obteve resultados a partir de uma situacao fisioldgica ou induzindo
estresse genotoxico. Com esse intuito, foram realizados estudos de interacdo proteica
da Nekl através de ensaios de co-imunoprecipitacdo, seguida por analises de
espectrometria de massas. Foram utilizados anticorpos anti-Nekl e anti-Flag para
imunoprecipitar a Nekl endogena, ou a Nekl fusionada ao peptideo Flag, transfectada
em células Hek293t selvagem. Os imunoprecipitados obtidos foram digeridos com
tripsina e avaliados em espectrometro de massa do tipo Eletrospray Q-Tof, no modo
positivo, para a obtencdo de espectros do tipo MS-MS. A andlise dos dados foi feita
utilizando o software MASCOT e o Swiss prot como banco de dados, disponivel na
internet, considerando apenas sequéncias humanas.

Inicialmente foram utilizadas células Hek293t transfectadas com a Nekl
fusionada a Flag. Como resultado, foram encontrados poucos peptideos dessa
quinase. Grande parte dos dados obtidos pertence a proteinas identificadas a partir de
poucos peptideos e com pouca cobertura, mas que podem apresentar alguma relacéo

com a possivel funcdo da Nekl (Tabela 4).
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Tabela 4: Identificacdo de possiveis proteinas que interagem com a Nek1

Proteinas relacionadas a ubiquitinacao

HECD1_HUMAN ES3 ubiquitin-protein ligase HECTD1
HERC2_HUMAN E3 ubiquitin-protein ligase HERC2
HUWE1_HUMAN E3 ubiquitin-protein ligase HUWE1
K0614_HUMAN Probable E3 ubiquitin-protein ligase C120rf51
MIB1_HUMAN E3 ubiquitin-protein ligase MIB1

MYCB2_HUMAN Probable E3 ubiquitin-protein ligase
NSE2_HUMAN E3 SUMO-protein ligase NSE2

TRI33_HUMAN E3 ubiquitin-protein ligase TRIM33
TRI37_HUMAN E3 ubiquitin-protein ligase TRIM37

U2QL1 HUMAN Ubiquitin-conjugating enzyme E2Q-like protein 1
UBP1_HUMAN Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 1
UBP11_HUMAN Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 11

UBP24 HUMAN Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 24
UBP27_HUMAN Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 27
UBP31_HUMAN Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 31
UBP33_HUMAN Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 33
UBP36_HUMAN Ubiquitin carboxyl-terminal hydrolase 36
Quinesinas e proteinas motoras

KI13A_HUMAN Kinesin-like protein KIF13A

KI20B_HUMAN Kinesin-like protein KIF20B

KI26B_HUMAN Kinesin-like protein KIF26B

KIF24_HUMAN Kinesin-like protein KIF24

Dano e reparo de DNA

ATRX_HUMAN Transcriptional regulator ATRX

BRCA2_HUMAN Breast cancer type 2 susceptibility protein
FANCB_HUMAN Fanconi anemia group B protein
FANCG_HUMAN Fanconi anemia group G protein
G45IP_HUMAN Growth arrest and DNA damage-inducible proteins-interacting protein 1
PAF_HUMAN PCNA-associated factor

PRKDC_HUMAN DNA-dependent protein kinase catalytic subunit
RAD9A_HUMAN Cell cycle checkpoint control protein RAD9A
XRCC3_HUMAN DNA repair protein XRCC3

Sinalizacéo e ciclo celular

APC_HUMAN Adenomatous polyposis coli protein

APC2_HUMAN Adenomatous polyposis coli protein 2
CD5R1_HUMAN Cyclin-dependent kinase 5 activator 1
LATS2_HUMAN Serine/threonine-protein kinase LATS2 OS=Homo sapiens GN=LATS2 PE=1 SV=2
MACF1_HUMAN Microtubule-actin cross-linking factor 1, isoforms 1/2/3/5
MACF4_HUMAN Microtubule-actin cross-linking factor 1, isoform 4
MDM4_HUMAN Protein Mdm4

NEK9_HUMAN Serine/threonine-protein kinase Nek9
NUMA1_HUMAN Nuclear mitotic apparatus protein 1
PKD1_HUMAN Polycystin-1

PLK4_HUMAN Serine/threonine-protein kinase PLK4
RFC1_HUMAN Replication factor C subunit 1

SCAPE_HUMAN S phase cyclin A-associated protein in the endoplasmic reticulum
SMC3_HUMAN Structural maintenance of chromosomes protein 3
SMC6_HUMAN Structural maintenance of chromosomes protein 6
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Os experimentos posteriores foram realizados aravés da co-imunoprecipitacao
da Nekl endogena com diferentes anticorpos anti-Nekl, em extratos celulares de
Hek293t, em situacdo fisioldgica e apoOs inducdo de dano pelo tratamento com
cisplatina. N&o foram obtidos peptideos da Nekl, embora algumas proteinas
encontradas anteriormente tenham aparecido novamente entre 0s peptideos
identificados (dados ndo mostrados). Estes ensaios serdo refinados e realizados

novamente para confirmagao.
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V. DISCUSSAO

O Inicio do estudo da Nek1 em resposta a danos

O gene da Nekl em mamiferos foi inicialmente identificado a partir da clonagem
de uma biblioteca de cDNA de sangue de camundongo em 1992 (Letwin et al. 1992)
mas as primeiras evidéncias sobre seu envolvimento em reparo de DNA surgiram
apenas em 2004, quando foi demonstrado que fibroblastos deficientes em Nekl sdo
mais sensiveis a radiacao ionizante (Polci et al. 2004). Até entdo, a Nekl era apenas
associada a doenca policistica do rim (Upadhya et al. 2000) e especulava-se sobre um
possivel papel na regulacdo do ciclo celular (Arama et al. 1998; Moniz et al. 2011),
funcdo que ja era descrita em outros membros da familia das Neks (Moniz et al. 2011).
A suspeita sobre o seu envolvimento em resposta a danos ao DNA surgiu através de
um ensaio de duplo hibrido que identificou entre possiveis moléculas de interacdo com
a Nekl, proteinas de reparo como ATRX, Mrell e 53BP1. (Surpili et al. 2003). A partir
disso, outro grupo estudou a resposta da Nekl a danos ao DNA por radiacao ionizante
(RI) e encontrou o rapido aumento da sua atividade quindsica e expressao proteica e
concomitatemente redistribuicdo da Nekl do citoplasma para o nucleo, onde ela se
colocaliza com as proteinas sensoras de danos y-H2AX e Mdcl/Nfbdl (Polci et al.
2004).

A fosforilacdo da histona H2AX (y-H2AX) é estimulada em resposta a lesdes do
tipo quebra de dupla fita de DNA (DSBs) que ocorrem ap0s a expossicdo a RI. A
fosforilacdo dessa histona ocorre via ATM, sendo um passo essencial para o
recrutamento de outras moléculas sensoras de danos e de reparo de DNA, como a
MDC1, que interage com as proteinas do complexo MRN (Mrell/Rad50/ NBS1), e com
outras proteinas importantes para o reparo dessas lesdes, como 53BP1 e BRCAl
(Fernandez-Capetillo et al. 2004). Além de DSBs, a Rl também provoca outros tipos de
lesdes, como modificacbes de bases e quebras simples (SSBs) e, em menor escala, as
ligacdes cruzadas entre as fitas de DNA (Dextraze et al. 2010). Entre os tipos de lesdes
ao DNA atribuidas a radiacao ionizante, as DSBs s&o consideradas biologicamente
mais importantes, pois quando ndo reparadas devidamente, podem levar a

instabilidade gendmica e a morte celular. O reparo dessas lesdes requer um
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mecanismo complexo que abrange as vias de recombinacdo homologa (HR) e nado
homoléga (NHEJ), altamente dependentes da progressao do ciclo celular. A NHEJ
representa a principal via de reparacdo de DSBs em mamiferos e atua ao longo do
ciclo celular. Muitas vezes, pode envolver a perda de sequéncias de DNA no local da
ruptura e, portanto, € mais propensa a erros. Por outro lado, a via de reparo por HR &
restrita principalmente a fase S e G2, quando uma cromatide irmé esta disponivel como
molde, embora NHEJ permaneca funcional nessas fases. A importancia de NHEJ no
reparo de DSBs induzidas por Rl pode ser demonstrada pela radiossensibilidade
aumentada dos mutantes dessa via em todas as fases do ciclo celular, em relacdo aos
mutantes de RH, que sao tipicamente menos sensiveis do que mutantes NHEJ, devido
a restricdo de RH para fases do ciclo celular (Jeggo et al. 2011). As células deficientes
em Nekl também se mostraram mais sensiveis a radiacdo ionizante, indicando um
possivel envolvimento da Nekl no reparo das lesGes causados por esse agente, e
como quinase sensora envolvida na resposta inicial ao dano, mas, nesse primeiro
momento, ndo haviam evidéncias diretas do papel da Nekl em mecanismos de reparo.

A partir desses indicios, 0 objetivo desse trabalho foi avaliar a participacdo
dessa quinase em mecanismos de dano e reparo de DNA, buscando situar a Nekl nas
vias sensoras de dano e de sinalizacdo de reparo, atribuindo uma funcdo dentro da
resposta a danos ao DNA (DDR) ap6s a exposicdo a diferentes agentes. Para isso foi
desenvolvido um modelo estavel de linhagens celulares silenciadas para Nekl por
shRNA. Essas células foram utilizadas em diferentes ensaios para avaliacdo do
fendtipo da linhagem sem a quinase atuante, em relacdo a linhagem selvagem

expressando a proteina funcional Nek1.

O reparo induzido por diferentes agentes € alterado pela auséncia da Nek1
Inicialmente testou-se a capacidade de reparo dessas células, por ensaio
cometa versao alcalina, apés inducédo de danos com o agente alquilante monofuncional
MMS, com o indutor de estresse oxidativo peroxido de hidrogénio, e com o
guimioterapico indutor de adutos covalentes intercadeia e intracadeia, cisplatina. Os
tratamentos provocaram lesdes ao DNA em ambas as linhagens, mas a silenciada

demonstrou um reparo mais lento para todos os agentes testados. Entretanto, o
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tratamento com cisplatina gerou danos iniciais mais evidentes em relacédo a selvagem,
sugerindo que a Nekl tem um papel importante no reparo das lesdes induzidas por
esse agente, e sua auséncia torna as células mais sensiveis. Um experimento
semelhante foi realizado por outro grupo avaliando a capacidade de reparo de células
deficientes em Nekl expostas a baixas doses de RI. As células deficientes
apresentaram caudas maiores apos 24h da exposicéo, indicando um reparo defectivo
das les6es induzidas por esse agente. O mesmo ocorreu na andlise de manutencao de
foci de y-H2AX nuclear, as linhagens deficientes mantiveram mais foci da histona
fosforiladas apds 24h da inducéo de dano por Rl (Chen et al. 2008). A manutencao dos
foci de y-H2AX representa a persisténcia da lesdo que nao foi reparada devidamente,
pois o complexo formado pela histona H2AX é desmontado logo apds o reparo. Além
disso, a permanéncia desses foci parecem ser indicativo de lesdes letais (Banath et al.
2010).

Aparentemente, as células silenciadas para Nekl utilizadas no ensaio cometa se
revelaram mais sensiveis a cisplatina, apresentando nucleos com caudas ausentes,
gue ao longo da cinética de reparo apresentaram mais caudas/caudas maiores, em
contraste com a selvagem, cujo perfil se mostrou o oposto. A razao dessa alteragdo no
perfil de migracdo dos nucleos seria o surgimento das lesbes do tipo crosslinks
intercadeia (ICLs), que sdo ligacbes cruzadas covalentes entre as fitas de DNA
formadas apds a exposicdo a cisplatina. Essas lesfes sao capazes de bloquear a
transcricdo e a replicacéo e por isso, altamente letais para a célula (Dronkert & Kanaar
2001).

O ensaio cometa € utilizado para avaliar os danos ao DNA de acordo com o
tamanho das caudas, apdés a migracdo do conteddo nuclear na eletroforese. Essa
avaliacdo é proporcional ao desenrolamento e a quebra do DNA, descritos como
etapas iniciais para a reparacéo de ICLs. Sob condi¢cbes alcalinas, a desnaturagcéo do
DNA contendo ICLs é reprimida e a sua migracdo é retardada na eletroforese.
Portanto, o DNA contendo muitos ICLs ndo forma caudas no cometa alcalino (Cheng et
al. 2006). Para o reparo correto dessas lesbes, inicialmente deve haver o
reconhecimento dos ICLs pela forquilha de replicacdo e as fitas lesadas devem ser

incisadas em seguida. Esse processo envolve a via por excisdo de nucleotideos (NER)
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e a formacéo de DSBs, que posteriormente sdo reparadas por vias recombinacionais e
de sintese translesdo (TLS). Estruturalmente, essas quebras ndo sdo as mesmas
causadas pela Rl, mas a maquinaria utilizada no reparo dessas lesfes € semelhante
(McCabe et al. 2009).

Para comprovar se o efeito observado no cometa alcalino se deve ao reparo
incorreto dos ICLs, e ndo a resolucédo total das lesdes na linhagem silenciada, foi
utilizado como estratégia o acréscimo de um agente indutor de quebras ao tratamento
com cisplatina. Modificagées no ensaio cometa envolvendo o uso de enzimas ou outros
agentes indutores de dano ao DNA podem ser utilizadas para detectar crosslinks ou
outros tipos de lesdes (Almeida et al. 2006; Cheng et al. 2006; Olive & Banath 2009).
Para esse ensaio foi utilizado o MMS antes, depois e concomitantemente ao tratamento
com cisplatina. Observaram-se alteragdes no padrao de migracao do DNA na linhagem
silenciada quando tratada simultaneamente com as duas drogas, ou quando o
tratamento com cisplatina foi feito anterior ao MMS. Isso ocorre porque ao tratar as
células silenciadas com cisplatina, a formacédo dos ICLs surge rapidamente impedindo
a migracdo das fitas quebradas posteriormente pelo MMS, mantendo o material
genético enrolado durante ensaio. Quando o MMS ¢é adicionado antes da cisplatina, as
guebras que ocorrem na fita permitem que a molécula se desenrole e os ICLs formados
posteriormente, pela cisplatina, ndo séo suficientes para retardar a migracdo do DNA.
Na linhagem selvagem o reparo dos ICLs é mais eficiente, entdo, ndo se observa
alteracdes nos padrdes de migracdo, e o0 nUmero maior de caudas se deve a etapa de
reparo referente a excisdo das fitas. Esses resultados indicam que a Nekl é importante
para o reparo das lesdes induzidas por cisplatina e parece que a presenca dessa
guinase é necessaria para o processo de excisdo das fitas de DNA.

O mecanismo de reparo de ICLs depende da presenca da Nek1

A proxima etapa do trabalho foi avaliar a presenca de DSBs ap6és a inducao de
danos por cisplatina, como parte do processo de reparo. Para isso foi utilizada a versao
neutra do ensaio cometa, que apenas detecta esse tipo de dano. Como esperado, as
células silenciadas ndo apresentaram caudas no periodo de estudo, ao contrario da

linhagem selvagem, que exibiu um pico de quebra na molécula de DNA 4h apos a
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exposicao ao agente, indicando que existe a formacédo de DSBs nas selvagens, como
parte do processo de reparo das lesdes induzidas pela cisplatina, mas ndo na linhagem
silenciada. Na versédo alcalina do ensaio cometa, observa-se que eventualmente as
células silenciadas apresentam quebras ao longo da cinética de reparo, o que
poderiam representar a formacdo de DSBs tardias como resolucdo dos ICLs. Nesse
caso, outras proteinas, incluindo diferentes isoformas de Nek, podem eventualmente
ocupar a funcdo da Nekl, mas parece que essa reposta € mais lenta, assim como nas
lesdes induzidas por MMS, H,0O, e RI (Chen et al. 2008; Pelegrini et al. 2010).

Para confirmar os resultados obtidos pelo ensaio cometa, utilizou-se a técnica de
Host Cell Reactivation (HCR) para avaliar o envolvimento direto da Nek1 no reparo dos
ICLs. O ensaio de HCR é uma técnica usada para estimar a capacidade de reparo de
uma célula frente a uma lesdo no DNA. Neste método, a célula hospedeira é
transfectada com um plasmideo, ou transduzida com virus recombinante, contendo um
gene reporter cuja expressao € alterada através de lesdes induzidas por agentes
genotoxicos. A habilidade da célula em reparar as lesbes do plasmideo, ou do virus
transfectados/transduzidos, permite que o0 gene reporter tenha sua expressao
reativada, com o consequente aumento de sua atividade proteica. Assim, 0 uso de
genes reporteres, como 0 que expressa a proteina luciferase utilizada nesse ensaio,
permite a avaliagdo do reparo de DNA celular a partir da determinagéo da atividade do
gene transcrito, que € reduzida na presenca de lesdes. Dessa forma, € possivel
comparar linhagens e avaliar sua capacidade de reparo (Johnson & Latimer 2005).
Nesse ensaio foram utilizados os quimioterapicos cisplatina e ACNU como agentes
indutores de ICLs, e observou-se que as células silenciadas para Nekl obtiveram uma
capacidade inferior em restabelecer a atividade do gene repérter no tratamento com
cisplatina em relacdo as células selvagem, mas o mesmo ndo aconteceu com o
tratamento para ACNU.

Apesar de ambos quimioterapicos produzirem lesdes do tipo ICLs, seus
mecanismos de agdo na molécula de DNA sé&o diferentes. A cisplatina forma adutos
bifuncionais, preferencialmente na posicdo N7 da guanina, que distorcem a molécula
de DNA, e existem mais de 20 proteinas descritas no reconhecimento dessas lesoes,
entre elas a hMSH2 ou hMutS, HMG1 e HMG2, TBP e a RNApoll (Jamieson & Lippard
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1999; Wozniak & Btasiak 2002). O ACNU é um agente cloroalquilante cuja primeira
lesdo formada na célula é a O®-cloroetilguanina, um aduto instavel que leva a formacéo
de intermediarios téxicos que se ndo forem reparados, resultam em ICLs. Esses adutos
sdo reparados através da acdo da O°-metilG-DNA metiltransferase (MGMT).
Cloroetilnitrosureias, como o ACNU, geram ICLs entre a posicdo N° da citosina com a
posicdo N' da guanina da fita oposta (Ludlum 1997). Uma explicacdo para o resultado
observado pode estar no fato desses compostos gerarem lesdes distintas,
reconhecidas por mecanismos independentes, embora compartilhem vias de reparo
semelhantes. Entretanto, ndo se pode ignorar o fato da técnica de HCR utilizar um
plasmideo nao replicativo, e talvez o papel desempenhado pela Nekl no reparo das
lesdes induzidas por cisplatina seja dependente da replicagdo. Nesse caso, para
descartar o envolvimento dessa quinase no reparo das lesdes induzidas por ACNU, um
estudo mais detalhado utilizando esse agente deve ser feito, como um ensaio de
cinética de reparo utilizando o ensaio cometa, feito anteriormente com cisplatina. Além
disso, seria interessante usar outro agente indutor de ICLs para confirmar os resultados
obtidos até entéo.

A Nekl pode estar envolvida no reparo ou na formacao de DSBs?

Previamente, foi sugerido que a Nekl estava envolvida no reconhecimento e
reparo de lesBes do tipo quebras de dupla fita (Polci et al. 2004; Chen et al. 2008) e,
através desses ensaios utilizando cisplatina, observou-se a incapacidade da linhagem
silenciada para Nekl em formar DSBs. Entretanto, ambos eventos ndo s&o
excludentes, pois as DSBs induzidas por Rl e UV, mencionadas nos estudos
anteriores, sdo formadas por mecanismos distintos daquelas geradas no reparo de
ICLs. As quebras induzidas por Rl e UV séo provocadas pelo ataque dos agentes a
molécula de DNA, e mutantes radiossensiveis geralmente possuem defeitos
relacionados ao reparo de DSBs. No caso do tratamento com indutores de ICLs, esse
tipo de leséo é gerado como resultado do processamento do dano, e néo pelo ataque
direto do agente a molécula de DNA. MutacBes em genes envolvidos no reparo de
crosslinks podem alterar a formacéo e a resolugcédo das DSBs, tornando as células mais

sensiveis a diferentes agentes. Em mamiferos, sabe-se que parte da via NER participa
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do reparo dos crosslinks sendo responsavel pela clivagem das fitas. Estudos
demonstram a importancia das endonucleases XPF-ERCC1, Mus81-Emel e SLX4, e
da exonuclease SNM1A na clivagem das fitas lesadas e na formagédo de DSBs em
resposta a ICLs. Entretanto, algumas questdes sobre esse processo permanecem em
aberto. Uma questdo fundamental a ser respondida € se todas as diferentes
endonucleases estdo envolvidas na etapa de incisdo, atuando ao mesmo tempo, ou
sdo recrutadas especificamente e sequencialmente para os sitios de ICL dependendo
do contexto em que estas lesdes séo reconhecidas ao longo das fases do ciclo celular.
Um segundo ponto que ainda precisa ser esclarecido trata-se de como as nucleases
sdo reguladas, no tempo e no espaco, durante o reparo dos ICLs. Atualmente, a idéia
mais aceita implica que as nucleases atuam dependendo do contexto pelo qual o ICL é
detectado pela forquilha de replicacdo e de acordo com a fase do ciclo na qual a célula
se encontra. Por isso existem tantas contradicbes na literatura sobre o papel dessas
enzimas (Sengerova et al. 2011).

Um dos motivos pelos quais as células silenciadas para Nekl ndo apresentam
DBSs no cometa neutro, e possuem um reparo mais lento apos a inducao de danos por
cisplatina, pode ser o comprometimento do ciclo celular apresentado por essas células.
Além disso, a Nekl mostrou-se envolvida na resposta rapida a diferentes agentes
genotoxicos e proteinas envolvidas no inicio da rota de reparo ao DNA, como a ATR e
a ATM, sdo encontradas ativas logo apés a inducdo de dano ao material genético, e
participam das etapas de checagem para a parada do ciclo e reparo, pois alguns tipos
de lesdo, como as DSBs, sdo mais letais e requerem uma resposta rapida da célula
(Shiloh 2003). A indugéo dos pontos de checagem de ciclo representa um mecanismo
amplamente distribuido na natureza, que tem como objetivo fornecer tempo adicional
para a reparacao, limitando a progressao de células com danos no DNA né&o reparado
em fases criticas do ciclo celular, tais como replicagdo e mitose. Embora seja uma
estratégia eficiente em limitar e propagar a instabilidade genémica, esses mecanismos
abrigam limitag@es intrinsecas. (Lobrich & Jeggo 2007; Deckbar et al. 2010; Deckbar et
al. 2011). Nem todos os tipos de dano ao DNA s&o capazes de iniciar um processo de

sinalizacdo e, portanto, a inducdo da etapa de checagem. Além disso, mutagbes em
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componentes dessas vias permitem a propagacao e acumulo de danos, contribuindo
para a oncogénese (Jeggo & Lobrich 2006).

Outras Neks ja se mostraram envolvidas na regulacdo do ciclo celular e nas
etapas de checagem (Moniz et al. 2011). O primeiro membro estudado, a proteina
Nima, foi identificada devido sua importancia na regulacdo do ciclo celular do fungo
Aspergillus nidulans. A superexpressdo de NIMA em células de vertebrados causa
entrada prematura na mitose e mutantes na qual essa proteina é inativada apresentam
parada em G2 (Lu & Hunter 1995b, a). Outras Neks de mamiferos, como a Nek2, 6, 7 e
9 parecem desempenhar papel na regulacdo do ciclo celular, atuando na separagéao do

centrossomo durante a mitose e na formacao do fuso mitético (Moniz et al. 2011).

O silenciamento da Nekl altera as etapas de controle do ciclo celular apdés
inducado de dano

Um estudo avaliando o efeito do silenciamento da Nekl na progressao do ciclo
celular por citometria de fluxo foi realizado utilizando os agentes MMS, peroxido de
hidrogénio e cisplatina. As células silenciadas falharam em parar o ciclo quando
tratadas com MMS e H,0,, em contraste com as selvagens, que apresentaram parada
significativa em G2/M com 24 h e 48h de tratamento. A Nekl parece ser importante
para a etapa de controle em G2/M induzidos por MMS e peréxido com grande perda da
parada apds esses tratamentos. Resultados semelhantes foram encontrados em
células deficientes em Nekl que apos exposicdo a RI, falharam em parar em G1/S e
G2/M (Chen et al. 2008).

Em contraste, o tratamento com cisplatina parece provocar uma parada na fase
S em ambas as linhagens que apresentaram um aumento da populacao de células 4N,
apesar do retardo marcante na reparagdo de ICLs observado nas células silenciadas.
Uma provavél hipétese é que enquanto as celulas selvagens param devido a ativacao
de um ponto de checagem em G2/M, células Nek1l silenciadas ficam presas no final de
S, com um conteudo de DNA 4N devido a ICLs néo resolvidas. Isto € corroborado pela
auséncia de DSBs nas silenciadas logo ap6s o tratamento com CPT, sugerindo que
Nekl é importante para a formacdo das DSBs como uma etapa crucial para a

resolucao de ICLs que ocorre predominantemente na fase S do ciclo.
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Esses dados demonstram que a Nekl é importante para a ativacdo adequada
das etapas de controle do ciclo e do reparo do DNA. Células deficientes em Nekl ndo
conseguem parar em G1/S ou G2/M. Esse controle defeituoso pode estar associado a
falhas em ativar efetivamente as principais quinases Chkl e Chk2. Por isso foi
realizado um estudo de imunodeteccdo dessas quinases apos a inducédo de danos por
cisplatina. Tanto a Chkl quanto a Chk2 nado foram ativadas adequadamente através da
fosforilacdo na linhagem silenciada em sitios especificos. Sob inducao de dano por IR e
UV, células negativas para Nekl também falharam em ativar Chkl e Chk2 através da
fosforilacdo (Chen et al. 2008).

A importancia da fase S para o reparo de lesdes ICLs

Alguns estudos demonstram que o reparo das ICLs esta acoplado a replicacéo
do DNA que ocorre na fase S. Geralmente agentes indutores desse tipo de lesdo
provocam paradas nessa fase (Banath et al. 2010). E nesse momento que o material
genético esta sendo duplicado e a forquilha de replicacdo esta avancando na molécula
de DNA. Provavelmente, componentes da forquilha servem como sensores para esse
tipo de dano e sinalizam recrutando moléculas responsaveis no reparo dessas lesdes,
uma vez que é principalmente na fase S que ocorre excisdo dos ICLs e a ativacao da
via de Fanconi (Akkari et al. 2001). Mutantes para essa via apresentam parada
prolongada em S, indicando a importancia dessas proteinas para o reparo de ICLs
nessa fase. Somado a isso, quebras cromossomais e a formacdo de DSBs ocorrem
também ao longo da fase S (Akkari et al. 2001; Pichierri & Rosselli 2004b). A H2AX é
fosforilada em S quando as células sdo tratadas com cisplatina, pois no reparo dos
ICLs, a etapa de corte das fitas via NER (XPF/ERCCL1) ocorre durante a replicacao,

entdo, essa fase é crucial para o reparo desses adutos (Olive & Banath 2009).

A auséncia da Nekl pode comprometer a sinalizacdo em resposta a danos
induzidos por cisplatina?

Células silenciadas para Nekl possuem reparo deficiente de lesbes induzidas
por cisplatina e a etapa de desenrolamento e excisdo das fitas parece estar

prejudicada. Uma vez que o reparo de ICLs estimula o surgimento de foci de y-H2AX
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através do surgimento de DSBs durante a fase S, realizou-se um ensaio de
imunodeteccéo da forma fosforilada dessa histona para confirmar a auséncia de DSBs
nessas ceélulas em diferentes periodos apds a exposicdo a cisplatina. Células
selvagens apresentaram a fosforilacdo rdpida de H2AX, mas o mesmo nao é
observado nas células silenciadas, confirmando o resultado obtido anteriormente no
ensaio cometa.

Uma vez que o reparo dos ICLs se mostrou comprometido na etapa de formacgao
de DSBs, buscou-se efeito da Nekl em outros componentes da via de reparagao.
Através de ensaios de imunodeteccéo, foi demonstrado que células silenciadas para
Nekl apresentam um atraso no aparecimento da forma mono-ubiquitinada de FANCD2
e na fosforilagdo de BRCA1l em comparacdo a selvagem quando tratadas com
cisplatina. Nao existe um consenso na literatura se resseccdo das fitas lesadas é
necessaria para a monoubiquitinacdo da FANCD2 ou o contrario. Mais recentemente
tem se atribuido a componentes da via de Fanconi a regulacdo do processo de excisao
das fitas lesadas e ndo apenas aos componentes de NER (Crossan & Patel 2012).
Segundo o modelo classico, FANCD2 é monoubiquitinada por componentes do
complexo 1 da via de Fanconi durantes a fase S do ciclo, apds o encontro da forquilha
de replicacdo com o ICL. A FANCD2-ub interage com BRCA2 formando o complexo 2
com outras moléculas e possibilita a continuidade do processo de reparo através da
recombinacdo homologa (HR) ou sintese translesdo (TLS). As DBSs geradas na fase S
podem ser reparada por HR. A funcdo de BRCA1l ainda ndo esta totalmente
estabelecida, mas ela faz parte da via de reparo por HR e colocaliza com Rad51 em
sitios de sintese de DNA ap0s parada da replicacéo reforcando a acdo desse complexo
(Long & Walter 2012). A FANCD2 monoubiquitinada € encontrada associada com
BRCAL, BRCA2, Rad51, PCNA e NBS1, proteinas da via de HR (Moldovan & D'Andrea
2009). Esses achados sado fortes indicios de que a Nekl pode estar atuando nao
apenas como uma quinase sensora no inicio da resposta a danos ao DNA em geral,
mas faz parte de uma rede de sinalizacdo mais especifica de reparo de lesbes
induzidas por cisplatina, como as ICLs.

Contudo, ndo se pode descartar a idéia de que a Nekl participe como uma

guinase indutora de pontos de checagem de ciclo dependente de danos, uma vez que
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sua auséncia parace alterar a parada em G1/S e G2/M na presenca de danos ao DNA
induzidos por alguns agentes. Lesoes tipo ICL formam distor¢cdes na molécula de DNA
gue blogueiam processos vitais para a célula como a transcricdo e a replicagdo e por
isso sdo muito toxicas. O principal ponto de checagem dessas lesdes acontecem na
fase S, durante o andamento da forquilha de replicacao e a continuidade do ciclo frente
a nao resolucdo dessas pode ser fatal para a célula. Entdo, mesmo que um
componente da maquinaria de sinalizacdo de dano ou reparo esteja ausente, 0 que
poderia ser o caso da Nekl, o progresso do ciclo fica comprometido fisicamente.
Enguanto que para outros agentes existem diferente tipos de mecanimo de resisténcia
descritos envolvendo genes de reparo e supressores tumorais, 0s agentes indutores de
crosslinks como a cisplatina estdo relacionados principalmente com a captacdo do
agente pela célula (Kartalou & Essigmann 2001).

Células eucariotas encontraram uma alternativa para esse tipo de problema,
desenvolvendo vias sinalizadoras interligadas e redundantes e por esse motivo
encontramos na natureza organismos deficientes para um gene sem apresentar um
fendtipo letal. Ao mesmo tempo que mais de uma molécula é encontrada realizando a
mesma funcédo, pode-se encontrar uma proteina realizando muitas funcoées.

As quinases sensoras de dano ATM e ATR sdo exemplos bem caracterizados
de proteinas que desempenham muitas fun¢cdes como integradoras de diferentes vias
de reparacdo. ATM atua principalmente em resposta a DSBs e ATR é acionada durante
a fase S pela replicacdo do DNA (Cimprich & Cortez 2008). Sendo a Nek1l uma quinase
envolvida em DDR, é de se esperar que exista uma interacdo entre essas proteinas.
Um trabalho realizado recentemente caracterizou as consequéncias da inativacao de
ATM e ATR na funcdo de Nekl e vice-versa em resposta a danos induzidos por RI
(Chen et al. 2011b). A expressao e a atividade quinasica de Nekl bem como sua
localizacdo em foci de dano ao DNA permaneceram intactos em células deficientes
para ATM ou ATR. As principais atividades de ATM e ATR também se conservaram em
células deficientes para Nekl, indicando que a via de atuacdo da Nekl, nesse caso,

nao é diretamente dependente das atividades de ATM ou ATR.

A Nek1 é uma proteina citoplasmatica capaz de circular pelo nucleo celular
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Outro ponto importante a ser discutido a respeito do papel da Nekl é sobre a
sua localizacéo celular. A Nekl apresenta em sua sequéncia dois dominios classicos
de localizacdo nuclear (Nuclear Localization Signals- NLS) embora ela pareca ser
predominantemente citoplasmatica. Estudos mostram que ela circula entre o nucleo e o
citoplasma (Feige et al. 2006; Hilton et al. 2009) e a exposi¢cao de células humanas a
diferentes agentes indutores de dano ao DNA incluindo RI, UV, MMS, Peroxido de
Hidrogénio, Cislplatina, Mitomicina C, inibidores de Topoisomerase e Andriamicina
provoca a redistribuicdo da Nekl citoplasmatica para o nucleo das células (Chen et al.
2008), indicando que a Nekl pode atuar em diferentes compartimentos celulares em
situacOes fisiologicas distintas. Existe a possibilidade dessa quinase ser uma molécula
circulante entre os compartimentos celulares e, a partir da relagdo com outras
proteinas, estabelecer interacdes que possibilitem permanecer em um determinado

local ou trafegar através da célula.

Mutacdes em Nekl sdo associadas a patologias em humanos

Modificagcdes pos-translacionais, além das interagfes proteicas, também séo
importantes fatores regulatérios na localizacdo e funcdo de uma proteina. A andlise
fosfoprotedmica realizada a partir de cérebros em desenvolvimento de camundongo
identificou trés residuos capazes de serem fosforilados de Nekl (Ballif et al. 2004).
Esses achados sdo muito promissores e merecem uma atengdo maior uma vez que
camundongos deficientes em Nekl apresentam defeitos de desenvolvimento que
incluem ma formacédo, anemia, anormalidades neuroldgicas, esterilidade no macho e
doenca policistica renal progressiva, semelhante a PKD de humanos (Upadhya et al.
2000). Em humanos, por outro lado, mutacdes da Nekl foram encontradas em biopsias
de pacientes com diferentes tipos de tumores que estdo apresentados na Tabela 5
(Davies et al. 2005).

Por se tratar de uma quinase pouco conhecida e que apenas na ultima década
teve sua funcdo estudada, é de se esperar poucos estudos associando mutacfes da
Nekl a tumores em humanos, como apresentado na tabela 5. Porém, isso néo significa
gue essa proteina ndo esteja envolvida com predisposi¢cdes ou surgimento de tumores.

Ao contrario, espera-se cada vez mais associagdes visto que células deficientes para
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Nekl sofrem mitose desordenada, apresentam aberracées cromossdmicas e tornam-se
aneuploides apos multiplas divisbes celulares, adquirindo atividade de células
transformadas (Chen et al. 2011a). A aneuploidia € uma caracteristica comum em
tumores humanos e tem sido relacionada ao processo de tumorigénese, contribuindo
para a progressao do tumor. Em animais idosos é observado a ocorréncia de
aneuploidia espontanea associada ao surgimento de tumores, mas apenas em
frequéncias modestas de aneuploidias, indicando que esse processo pode atuar tanto a
favor da progressao tumoral quanto como um tipo de supressor, uma vez que uma
maior instabilidade genética pode levar as células a outros eventos como morte celular
e senescéncia, além de um aumento a sensibilidade a agentes anti-tumorais (Weaver
et al. 2007). Estas células deficientes, para Nekl e anormais, obtém a capacidade de
crescer independente da inibicdo por densidade e de ancoragem, sendo capazes de
formar tumores quando inoculadas em camundongos. Nekl também parece funcionar
como um supressor tumoral, visto que camundongos heterozigotos Nekl/kat2j
desenvolvem tumores, especialmente linfomas, com maior incidéncia quando
comparados com animais selvagens. Através desses estudos, observa-se a
importancia da Nekl para a preservacdo da informacdo genética, através da regulacao
e fidelidade da segregacao cromossomal.

A Nekl, como outras quinases e Nrks, pode néo ser essencial para a entrada ou
para a progressdo da mitose, mas ao invés disso, talvez ela seja importante para a
regulacéo e fidelidade da segregacdo cromossomal. Em linhagem de epitélio de rim de
camundongo, transcritos de Nekl se localizam no centrossomo na interfase associados
com o polo do fuso mitético durante a mitose (Mahjoub et al. 2005) e células deficientes
em Nekl desenvolvem aberracbes cromossdmicas durante a mitose, tornando-se
aneuploides depois de muitas divisdes celulares (Chen et al. 2011a). Além disso, a
exposicdo de células deficientes em Nekl a RI provoca mais quebras cromossdmicas
como resultado de um reparo defeituoso (Chen et al. 2008). Somando ao seu
envolvimento na resposta a danos ao DNA, a Nekl parace ser um importante protetor

do genoma.
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Tabela 5: Mutacbes de Nekl encontradas em amostra tumores de diferentes

tecidos de humanos.

Tecido Fonte da Mutacédo || Mutacao
Primério Histologia Subtipo Histoldgico amostra Zigosidade AA PB
Estdmago carcinoma adenocarcinoma bidpsia de tumor heterozigoto E752G 2255A>G
Pulméo carcinoma | Carcin. de cels. ndo pequenas | cultura de células | desconhecido | A294P 2255A>G
Pulméo carcinoma Carcin. de cels. Grande bidpsia de tumor heterozigoto E25K 73G>A
Intest. Grosso carcinoma adenocarcinoma bidpsia de tumor heterozigoto N181N 543T>C
Ovaério carcinoma carcinoma seroso bidpsia de tumor heterozigoto C191F 572G>T
Ovério carcinoma carcinoma seroso biépsia de tumor heterozigoto K779N 2337A>T
Intest. Grosso carcinoma adenocarcinoma desconhecido desconhecido | S1047S | 3141G>A
Intest. Grosso carcinoma adenocarcinoma desconhecido desconhecido | F1230L | 3690C>A
Intest. Grosso carcinoma adenocarcinoma desconhecido desconhecido R608C 1822C>T
Intest. Grosso carcinoma adenocarcinoma desconhecido desconhecido L943V 2827T>G
Adaptado de Catalogue Of Somatic Mutations In Cancer disponivel em

http://www.sanger.ac.uk/genetics/CGP/cosmic/.

Além de associada a tumores, mais recentemente, mutagées no gene da Nekl
foram encontradas em neonatos diagnosticados com a Sindrome de Costela Curta e
Polidactilia tipo Majewski (SCCPM), uma osteocondrodisplasia autosomal-recessiva
letal, que é classificada em quatro tipos principais de acordo com as caracteristica e
mutacBes apresentadas pelos portadores (Thiel et al. 2011). MutacBes em Nekl foi
encontrada no tipo Il, cujas caracteristicas principais sdo 0ssos tubulares curtos com
extremidades lisas, polidactilia pré e pés-axial e osso tibial curto ou ausente. Outras
caracteristicas incluem labio leporino e fenda palatina, malformacdes da epiglote e
laringe, hipoplésia toraxica, policistos renais, anormalidades intestinais e de multiplos
orgdos (Naki et al. 2005). A SCCPM esta associada a mutacdes em genes que
codificam proteinas envolvidas na manutencéo, na formacéo e na funcdo correta dos
cilios e por isso, é considerada uma ciliopatia de desenvolvimento. Foi demonstrado
anteriormente que a Nekl é importante para a manutencdo do centrossomo e para a
ciliogénese, regulando a montagem e a desmontagem dos cilios ao longo da mitose
(Shalom et al. 2008; White & Quarmby 2008). Alteracdes nessa proteina, associadas a
outras mutacdes, podem levar a um fendtipo severo, como o observado na SCCPM.

Em animais deficientes em Nekl, observam-se algumas caracteristicas semelhantes as
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encontradas nos pacientes humanos, como problema de desenvolvimento e policistos
renais, entretanto, essas caracteristicas apresentam-se mais severas em humanos
portadores da SCCPM por esses apresentarem mutagbes associadas, geralmente
aparecendo em homozigose e fruto de casamentos/relacdes consanguineos (o0 que

favorece o surgimento de mutacées em homozigose).

Estudos de interacdo proteica

Em vista de todos os dados apresentados, ndo resta diavidas sobre o
envolvimento da Nekl na resposta a danos ao DNA. No entanto, os estudos realizados
até entdo, mesmo aqueles buscando o efeito da Nekl na sinalizac&o de vias de reparo,
parecem ensaios de tentativa e erro, nos quais se busca o efeito da presenga da Nekl
(e muitas vezes, da auséncia) em uma determinada situacdo e se compara com 0
estado oposto. Esse tipo de abordagem € muito importante para o inicio de um estudo,
para se estabelecer um nicho de atuac&o e adquirir experiéncia no assunto. Mas para
entender a funcé@o biolégica de uma molécula € necesséario passar para uma nova
etapa, investindo em outro tipo de abordagem.

O comentario sobre a regulacdo das proteinas envolvidas na PKD feito por
Dutcher & Lin evocando o conto infantil “cachinhos dourados e os trés ursos ” ilustra
perfeitamente este ponto de vista (Dutcher & Lin 2011). No conto infantil, a menina
procura por itens na casa dos ursos, através da tentativa e erro, que lhe encaixem
melhor e os autores afirmam que a regulacdo dessas proteinas ndo pode ser feita
dessa forma.

No estudo da funcdo da Nekl alguns nichos de atuacédo ja foram estabelecidos
e agora € preciso avancar através de ensaios mais especificos para estabelecer, de
fato, a via de acdo dessa quinase. Em meio a isso, estudos de interacdo proteica
emergem como uma transi¢ao entre duas fases de um trabalho. Ao mesmo tempo que
os dado de um ensaio de interacdo podem significar 0 comeco de uma abordagem,
inclusive baseada em dados de “tentativa e erro”, por outro lado, esse tipo de estudo
pode fornecer ferramentas necessarias para desvendar o papel de uma molécula em

determinado mecanismo biolégico.
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Um estudo anterior buscando proteinas que interagissem com a Nekl fora
realizado através de um ensaio de duplo hibrido em leveduras (Surpili et al. 2003).
Foram encontradas 11 proteinas funcionalmente divididas em trés grupos: no primeiro
foram destacadas proteinas de transporte e montagem celular, incluindo a proteina de
transporte motor KIF3A; a proteina sinalizadora tuberina e uma homologa a a-catulina;
0 segundo grupo inclui as proteinas relacionadas a resposta a danos ao DNA,
destacandado-se uma homodloga da Rad54, a ATRX, a 53BP1l, a MrellA, a
subunidade regulatéria B56 da PP2A e a YWHAH; e o terceiro grupo é formado por
proteinas que atuam no desenvolvimento de prolongamentos neuronais, a Fez-1 e a
Fez-2 (Bloom & Horvitz 1997).

Posteriormente, foi mostrado o envolvimento da Nekl com uma proteina da
membrana mitocondrial, a VDAC1, através da sua fosforilagdo. A relacao entre essas
proteinas pode alterar a permeabilidade mitocondrial e provocar a morte celular. A
partir desses achados foi montado um possivel modelo de atuacdo da Nekl frente a
danos, na qual a auséncia da Nekl tornaria a célula mais suscetivel a morte pela
instabilidade do potencial da membrana mitocondrial (Chen et al. 2009). Mais
recentemente, foi proposto a interacdo da Nekl com a proteina TAZ, uma E3 ubiquitina
ligase, atuando em um sistema de regulacao dos niveis de policistina 2 (PKD2) através
da fosforilacdo e ubiquitinacdo dessas moléculas (Yim et al. 2011). Esssa interacéo
explicaria o papel da Nekl na ciliogénese e no surgimento das patologias associadas a
cilios, como a PKD e SCCPM.

A Nekl pode estar participando de diferentes eventos celulares através da
interacdo com moléculas dindmicas, como as ubiquitinas ligases

Os ensaios realizados em situacao de inducao de lesdo ao DNA ndo mostraram
a interacdo direta de proteinas com a Nekl, embora observaram-se alteracbes na
sinalizacdo da resposta a danos na auséncia dessa quinase. Com o objetivo de tentar
localizar a Nekl dentro de uma via de sinalizacéo e encontrar proteinas que interajam
com ela, foram realizados ensaios de co-imunoprecipitagdo seguida da analise por
espectrometria de massas. A vantagem do ensaio em células eucarioticas em relacao

aos realizados anteriormente utilizando o duplo hibrido em modelo de levedura é que,
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nesse caso, as condi¢cdes do modelo estudado podem ser manipuladas, induzindo uma
situacdo de estresse genotoxico que podera ser comparada posteriormente a
fisiologica. Entre as proteinas encontradas nesse estudo se destacam as quinesinas e
as enzimas relacionadas a ubiquitinas e proteinas relacionadas a essas, além de
algumas relacionadas a resposta a dano e sinalizacdo celular.

Um estudo anterior ja havia mostrado a possivel interacdo da Nekl com a
KIF3A, demonstrando a ligacdo dessas proteinas com o transporte motor. As
quinesinas (também conhecidas como KIFs) sdo importantes motores moleculares que
transportam diversas cargas dentro das células, incluindo organelas membranosas,
complexos de proteinas e mMRNAs. Essa proteinas sdo reguladas através de sua
fosforilagdo, que promove a formacdo de complexos entre as KIFs e as moléculas
cargas, e também entre outras proteinas acopladoras. Diferentes membros dessa
familia podem ter uma funcao sobreposta, garantido a manutencao da fisiologia celular.
Defeitos nos mecanismos de tranporte nas células podem acarretar em alteracdes no
desenvolvimento e predisposicdo a tumores (Hirokawa et al. 2009).

As proteinas relacionadas a ubiquitinizacdo encontradas no ensaio foram
bastantes numerosas e se destacam por participarem de diferentes processos dentro
das células. O principal papel associado a ubiquitinacdo estd na degradacdo de
proteinas, entretanto, € igualmente importante na regulacdo de diversos eventos
celulares que incluem a apoptose, a progressao do ciclo celular, a transcrigcdo génica, o
transporte celular, a infecdo viral e o reparo do DNA. Esse processo envolve trés
etapas sequenciais dependente de enzimas diferentes: a enzima ativadora da
ubiquitina (E1), a enzima conjugadora de ubiquitina (E2) e a enzima ubiquitina-ligase
(E3). A regidao C-terminal da ubiquitina € ativada através da formacdo de uma ligacao
tioéster dependente de ATP com a enzima E1. A ubiquitina é transferida para a enzima
E2, podendo liberar a enzima E1. O passo final catalisa adicdo covalente da ubiquitina
a um residuo de lisina no substrato alvo. Isto pode ocorrer através da transferéncia
direta da enzima E2 em uma reacao facilitada por E3, ou através da transferéncia da
ubiquitina para a E3, formando um intermediario antes da conjugagdo com o substrato.
A especificidade ao substrato é determinada pelo recrutamento de cerca de 40 enzimas

E2 diferentes e das mais de 500 diferentes tipos de ligases E3. Uma proteina alvo pode
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receber uma molécular de ubiquitina (mono-ubiquitinada) ou muitas (poli-ubiquitinada)
por reacdo. A desubiquitinacdo também €& um processo controlado e importante na
regulacéo de diferentes mecanismos celulares (Ramaekers & Wouters 2011).

O papel da ubiquitinacdo em vias de reparo de DNA esta bem estabelecido para
alguns mecanismos, como na via de tolerancia a danos (sintese translesdo) através da
ubiquitinacdo de PCNA, uma proteina que atua juntamente com as enzimas
polimerases aumentando a sua processividade. Quando ubiquitinada, essa proteina é
capaz de promover a dissociagcdo da polimerase de replicagcdo e recrutrar outras
capazes de ultrapassar as lesGes (Gan et al. 2008). Esse mecanismo é recrutado em
danos do tipo ICL e parecem atuar em paralelo a via de Fanconi (Ho & Scharer 2010).
Entre as proteinas identificadas no ensaio de interacdo proteica estdo, além de
ubiquitinas, a PAF, um fator associado ao PCNA, que parece interagir com BRCAL e se
localiza no centrossomo (Kais et al. 2011). A ubiquitinacdo de proteinas também é um
fendbmeno importante para a sinalizacdo de DSBs e para o recrutamento de moléculas
efetoras para o local da lesdo. Uma ubiquitina E3 ligase encontrada nos ensaios,
HERC2, é fosforilada apés a inducdo de danos do tipo DSB e interage com RNF8,
outra E3 ligase, sendo importante para o recrutamento de 53BP1 e BRCA1 para o local
da leséo (Bekker-Jensen et al. 2010).

Entre outras proteinas encontradas estéo as proteinas da via de Fanconi FancB
e FancG. Essas proteinas fazem parte de um complexo de moléculas que promove a
mono-ubiquitinacdo da FancD2 e da Fancl, os quais sdo processos chave para o
reconhecimento das ICLs (Moldovan & D'Andrea 2009).

Esses achados sugerem que a Nekl pode estar atuando em diferentes
mecanismos celulares direta ou indiretamente, através principalmente de processos
envolvendo a ubiquitinagdo. Em vista de todos esses dados, essa quinase se destaca
como objeto de futuros estudos nas diferentes fungbes evidenciadas aqui, devido seu
papel multi-tarefa. A Nekl parece ser uma quinase integradora de diferentes processos
celulares, sendo ativada a partir de estimulos distintos e de acordo com o tipo celular, o
gue a torna um importante alvo para terapias, através da modulac¢édo de sua atividade,
principalmente durante o desenvolvimento do organismo e durante o processo de

formacao de tumores.
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VI. CONCLUSOES

A partir da andlise dos dados contidos nesta tese é possivel concluir:
1. A Nekl é uma quinase que atua em resposta a danos ao DNA induzidos por
diferentes agentes;
2. Células silenciadas para Nekl apresentam um reparo mais lento de danos ao
DNA, induzidos por diferentes tipos de agentes lesantes do material genético;
3. Esse defeito nos mecanismos de reparo se deve a alteracdo na sinalizagcdo em
resposta ao dano que se mostrou incompleta, inclusive envolvendo as etapas de
checagem do ciclo celular;
4, O somatério de erros na resposta de danos ao DNA nas células com a Nekl
ausente pode levar a instabilidade gendmica e eventos que culminam na transformacao
celular e tumorigénese ou na morte celular, e por isso as ceélulas silenciadas
apresentam maior sensibilidade aos agentes genotoxicos;
5. A ativacdo de vias de reparo de ICLs via Fanconi/BRCA1 esta prejudicada nas
linhagens silenciadas apds exposicdo a cisplatina, e resultados preliminares sugerem
gue a Nekl pode estar atuando nesse processo através de alguns membros da prépria

via de Fanconi, e pela interacdo com proteinas ubiquitina ligase;
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VIl. PERSPECTIVAS

Embora o conjunto de dados obtidos nesse trabalho tenha resultado em
diferentes conclusdes sobre o papel da Nekl na resposta a inducédo de danos ao DNA,
restam algumas questdes que implicam nas seguintes perspectivas de trabalho:

1. Estudar a localizagdo da Nekl na via de reparo de ICL através de modelos
celulares deficientes em XPF e componentes da via de Fanconi, avaliar a atividade da
Nekl nessas células;

2. Realizar ensaio de localizacdo celular com células tranfectadas com Nekl
fusionada a GFP apds o tratamento com agentes indutores de crosslink, pois proteinas
gue atuam no reparo de danos ao DNA sdo capazes de migrar para 0 ndcleo em
situacOes de estresse genotoxico;

3. Comprovar o efeito visto no HCR com ACNU através do ensaio cometa e
verificar o efeito do silenciamento da Nekl na sinalizacdo de diferentes proteinas
envolvidas na resposta a dano de DNA, apés a exposicao a esse agente;

4, Estudar a colocalizacdo da Nekl com proteina envolvidas no reparo de ICLs
através de imunocitoquimica;

5. Avaliar o efeito do silenciamento da Nekl no ciclo celular ap6s a exposi¢do a
outros agente indutores de ICL, e ver simultaneamente o perfil de outras proteinas,
como a fosforilacdo de H2AX e a ubiquitinacdo de FANCD2;

6. Estudos de interacao proteica.
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IX. ANEXOS

Anexo I: Artigo publicado durante o periodo do doutorado referente a Tese:
“‘Nekl silencing slows down DNA repair and blocks DNA damage-induced cell

cycle arrest:”
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Never in mitosis A (NIMA)-related Kinases (Nek) are
evolutionarily conserved proteins structurally related to
the Aspergillus nidulans mitotic regulator NIMA. Nekl is
one of the 11 isoforms of the Neks identified in mammals.
Different lines of evidence suggest the participation of Nekl
in response to DNA damage, which is also supported by the
interaction of this kinase with proteins involved in DNA
repair pathways and cell cycle regulation. In this report, we
show that cells with Nekl knockdown (KD) through stable
RNA interference present a delay in DNA repair when
treated with methyl-methanesulfonate (MMS), hydrogen
peroxide (H,0;) and cisplatin (CPT). In particular,
interstrand cross links induced by CPT take much longer
to be resolved in Nekl KD cells when compared to wild-type
(WT) cells. In KD cells, phosphorylation of Chk1 in response
to CPT was strongly reduced. While WT cells accumulate in
Go/M after DNA damage with MMS and H,0,, Nekl KD
cells do not arrest, suggesting that GG,/M arrest induced by
the DNA damage requires Nekl. Surprisingly, CPT-treated
Nekl KD cells arrest with a 4N DNA content similar to WT
cells. This deregulation in cell cycle control in Nek1 KD cells
leads to an increased sensitivity to genotoxic agents when
compared to WT cells. These results suggest that Nekl is
involved in the beginning of the cellular response to
genotoxic stress and plays an important role in preventing
cell death induced by DNA damage.

Introduction

Nekl is a member of the NIMA (Never in mitosis A)-related
kinase (Nrk or Neks) family of serine/threonine kinases. In the
filamentous fungus, Aspergillus nidulans, activation of a struc-
turally related serine/threonine kinase, designated NIMA,
plays a pivotal role in controlling entry into mitosis (1-3).
Homology-based screens for NIMA genes in higher eukaryotes

have uncovered a large family of Neks and in mammals
11 Neks, Nekl to Nek11, have been identified (4). All Neks
have a conserved N-terminal kinase domain that have >40% of
amino-acid similarity and with the exception of human Nek6,
Nek7 and Nek10, possess a C-terminal non-catalytic regulatory
domain. The length and composition of motifs in the C-terminal
region vary considerably, with several protein—protein in-
teraction and protein degradation motifs (4).

Nekl has the largest non-catalytic C-terminus among
mammalian Neks, with several coiled-coil domains, PEST and
D-box degradations signals and both nuclear localization and
export consensus sequences (4). These signatures suggest that
Nekl is a highly integrated and regulated protein. Accordingly,
yeast two-hybrid assays using the central coiled-coil region of
human Nekl as bait identified 11 proteins, which include
KIF3A (kinesin family member 3A), MRE11 (meiotic recom-
bination 11), p53BP1 (p53 binding protein 1) and ATRX (alpha
thalassemia/mental retardation syndrome X-linked) (5).

The interaction of Nekl with proteins involved in DNA
repair point to the importance of Nekl in this process. The
importance of Nek1 in DNA repair has been characterized most
thoroughly in response to ionizing radiation (IR) (6). This kind
of DNA damaging agent induces predominantly double-strand
breaks (DSBs), which in mammals are repaired mainly by non-
homologous end joining (NHEJ) and to a lesser extent by
homologous recombination (HR) involving proteins already
shown to interact with Nekl, such as MRE11, p53BP1 and
ATRX (5.,7.8). IR exposure leads to nuclear localization of
Nekl in discrete nuclear points, possibly in double-strand DNA
break sites, as well as increasing Nek]1 expression and activity
(6). Lack of Nekl prevented G/S or G,/M phase arrest in
response to IR, as well as phosphorylation of Chk1 and 2 (9).
Therefore, Nekl was suggested as a kinase located at the early
steps of IR-induced DNA damage signalling.

In the present report, we show that Nekl is important in the
cellular response to the genotoxic agents methyl methanesul-
fonate (MMS), hydrogen peroxide (H,O,) and cisplatin (CPT),
which induce diverse DNA lesions and activate various
repair mechanisms. MMS is a monofunctional alkylating agent
that covalently reacts with only one nucleophilic center in
DNA, modifying guanine to 7-methylguanine and adenine to
3-methyladenine, causing the incorrect pairing of the bases
and blocking replication (10). Methyl groups can be directly
removed by DNA alkyl transferase or repaired by base excision
repair (BER) (11). H,O, produces reactive oxygen species
(ROS) resulting in apurinic or apirimidinic sites that are
repaired by BER (12). ROS also induces single- and double-
stranded DNA breaks, which may recruit several repair mech-
anisms which include HR, NHEJ, mismatch repair, translesion
synthesis and transcription-coupled repair (13). CPT treatment
induces formation of DNA intra and interstrand cross links
(ICLs), DNA—protein cross links and monoadducts with DNA
(14). ICLs represent a small amount of the total CPT lesions

© The Author 2010. Published by Oxtord University Press on behalf of the UK Environmental Mutagen Society.
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but they seem to be responsible for the cytotoxicity of CPT.
Several lines of evidence suggest that DNA cross links are
repaired through an incisional-recombinational repair mecha-
nism that involves components of nucleotide excision repair
(NER) and HR. Data with Xenopus egg extracts suggest that
DNA polymerase ( is required for ICL repair and this repair
leads to activation of ATR checkpoints and Fanconi anaemia
pathways (15).

Materials and methods

Chemicals

Dulbecco’s modified Eagle Medium (DMEM), foetal bovine serum (FBS),
trypsin—ethylenediaminetetraacetic acid (EDTA), L-glutamine, antibiotics
(penicillin/streptomycin) were purchased from Gibco BRL (Grand Island,
NY, USA). MMS, H;0> and CPT [cis-diammineplatinum(1l} dichloride] were
obtained from Sigma (St Louis, MO, USA). Low-melting point agarose and
agarose were obtained from Invitrogen (Carlsbad, CA, USA). All other
reagents were of analytical grade.

Cell culture

The Human Embryonic Kidney cells (Hek293t) and the human glioblastoma
(U87) were obtained from the American Type Culture Collection (Manassas,
VA, USA). Hek293t cells were cultivated in DMEM high glucose, and
URT cells were cultivated in DMEM (Gibco™) low glucose supplemented with
10% heat-inactivated FBS, (0.2 mg/ml L-glutamine, 100 IU/ml penicillin and
100 g/ml streptomycin. Cells were maintained in tissue culture flasks at 37°C, in
a humidified atmosphere containing 5% CO,, and were harvested by treatment
with 0.15% trypsin—0.08% EDTA in phosphate-buffered saline (PBS) solution.

RNA interference

Lentiviral encoding vectors were produced by cotransfecting pLL3.7 contain-
ing a sequence specific for human Nekl [G(2ZI2TICGAGAAATACTTCG-
TAGA; initiator A(1)TG] together with the helper vectors CMV-VSVG,
RSV-REV and pMDLg/pRRE into HEK293 cells (8,16). After 48 h,
supernatant were collected, centrifuged at 5000g for 10 min, filtered through
a 45-um mesh and added to 50% confluent cells in the presence of 100 pg/ml
of polybrene. Cells expressing green fluorescent protein (GFP) were isolated
by serial dilutions and GFP-positive colony selected. For the control of short
hairpin RNA, cell lines were transduced with lentiviral vector containing the
coditying sequence of GFP.

Protein electrophoresis and western blot

Cells were lysed in lysis buffer [50 mM Trns pH 7.4, 100 mM NaCl, | mM
dithiothreitol, | mM ethyleneglycol-bis(aminoethylether)-tetraacetic acid,
10 mM  P-glycerophosphate, 1% Triton-X 100, plus protease inhibitors
(EDTA-free tablets; Roche], and western blotting was performed as described
(17). The Nekl antibody (sc-7437) was purchased from Santa Cruz Bio-
technology (Santa Cruz, CA, USA) and Phospho-Chkl (Ser296) and Phospho-
Histone H2AX (Serl39) antibodies were from Cell Signaling Technology
(Danvers, MA, USA). Polyvinylidene difluoride membranes were stained
with coomassie blue and the stained membrane was used as a loading control.

Alkaline and neutral comet assay

Cells were treated for the indicated time, after which the media with genotoxic
agents was removed and the cells were incubated in complete media. Samples
were collected at different time points after the treatment (0.5, | and 4 h for
H,O4: 2, 4 and 12 h for MMS; 12 and 24 h for CPT) and evaluated by the
comet assay.

The alkaline comet assay was performed as described by Singh er al., with
minor modifications (18,19) and the neutral comet assay was adapted from
Singh er al. (20). Cells (3 x 10¢ cells) were seeded in complete media and
grown for 2 days prior to treatment. Cells were then incubated in FBS-free
medium with different concentrations of MMS for 2 h, CPT for 1 h or H;0; for
30 min. After trearment, cells were embedded in 0.75% low-melting point
agarose and immediately spread onto a glass microscope slide pre-coated
with a layer of 1% normal melting point agarose. The slides were then
incubated in ice-cold lysis solution [2.5 M NaCl, 10 mM Tris, 100 mM EDTA,
19 Triton X-100 and 10% dimethyl sulfoxide (DMSO), pH 10.0] at 4°C for at
least 1 h. After the lysis procedure, the slides were placed in a horizontal
electrophoresis unit with fresh alkaline buffer (300 mM NaOH. | mM EDTA,
pH = 13.0) or neutral buffer (3 M sodium acetate, | M Tris, pH 8.5), which
covered the slides for 20 min at 4°C. Electrophoresis was conducted for 20 min
at 25 V(0.9 V/em) and 300 mA for alkaline conditions and for 1 hat 14 V and
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12 mA for the neutral assay. Slides were then neutralized (0.4 M Tns, pH 7.5),
washed in double-distilled water and stained using a silver staining protocol as
described in Nadin er al. (21). After the staining step, gels were left to dry at
room temperature overnight and analyzed using an optical microscope. One
hundred cells of two replicate slides were selected and analyzed for DNA
migration. One hundred cells were scored visually according to the tail length
and the amount of DNA present in the tail. Each comet was given an arbitrary
value of 0—4 (0, undamaged; 4, maximally damaged) (22). Damage score was
thus assigned to each sample and can range from 0 (completely undamaged:
100 cells = 0) to 400 (with maximum damage: 100 cells = 4). International
guidelines and recommendations for the comet assay consider that visual
scoring of comets is a well-validated evaluation method as it is highly
comelated with computer-based image analysis (22,23).

Methyithiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide cell proliferation assay
Methylthiazolyldiphenyl-tetrazolium bromide (MTT) reduction was performed
according to Mosmann et al. (24). Cells were seeded in growth medium and
incubated overnight. Then, cells were treated for 24, 48 and 72 h with different
concentrations of MMS, H,0, or CPT. After the incubation period, the culture
medium was replaced by the MTT solution dissolved in PBS and the plates
were incubated at 37°C for 3 h. Then, all medium was aspirated and the
formazan crystals dissolved in DMSO. Results are expressed as mean per-
centage of absorbance at 570 nm in treated cells as compared to controls.

Cell cvele analysis

Cell cycle analysis was performed by use of Guava Easy Cyte Plus cell
cytometer (Guava Technologies, Hayward, CA, USA). In brief, 5 = 10° cells
were seeded in complete media and the day after, cells were incubated in
FBS-free medium with 400 pM MMS for 2 h, 5 pg/ml CPT for | h or 100 pM
H,0; for 30 min. At the end of treatment, the media with genotoxic agents was
removed and the cells were incubated in completed media for 24 or 48 h. After
this, cells were trypsinized, centrifuged and resuspended in ice-cold 70%
ethanol and left for 24 h at 4°C; then, the ethanol-fixed cells were centrifuged,
washed with PBS and resuspended in PSSI butfer (0.2 mg/ml RNAse, 20 pg/ml
propidium iodide, 0.1% Triton X-100) and incubated for 30 min at room
temperature. The data were collected and analyzed by a Guava Personal Cell
Analysis low cytometer with use of CytoSott software (Guava Technologies).
Approximately 10 000 cells were analyzed in each experiment. All analyses
were performed at least three times.

Statistics

The statistics performed were analysis of varance followed by One-way
Tukey’s Multiple Comparison Test using Prism Statistical Software from
GraphPad (GraphPad Software, San Diego, CA, USA).

Results

Nekl silencing affects DNA repair but not DNA damage

Stable Nekl silencing mediated by lentiviral-transduced
shRNAs was confirmed at the mRNA and protein level in
Hek293T and U87 cells (Figure 1A). DNA damage caused after
treatments with genotoxic agents MMS and H-,O, was not
significantly different in Nekl KD cells when compared to
WT cells as estimated by the alkaline comet assay 2 h after
treatment with MMS and 30 min with H>0O» (Figure 1B and D).
However, when the DNA repair capacity in both cells was
measured based on the decrease of DNA damage index over
time, a fast reduction was observed in WT cells whereas KD
cells took much longer to repair its DNA after treatment with
H505 or MMS (Figure 1C and E). In the cases of H20s-induced
DNA damage, the reduction in damage was very low after 4 h
(Figure 1E). With U8S7 glioma cells, Nekl KD slightly
increased the DNA damage caused by MMS and H->O; pointing
to a more important role in this malignant cell line (Figure 1F).

Nekl is important to solve CPT-induced DNA interstrand cross
links

Despite not being the most prevalent DNA alteration by CPT,
ICLs seem to be the main lesion responsible for cell toxicity.
Analysis of ICL formation and repair is contraintuitive in the
alkaline comet assay since ICL formation reduces whereas
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Fig. 1. DNA damage and repair of Nekl knockdown (KD) Hek293t cells exposed to genotoxic agents. Hek293t and U7 were silenced by lentiviral-mediated
RNA interference and selected for expression of GFP. KD cells presented reduction in mRNA (left) and protein (right) level of Nekl (A). Wild-type (WT) and Nek|
KD Hek293T cells were treated with the indicated concentrations of MMS for 2 h (B) or H,0, for 30 min (D)) and followed by the comet assay under alkaline
conditions. Time course of Hek293t cells treated with 400 pM of MMS for 2 h (C) or 50 pM of H;0; for 30 min (E). WT and KD UB7 Cells were treated
with MMS and H>O; as in B and D (F). Data are from three independent experiments; LC, loading control.

repair increases migration. This occurs because denaturation of
DNA containing ICLs is repressed and thus migration is
retarded while repair of ICLs leads to incisions near the ICLs,
thus producing DNA strand breaks which increases migration
(25). One hour of CPT treatment induced a considerable

migration of the nuclear DNA of WT cells, suggesting the
beginning of repair, which was not observed in Nek1 KD cells
(Figure 2A and B). The time course of ICL repair clearly shows
the delay of Nekl KD cells in repairing this kind of lesion,
since only after 12 h was an increase in migration observed, in
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Fig. 2. CPT induces cross links that are not resolved in Nek| KD cells. Hek293T cells were treated with different doses of CPT for | h followed by alkaline
comet assay (A). Representative photomicrographs of stained nuclel of control cells (left) or cells treated for 1 h with 5 pg/ml CPT with 0 h (middle) or 12 h
recovery (right). Arrows indicate cells with tails. Size barr = 10 um (B). Quantification of DNA damage index by comet assay under alkaline and neutral conditions
after 1 h treatment with 5 pg/ml of CPT and 0, 12 or 24 h of recovery (C). Cells were treated with CPT plus MMS (left) for 1 h, for 1 h with CPT followed
by a treatment of 1 h with MMS (middle) or for 1 h with MMS followed by a treatment of | h with CPT (right) (D). Quantification of DNA damage index

by alkaline comet assay with the combinations of CPT and MMS (E). Data are from three independent experiments. **P << (.01, ***P < 0.001 with analysis

of variance followed by One-way Tukey’s Multiple Comparison Test.

contrast to WT cells (Figure 2B and C). When only double-
strand break (DSBs) were evaluated, using the neutral comet
assay, the Nekl KD cells did not present any nuclear DNA
migration, whereas the WT cells presented a considerable
increase in migration 2 and 4 h after weatment (Figure 2C).

In order to ascertain that this lack of migration was indeed
due to the formation of cross links and not a result of complete
repair of the DNA damage, cells were pretreated with MMS 1o
induce DNA breaks followed by treatment with CPT. In this
case, an increase in migration was observed in the KD cells that
was similar to WT cells (Figure 2D and E). When CPT
treatment preceded MMS treatment, the level of DNA damage
was not different from CPT alone, strongly suggesting that the
effect seen with CPT was due to DNA ICL formation (Figure
2D and E).

Nekl is important for the phosphorylation of H2AX and Chkl
in response to CPT

Inorderto assess where in the pathway from DNA damage to cell
cycle arrest Nek 1 was acting, we analyzed the phosphorylation

450

KD WT
Cisplatin = & - +

p-Chk1 -
c .
Fig. 3. Nek! is important for Chk1 phosphorylation in response to CPT.
Hek293T cells were treated with CPT (5 pg/ml) for | h lysed and analyzed by
western blotting using an antibody against phosphor-(Ser 296)-Chkl. The
coomassie blue-stained PVDF (polyvinylidene difluoride) membrane was used

as loading control (LC). Result shown is representative of at least three
independent experiments.

status of Chkl in response to CPT in WT and KD cells. The
phosphorylation of Chkl at Ser296 was almost completely
abrogated in KD cells in response to CPT (Figure 3) suggesting
that Nekl is involved at the early event of recognition and
response to CPT-induced DNA damage. H2AX phosphorylation
at Ser 139 (also known as YH2A X)) was also reduced in KD cells
in relation to WT cells in response to CTP (data not shown).
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Knockdown of Nekl affects DNA damage-induced cell cycle
arrest

Mammalian cells treated with MMS or H,O; arrest at the G»/M
checkpoint (26,27). Nekl KD cells presented virtually no arrest
24 h after DNA damage induced by MMS or H,O, in clear
contrast with WT cells, which arrested in G»/M. This difference
was still visible after 48 h (Figure 4A and B). CPT treatment
was described to induce cell cycle arrests at the end of S phase
with a 4N DNA content regardless of whether the damage was
introduced pre- or post-DNA replication (28). CPT induced
a cell cycle arrest in WT cells with a 4N DNA content and, in
contrast to cells treated with MMS or H,0,, Nekl KD cells
treated with CPT also arrested with 4N DNA content
suggesting that Nekl is not involved in ICL-induced G,/M
arrest signaling or that the lack of ICL repair in Nekl KD cells
makes them arrest due to stalled replication forks at the end of
S phase.

Nekl silencing reduces cell survival to genotoxic agents

In order to evaluate the effect of the alteration in repair kinetics
and cell cycle arrest regulation on the biology of the cell after
genotoxic damage, we evaluated cell viability after DNA

damage. Both Hek293t and U87 cells with Nekl KD were
more sensitive to low doses of MMS, CPT and H,0,, with
higher doses being equally toxic probably due to a plateau
effect (Figure 5A). Furthermore, intermediate concentrations of
MMS, H,O, and CPT produced a faster reduction in cell
viability of KD cells when compared to WT cells (Figure 5B).
This indicates that Nek1 plays an important role in the repair of
lesions induced by MMS, H,0; and CPT, thus affecting the
overall survival of cells in which Nekl is silenced.

Discussion

IR-induced DNA damage has already been shown to activate
Nekl, which localized to nuclear foci of DNA damage.
Furthermore, deletion of Nekl reduced DNA repair and
potentiated the lethality of IR (6,9). Here, we report the
importance of Nekl in DNA damage response (DDR) after
exposure to different agents that produce an array of DNA
damage that differs from IR-induced DNA damage. We show
that Nekl KD reduces repair, cell cycle arrest and viability to
DNA damage induced by the alkylating agent MMS, the ROS
inductor H»O», and the ICL inductor CPT.
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was analyzed 24, 48 and 72 h later (B): n = 3.
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Nekl seems to play an important role in G, checkpoint arrest
induced by MMS and H,0, with a strong lack of arrest after
treatment with these agents. Surprisingly, both WT and KD
cells presented an increase of the 4N cell population when
treated with CPT, despite the striking retardation in the repair
of CPT-induced ICLs observed in Nekl KD cells. One
plausible hypothesis is that while WT cells arrested due to
G2/M checkpoint activation, Nek1 KD cells arrested at the end
of S with a 4N DNA content due to unresolved ICLs (28). This
is further supported by the absence of DSBs in Nek!l KD cells
at the early times after CPT treatment, suggesting that Nekl is
essential for the DSB formation that follows CPT-induced ICL,
since formation of DSBs is a crucial step for the ICL repair and
this step occurs predominantly in the S phase of the cell cycle
(29). Nekl KD cells eventually form DSBs, suggesting that
other proteins, including other Nek isoforms, can eventually
substitute the absent Nekl.

In response to IR, i.e predominantly DSBs formation, Nek1
was shown to be fundamental for Chkl but not for H2AX
phosphorylation, suggesting that Nekl1 is located downstream
of ATM, but upstream of Chkl in the signalling cascade
involved in the DDR to DSB (9). Similarly to what was
observed with IR, Nekl was also required to CPT-induced
phosphorylation of Chkl. Preliminary evidence suggests that
Nekl is also required for the phosphorylation of H2AX on Ser
139, which is described to be a process dependent on PI3K-like
kinases, such as ATM, ATR and DNA-PKs (30). The reduced
phosphorylation of Chkl and H2AX in response to CPT in
Nek!1-KD when compared to WT cells points to the importance
of Nekl in the signaling activated by CTP-induced DNA
damage.

Our data point to the hypothesis that Nek1 does not belong
to a specific DDR signalling complex, but acts in different
signalling pathways that respond to a variety of DNA damage.
NER, BER, HR and NHEJ all contribute to repair of DNA
damage in response to the agents used in the present study.
Lack of Nek1 retarded repair to all of these agents and affected
the cell cycle response and survival to these three agents.

The lack of repair and the increase in mortality rate in Nek1
KD cells that were exposed to genotoxic stress could be a result
of cell cycle defects. It is common that mutants related to cell
cycle regulation are more susceptible to genotoxic stress since
some repair mechanisms depend upon the normal cell cycle
progression (31). Additionally to the direct involvement of
Nekl in the detection, repair and/or signalling of DNA damage,
this kinase was shown to modulate mitochondrial function
through the association and phosphorylation of the mito-
chondrial voltage dependent anion channel 1, which seems to
modulate the cellular response to DNA damage (32). This
effect could be responsible, at least in part, for the reduced
survival to DNA damage in the Nekl KD cells. When
comparing the cancerous U87 cells with the non-cancerous
Hek cells, the former presented an increase in DNA damage
when compared to the latter in the absence of Nekl, but this
increased damage did not reflect further reduction in survival,
suggesting that this cancer cell line is able to better cope with
damaged DNA.

It is still too early to say if Nekl is acting directly in cell
cycle control or if it is acting in repair routes or even both.
Meanwhile, our results suggest a broader role of Nekl in
several kinds of DDR mechanisms and that defects in the Nek
and possibly other members of the family may be involved in
altered sensibility to several forms of DNA damage.

DNA repair and cell cyele regulation in Nekl KD cells
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Summary Malignant gliomas are the most common and
devastating primary tumors of the central nervous system.
Currently no efficient treatment is available. This study
evaluated the effect and underlying mechanisms of boldine,
an aporphine alkaloid of Peumus boldus, on glioma
proliferation and cell death. Boldine decreased the cell
number of UI38-MG, U87-MG and C6 glioma lines at
concentrations of 80, 250 and 500 uM. We observed that
cell death caused by boldine was cell-type specific and
dose-dependent. Exposure to boldine for 24 h did not
activate key mediators of apoptosis. However, it induced
alterations in the cell cycle suggesting a G»/M arrest in
U138-MG cells. Boldine had no toxic effect on non-tumor
cells when used at the same concentrations as those used on
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tumor cells. Based on these results, we speculate that
boldine may be a promising compound for evaluation as an
anti-cancer agent.

Keywords Glioma - Proliferation - Boldine -
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Introduction

Malignant gliomas are tumors that usually arise from cells of
astrocytic lineage. They are the most common and devastat-
ing primary tumors of the central nervous system (CNS) [1].
Glioblastoma multiform (GBM), or grade IV astrocytoma,
is the most frequent class of malignant primary brain
tumors and one of the most aggressive forms of cancer.
Consequently, survival after diagnosis is less than 1 year,
even when patients are freated with aggressive surgery,
radiotherapy, and common chemotherapy regimens [2, 3].

Excessive proliferation, disseminated tumor growth,
extremely rich neovascularization, evasion of immune
responses and resistance towards apoptotic stimuli are the
main features of malignant gliomas. These characteristics
make their treatment particularly complicated [4, 5]. New
therapeutic strategies are urgently needed.

The use of plants as medicines can be traced back to
early man [6]. During the last few decades, investigation
into natural compounds has been particularly successful in
the field of anti-cancer drug research [7]. The aporphine
alkaloids represent an interesting and potentially useful
category of these agents [8]. Boldine ((S5)-2,9-dihydroxy-
1,10-dimethoxy-aporphine) is an aporphine alkaloid
(Fig. 1). It occurs abundantly in the leaves and bark of
boldo (Peumus boldus Molina), a widely distributed tree
native to Chile [9]. This alkaloid has attracted attention due
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Abstract

Objective: Glioblastomas are a kind of cancer with high re-
sistance to treatments, requiring more efficient alternatives
of treatment. X-linked inhibitor of apoptosis (XIAP) is highly
expressed in gliomas and, due to its inhibition of caspases,
can participate in resistance to therapy. Here we test the
sensitization of glioma cells with XIAP gene knockdown (KD)
to drugs used in chemotherapy. Methods: We silenced XIAP
expression in UB7MG glioblastoma using stable shRNA, and
cells were treated with taxol, BCNU, temozolomide, cisplat-
in, etoposide, resveratrol (Rsv), vincristine and doxorubicin.
We analyzed cell viability, cell cycle, apoptosis and senes-
cence. Results: XIAP KD cells were more sensitive to etopo-
side, Rsv, vincristine and doxorubicin compared to wild-
type (WT) cells. Doxorubicin 1T pM and vincristine 100 nM
induced higher activation of caspases after 24 h and doxo-
rubicin induced a higher degree of senescence induction in
XIAP KD cells in relation to WT cells. Phospho-p53 and phos-
pho-H2Ax Western blot indicate subsequent DNA damage

as an important effector of doxorubicin-induced death.
Conclusions: This study suggests that XIAP inhibitors may
sensitize gliomasto certain drugs and induce death and that
the mechanisms of sensitization involve apoptosis, senes-
cence and p53 signaling. Copyright © 2012 5. Karger AG, Basel

Introduction

Glioblastoma multiforme (GBM), the most common
primary tumor of the central nervous system, classified
as grade IV by the WHO, is a very aggressive type of can-
cer with high resistance to conventional therapies such as
surgery, and radio- and chemotherapy [1]. Life expectan-
cy of patients with GBM in current treatment regimens is
around 14 months. Beside the clinicopathological diag-
nosis used to distinguish among GBM grades, a molec-
ular approach can improve the knowledge and predict
drug response. In this sense, knowing the resistance
mechanisms present in these cells, and mainly overcom-
ing this resistance, is a fundamental part of conquering
resistance.
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