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RESUMO

Mota, Maria Beatriz dos Santos. Vias de Reparo do DNA: Aspectos Evolutivos e o
Modelo Aedes aegypti, 2015. Dissertacdo (Mestrado em Bioquimica) — Instituto de
Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015

O DNA estd constantemente sujeito a danos em virtude da agdo de fatores
enddgenos e exogenos. As vias de reparo do DNA sdo acionadas para corre¢do dos
danos, sendo que o dominio BRCT esta presente em diversas proteinas destas vias em
organizacdes estruturais que vdo de 1 a 3 repeticles. A identificacdo de ortdlogos de
TOPBP1 e ECT2 e de seu dominio conservado (triplete de BRCT) ao longo da escala
evolutiva, sugeriram a conservacdo evolutiva das vias de reparo do DNA. O Aedes
aegypti € um mosquito vetor capaz de transmitir dengue, febre amarela, chikungunya e
zika, seu habito hematofégico leva a producdo de espécies reativas de oxigénio durante
a digestdo da hemoglobina, podendo assim causar danos ao seu DNA. Neste modelo a
busca por ortélogos das proteinas das vias de reparo do DNA e de outras que
contivessem o dominio BRCT permitiu a identificacdo das proteinas XLF, Lig4 (duas
isoformas), ECT2, MCPH1, MDC1 e PARP1. Além disso, a procura por indicios de
expressdo das proteinas das vias de reparo do DNA em A. aegypti identificou a
expressao de 18 proteinas, sendo a maioria pertencente as vias de reparo que corrigem
quebras na dupla fita. A curva de sobrevivéncia de larvas de A. aegypti tratadas com
paraquat apresentou resposta dose-tempo dependente, sendo a LD50 do paraquat de 1
mM. A expressao dos genes da via de reparo por unido terminal ndo homologa (NHEJ),
avaliada através de PCR quantitativo, indicou que, com excecdo de DNAPKcs, todos 0s
genes sd0 expressos, € sugeriu um aumento de expressdo quando a via foi estimulada

com 0,5 mM de paraquat durante 24 horas.

Palavras chave: vias de reparo do DNA, dominio BRCT, Aedes aegypti



ABSTRACT

Mota, Maria Beatriz dos Santos. Vias de Reparo do DNA: Aspectos Evolutivos e o
Modelo Aedes aegypti, 2015. Dissertacdo (Mestrado em Bioquimica) — Instituto de
Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2015

The DNA structure is continuously subjected to damage due to the exposure to
endogenous and exogenous genotoxic agents. Its integrity depends on the DNA damage
response system (DDR). Several proteins involved in DDR enclose the BRCT motifs,
which can contain from 1 to 3 BRCT units. The identification of TOPBP1 and ECT2
orthologs and their conserved domain (triplet BRCT) along the evolutionary scale,
suggested the conservation of the DDR. The Aedes aegypti is the vector of yellow fever,
chikungunya, zika and dengue, their blood-feeding behavior leads to the production of
reactive oxygen species during hemoglobin digestion that can cause DNA damage. In A.
aegypti the search for ortholog proteins of DNA repair pathways and those containing
the BRCT domain allowed the identification of the proteins XLF, LIG4 (two isoforms),
ECT2, MCPH1, MDC1 and PARP1. Furthermore, the search for expression evidences
identified 18 proteins, most of them belonging to the repair pathways that fix the double
strand breaks. The survival curve of A. aegypti (larvae) treated with paraquat showed
dose and time-dependent responses with an LD50 of 1 mM. The expression of non-
homologous end joining (NHEJ) genes was evaluated by quantitative PCR and
indicated that, except for DNAPKGcs, all genes were expressed. The results suggested

higher expression levels after 24 hours of paraquat treatment (0.5 mM).

Keywords: DNA damage response, BRCT domain, Aedes aegypti
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1. INTRODUCAO

1.1. Mecanismos de Reparo do DNA

AlteracBes a estrutura do DNA ocorrem frequentemente durante a vida celular,
sendo consequéncia de fatores enddgenos e da exposicdo a agentes genotdxicos
exogenos. As lesbes no DNA podem ocasionar mutagfes, cancer, morte celular e até
mesmo levar a faléncia do organismo (SANCAR et al., 2004).

As lesdes causadas por fatores endégenos podem ser oriundas de erros durante a
replicacdo, como a incorporacgéo errénea de um nucleotideo; alteracdes espontaneas das
bases acarretando em desaminacdo, depurinacdo ou depirimidinacdo; e a exposicdo a
agentes genotoxicos derivados do metabolismo, como as espécies reativas de oxigénio
(EROs) que ocasionam a oxidagdo e quebra do DNA (CICCIA; ELLEDGE, 2010;
FRIEDBERG, 2001).

Dentre as causas ambientais de dano ao DNA destaca-se a radiacdo ionizante,
que causa leséo de forma direta e pela inducédo de reacdes que geram EROs (CICCIA;
ELLEDGE, 2010). A radiacdo ultravioleta, que acarreta na formagdo de dimeros de
pirimidina. Além de uma diversidade de substancias quimicas, naturais ou sintéticas,
que sdo capazes de se ligar ao DNA, como farmacos antineoplasicos, agentes
alquilantes e toxinas também causam mutacdes (CICCIA; ELLEDGE, 2010;
FRIEDBERG, 2001; MAEDA et al., 2001).

A deteccdo de alteracGes na estrutura do DNA ativa 0s mecanismos de reparo
que objetivam corrigir o dano. Ocasionalmente quando o reparo é insuficiente,
mecanismos de morte celular séo ativados de forma a eliminar mutagdes potencialmente
danosas (BARZILAI; YAMAMOTO, 2004; SANCAR et al., 2004).

1.1.1. Reparo por Excisdo de Base

A via de reparo por excisao de base (Base excision repair - BER) é responsavel
pelo reparo de lesGes causadas por oxidacéo, alquilagéo, desaminacédo, depurinacdo das
bases nitrogenadas, além de reparar sitios abasicos e quebras na fita simples
(WALLACE; MURPHY; SWEASY, 2012; XU et al., 2008) (figura 1).

A BER se inicia com a deteccdo do erro por uma DNA glicosidase, enzima

responsavel pelo reconhecimento da base alterada e excisdo atraves da clivagem de
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ligacbes N-glicosidicas, formando um sitio abasico. As DNA glicosidases podem ser
monofuncionais ou bifuncionais. Enquanto as monofuncionais apenas atuam como
glicosidases, as bifuncionais possuem também atividade de liase, sendo capazes de
clivar a fita de DNA na regido onde o sitio abasico foi formado (IYAMA; WILSON,
2013; WALLACE; MURPHY; SWEASY, 2012).

Quando a glicosidase é monofuncional ocorre a hidrolise das ligagcbes N-
glicosidicas gerando um sitio abasico que é posteriormente reconhecido pela AP
endonuclease 1 (APEL), responsavel pela clivagem da fita, na posigdo 5’ imediatamente
apos o sitio abasico, formando os terminais 5° desoxirribose fosfato (5’dRP) e 3> OH
(IYAMA; WILSON, 2013; WALLACE; MURPHY; SWEASY, 2012). Quando a
glicosidase é bifuncional, primeiramente, ocorre a hidrolise e formacédo do sitio abasico
e em seguida a fita de DNA ¢ clivada, na posigdo 3’ ap0s 0 sitio abasico, formando na
extremidade 3’ um grupamento fosfato ou aldeido PB,o-insaturado (PUA), que séo,
subsequentemente, removidos ¢ substituidos por uma hidroxila (3’-OH) (WALLACE;
MURPHY; SWEASY, 2012).

Apds a deteccdo, remocdo e processamento das extremidades a BER pode
continuar por duas vias: a via curta e via longa. A maioria das les6es é processada pela
via curta, independente se o reparo for iniciado por uma glicosidase mono ou
bifuncional (ALMEIDA; SOBOL, 2007). No entanto, quando o0 grupamento da
extremidade 5’ ndo for substrato para DNA polimerase B (Pol B) o reparo procede pela
via longa. A via longa também é preferencial em situacdes de baixa concentracdo de
ATP e durante a fase S do ciclo celular (I'YAMA; WILSON, 2013).

Na via curta, apds o processamento das extremidades, a Pol B remove o aglicar
do sitio abasico e preenche o gap inserindo um novo nucleotideo. Em seguida o
complexo formado pelas proteinas X-ray repair complementing defective repair in
Chinese hamster cells 1 e DNA ligase 3 (XRCC1-Lig3) liga as extremidades finalizando
o0 reparo (SANCAR et al., 2004).

Na via longa, inicialmente, um complexo formado por DNA polimerase B, 9, €
(Pol B, Pol o, Pol ¢), proliferating cell nuclear antigen (PCNA) e flap endonuclease 1
(Fenl) desloca de 2 a 10 nucleotideos da extremidade 3’. Em seguida, a endonuclease
Fenl, presente no complexo, realiza a excisdo da cadeia de nucleotideos enquanto a
DNA pol 6/, com o auxilio de PCNA, sintetiza uma nova cadeia nucleotidica de
tamanho semelhante a removida, que é incorporada a fita pela DNA ligase 1 (Ligl)
(SANCAR et al., 2004).
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Via de Reparo por Excisao de Base (BER)
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Figura 1: Via de reparo por excisdo de base (BER).

A BER pode ser dividida em quatro etapas: Deteccdo, processamento, sintese e ligacdo. A etapa
de deteccdo corresponde ao reconhecimento e excisdo da base alterada, realizada por
glicosidades, que podem ser mono (exemplo: UNG, MUTY) ou bifuncionais (OGG1 e NHT). A
segunda etapa € o processamento das extremidades através da incisdo na regido do sitio abasico.
A etapa de sintese rep8e o nucleotideo removido. Por fim, na quarta etapa o reparo é finalizado
pela ligagdo das extremidades. A BER pode ocorrer através da via curta ou da via longa. Na via
curta a terceira etapa € orquestrada por XRCC1 e Pol B, e na via longa por PCNA, Pol B, 6, € ¢
Fenl. As vias também diferem na ultima etapa, sendo realizada por Lig3 e Ligl,
respectivamente. Adaptado de: http://www.kegg.jp/kegg-
bin/highlight_pathway?scale=1.0&map=map03410&keyword=dna%20repair.
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1.1.2. Reparo por Excisdo de Nucleotideo

A via de reparo por excisdo de nucleotideo (Nucleotide excision repair - NER)
repara lesGes que distorcem a dupla hélice do DNA, grande parte ocasionada por
agentes ambientais como raios UV e produtos quimicos carcinogénicos (FAGBEMI;
ORELLI; SCHARER, 2011) (figura 2). Entre as lesBes exdgenas reparadas pela NER
estdo os dimeros de pirimidina ciclobutano (CPD) e o fotoproduto (6-4) pirimidina-
pirimidona (6-4PPs) gerados pela radiagdo UV (IYAMA; WILSON, 2013); e os adutos
formados pela ligacdo de compostos quimicos ao DNA, como benzopireno, cisplatina e
alfatoxina (MAEDA et al., 2001). Entretanto, a NER também é capaz de realizar o
reparo de lesGes enddgenas, como as geradas pelas espécies reativas de oxigénio
(EROs) e peroxidagdo de lipideos (I'YAMA; WILSON, 2013).

O reconhecimento da lesdo pode ocorrer por duas sub vias distintas: reparo do
genoma global (global genomic repair - GGR) e o reparo acoplado a transcricédo
(transcription-coupled repair - TCR). O local onde ocorreu a lesdo define qual sub via
sera utilizada, se o dano estiver em uma regido que esta sendo transcrita a TCR sera
ativada, caso esteja localizado em um dominio inativo o reparo ir4 acontecer via GGR
(CLEAVER; LAM; REVET, 2009). Acredita-se que as sub vias apenas diferem na
forma de deteccdo do erro, sendo os passos subsequentes semelhantes para ambas
(IYAMA; WILSON, 2013).

Na GGR a deteccdo de alteracGes na dupla hélice se inicia por um complexo
formado pela proteina sensora xeroderma pigmentosum group C (XPC), e as proteinas
UV excision repair protein RAD23 homolog B (RAD23B) e centrin-2 (CETN2).
(MARTELIN et al., 2014). O complexo XPC-RAD23-CENT2 se liga a fita simples
oposta a lesdo e recruta o complexo TFIIH (FAGBEMI; ORELLI; SCHARER, 2011).
Na TCR a deteccdo ocorre devido ao bloqueio da elongacdo da RNA polimerase Il
mediante a distorcdo na dupla hélice, servindo como sinal para o recrutamento das
proteinas CSA e CSB (IYAMA; WILSON, 2013; MARTEIN et al., 2014) as quais
recrutam o TFIIH para o local da lesdo (EARLEY; TURCHI, 2011).

O complexo TFIIH contem dez subunidades proteicas, sendo duas helicases
xeroderma pigmentosum group B e xeroderma pigmentosum group D (XPB e XPD)
responsaveis pela abertura da dupla fita de DNA em torno da lesdo permitindo o
recrutamento dos fatores replication factor A1 (RPA) e xeroderma pigmentosum group
A (XPA). O fator RPA se liga a fita oposta a lesdo para evitar a juncdo das fitas e
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protegé-la de nucleases (EARLEY; TURCHI, 2011). Especula-se que o fator XPA
desempenhe funcdo de verificagdo do dano devido sua capacidade de detectar
nucleotideos com alteracbes em suas estruturas, além de servir como suporte para
formacgédo do complexo de pré-incisdo (EARLEY; TURCHI, 2011; MARTEIJN et al.,
2014). A excisdo da lesdo é catalisada pelas endonucleases xeroderma pigmentosum
group F (XPF) e excision repair cross-complementation group 1 (ERCC1) e pela
proteina xeroderma pigmentosum group G (XPG), que clivam a fita na posi¢ao 5’ e 3’
respectivamente, formando na fita um gap de 22 a 30 nucleotideos (MARTEIJN et al.,
2014). Em seguida o gap é preenchido pela Pol 8, € ou k¥ em cooperagdo com
proliferating cell nuclear antigen (PCNA) e replication factor C subunit 1 (RFC) e a
ligacdo realizada pela Ligl ou pelo complexo XRCC1-Lig3, sendo as proteinas
utilizadas dependentes do estado proliferativo da célula. Em células proliferativas a
sintese e a ligacdo sao realizadas pela Pol € e Ligl, enquanto em células quiescentes Pol
d e K sintetizam o novo fragmento de DNA e a ligagdo ¢ fun¢ao do complexo XRCCl1-

Lig3 (CLEAVER; LAM; REVET, 2009; MARTEIJN et al., 2014).
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Via de Reparo por Excisdo de Nucleotideo (NER)
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Figura 2: Via de reparo por excisdo de nucleotideo (NER).

A NER pode ser dividida em quatro etapas: detec¢do, processamento, sintese e ligacdo. A
primeira etapa corresponde ao reconhecimento do dano, que pode ocorrer através do reparo do
genoma global (GGR) ou acoplado a transcrigdo (TCR). O que determina por qual via a
detecgdo ird ocorrer é a co-localizagdo (ou ndo) do dano e da transcricdo. Apos a detecgdo,
ambas prosseguem da mesma forma, seguindo para segunda etapa onde ocorre o0 processamento,
que consiste na incisdo em torno da lesdo para remogdo do oligonucleotideo danificado. Na
terceira etapa ocorre a sintese de um novo oligonucleotideo para repor o danificado. O reparo é
finalizado através da ligagdo das extremidades pela Ligl. Adaptado de
http://www.kegg.jp/kegg-
bin/highlight_pathway?scale=1.0&map=map03420&keyword=dna%20repair.

Reparo do genoma global (GGR) Reparo acoplado a transcri¢édo (TCR)



26

1.1.3. Reparo por Erro de Pareamento

O reparo por erro de pareamento (Mismatch - MMR) repara bases mal pareadas
e loops causados por pequenas insercdes ou delecdes, ocorridos durante a replicacéo e
que escaparam da deteccdo pela DNA polimerase (HSIEH; YAMANE, 2008; IYAMA;
WILSON, 2013) (figura 3). A MMR também controla a fidelidade da recombinacéo
homologa (HR) (PAPOULI; CEJKA; JIRICNY, 2004). Mutacbes nos genes que
codificam proteinas envolvidas no reconhecimento do mau pareamento acarretam
predisposicdo ao cancer colorretal ndo polipdide hereditario ou sindrome de Lynch
(IYAMA; WILSON, 2013), estando associadas a mais de 80% dos casos (ERIE;
WENINGER, 2014).

A MMR ¢ orquestrada, basicamente, pelas proteinas DNA mismatch repair
protein MutS (MutS) e DNA mismatch repair protein MutL (MutL), em procariotos. A
MMR tem inicio através da deteccdo de alteracdes pelos homologos de MutS, sendo,
em eucariotos, fungdo dos heterodimeros MutSo e MutSP. Bases mal pareadas, e
insercdes ou delecbes de até duas bases sdo detectados por MutSo formado pelas
proteinas mutS homolog 2 (MSH2) e mutS homolog 6 (MSH6), e o reconhecimento de
insercdes ou delecbes de mais de duas bases é realizado por MutSp, que compreende as
proteinas MSH2 e mutS homolog 3 (MSH3) (ERIE; WENINGER, 2014; IYAMA,;
WILSON, 2013). Ap0s a deteccao, MutL é recrutado para o local da lesdo e forma um
complexo com MutS, sinalizando para o inicio da excisdo do dano (MARTIN et al.,
2010). Em humanos existem trés heterodimeros equivalentes a MutL (MutLa, MutLp,
MutLy), sendo MutLa, formado por DNA mutL homolog 1 (MLH1) e postmeiotic
segregation increased 2 (PMS2), o heterodimero de maior participacdo na MMR
(ERIE; WENINGER, 2014; IYAMA; WILSON, 2013). Antes de iniciar a excisdo, para
que o reparo seja executado com sucesso, a maquinaria da MMR deve reconhecer a fita
recém-sintetizada. Em eucariotos, propde-se que a fita lider seja reconhecida pela
ligacdo da PCNA, que direciona a MutLa para o local onde deve ocorrer a incisdo,
enquanto os fragmentos de Okazaki auxiliam na identificacdo da fita retardatéria (ERIE;
WENINGER, 2014; IYAMA; WILSON, 2013; STOJIC; BRUN; JIRICNY, 2004). O
mau pareamento é retirado através da excisdo na fita, acdo orquestrada por PCNA em
cooperagdo com a exonuclease 1 (Exol) (IYAMA; WILSON, 2013). O passo seguinte
da via € o preenchimento do gap formado pela excisdo do fragmento contendo o

pareamento erroneo, a sintese de uma nova sequéncia nucleotidica ¢ catalisada pela Pol
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d na fita lider e na fita retardataria a sintese pela Pol ¢ (ERIE; WENINGER, 2014).
Finalizando o reparo a Ligl incorpora a nova sequéncia a fita de DNA (IYAMA,
WILSON, 2013).
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Figura 3: Via de reparo por erro de pareamento (MMR).
A MMR pode ser dividida em quatro etapas: deteccdo, processamento, sintese e ligacdo. Esta
via se inicia com a deteccdo do erro atraves dos heterodimeros MutS e MutL. Em seguida, o
processamento consiste na remogdo do erro através da Exol. A etapa de sintese e substituicdo do
fragmento danificado ¢é realizada por RPA e Pol 8. Por ultimo, a Ligl realiza a ligacdo

restaurando 0

DNA.

Adaptado

de

http://lwww.kegg.jp/kegg-

bin/highlight_pathway?scale=1.0&map=map03430&keyword=dna%20repair.
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1.1.4. Reparo de quebras na dupla fita

Quebras na dupla fita (DSBs) podem ocasionar a perda de informagéo genética
(HELLEDAY et al., 2007), instabilidade genOmica e ativar mecanismos de morte
celular quando néo reparadas (I'YAMA; WILSON, 2013). DSBs podem ocorrer como
resposta a acdo de agentes genotdxicos enddgenos e exdgenos, como as espécies
reativas de oxigénio e radiacdo ionizante, como consequéncia de falhas durante a
replicacdo e também ocorrem naturalmente durante o processo de recombinagdo V(D)J
(processo de recombinagdo genética, também denominado recombinagdo somaética, que
ocorre durante os primeiros passos da maturacdo de células B e T) e meiose (IYAMA;
WILSON, 2013; O’DRISCOLL; JEGGO, 2006; SANCAR et al., 2004).

1.1.4.1. Reparo por Recombinacdo Homologa

O reparo por recombinacdo homologa (HR) utiliza a regido homologa da
cromatide irm@ como molde para correcdo da quebra na dupla fita, o que evita erros e
perdas, conferindo maior acurédcia ao reparo. Por necessitar de um molde de DNA
ocorre apenas nas fases S e G2 do ciclo celular, etapas onde o cromossomo homélogo
se encontra disponivel para servir como molde. Esta diretamente envolvida no reparo de
DSBs causadas pelo colapso da forquilha de replicagdo durante a replicagdo do DNA
em células somaticas, sendo responsavel pela manutencdo da integridade genémica
(HELLEDAY et al., 2007; IYAMA; WILSON, 2013; LOK; POWELL, 2012) (figura
4).

A HR tem inicio com o reconhecimento da DSB pelo complexo MRN, formado
pelas proteinas meiotic recombination 11 (Mrel1), DNA repair protein RAD50 (Rad50)
e nijmegen breakage syndrome 1 (Nbsl), o qual atua como um sensor para a cinase
ataxia-telangiectasia mutated (ATM), recrutando-a para o sitio da quebra (IYAMA;
WILSON, 2013; OVERCASH et al., 2015). Em seguida, as extremidades das fitas séo
clivadas por endonucleases para gerar terminais 3° de DNA de fita simples (ssSDNA) os
quais séo estabilizados pela ligacdo da proteina RPA (IYAMA; WILSON, 2013; LOK;
POWELL, 2012). O passo seguinte da via € a formacdo de filamentos capazes de
invadir a cromatide irmd (BENJAMIN H. LOK1, 2012), dessa forma a proteina breast
cancer 2, early onset (BRCA2) medeia a substituicdo de RPA por DNA repair protein
RAD51 (RAD51) (IYAMA; WILSON, 2013), proteina que desempenha papel central
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na via por ser responsavel pela formacao dos filamentos de nucleoproteinas necessarios

para a invasdo e a busca por regiGes homoélogas (HELLEDAY et al., 2007). A invasao
acarreta na formacgdo de D-loop, nesse ponto o reparo pode seguir via formacdo de
juncbes de Holiday ou através de um modelo que finaliza o reparo sem a formacdo de
juncoes de Holiday (IYAMA; WILSON, 2013). Ao encontrar a regido homologa a Pol &

é

recrutada para finalizar o reparo (OVERCASH et al., 2015).

Via de Reparo por Recombina¢dao Homologa (HR)
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Figura 4: Via de reparo por recombinacdo homologa (HR).

A HR pode ser dividida em quatro etapas: Detecg¢do, processamento, sintese e recombinacdo. Na
primeira etapa o complexo MRN detecta a quebra na dupla fita. Na etapa de processamento
ocorre a formacdo de terminais de ssSDNA, e invasdo do cromossomo homologo através da
Rad51. A recombinacdo pode ocorrer através da formacdo de juncdes de Holiday ou nédo, e a
sintese ¢ realizada pela Pol &, Adaptada de  http://www.kegg.jp/kegg-

bin/highlight_pathway?scale=1.0&map=map03440&keyword=dna%20repair.
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1.1.4.2. Reparo por Unido Terminal Ndo-Homéloga

A via de reparo por unido terminal ndo-homdloga (NHEJ) atua em todas as fases
do ciclo celular, sendo predominante na G1. E responsavel por reparar as DSBs
originadas durante o processo V(D)J e, além disso, algumas de suas proteinas (Ku e
DNAPKcs) possuem papel importante na manutencdo da integridade dos teldmeros
(O’DRISCOLL; JEGGO, 2006; IYAMA; WILSON 2013) (figura 5).

A NHEJ pode ser dividida em duas sub vias: a via principal dependente do
heterodimero Ku também denominada de via cléssica (C-NHEJ) e a via alternativa (A-
NHEJ) que usa micro-homologia e proteinas de outras vias, como HR, em seu
mecanismo de reparo (FATTAH et al., 2010; IYAMA; WILSON 2013).

A C-NHEJ se inicia com a ligacdo do heterodimero Ku, formado pelas proteinas
X-ray repair cross-complementing 6 (Ku70) e x-ray repair cross-complementing 5
(Ku80), as extremidades das fitas danificadas (I'YAMA; WILSON, 2013). Ao se ligar, o
heterodimero protege a regido danificada da acdo das exonucleases e recruta a cinase
DNA-dependent protein kinase catalytic subunit (DNAPKcs) responsavel pela
fosforilacdo da endonuclease Artemis (FATTAH et al., 2010), que remove nucleotideos
das extremidades de forma a gerar terminais complementares. Em seguida, Pol p e A
adicionam nucleotideos necessarios para restauracdo da dupla fita (OVERCASH et al.,
2015). A ligacdo das extremidades é catalisada pelo complexo XRCC4-Lig4 formado
pelas proteinas x-ray repair cross-complementing 4 (XRCC4) e DNA ligase 4 (Lig4)
associado com a proteina non-homologous end-joining factor 1 (XLF) (FATTAH et al.,
2010).
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Via de Reparo por Unido Terminal Nado-Homéloga (NHEJ)
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Figura 5: Via de reparo por unido terminal ndo-homdloga (NHEJ).
A NHEJ pode ser dividida em trés etapas: detec¢do, processamento e ligagdo. A quebra na dupla
fita do DNA é detectada pelo complexo Ku (Ku80 e Ku70). Em seguida, a etapa de
processamento consiste em gerar terminais complementares através da remocédo e adigdo de
nucleotideos. Na Ultima etapa, as extremidades sdo reconectadas pelo complexo formado por

Lig4, XRCC4 e

Adaptado de

http://www.kegg.jp/kegg-

bin/highlight_pathway?scale=1.0&map=map03450&keyword=dna%20repair.
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1.2. Dominio BRCT

O dominio BRCT foi inicialmente identificado na porcdo C-terminal da proteina
codificada pelo gene de predisposi¢do ao cancer de mama BRCA1 (GERLOFF et al.,
2012; WOODS et al., 2012), tendo um importante papel na funcdo de supresséo tumoral
desta proteina (LI et al., 1999; YU et al., 2003). Mutacdes patogénicas em BRCAL
aumentam a predisposicdo a cancer de mama e ovario, sendo encontradas em
aproximadamente 50% dos casos de cancer de mama hereditarios (EKBLAD et al.,
2002; LEUNG; GLOVER, 2011; YU et al., 2003; ZHANG et al., 1998a).

E encontrado em uma diversidade de proteinas procaridticas e eucarioticas
(GERLOFF et al., 2012; MESQUITA et al., 2010), das quais a maioria participa das
vias de reparo de DNA e dos pontos de checagem do ciclo celular, onde medeiam
diversas interacGes proteina-proteina e proteina-acido nucleico, além de serem capazes
de reconhecer fosfopeptideos (WOODS et al., 2012). A variedade de funcdes atribuidas
a este dominio esta relacionada a diversidade em sua arquitetura, podendo ser
encontrado como um dominio individual (single), em mdltiplas repeticdes (tandem) ou
em fus&o com outros dominios funcionais (FHA e FN3) (LEUNG; GLOVER, 2011).

O dominio BRCT ¢ constituido por, aproximadamente, 90 a 100 aminoacidos
(MESQUITA et al., 2010), sua estrutura globular o/p foi determinada, pela primeira
vez, por cristalografia, na proteina humana XRCCI1, sendo formada por 4 fitas -
pregueadas flanqueadas, de um lado, por um par de a-hélice (a; € az) € de outro por
apenas uma a-hélice (a) (ZHANG et al., 1998b). Posteriormente, a determinacdo da
estrutura da regido C-terminal de BRCAL por cristalografia revelou que ambos os
dominios presentes no tandem apresentam estrutura similar ao dominio BRCT de
XRCC1 (figura 6) (WILLIAMS; GREEN; GLOVER, 2001).

Quando em tandem, como demostrado na figura 1, os dominios BRCT sdo
separados por uma regido de alca de ligacdo e se enovelam em um arranjo cabeca-
cauda, atuando como uma Unica unidade funcional capaz de reconhecer proteinas
fosforiladas (MESQUITA et al., 2010; SHENG; ZHAO; HUANG, 2011; WILLIAMS;
GREEN; GLOVER, 2001).

Em BRCA1L o reconhecimento de fosfopeptideos ocorre devido aos residuos
conservados S1655 e K1702, presentes no BRCT N-terminal, que sdo capazes de
realizar ligacOes de hidrogénio com residuos fosforilados de Serina/Treonina (pS/T). A
regido hidrofobica formada pelos aminoacidos F1704, M1775 e L1839, presente no
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dominio BRCT C-terminal, forma a parte central do tandem e promove a especificidade
por fenilalanina na posicdo +3 (CLAPPERTON et al., 2004; MESQUITA et al., 2010;
WILLIAMS; GREEN; GLOVER, 2001).

F— N-terminal BRCT — F— C-terminal BRCT —

Alga de Ligagao

Figura 6: Estrutura tridimensional dos dominios BRCT de BRCAL representada pelo modelo de
fitas.

No estudo foi utilizada a regido C-terminal de BRCA1 compreendendo os aminoacidos de
1646-1859. Linker consiste na regido de ligacdo entre os dominios. Adaptado de (WILLIAMS;
GREEN; GLOVER, 2001).

Recentemente, estudos cristalograficos, permitiram a caracterizacdo de um
arranjo tandem em triplete nas proteinas humanas DNA topoisomerase 2-binding
protein 1 (TOPBP1) e epitelial cell transforming 2 (ECT2) (figura 7 A e B). Este tipo
de arquitetura em triplete apresenta regides de alca de ligacdo bastante curtas, entre 17 e
22 aminoéacidos, contrastando com outras estruturas de BRCT tandem (dubletes) que,
em geral, possuem mais de 30 aminoacidos nesta regido (RAPPAS; OLIVER; PEARL,
2011; ZOU et al., 2014). O triplete de BRCT também apresenta diferencas estruturais
em relacdo aos dominios BRCT single e tandem (dublete) (RAPPAS; OLIVER,
PEARL, 2011).
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BRCT1 BRCT2 BRCT3

N
BRCT1 BRCT2 BRCT3

Figura 7: Estrutura do arranjo em triplete representada pelo modelo de fitas.

(A) Estrutura cristalogréfica da regido N-terminal da TOPBP1 humana mostrando os trés
primeiros dominios BRCTs que formam a arquitetura em triplete. O estudo utilizou a regido os
aminoacidos 1-290. (B) Estrutura cristalografica da regido N-terminal da ECT2 humana
ilustrando os trés dominios BRCT presentes nesta proteina, que formam um arranjo em triplete.
A regido utilizada no estudo compreendeu os aminodcidos 22-336. Adaptada de (RAPPAS;
OLIVER; PEARL, 2011; ZOU et al., 2014).
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O arranjo em triplete conserva a funcao de ligacdo de proteinas fosforiladas. A
proteina TOPBP1 apresenta dois sitios distintos de ligacdo a fosfopeptideos, sendo um
localizado no segundo BRCT e outro no terceiro (RAPPAS; OLIVER; PEARL, 2011),
enquanto ECT2 apresenta apenas um sitio de ligacdo a fosfopeptideos presente no
segundo BRCT (ZOU et al., 2014). Os tripletes de ECT2 e TOPBP1 séo capazes de
interagir com proteinas multifosforiladas, sugerindo que a presenca de maltiplos BRCTs
esta relacionada com o reconhecimento de mdaltiplos sitios de fosforilacdo (ZOU et al.,
2014).

A fosforilacdo é responsavel pela regulacdo das vias de reparo do DNA, quando
um erro é detectado cinases, como ATM e ataxia telangiectasia and Rad3 related
(ATR), fosforilam proteinas de reparo modificando sua atividade (SIRBU; CORTEZ,
2013). Dessa forma, dominios que reconhecem proteinas fosforiladas, como o0 BRCT,
sdo importantes nas vias de reparo por participarem da etapa de sinalizacdo do dano
(LIM; PAWSON, 2010; WOODS et al., 2012).

1.3.  Insetos Vetores — Aedes aegypti

Os insetos vetores sdo responsaveis pela transmissdao de uma diversidade de
doencas infecciosas que causam mais de um milhdo de Gbitos anualmente (WHO,
2014). Destaca-se nesse grupo de insetos 0 mosquito da espécie Aedes aegypti que pode
ser transmissor dos virus da dengue, febre amarela, chikungunya e zika.

O A. aegypti ¢ um membro da familia Culicidae, a qual também pertence o
Anopheles gambiae, mosquito responsavel pela transmissdo da malaria. E um mosquito
de habito diurno e encontra-se bastante adaptado ao ambiente urbano. A fémea deposita
0s ovos nas paredes de criadouros contendo agua limpa, 0s quais podem permanecer
viaveis por meses. Quando entram em contato com a agua 0s ovos eclodem originando
larvas, que se alimentam de micro-organismos e material organico particulado. Existem
quatro estadios larvais, sendo a disponibilidade de alimento, temperatura e densidade
populacional os fatores que determinam a mudanca de estadio e o final da fase larvéria
originando as pupas de onde emergem 0s mosquitos adultos (CLEMONS et al., 2010;
FUNASA, 2001) (figura 8).
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3. Pupas

Figura 8: Ciclo de vida do mosquito Aedes aegypti.

A figura (A) mostra os ovos de A. aegypti e 0 momento da eclosdo dando origem as larvas. As
larvas (B) possuem quatro estagios de crescimento, se alimentam de micro-organismos e
material organico particulado. Ao final do quarto estagio (L4) quando a larva estiver adquirido
energia suficiente ocorre a metamorfose que transforma larvas em pupas (C) de onde emergem
0s mosquitos (D). Adaptado de CDC, 2012.

A dengue atualmente é uma das doengas infecciosas de maior importancia no
mundo, infectando aproximadamente 390 milhGes por ano. E prevalente em regides
tropicais e subtropicais do planeta, se estendendo por 128 paises onde 3,9 bilhdes de
pessoas estdo sob o risco de contrair o virus (WHO, 2015) (figura 9). No Brasil a
dengue se estende por todo territorio, onde estdo circulantes os quatro sorotipos (DEN-
1, DEN-2, DEN-3 e DEN-4). Em 2013 foram notificados mais de 1 milh&o de casos de
dengue com mais de 200 Obitos por dengue hemorragica (PORTAL DA SAUDE,

2014).
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Figura 9: Areas e paises onde ha risco de contrair dengue em 2013.
Adaptado de WHO, 2013.

A infecgdo por dengue pode levar o individuo a um quadro do dengue classico,
forma de baixa letalidade, porém incapacitante ou evoluir para uma forma mais grave e
letal da doenca, a febre hemorragica do dengue (FUNASA, 2001). Devido a morbidade
causada pela doenca a dengue constitui além de um problema de saide um problema
econdmico, principalmente em paises em desenvolvimento (OVERCASH et al., 2015).

O chikungunya e a zika séo doencas infecciosas que tém ganhado destaque no
cenario mundial devido a recente disseminacdo. Ambas foram isoladas e identificadas
no continente africano had mais de cinquenta anos. A circulacdo desses virus ficou
restrita a Africa e Asia, onde por um longo periodo ocorreram apenas surtos
esporéadicos. Os graficos (figura 10) apresentam 0s paises que ja reportaram transmissao
destes virus em seu territorio, sendo o Brasil um deles (WHO, 2015; CDC, 2015).
Atualmente atenta-se para o risco da disseminacdo de chikungunya e zika no Brasil, 0
que poderia gerar uma epidemia grave, uma vez que a populacdo ndo tem imunidade ao
virus e 0s mosquitos transmissores (A. aegypti e A. albopictus) estdo presentes em todo

territorio brasileiro.
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Paises e territorios que reportaram transmissao de chikungunya
(Margo, 2015)

I Current or previous local ission of chikung virus

Paises que possuem evidéncia de transmissdo de zika virus
(Maio, 2015)

¥ I Locally-acquired cases or virus isolation
Serosurvey data only

Figura 10: Paises onde foi reportado transmissao de chikungunya e zika.

O primeiro mapa mostra em verde 0s paises que possuem notificacdo de transmissdo de
chikungunya, enquanto o segundo mapa mostra em roxo 0s paises com transmissdo de zika
reportada em seus territorios e em lilas claro paises que possuem apenas dados de inquérito
soroldgico. Adaptado de CDC, 2015.
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A transmissao do virus acontece na fase de acasalamento do mosquito, onde as
fémeas realizam hematofagia para garantir o desenvolvimento e maturagdo dos ovos.
Ao picar um individuo infectado durante o periodo de viremia, a fémea é contaminada
pelo virus tornando-se um vetor do mesmo sendo capaz de transmiti-lo através da

picada.

1.3.1. Hematofagia e Estresse Oxidativo

A capacidade vetorial dos insetos esta intimamente relacionada a hematofagia
realizada pelas fémeas, que sdo capazes de ingerir, em uma refeicdo, uma quantidade de
sangue que pode ser trés vezes maior que seu peso corporal (LIMA et al., 2012;
OLIVEIRA et al., 2011).

O sangue € bastante rico em proteinas, sendo a hemoglobina a mais abundante
correspondendo a, aproximadamente, 60% da fracdo proteica (GRACA-SOUZA et al.,
2006). A hemoglobina é uma proteina globular formada por quatro subunidades de
globina (ayf,) ligadas ao grupamento prostético heme. O heme é constituido por um
anel de protoporfirina 1X e um 4tomo de Fe?* que é capaz de se ligar reversivelmente ao
oxigénio, conferindo a hemoglobina a funcdo de proteina carreadora de oxigénio
(BELCHER et al., 2010).

Nos insetos a hemoglobina é digerida no trato digestivo acarretando na liberacéo
do grupamento heme, que em virtude do seu potencial em promover reacGes de
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROSs), torna-se tdxico quando livre
(DANSA-PETRETSKI et al., 1995; OLIVEIRA et al., 2011; PAIVA-SILVA et al.,
2006). Em adicdo, a degradacdo do heme pela heme oxigenasse liberta o ferro que leva
a formacdo de EROs através da reacdo de Fenton (LIMA et al., 2012; SADRZADEH et
al., 1984).

As espécies reativas de oxigénio geradas durante a liberacdo e hidrdlise de heme
sdo capazes de promover a oxidacdo de lipideos, proteinas e acidos nucleicos, além de
alterar a permeabilidade e seletividade das membranas plasmaticas devido ao seu
carater anfifilico (GRACA-SOUZA et al., 2006).
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1.4.  Vias de Reparo do DNA e Proteinas contendo dominio BRCT em Insetos

As vias de reparo de DNA tém sido bastante estudadas em organismos modelo,
incluindo Drosophila melanogaster, porém pouco se sabe sobre estas vias em
mosquitos (OVERCASH et al., 2015) apesar de sua dieta diferenciada e seu
consequente potencial em gerar danos por EROs, ja discutido anteriormente.

Algumas proteinas da via de reparo por recombinacdo homologa ja foram
estudadas em D. melanogaster, incluindo as proteinas Mrell e Rad50 (CIAPPONI et
al., 2004). Outras proteinas estudadas foram a Rad51 e Rad54, ambas sdo essenciais
para esta via, sendo a Rad51 de maior importancia, assumindo um papel central e
crucial (WEI;, RONG, 2007). Além disso, o nivel de reparo atingido em células
somaticas de D. melanogaster parece ser proporcional a quantidade de Rad51 (YOO;
MCKEE, 2005), porém a super expressdo desta proteina acarreta letalidade (YOO;
MCKEE, 2004).

Na via por unido terminal ndo homologa, foi demonstrado que o knockout da
proteina Ku70 em Bombyx mori gera aumento do reparo via recombinacdo homologa
(MA et al., 2014). Um estudo em D. melanogaster mostrou que individuos com Lig4
mutante sdo viaveis e produzem descendentes férteis, porém a taxa de recombinacao
homologa em individuos normais apresenta indices abaixo de 15%, enquanto nos
mutantes esses indices sao superiores a 70% (BEUMER et al., 2008).

Em relacdo as proteinas contendo dominio BRCT ja foram identificadas em D.
melanogaster: BRCA2, PAXIP1, MDC1, MCPH1, ECT2 e TOPBP1.

BRCAZ2 participa da recombinacdo homologa, via que aparenta ser bastante
conservada em D. melanogaster. A deplecdo de BRCA2 em células de D. melanogaster
aumenta a sensibilidade a radiacdo ionizante e ao tratamento com hidroxiuréia, além de
aumentar as taxas de mortalidade (BROUGH et al., 2008).

A proteina PAXIP1 possui uma funcdo conservada de controle epigenético do
desenvolvimento e diferenciacio em D. melanogaster. E essencial para formacio do
padrdo anterior/posterior durante o desenvolvimento larval, uma vez que controla um
mecanismo epigenético de metilacdo das histonas H3K4 e H3K27 (FANG et al., 2009).

MDC1 também teve seu homdélogo (MU2) caracterizado em D. melanogaster. A
busca por dominios conservados mostrou que MU2 apresenta um dominio FHA na
porcdo N-terminal e na regido C-terminal possui dois BRCTs em tandem. A interacdo
desta proteina com Mrell, Rad50 e Nbs ocorre através do dominio FHA, enquanto a
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interacdo com a histona fosforilada H2Av através do dominio BRCT tandem. Essa
proteina participa do reconhecimento de danos no DNA em estdgios iniciais, sendo
fundamental para o reparo do DNA e para o controle de progressédo do ciclo celular
(DRONAMRAJU; MASON, 2009).

A proteina MCPH1 apresenta trés dominios BRCT e participa da sinalizacdo de
danos no DNA e controle do ciclo celular, tendo como funcdo a regulacdo da
condensacdo de cromossomos. Essa proteina também foi identificada em D.
melanogaster, apresentando uma localizacéo ciclica durante o ciclo celular, estando co-
localizada com o DNA na interfase, mas ndo com 0Ss cromossomos mitoticos. A
auséncia de MCPH1 em D. melanogaster resulta em condensacdo prematura dos
cromossomos, gerando instabilidade gendémica (BRUNK et al., 2007; RICKMYRE et
al., 2007).

A proteina homéloga de ECT2 em Drosophila (Pebble) apresenta o mesmo
padrdo de dominios que a proteina humana, possuindo trés dominios BRCT. Tem
participacdo em processos de citocinese e reorganizagdo do esqueleto de actina
(SMALLHORN; MURRAY: ; SAINT, 2004).

A identificacdo do homologo de TOPBP1 em D. melanogaster (MUS101)
ocorreu através de mutacfes em larvas que geravam hipersensibilidade a agentes
causadores de danos no DNA. Outros alelos de MUS101 que causavam diferentes
fenotipos foram posteriormente identificados (YAMAMOTO et al., 2000).

O conhecimento das vias de reparo de DNA assim como de sua regulacdo frente
a diversos estimulos é muito importante para entender a fisiologia e as adaptacdes
relacionadas a hematofagia. Além disso, as vias de reparo de quebras em fita dupla tém
sido estudadas como ferramenta de manipulacdo gendmica na tentativa de criar insetos
transgénicos que sejam incapazes de transmitir doencgas. Dessa forma, o completo
conhecimento do funcionamento e regulacdo destas vias é indispensavel para o
estabelecimento desta técnica (OVERCASH et al., 2015).
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2. OBJETIVO

O objetivo geral do presente trabalho foi estudar as vias de reparo do DNA,
através da determinacdo da conservacao dessas vias ao longo da escala evolutiva, e do

estudo no mosquito Aedes aegypti.

2.1.  Objetivos especificos

Estudar a conservacao das vias de reparo de DNA ao longo da escala evolutiva.

Identificar em qual ponto da escala evolutiva ocorreu a organizacdo do dominio
BRCT em triplete.

Identificar homdlogos em A. aegypti para as proteinas presentes nas vias de
reparo do DNA.

Identificar proteinas contendo dominio BRCT em A. aegypti.

Estabelecer condi¢BGes de estimulo mediante ao estresse oxidativo para estudo
das vias de reparo do DNA em A. aegypti.

Verificar a expressdo das proteinas que participam da via de reparo de unido

terminal ndo homologa em A. aegypti, mediante ao estresse oxidativo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Identificacdo de proteinas de reparo do DNA e dos tripletes do dominio BRCT

ao longo da evolucao.

Para estudar a conservacao das vias de reparo do DNA foram selecionados
pontos taxondmicos que abrangessem toda a escala evolutiva. Para cada um dos taxons
escolhidos foi gerado um banco de dados de proteinas a partir da divisdo do banco nr.

Os taxons utilizados neste estudo foram: Mammalia (TaxID: 40674),; Sauropsida
(TaxID: 8457); Amphibia (TaxID: 8292); Coelacanthimorpha (TaxID: 118072);
Actinopterygii (TaxID: 7898), Chondrichthyes (TaxID: 7777) ; Cephalochordata
(TaxID: 7735), Tunicata (TaxID: 7712); Hemichordata (TaxID: 10219), Echinodermata
(TaxID: 7586), Protostomia (TaxID: 33317); Platyhelminthes (TaxID: 6157),; Cnidaria
(TaxID: 6073), Placozoa (TaxID: 10226), Fungi (TaxID: 4751); Choanoflagellida
(TaxID: 28009), Viridiplantae (TaxID: 33090); Euglenozoa (TaxID: 33682);
Amoebozoa (TaxID: 554915), Alveolata (TaxID: 33630);, Archea (TaxID: 2157);
Bacteria (TaxID: 2).

3.1.1. Distribuicdo evolutiva das vias de reparo do DNA

A primeira etapa do estudo da conservacdo das vias de reparo do DNA foi
determinar a distribui¢do evolutiva das proteinas das vias de reparo do DNA. Dessa
forma, foram buscadas, no banco de dados de ortologia KEGG, as proteinas das vias de
reparo em cada um dos pontos taxonomicos, identificando as preditas e as ainda ndo
encontradas. Além disso, foram identificadas no KEGG as proteinas das vias de reparo
preditas para humanos. Essas proteinas foram utilizadas como query para buscar as
ausentes nos outros pontos taxonomicos.

O programa MolFuncs (NATARAJAN; JAKOBSSON, 2009) foi utilizado para
buscar proteinas das vias de reparo do DNA, ausentes no KEGG, para os pontos
taxondmicos selecionados. Esse programa implementou uma estratégia de BLAST
reciproco. O primeiro passo dessa estratégia consistiu na realizacio de um BLAST,
entre a proteina query (proteinas humanas preditas no KEGG) e o banco de dados de
Mammalia, com intuito de identificar todas as proteinas de mamiferos ortdlogas a

query. Em seguida foi feito um BLAST entre query e os bancos de dados dos téxons,
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encontrando proteinas chamadas de “candidatos”. Finalizando, foi efetuado um BLAST
entre os candidatos e o banco de dados de Mammalia, sendo esperado que o candidato
encontrasse alguma das proteinas do grupo de ortdlogos, identificados na primeira
etapa. Para confirmar se o candidato corresponde a proteina de interesse, os valores de
score dos BLASTs foram analisados, € a ferramenta online Web CD-Search Tool
(disponivel em http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/bwrpsb/bwrpsb.cgi)
(MARCHLER-BAUER et al., 2009) foi utilizada para buscar os dominios conservados.

A figura 11 mostra um exemplo da metodologia.

BLAST Bancode

—)

Fen 1

H. sapiens

dados -
463 Hemichordata
Analise de

BLAST
Candidatos Dominios

Conservados

Banco de dados BLAST
Fenl

mamiferos

Mammalia

462

Figura 11: Exemplo da metodologia de BLAST reciproco.

Neste exemplo, a proteina Fenl estava ausente em Hemichordata. O primeiro passo da
metodologia consistiu em um BLAST entre a Fenl humana (query) para encontrar a Fenl em
outros mamiferos. Em seguida, foi feito um BLAST da Fenl humana contra o banco de dados
de Hemichordata. No terceiro passo foi feito um BLAST entre os candidatos encontrados e o
banco de dados de Mammalia, sendo esperado que os candidatos encontrassem a Fenl humana
ou a Fenl de qualquer outro mamifero. Por ultimo, foram analisados os scores dos BLASTS e 0s
dominios conservados para determinar se os candidatos correspondiam a Fenl. Os ndmeros
abaixo das setas representam o score do melhor resultado de blast.

3.1.2. Ildentificacdo dos tripletes

Na segunda etapa do estudo da conservagdo das vias de reparo do DNA foi feita
a busca por tripletes de BRCT, nas proteinas TOPBP1 e ECT2, ao longo da evolugao.
Para identificar os tripletes, as TOPBP1 e ECT2 humanas, que ja possuem este arranjo
estrutural identificado e cristalizado em humanos, (RAPPAS; OLIVER; PEARL, 2011;
Z0U et al., 2014) foram usadas como referéncia.

Para identificar os tripletes, foram utilizadas como referéncia as proteinas
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TOPBP1 e ECT2 humanas, que ja possuem este arranjo estrutural identificado e
cristalizado (RAPPAS; OLIVER; PEARL, 2011; ZOU et al., 2014).

Primeiramente, o programa HMMSEARCH foi utilizado para filtrar dos bancos
de dados de cada taxon, as proteinas contendo dominio BRCT (PF00533), disponivel na
base de dados do Protein family database (PFAM) (FINN et al., 2014). Posteriormente,
foi feito um BLAST entre as proteinas contendo BRCT filtradas e os bancos de dados
Uniprot/Swiss-prot, nr no_hypothetical 95 (banco de dados preparado a partir do
banco nr com remog¢do de sequéncias sem anotagdo e mais remog¢ao de sequéncias
redundantes ao nivel de 95% de identidade) e Gene Ontology (GO). Além disso, todos
os dominios conservados, presentes nas proteinas selecionadas, foram identificados com
o HMMSCAN utilizando os bancos de dados PFAM-A e PFAM-B. Todas as etapas
citadas acima foram realizadas usando o software FAT (SEABRA-JUNIOR et al., 2011),
desenvolvido em nosso laboratdério, que utiliza localmente os programas HMMER
(FINN; CLEMENTS; EDDY, 2011) e BLAST (ALTSCHUL et al., 1990).

Em seguida, foi selecionada uma TOPBP1 de um organismo de cada taxon,
sendo escolhida a TOPBPI1 da espécie que possuia a maior quantidade de proteinas
contendo dominio BRCT no taxon. Quando a espécie ndo possuia TOPBP1 ou esta se
encontrava truncada, foi utilizada a TOPBP1 da segunda espécie com mais proteinas
com dominio BRCT. A ferramenta HMMSCAN foi utilizada para localizar a regido
correspondente aos trés primeiros dominios BRCT de TOPBP1, esta parte da proteina
foi extraida e depois alinhada utilizando o software online PRALINE. A mesma
metodologia foi utilizada para ECT2.

O programa JALVIEW (WATERHOUSE et al., 2009) foi utilizado para
visualizar o alinhamento multiplo e carregar a estrutura secundaria predita feita com os
programas JNET (COLE; BARBER; BARTON, 2008; CUFF; BARTON, 2000),
PSIPRED (BUCHAN et al., 2013) e HMMSCAN.

Para comparar os BRCTs presentes nos tripletes foi feito um dendograma desses
BRCTs alinhados individualmente. Os BRCTs foram extraidos dos tripletes, sendo a
predi¢do de estrutura secundaria utilizada para identificar o inicio e o final de cada
BRCT. Os alinhamentos multiplos foram feitos no PRALINE (SIMOSSIS; HERINGA,
2003, 2005) com as condi¢des padrao, e os dendogramas foram construidos com o
programa RAXML (STAMATAKIS, 2006) utilizando a matriz de substitui¢do Jones
Taylor Thornton (JTT) (JONES; TAYLOR; THORNTON, 1992), sendo realizada uma

andlise Bootstrap com 500 réplicas para avaliar a confianga dos ramos. O software
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FigTree foi utilizado para visualizagdo das arvores. Esta metodologia foi realizada para

o triplete de TOPBP1 e de ECT2.

3.2.  Estudo das Vias de Reparo no Mosquito A. aegypti

Nesta etapa do presente trabalho foi feita a busca por proteinas das vias de
reparo de DNA e proteinas contendo o dominio BRCT em A. aegypti. Foram realizadas,

também, andlises de expressdo em situacdes de dano ao DNA.

3.1.3. ldentificacdo de proteinas de reparo e contendo dominio BRCT em A.

aegypti

3.1.3.1. Confirmacéo das proteinas preditas no banco de dados

As proteinas relacionadas as vias de reparo do DNA preditas, no banco de dados
KEGG, tiveram sua anotagdo conferida, utilizando o programa FAT, onde foram
realizados BLASTS entre estas proteinas e os bancos de dados nr e swiss_prot, e contra
transcriptomas disponiveis para Aedes aegypti. Para identificacdo dos dominios
conservados foi utilizada a ferramenta HMMSCAN associada aos bancos PFAM-A e

PFAM-B. Estes resultados foram utilizados na curagem manual da anotagéo.

3.1.3.2. Identificacdo de novas proteinas

Para buscar as proteinas ndo identificadas em A. aegypti, foram selecionados
ortdlogos de dois ou mais organismos evolutivamente proximos, os quais foram
denominados “iscas”.

Para comparar as iscas com as proteinas preditas no genoma de A. aegypti,
foram realizados BLASTSs entre as iscas e um banco de dados de proteinas preditas, e
contra transcriptomas de A. aegypti presentes na literatura. Os resultados permitiram a
obtencdo de candidatos que foram submetidos as mesmas analises e curagem manual
descritas no item 3.2.1.1. Os BLASTs foram realizados no programa FAT e os

resultados limitados a um valor de e-value 107°.
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Foi feito, também, um BLAST para comparar as iscas com o genoma bruto de A.
aegypti com o objetivo de identificar regiGes gendmicas, sem proteinas preditas, que
possam codificar um possivel homdlogo, as quais foram denominadas de regiGes

candidatas.

3.1.3.3. Busca por proteinas expressas

O ultimo passo dessa etapa do presente trabalho consistiu na busca por indicios
de expressao das proteinas das vias de reparo do DNA de A. aegypti. Para determinar os
indicios de expressdo, todas as proteinas identificadas nas analises anteriores (preditas
no KEGG e encontradas através das metodologias aplicadas no tdpico 3.1.3.2) foram
submetidas a um BLAST contra transcriptomas disponiveis na literatura para este
inseto. O resultado do BLAST indicou quais proteinas estavam sendo expressas nas

condigdes utilizadas para sequenciamento dos transcriptomas da literatura.

3.1.4. Determinacdo de condigdes de estimulo e analises de expressao

3.14.1. Ecloséo dos ovos

Os ovos de Aedes aegypti linhagem Black Liverpool foram, gentilmente, cedidos
pelo Professor Mario Alberto Cardoso Silva-Neto do Laboratério de Sinalizacao Celular
(LabSiCel), do Instituto de Bioquimica Médica Leopoldo de Meis, da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro. Os mosquitos foram criados em insetario em
ciclo claro/escuro de 12h, temperatura a 28 °C e 80% de umidade relativa do ar. Os
adultos foram mantidos em gaiolas com solu¢do de sacarose 10%. As fémeas foram
alimentadas naturalmente em veias da orelha de coelhos, ou artificialmente com sangue
de coelho heparinizado. Os cuidados com os animais € os protocolos experimentais
seguiram as diretrizes do Comité de avaliacdo do uso de animais em pesquisa da UFRIJ,
CAUAP-UFRJ e do Guia NIH para o uso e cuidado de animais de laboratorio (ISBN 0-
309-05377-3). Os protocolos foram aprovados pelo CAUAP-UFRJ (registro IBQMO067-
05/16).

Para realizar a eclosdo, um papel de filtro contendo ovos de 4. aegypti foi

colocado no fundo de uma bandeja plastica contendo aproximadamente 1 L de agua
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filtrada e 3 graos de racdo de gato. A bandeja foi mantida em estufa BOD a 28 °C

durante 3 dias, tempo necessario para que as larvas atinjam o estagio L3 de crescimento.

3.1.4.2. Curva de sobrevivéncia — Paraquat

As larvas em estadgio L3 de crescimento foram submetidas ao tratamento com
paraquat (SIGMA-ALDRICH), um herbicida com potencial acdo pro-oxidante, para
construir uma curva de sobrevivéncia em fun¢ao da concentragdo e tempo de exposicao.

Para a construg@o da curva foram adicionadas 5 larvas a tubos Falcon de 15 mL
contendo 1 mL de agua filtrada com paraquat 0,5 mM, 0,75 mM, 1 mM, 2 mM e 4 mM.
Para que as larvas permanecessem alimentadas durante o experimento, ~ 10 mg de
racao pulverizada foi acrescida aos tubos Falcon.

As larvas foram mantidas em BOD a 28°C e monitoradas de 2 em 2 horas
durante 24 horas para observar a mortalidade. A curva foi obtida a partir da média e erro

padrao de trés experimentos independentes, cada um deles com pontos em triplicata.

3.14.3. LDso

A metodologia para o célculo da LDs, foi semelhante a descrita para a curva de
sobrevivéncia, alterando apenas as concentragdes. As concentragdes utilizadas foram:
0,001 mM; 0,01 mM; 0,1 mM; 1 mM; 5 mM; 10 mM e 50 mM de paraquat e a medida
foi feita no tempo de 24 h de incubagdo. O programa GraphPad Prism versdo 5.03 foi
utilizado para plotar o grafico, sendo feita uma curva dose-resposta de trés parametros
aplicando o método Dose-response — Stimulation, log (agonist) vs response (three
parameters). Este modelo de calculo assume que a curva possui slope padrao igual a 1,0

(slope de Hill).

3.1.4.4. Extracéo e dosagem de RNA

O RNA total foi extraido de trés grupos de larvas: controle e tratadas com
paraquat 0,5 mM durante 12 e 24 horas. A quantidade de larvas utilizada na extragdo
variou de 20 a 60 larvas.

O RNA total das larvas foi extraido utilizando o kit illustra RNAspin Mini RNA
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Isolation da GE healthcare seguindo o protocolo padrdo do mesmo. As larvas foram
transferidas para um eppendorf e toda agua presente foi retirada, em seguida foi
adicionado 20 pL do tampdo de lise para homogeneizagdo e maceracdo das larvas,
realizada com auxilio de um macerador, durante 2 minutos. O protocolo padrao do kit
segue descrito brevemente. O homogeneizado foi filtrado para remogao de restos de
tecidos, e aplicado em uma membrana de silica para que ocorra a adsor¢ao do RNA. Em
seguida, foi feito o tratamento com DNase I para degradacdo do DNA e lavagens
subsequentes para retirada de contaminantes, proteinas e outros componentes celulares.
Ao final do procedimento a concentragdo de RNA foi determinada por Qubit®
Fluorometer (Invitrogen) e a integridade em gel de agarose 1% (TAKAHASHI;
OGINO; BABA, 1968), utilizando GelRed como corante fluorescente e padriao peso
adequado.

A dosagem de RNA por Qubit foi feita seguindo o protocolo do kit Qubit® RNA
Assay, que consiste na adi¢gdo de um corante fluorescente especifico a amostra para

posterior leitura fluorimétrica pelo Qubit.

3.1.45. Sintese de cDNA

A sintese de cDNA foi realizada em termociclador (Applied Biosystems - Veriti
96-Well Thermal Cycler) utilizando o High-Capacity cDNA Reverse Transcription Kit
(Applied biosystems). Para a sintese do cDNA foi utilizado 1 pg do RNA extraido e 2
pL de Primer randomico, este mix foi incubado no termociclador por 10 minutos a
65°C. Subsequentemente foi adicionado 2 pL do Mix 10x (tampao, nucleotideos e
transcriptase reversa) completando o volume a 20 pL com dgua DEPC e incubando
novamente no termociclador (10 min a temperatura de 25°C; 2 horas a 37°C e 15 min a

70°C).

3.1.4.6. PCR quantitativo

Para realizacdo do PCR quantitativo (QPCR) foram desenhados iniciadores para
os genes preditos na via de reparo por unido terminal ndo homologa de Aedes aegypti.
Os desenhos dos iniciadores objetivou a obtengao de amplificados na faixa de 150-200
bp. Para evitar a amplificacdo de possiveis contaminantes de DNA gendmico todos os

iniciadores foram desenhados para anelar no cDNA nas juncdes de éxons. A tabela 1
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Tabela 1: Tabela de iniciadores utilizados no PCR quantitativo.
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Gene Iniciador Tamanho
Ku80 Senso: CAATGTGCTCATGCCAACTT 187
AAEL003684 Anti senso: GTCCAATGCGTCCATTAGGT

Mrell Senso: GATGTGATTAGAGGAGAGGACAG 173
AAEL000034 Anti senso: TCACCCAACAGATACGTTTTC

Rad27 Senso: TCGGACGAAAAGTAGCAATCG 161
AAEL005870 Anti senso: CTTGATTCCATTTTCCAGCA

Rad50 Senso: AAGAAATGAAGAAGATTATTGCTGC 172
AAEL005245 Anti senso: ATCAATGCGTCCAGACCTT

XLF Senso: CTTAAAAGAAATCTAGTAGCGACCAA 186
AAEL002939 Anti senso: CGTAGGACTTCCCGATTCTA

DNAPKcs Senso: GCATTCAGAAACGCCTTGAT 199
AAEL008123 Anti senso: GATCTTCACGAGCCAACAGT

Lig4 Senso: GTGAAATAAGTGCCGTCCTG 162
AAEL017365 Anti senso: GGATAGGAAATATGCTGGTATTCG

Rp49 (endogeno) | Senso: GCTATGACAAGCTTGCCCCCA 190
AAEL003396 Anti senso: AGCTGGAGGTGCTGATGA

As reacO0es de qPCR foram conduzidas utilizando o reagente HOT FIREPol

EvaGreen® gPCR Mix Plus (Solis Biodyne) segundo instrucbes do fabricante.

Resumidamente, reacdes com volume final de 10 pL foram feitas utilizando 2 uL do

reagente, 4 picomols de cada um dos primers (tabela 1) e 2 uL da amostra diluida.

As reacdes foram realizadas em termociclador LineGene 9600 (Bioer) seguindo

0 esquema abaixo (tabela 2):

Tabela 2: Esquema das reagdes de PCR quantitativo

Etapa | Temperatura (°C) | Tempo (min)
1 95 15
2 95 00:15
3 60 00:20
4 72 00:20

As etapas 2 a 4 foram repetidas por 50 ciclos, seguidas por curva de

desnaturacao.
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A validacdo das reacdes foi feita utilizando a inclinacdo e o valor de R* de
curvas de amplificagdo com diferentes quantidades de cDNA. Foram utilizadas
amostras de cDNA de amostras controle. Os pontos da curva foram preparados atraves
de diluicdo seriada de fator 5. Foi utilizada a diluicdo de cDNA 1:100 para as reacdes.

Os niveis de transcricdo de cada gene foram analisados através da diferenca de
expressdo entre o gene alvo e o controle enddgeno (Rp49) de uma mesma amostra,
medido através do threshold cycle (ACt). A expresséao relativa entre o grupo de larvas
tratadas com paraquat por 12 e 24 h e o grupo controle foi analisada através da diferenca
dos valores de ACt de cada amostra tratada contra a média de ACt do grupo controle
através da formula: 2°°* (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).
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4. RESULTADOS

4.1. Identificacdo de proteinas de reparo do DNA e dos tripletes do dominio BRCT

ao longo da evolucao.

4.1.1. Distribuicdo evolutiva das vias de reparo do DNA

Como primeira etapa do estudo da conservacao das vias de reparo do DNA foi
feita a determinacdo da distribuicao evolutiva das proteinas das vias de reparo do DNA.
O software MolFuncs (NATARAJAN; JAKOBSSON, 2009) foi utilizado para buscar
proteinas das vias de reparo ausentes, no KEGG, para os tadxons estudados neste
trabalho. Para Hemichordata, ndo foram encontradas proteinas preditas no KEGG,
dessa forma foi feita a completa identificacdo das proteinas das vias de reparo deste
taxon, sendo as encontradas listadas na tabela 3. Foram também encontradas proteinas
ausentes no KEGG para outros pontos taxondmicos, lista que esta apresentada na tabela
4,



Tabela 3: Lista de proteinas das vias de reparo do DNA encontradas em Hemichordata.

Proteina gi Via de Reparo
OGG 291230163 BER
NTH 585649842 BER
NEIL1 585649842 BER
APE1 2912220201 BER
APE?2 291239611 BER
XRCC1 62087142 BER
Polf 585712411 BER
Lig3 585652306 BER
UNG 585655422 BER
MUTY 585661637 BER
MPG 291229341 BER
MBD4 442796450 BER
PCNA 585678593 BER, NER, MMR
Pold 585722296 BER, NER, MMR, HR
Pole 585652800 BER, NER
Fenl 585698647 BER
585671094 BER, NER, MMR
Ligl
Polr 585655893 BER, NHEJ
HMBG1 | 283462216 BER
PARP1: 585683224 BER
PARP2: 585672552
PARP | pARP3: 585704687
PARP4: 585674998
RBX1 291234484 NER
Cul4d 585706604 NER
DDB1 585646570 NER
DDB2 291222681 NER
XPC 585697964 NER
HR23B 585700354 NER
CSA 291227378 NER
CSB 291227378 NER
CDK7 291227378 NER
MNATL | 291227378 NER
CCNH 291227378 NER
XPB 291227378 NER
XPD 585720977 NER
TFIIHL | 585652251 NER
TFIIH2 585723453 NER
TFIIH3 585702073 NER
TFIIH4 | 585673521 NER
XPG 585684961 NER
XPA 585654037 NER
RPA 585646261 NER, MMR, HR
XPF 585699715 NER
ERCC1 585700160 NER
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Tabela 3: Lista de proteinas das vias de reparo do DNA encontradas em Hemichordata.

Continuacéo

Proteina gi Via de Reparo
RFC 585683961 NER, MMR
PMS2 291233099 MMR
MLH1 291231519 MMR
MLH3 585645287 MMR
Exol 291241252 MMR
Rad50 585661521 HR, NHEJ
Mrell 585693155 HR, NHEJ
Nbsl 585665417 HR
Rad51 291235734 HR
Rad52 585722477 HR
BRCA2 119395734 HR
BLM 585692617 HR

TOP3A 585723571 HR
TOP3 TOP3B 585652243
Mus81 585647428 HR
XRCC2 291226354 HR
XRCC3 585644175 HR
Rad51B 585687784 HR
Ku70 585646578 NHEJ
Ku80 585701227 NHEJ
Artemis 585660446 NHEJ
DNAPKCcs | 585664764 NHEJ
TdT 291223873 NHEJ
Lig4 585650410 NHEJ
XRCC4 585706368 NHEJ




Tabela 4: Listagem das proteinas encontradas nos outros pontos taxonémicos.

Ponto Taxondmico

Proteina - gi

Via de Reparo

PCNA — 585683961

Amphibia CSB — 301614708 NER
Tunicata MNAT1 — 198414152 NER
MLH3 — 699242107 MMR
Rad50 — 699237672 HR, NHEJ
Echinodermata Ku70 — 115618058 NHEJ
Platyhelmintes RBX1 - 93009102 NER
CSA — 674262333 NER
TFIIH3 — 674260349 NER
Rad51B — 675369313 HR
DNAPKCcs — 358332995 NHEJ
Lig3 — 674588724 BER
576694139
Cnidaria BLM — 749719332 HR
Porifera Cul4 — 340369300 NER
Fungi DNAPKCcs — 552908684 NHEJ
Choanoflagellida NEIL1 — 514694550 BER
CSB - 514682141 NER
TFIIH2 — 514700126 NER,
Nbsl — 514695150 HR
Rad51 — 514692457 HR
XRCC3 — 514652869 HR
Viridiplantae Lig3 — 3264984831 BER
Euglenozoa Cul4 — 72393253 NER
Ligd — 528221976 NHEJ
Bacteria Fenl —516974532 BER

BER, NER, MMR
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O resultado final da busca esta apresentado na figura 12, que organiza as vias em

etapas, agrupando as proteinas para cada uma delas, como apresentado na tabela 5.

Alguns taxons, principalmente Bacteria, Archaea e Fungi possuem vias que ndo sdo

realizadas pelas mesmas proteinas que participam das vias de humano, para muitos

destes casos existem proteinas particulares que executam determinada funcdo, sendo

consideradas proteinas analogas.
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Tabela 5: Proteinas das vias de reparo do DNA agrupadas por etapa.
BER: reparo por excisdo de base, NER: por excisdo de nucleotideo, MMR: por erro de

pareamento, HR: por recombinagdo homologa, NHEJ: por unido terminal ndo homoéloga.

Via Deteccdo Processamento Sintese Ligacdo/Recombinacdo (HR)
BER | OGG1 APE1 XRCC1 Lig3
NTH APE2 Pol B Ligl
NEIL1 PCNA
NEIL2 Pol &
NEIL3 Pol ¢
UNG Fenl
TDG/Mug SMUG
MUTY
MPG
MBD4
NER | RBX1 CDKY7 Pol & Ligl
Cul4 MNAT1 Pol ¢
DDB1 CCNH PCNA
DDB2 XPB RFC
XPC XPD
HR23B TFIIH1
CENT2 TFIIH2
CSA TFIIH3
CSB TFIIH4
TTDA
XPA
XPG
RPA
XPF
ERCC1
MMR | PMS2 Exol RPA Ligl
MLH1 Pol &
MSH2
MSH6
MSH3
MLH1
MLH3
PCNA
RFC
HR Rad50 RPA Pol & BLM
Mrell Rad51 TOP3
Nbsl Rad52 Mus81
BRCA2 Emel
DSS1
Rad54
Rad51B
Rad51C
Rad51D
XRCC2
XRCC3
NHEJ | Ku70 Artemis X Lig4
Ku80 DNAPKCcs XRCC4
Pol A XLF
Pol p

TdT




57

Mammalia

’: Sauropsida
~ Aminiota
~ Amphibia
bipnotetrupodomorphu
’: Coelocanthimorpha
— Sarcopterygii
I Actinoptegyrii
— Teleostomi

'— Chondricthyes

Craniata

Tunicata
Cephalochordata

Chordata

Hemichordata

Echinodermata
Deuterostomia

Protostomia
Platyhelminthes
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Fungi
Choanofiagellida
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Viridiplantae

Euglenozoa

Amoebozoa

Alveolata

Eukaryota
Bacteria

Archea

. Etapa completa
|:| Etapa Incompleta

. Auséncia das proteinas da etapa

. Etapa completa realizada totalmente ou parcialmente por proteinas andlogas

D Etapa incompleta realizada totalmente ou parcialmente por proteinas analogas

Figura 12: Distribuicdo evolutiva das vias de reparo.

BER: reparo por excisdo de base; NER: reparo por excisdo de nucleotideo, MMR: reparo por
erro de pareamento; HR: reparo por recombinagdo homdéloga; NHEJ: reparo por unido terminal
ndo homologa. A figura divide as vias por etapas agrupando as proteinas como descrito na
tabela 5. Etapa incompleta significa que ndo foram identificadas uma ou mais proteinas que
participam da etapa em questdo. As cores azul escura e clara referem-se a etapas que sdo
funcionais, mas sdo realizadas por proteinas com baixissima similaridade (analogas) as
proteinas de humanos. Para NER (procariotos) é sabido ndo haver ancestral comum com as
proteinas de outros prontos taxondmicos (EISEN; HANAWALT, 1999). As linhas pontilhadas
representam ligag&o indireta entre os pontos taxondmicos.
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Através da figura 12, é possivel observar que as vias de reparo estdo bastante
conservadas ao longo da evolugdo. Além disso, a presenca de proteinas analogas em
procariotos evidencia a conservacdo da funcdo de reparo. Os resultados também
indicam que a via de reparo por erro de pareamento (MMR) parece ser a mais
conservada. Em relacdo a conservacao das vias de reparo por excisdo de base (BER) e
excisdo de nucleotideo (NER), observou-se que a BER se encontra menos conservada
do que a NER.

Em Chondrichthyes, através das analises descritas na metodologia, ndo foi
possivel encontrar a DNA ligase 1 (Ligl). Entretanto, a Ligl estava presente em todos
0s pontos taxonémicos, inclusive em procariotos, sugerindo que as anélises realizadas
ndo foram suficientes para identificacdo de Ligl neste ponto taxondmico. Dessa forma,
na tentativa de encontrar a Ligl em Chondrichthyes, foi feito um BLASTp entre o
banco de dados deste taxon e o tsa (banco de dados de transcriptomas), utilizando como
query a Ligl de Actinopterygii. Através desta metodologia foi possivel encontrar a Ligl
em Chondrichthyes (Callorhinchus milii — gi 398672954), com identidade de 63% e
cobertura de 70%.

Em Fungi, a via de reparo por unido terminal ndo homéloga (NHEJ) teve sua
etapa de processamento marcada com quadrado azul. A cor azul foi atribuida porque,
em S. cerevisiae, esta etapa € realizada pelo complexo MRX, enquanto em mamiferos a
mesma etapa é orquestrada por Artemis e DNAPKcs. Em Fungi, o complexo MRX, que
compreende as proteinas Rad50, Mrell e XRS2, também participa da etapa de deteccédo
da via de reparo por recombinacdo homologa (HR). Em mamiferos, na HR, o
reconhecimento da quebra na dupla fita ocorre através do complexo MRN, semelhante
ao MRX, sendo formado pelas proteinas Rad50, Mrell e Nbs. Apesar da diferenca
entre a etapa de processamento entre mamiferos e fungos, no decorrer das analises

realizadas neste trabalho, foi possivel encontrar a DNAPKcs (gi 552908684) em Fungi.

4.1.2. Distrubuicéo Evolutiva do Triplete BRCT de TOPBP1 e ECT2

A segunda etapa do estudo da conservagao das vias de reparo do DNA consistiu
na a busca por tripletes de BRCT ao longo da evolugdo. Dessa forma, foram buscados,
nos pontos taxondmicos escolhidos, os ortélogos das proteinas humanas TOPBP1 e
ECT2, que apresentam arranjo em triplete do dominio BRCT. Para identificar estes

tripletes, varios resultados foram considerados, incluindo: identificacdo dos dominios
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conservados BRCT (com a ferramenta HMMSCAN), posicionamento sobre a regido de
triplete da TOPBP1 humana em um alinhamento multiplo das proteinas completas
(utilizando o software online PRALINE), e a predicdo de estrutura secundaria
(determinada pelos programas HMMSCAN e PSIPRED). A estrutura secundaria de
TOPBP1 humana do cristal 2XNK (RAPPAS; OLIVER; PEARL, 2011) foi usada como
base para esta analise.

A TOPBP1 foi encontrada em quase todos 0s pontos taxondmicos estudados,
com excecdo de Bacteria, Archaea, Alveolata e Porifera (tabela 6). Foi feito um
alinhamento multiplo com as TOPBPL1, sendo utilizada uma TOPBP1 por taxon (figura
13).

A estrutura em triplete foi encontrada truncada em alguns pontos taxonémicos,
apesar dos esforcos para buscar um triplete integro em outros organismos do mesmo
ponto taxonémico (Fungi, Hemichordata e Placozoa).

Foi possivel observar uma maior variabilidade nas duas primeiras fitas beta e na
primeira alfa-hélice (figura 14A) do BCRT1, enquanto os BRCTs 2 e 3 apresentaram
estruturas secundarias muito mais conservadas e semelhantes (figura 14B e 14C).

O BRCT1 néo foi identificado em Fungi, estando de acordo com diferencas na
arquitetura dos dominios BRCT ja identificadas na literatura (MESQUITA et al., 2010).
Também foi possivel observar, em Hemichordata, a auséncia do BRCT1 e de parte do
BRCT2, que s6 possui a ultima fita beta e alfa hélice (figura 14A e 14B). O BRCT2
também estava truncado em Placozoa, estando ausentes as duas ultimas alfa hélices e a
ultima fita beta (figura 14B).
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Tabela 6: Tabela contendo as proteinas TOPBP1 identificadas e utilizadas no alinhamento de

seus tripletes de BRCT.

Taxons Espécie - gi
Mammalia Homo sapiens: 296453012
Sauropsida Chelonia mydas: 591379654
Amphibia Xenopus (Silurana) tropicalis: 512848227
Coelacanthimorpha Latimeria chalumnae: 557019128
Actinopterygii Danio rerio: 528519341
Chondrichthyes Callorhinchus milii: 632965729
Cephalochordata Branchiostoma floridae: 260805410
Tunicata Oikopleura dioica: 313224695
Hemichordata Saccoglossus kowalevskii: 585693286
Echinodermata Strongylocentrotus purpuratus: 390370566
Protostomia Drosophila melanogaster: 11037277
Platyhelminthes Schistosoma mansoni: 353230631
Cnidaria Hydra vulgaris: 449682695
Placozoa Trichoplax adhaerens: 195999244
Porifera Né&o encontrada
Fungi Mortierella verticillata NRRL 6337: 672824744
Choanoflagellida Salpingoeca rosetta: 514696680
Viridiplantae Vitis vinifera: 731427959
Euglenozoa Trypanosoma cruzi: 407850076
Amoebozoa Acanthamoeba castellanii str. Neff: 470532208
Alveolata N&o encontrada
Bacteria Né&o encontrada

Archaea

Né&o encontrada
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A partir do alinhamento e da predicdo de estrutura secundaria, os BRCTs foram
extraidos dos tripletes e alinhados individualizados para fazer um dendrograma para
comparacdo somente entre os BRCTs deste triplete (figura 15). Em relacdo ao
dendograma, foi possivel separar os BRCTs em trés ramos, sendo 0 agrupamento
coerente, apesar da auséncia de bootstrap, para os ramos dos BRCTs 2 e 3. A diferenca
significativa do BRCT 1 para os BRCTs 2 e 3, levou a separa¢do deste grupo no Gnico
ramo com suporte de bootstrap (figura 15). Os trés BRCTs de Euglenozoa e o primeiro
BRCT de Choanoflagellida ndo agruparam como esperado em relagdo ao alinhamento
multiplo, além dos BRCT3 de Viridiplantae, Amoebozoa e Choanoflagellida ndo terem
ficado exatamente no ramo dos BRCT3, mas nas proximidades.
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Figura 15: Dendograma obtido a partir do alinhamento entre os BRCTSs individuais do triplete
das TOPBPL.

Destacado em azul estdo os BRCT1, em laranja BRCT2 e em vermelho BRCT3. Em preto estdo
marcados 0s BRCTs que ndo agruparam no ramo da arvore sugerido pelo alinhamento da regido
de triplete (Figura 13). 98 indica o valor de bootstrap que separa o ramo do BRCT1.

A mesma metodologia foi empregada para ECT2, sendo utilizada a estrutura
secundaria referente ao cristal 4N40 (ZOU et al., 2014) para ECT2 humana. A
proteina ECT2 ndo foi identificada em oito pontos taxondmicos, sendo eles Bacteria,
Archaea, Euglenozoa, Alveolata, Amoebozoa, viridiplantae, Fungi e Porifera (Tabela
7). O alinhamento multiplo foi feito com as ECT?2 listadas na tabela 7 e o resultado esta

apresentado na figura 16.
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Tabela 7: Proteinas utilizadas no alinhamento dos tripletes de ECT2.

Taxons Espécie - gi
Mammalia Homo sapiens: 21735572
Sauropsida Anolis carolinensis: 637275719
Amphibia Xenopus (Silurana) tropicalis: 163914811
Coelacanthimorpha Latimeria chalumnae: 556993915
Actinopterygii Danio rerio: 51468037
Chondrichthyes Callorhinchus milii: 632935175
Cephalochordata Branchiostoma floridae: 260817400
Tunicata Oikopleura dioica: 313224992
Hemichordata Saccoglossus kowalevskii: 585711260
Echinodermata Strongylocentrotus purpuratus: 390358154
Protostomia Drosophila melanogaster: 24660486
Platyhelminthes Echinococcus granulosus: 674566404
Cnidaria Hydra vulgaris: 449686856
Placozoa Trichoplax adhaerens: 195996387
Porifera N&o encontrada
Fungi N&o encontrada
Choanoflagellida Salpingoeca rosetta: 514699723
Viridiplantae N&o encontrada
Euglenozoa N&o encontrada
Amoebozoa Né&o encontrada
Alveolata Né&o encontrada
Bacteria N&o encontrada
Archaea Né&o encontrada

O triplete de BRCT ndo foi observado em Cnidaria, Platyhelminthes e Placozoa
(figura 16). O BRCT1 de ECT2 estava ausente em Placozoa e Platyhelminthes, e em
Cnidaria encontrava-se truncado, existindo apenas a ultima fita B e o hélice. Em
Coelacanthimorpha este dominio apresentou um padrao diferente dos outros taxons,
que pode ser observado pelo gap formado nas outras proteinas (figura 17A). Em
Platyhelmintes o BRCT3 estava truncado, estando ausente a ultima fita f e a hélice.
Além disso, BRCT3 néo foi encontrado em Placozoa (figura 17C).

Como observado em TOPBP1, o dominio BRCT1 de ECT2 apresenta maior
variacdo na distribui¢do da estrutura secundaria quando comparado com os BRCTs 2 e
3 (figura 17). Essa diferenca foi suficiente para separar o BRCT1 no unico ramo do
dendograma com suporte de bootstrap (figura 18). Os BRCT2 e 3 foram agrupados em
ramos distintos, porém sem suporte de bootstrap.

No dendograma os BRCTs agruparam como 0 esperado, com excecdo dos
BRCTL1 de Cnidaria (truncado) e Choanoflagellida. Além disso, a proteina ECT2 de
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Placozoa possui somente um dominio BRCT, que no alinhamento foi posicionado junto

com outros BRCT2, porém o dendograma sugere que seja o terceiro BRCT (figura 18).
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Figura 18: Dendograma obtido a partir do alinhamento entre os BRCTSs individuais das ECT2.
Destacado em azul estdo os BRCT1, em laranja BRCT2 e em vermelho BRCT3. Em preto estdo
marcados os BRCTs que ndo agruparam no ramo da arvore sugerido pelo alinhamento da regido
de triplete (Figura 16). 89 indica o valor de bootstrap que separa o ramo do BRCTL1.

Os resultados da identificagdo das proteinas TOPBP1 e ECT2, e seus tripletes de
BCRT, foram agrupados em um mapa que resume a presenca destas proteinas e do
arranjo triplete dos dominios BRCT ao longo da escala evolutiva (figura 19). Através da
figura 19 foi possivel observar a presenca de TOPBP1 e ECT2, e a conservacao do
arranjo em triplete de BRCT ao longo da escala evolutiva. Como ambas as proteinas
ndo foram encontradas em procariotos, possivelmente se originaram em eucariotos. Em

Porifera ndo foi encontrada nem TOPBP1 nem ECT2.
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Figura 19: Mapa mostrando a presenca das proteinas TOPBP1 e ECT2 ao longo da escala
evolutiva.

A figura mostra, também, a presenca dos trés dominios BRCT que compdem o triplete. As
alteracfes no dominio BRCT sdo referentes aos BRCTs truncados ou aos que apresentaram
diferencas entre a posicdo no alinhamento e o agrupamento no dendograma. As linhas
pontilhadas representam ligag&o indireta entre os pontos taxondémicos.
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4.2.  Estudo das Vias de Reparo no Mosquito A. aegypti

4.1.3. ldentificagdo de proteinas de reparo e contendo dominio BRCT em A.

aegypti

As vias de reparo de DNA consideradas neste trabalho somam em eucariotos e
procariotos, aproximadamente, 196 proteinas no banco de dados KEGG. Estas vias sao
realizadas por 81 e 75 proteinas em humanos e D. melanogaster, respectivamente. O
mosquito A. aegypti possui 56 destas proteinas identificadas no KEGG, as quais tiveram
sua anotagdo confirmada através das analises realizadas (tabela 8). Nas figuras seguintes
as proteinas presentes no KEGG estdo marcadas em verde, enquanto as ndo
identificadas estdo em branco.

Em relacdo as proteinas contendo o dominio BRCT estdo preditas no KEGG
para humanos 24 proteinas, para D. melanogaster 10 e para A. aegypti 8 proteinas
(tabela 8).



Tabela 8: Proteinas preditas e ausentes no KEGG para 0 mosquito A. aegypti.

*Proteinas que participam das vias de reparo e possuem dominio BRCT.
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Proteinas das vias de reparo do DNA

Proteinas com dominio BRCT

Preditas Ausentes Preditas Ausentes
0GG1 NEIL1 CTDP1 ANKRD32
NHT NEIL2 MCPH1 BARD1
SMUG NEIL3 Nbs1* BRCA1l
APE1 UNG PES1 DBF4
XRCC1* TDG/Mug REV1 ECT2
HMGB1 MUTY RFC1 Lig3*
PCNA MPG TOPBP1 Ligd*
Pols MBD4 XRCC1* MDC1
Pole APE2 PARP1*
Fenl Polp PARP4*
APEX Polr* PAXIP1
PARP* Lig3* Pol A
RBX1 Ligl* Pol p
Cul4 DDB2 RAP1
DDB1 CENT?2 TDT
XPC CSA TP53BP1
HR23B CSB

CDK7 XPG

MNAT1 MSH3

CCNH MLH3

XPB Ku70

XPD Artemis

TTDA Polu

TFIIH1 TdT

TFIH2 Ligd

TFIIH3 XRCC4

TFIIH4 XLF

XPA Rad51B

RPA Rad52

XPF

ERCC1

PCNA

RFC*

PMS2

MLH1

MSH6

MSH2

Exol

SSB

Ku80

DNAPKCcs

Rad50

Mrell

Nbs1*

Rad51

Rad51C

Rad51D

XRCC2

XRCC3

BRCA2

DSS1

Rad54

BLM

TOP3

Mus81

Emel
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Na busca por proteinas ausentes nos KEGG, foi possivel identificar 7, sendo as
proteinas contendo o dominio BRCT: Epithelial cell transforming 2 (ECT2),
Microcephalin 1 (MCPH1), Mediator of DNA damage checkpoint protein 1 (MDC1) e
Poly ADP-ribose polymerase (PARP1), e as proteinas pertencentes a via de reparo por
unido terminal ndo homologa: Non-homologous end-joining factor 1 (NHEJ1/XLF) e
DNA ligase 4 (Lig4), sendo encontradas duas isoformas de Lig4, as quais também
possuem dominio BRCT.

Foram encontrados indicios de expressdo para 18 proteinas em transcriptomas
disponiveis na literatura, sendo elas: Lig4 (identificada previamente nas analises),
FEN1, CDK7, XPD, BLM, BRCA2, DSS1, Emel, Mrell, Mus81, RAD50, Rad51,
Rad54, RPA, TOP3, DNAPKcs, Ku80, Rad27. As figuras que seguem (figuras 20-24)
representam as vias de reparo ilustradas pelo KEGG. Em verde estdo as proteinas
preditas e em branco as ausentes, as setas vermelhas indicam as proteinas que possuem
indicios de expressdo e as setas azuis apontam para as identificadas nas analises
realizadas no presente trabalho.
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Figura 20: Via de reparo por excisao de base (BER) para A. aegypti.

As proteinas preditas aparecem destacadas nos quadrados verdes enquanto as ndo identificadas
estdo apresentadas nos quadrados brancos. A seta vermelha indica a proteina cuja expressao foi
confirmada pelas analises apresentadas neste trabalho. Imagem gerada pelo banco de dados
KEGG (http://www.kegg.jp/kegg/pathway/ko/ko03410.html) e adaptada.
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Figura 21: Via de reparo por excisao de nucleotideo (NER) para A. aegypti.
As proteinas preditas aparecem destacadas nos quadrados verdes enquanto as ndo identificadas
estdo apresentadas nos quadrados brancos. As setas vermelhas indicam as proteinas cuja
expressao foi confirmada pelas analises apresentadas neste trabalho. Imagem gerada pelo banco
de dados KEGG (http://www.kegg.jp/kegg/pathway/ko/ko03420.html) e adaptada.
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Figura 22: Via de reparo por erro de pareamento (MMR) para A. aegypti.
As proteinas preditas aparecem destacadas nos quadrados verdes enquanto as ndo identificadas
estdo apresentadas nos quadrados brancos. A seta vermelha indica a proteina cuja expressao foi
confirmada pelas analises apresentadas neste trabalho. Imagem gerada pelo banco de dados
KEGG (http://www.kegg.jp/kegg/pathway/ko/ko03430.html) e adaptada.


http://www.kegg.jp/kegg/pathway/ko/ko03430.html
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Via de Reparo por Recombinagdao Homoéloga (HR)
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Figura 23: Via de reparo por recombinacdo homdloga (HR) para A. aegypti.

As proteinas preditas aparecem destacadas nos quadrados verdes engquanto as ndo identificadas
estdo apresentadas nos quadrados brancos. As setas vermelhas indicam as proteinas cuja
expressao foi confirmada pelas analises apresentadas neste trabalho. Imagem gerada pelo banco
de dados KEGG (http://www.kegg.jp/kegg/pathway/ko/ko03440.html) e adaptada.
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Figura 24: Via de reparo por unido terminal ndo homéloga (NHEJ) para A. aegypti.

As proteinas preditas aparecem destacadas nos quadrados verdes enquanto as nao identificadas
estdo apresentadas nos quadrados brancos. As setas vermelhas indicam as proteinas cuja
expressao foi confirmada pelas analises apresentadas neste trabalho e as setas azuis as que
foram identificadas através das metodologias de bioinformatica descritas. Imagem gerada pelo
banco de dados KEGG (http://www.kegg.jp/kegg/pathway/ko/ko03450.html) e adaptada.
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4.1.4. Determinacao de condicdes e estimulo e andlises de expressao

Com o objetivo de determinar condicdes de estimulo para o estudo das vias de
reparo do DNA, larvas de A. aegypti foram submetidas ao tratamento com paraquat, um
herbicida capaz de gerar estresse oxidativo. As larvas foram tratadas com diferentes
concentracdes de paraquat para determinacdo de uma curva de sobrevivéncia em funcédo
da concentragdo e tempo de tratamento.

A curva de sobrevivéncia (figura 25) demonstrou que o tratamento com paraquat
possui resposta dose-tempo dependente, ou seja, a mortalidade aumenta a medida que
se aumenta a concentracdo e o tempo de exposicéo das larvas.

Os dados obtidos foram utilizados na escolha das condicdes de estimulo para o
estudo das vias de reparo, sendo escolhida a concentracdo de 0,5 mM nos tempos 12 e
24 horas. Para estudar as vias de reparo do DNA, é necessario induzir danos que ativem
as vias sem ativar mecanismos de morte celular. Esta concentracdo pareceu ser ideal
para estudo das vias de reparo, pois ndo apresentou altas taxas de mortalidade durante o
tempo de tratamento, levando a acreditar que o dano € suficiente para ativacao das vias,
porém insuficiente para gerar apoptose.

Além da curva de sobrevivéncia foi calculada a LD50 do paraquat em 24 horas
de exposicdo a esse herbicida. A LD50 corresponde a concentracdo necessaria para
matar 50% das larvas, dessa forma quanto menor a concentracdo maior a toxicidade. A
LDso, encontrada para o paraquat durante 24h de tratamento, foi determinada através do
grafico apresentado na figura 26, sendo 1 mM.
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Figura 25: Curva de sobrevivéncia de larvas tratadas com diferentes concentragGes de paraquat

durante 24h.

O grafico é resultado de média e erro padrdo de trés experimentos independentes em triplicata.

Os pontos onde as barras de erro ndo sao visiveis possuem erro igual a zero.
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Figura 26: Curva LD50 para o tratamento de larvas com paraquat durante 24h.
A curva é resultado de média e erro padrdo de trés experimentos independentes em triplicata.
LDso = 1 mM. Os pontos onde as barras de erro ndo sdo visiveis possuem erro igual a zero.
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Utilizando as condicdes de estimulo iniciais, estabelecidas através da curva de
sobrevivéncia, foram feitos PCRs quantitativos (qPCR) para todos 0s genes conhecidos,
em A. aegypti, da via de reparo por unido terminal ndo homdloga (NHEJ), sendo eles:
Ku80, Rad50, Mrell, DNAPKGcs, Rad27, Lig4 e XLF. Dessa forma, as larvas foram
divididas em trés grupos, sendo um grupo controle e dois grupos tratados com 0,5 mM
de paraquat durante 12h e 24h. Os resultados obtidos estdo apresentados nas figuras 27
a 32. Todos os qPCR foram realizados em triplicata técnica para duas amostras
independentes, cada uma delas representando uma triplicata biologica agrupada. Devido
ao numero de amostras (duas) o calculo estatistico ainda ndo foi significativo para
nenhum resultado.

O Unico gene que ndo foi validado, e ndo teve a sua expressdo confirmada
através do PCRq foi DNAPK(cs.

Os resultados sugerem, como tendéncia, um aumento na expressdo, de todos 0s
genes, nas amostras tratadas com 0,5 mM de paraquat durante 24h. Nas amostras
tratadas com 0,5 mM de paraquat por 12h, a diferenca na expressdao em relagédo ao
controle ndo foi visivel para a maioria dos genes, sugerindo um aumento para Lig4,
XLF, Mrell e KuB80 e uma leve reducdo para Rad27. Os dados também sugerem uma

reducdo na expressdo de Rad50, em relagdo ao controle, na amostra tratada durante 12

horas.
Ku80
5-
[10]
=
™ 44
2
Q 37
L]
S
= 27
5, ——
=
o
0 T
O
(v

Figura 27: Quantificacdo da expressdo génica de Ku80 em larvas de A. aegypti.
Ctrl: Controle, PQ12: Tratamento com paraquat por 12 horas e PQ24: Tratamento com paraquat
por 24 horas.
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Figura 28: Quantificacdo da expressdo génica de RAD50 em larvas de A. aegypti.
Ctrl: Controle, PQ12: Tratamento com paraquat por 12 horas e PQ24: Tratamento com paraquat
por 24 horas.
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Figura 29: Quantificacdo da expressdo génica de Mrell em larvas de A. aegypti.
Ctrl: Controle, PQ12: Tratamento com paraquat por 12 horas e PQ24: Tratamento com paraguat
por 24 horas.
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Figura 30: Quantificacdo da expressdo génica de RAD27 em larvas de A. aegypti.
Ctrl: Controle, PQ12: Tratamento com paraquat por 12 horas e PQ24: Tratamento com paraquat
por 24 horas.
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Figura 31: Quantificacdo da expressdo génica de XLF em larvas de A. aegypti.
Ctrl: Controle, PQ12: Tratamento com paraquat por 12 horas e PQ24: Tratamento com paraquat
por 24 horas.
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Figura 32: Quantificacdo da expressdo génica de Lig4 em larvas de A. aegypti.
Ctrl: Controle, PQ12: Tratamento com paraquat por 12 horas e PQ24: Tratamento com paraguat
por 24 horas
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5. DISCUSSAO

5.1. Identificacdo de proteinas de reparo do DNA e dos tripletes do dominio BRCT

ao longo da evolugéo.

A estrutura do DNA esta constantemente exposta a alteracBes causadas por
fatores genotdxicos enddgenos e exdgenos. Quando um dano é detectado as vias de
reparo do DNA sdo ativadas objetivando a corre¢do do dano (SANCAR et al., 2004).
Proteinas das vias de reparo estdo presentes nos trés reinos (Archaea, Bacteria e
Eukaryota), entretanto uma particularidade encontrada em eucariotos € a integracao dos
mecanismos de reparo com o0s pontos de checagem do ciclo celular e apoptose
(ARAVIND; WALKER; KOONIN, 1999).

A distribuicdo evolutiva das vias de reparo do DNA apresentada, na figura 12,
sugere significativa conservacdo destas vias, principalmente em eucariotos, fato
observado, também, para um padrdo de dominios conservados como os tripletes das
proteinas TOPBP1 e ECT2 (figura 19).

Em Chondrichthyes foi observada auséncia da DNA Ligase 1 (Ligl), proteina
que participa da etapa de ligacdo das vias de reparo por excisdo de base (BER), excisdo
de nucleotideo (NER) e por erro de pareamento (MMR). Como esta proteina se encontra
presente em todos o0s pontos taxondmicos estudados neste trabalho (figura 12), além de
sua funcdo ser de extrema importancia na manutencdo da integridade do DNA, seria
bastante improvavel que tenha sido perdida neste ponto da escala evolutiva. Dessa
forma, foi feita outra busca utilizando BLASTp contra o banco de dados tsa, e como
query a Ligl de Actinopterygii. Através desta metodologia foi possivel encontrar a Ligl
neste ponto taxondmico. Este tdxon possui apenas uma espécie com genoma
sequenciado (Callorhinchus milii) (VENKATESH et al., 2014), o que leva a suposi¢édo
de que a qualidade do genoma e a predicdo génica ndo foram suficientes para
identificacdo desta proteina nas primeiras analises.

Em relacdo a quebras na dupla fita do DNA em Bacteria, ja foi notificado que,
em E. coli, o reparo deste tipo de dano ocorre, majoritariamente, através da
recombinacdo homdloga (HR) (EISEN; HANAWALT, 1999). No entanto, existem
estudos que mostraram que existe reparo por unido terminal ndo homologa (NHEJ) em
bactérias (PITCHER; BRISSETT; DOHERTY, 2007; SHUMAN; GLICKMAN, 2007;

WELLER et al., 2002), apesar de nao ter sido encontrada nenhuma proteina referente a
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esta via nas nossas analises. Ortologos funcionais de proteinas desta via foram
identificadas em bactérias, como por exemplo, os ortélogos das proteinas do complexo
Ku (DELLA et al.,, 2004; DOHERTY; JACKSON; WELLER, 2001). Analises na
sequéncia destas proteinas, em bactérias, demonstraram que estas sdo bem menores do
que as eucarioticas e que, geralmente, ndo apresentam os dominios VWA e SAP. Além
disso, acredita-se que estas proteinas formem homodimeros e ndo heterodimeros como
em eucariotos. A identificacdo destes ortdlogos em bactérias sugere que Ku é uma
proteina antiga cujo surgimento antecede a ramificacdo de eucariotos e procariotos,
porém duplicacbes de genes e fusdo de dominios acarretaram na evolugdo ao
heterodimero Ku70/Ku80 (ARAVIND; KOONIN, 2001; DOHERTY; JACKSON;
WELLER, 2001; PITCHER; BRISSETT; DOHERTY, 2007). Além de ort6logos
funcionais de Ku, também foi reportada a existéncia de uma DNA ligase ATP
dependente (LigD). Entretanto, ainda ndo foram encontradas em Archaea e Bacteria
ortélogos para as proteinas DNAPKcs e XRCC4 (EISEN; HANAWALT, 1999).

A NHEJ de Fungi também é orquestrada por proteinas diferentes em relacdo a
via de humanos. A Unica etapa realizada por proteinas ortélogas é a deteccdo, a qual
participam Ku70 e Ku80. A etapa de processamento em fungos é realizada pelo
complexo MRX que compreende as proteinas Rad50, Mrell e XRS2, mesmo complexo
que participa da deteccdo no reparo por recombinacdo homologa. Finalizando a via,
tém-se as proteinas Dnl4, Lifl e Nejl, ortdlogos funcionais de Lig4, XRCC4 e XLF,
respectivamente, realizando a etapa de ligacdo (CRITCHLOW; JACKSON, 1998;
DESHPANDE; WILSON, 2007; WU; TOPPER; WILSON, 2008). Aparentemente
ainda ndo havia sido encontrado em fungos ort6logos da proteina DNAPKcs
(SHRIVASTAV; DE HARO; NICKOLOFF, 2008), uma cinase de papel crucial nesta
via. Entretanto, nas analises realizadas neste trabalho foi encontrada uma proteina
ortloga a DNAPKcs no fungo da espécie Rhizophagus irregularis (gi 552908684).

Os resultados mostraram que a via de reparo por erro de pareamento encontra-se
bastante conservada, fato que ja havia sido reportado anteriormente (EISEN;
HANAWALT, 1999; HARFE; JINKS-ROBERTSON, 2000). A primeira etapa desta
via em bactérias é realizada pelas proteinas MutS e MutL enguanto em eucariotos esta
etapa ¢ orquestrada por complexos proteicos com atividade MutS e MutL “like”
((EISEN; HANAWALT, 1999; HARFE; JINKS-ROBERTSON, 2000; LIN; NEI; MA,
2007). Analises evolutivas anteriores sugeriram que, ambos MutS e MutL, foram

adquiridos por eucariotos e/ou Archaea a partir de transferéncia horizontal, sendo a
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origem desta via nestes pontos taxondmicos atribuidas a um ancestral comum de
bactérias (LIN; NEI; MA, 2007). Estes fatos explicam a cor azul escura atribuida a esta
etapa em Bacteria (Figura 12), pois este taxdn possui apenas as proteinas MutL e MutS,
que sdao homologas dos complexos proteicos que estdo presente em eucariotos.

Na via de reparo por excisdo de base, a etapa inicial de detec¢do aparentemente
estd incompleta na maioria dos tdxons. Esta etapa é realizada por glicosidases que
reconhecem a base alterada e clivam ligacGes N-glicosidicas retirando a base da fita
formando um sitio abasico (WALLACE; MURPHY; SWEASY, 2012). Existem
diversas classes de glicosidases estando a maioria delas presentes nos trés reinos
(EISEN; HANAWALT, 1999). No entanto, existem glicosidases que séo especificas de
procariotos e eucariotos, como por exemplo, as glicosidases que realizam excisdo de
bases oxidadas (Fpg/Nei) sdo especificas de procariotos, entretanto vertebrados
possuem as glicosidases NEIL1, NEIL2 e NEIL3 que sdo homdlogas a Fpg/Nei (DAS et
al., 2006; MORLAND et al., 2002).

A via de reparo por excisdo de nucleotideo apresenta mecanismos bioquimicos
semelhantes entre procariotos e eucariotos, porém as proteinas que atuam nesta via em
eucariotos apresentam grandes diferencas na sequéncia de aminoacidos em relacdo as
proteinas de procariotos (EISEN; HANAWALT, 1999; MORITA et al., 2010). Em
procariotos estd via ndo é orquestrada pela mesma maquinaria utilizada por eucariotos.
A ligacdo é a Unica etapa em que a mesma proteina (Ligl) participa em ambas as vias.
Apesar das diferencas em relacdo a maquinaria utilizada por cada via foram
encontradas, em procariotos, as proteinas PCNA e RFC que participam da etapa de
sintese em conjunto com as polimerases Pol 6 ¢ Pol & sendo em procariotos esta
realizada pelas proteinas UVRD e Dpol. Em relacdo a etapa de processamento das
extremidades, ja foram encontradas em procariotos as proteinas XPB e XPD, helicases
que compdem o complexo TFIIH (essencial para o processo de transcri¢cdo e para o
reparo por excisao de nucleotideos) (LIN; CHOI; GRALLA, 2005; LIU et al., 2008;
SPIES, 2014). Ndo foram encontrados outros componentes do complexo TFIIH em
Bacteria e Archaea, trabalhos recentes sugerem que em Bacteria e Archaea estas
helicases estejam formando complexos com outras proteinas (BALASINGHAM et al.,
2012; BISWAS et al., 2009).

Em procariotos a via de reparo por recombinacdo homologa também é
orquestrada por analogos das proteinas utilizadas pela mesma via em eucariotos, sendo

marcada em azul escuro (Archaea estd marcada em azul claro por ndo apresentar todas
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as proteinas procarioticas preditas no KEGG) (figura 12). Um exemplo é a proteina
RecA presente em bactérias que realiza a funcdo da proteina Rad51. Foi proposto que 0s
genes da familia recA/Rad51 se originaram a partir de um Gnico ancestral comum,
através de duplicacdo génica, perda de genes e endossimbiose. A duplicacdo génica de
um gene recA ancestral, antes da divisdo em Archaea e eucariotos, originou duas
linhagens de genes Rad51 “like” RADa e RADJ, sendo que em Bacteria foi mantida
uma copia de recA “like”. Em Archaea é possivel observar a presenca de dois genes
RADA e RADB. Em eucariotos duplicagdes em RADq originaram 0s genes Rad51 e
DMC1 enquanto duplicacbes em RADf levaram a origem dos pardlogos de Rad 51
(Rad51B, Rad51C, Rad51D, XRCC2, XRCC3) (CHINTAPALLI et al., 2013; LIN et al.,
2006).

Recentemente foi mostrado que a organizacdo dos dominios BRCT em tandem
sofreu uma expansao evolutiva de procariotos para metazoarios (MESQUITA et al.,
2010), demonstrando que a medida que se aumenta a complexidade de um organismo
maior € a necessidade de possuir mecanismos para manter o DNA intacto (MESQUITA
etal., 2010; SHENG; ZHAO; HUANG, 2011).

O numero de proteinas contendo dominio BRCT por genoma esta
correlacionado com a complexidade do organismo, sendo encontrada apenas uma
proteina em E. coli, 12 em S. cerevisiae, 24 em H. sapiens e 28 em O. sativa (SHENG;
ZHAO; HUANG, 2011; WOODS et al., 2012). Em procariotos ndo foram encontradas
proteinas contendo BRCT em tandem, sendo identificado individualizado em uma DNA
ligase homodloga a DNA ligase 4 (Lig4) (MESQUITA et al., 2010).

Neste trabalho foi feita a busca, ao longo da escala evolutiva, das proteinas que
apresentam BRCT em triplete, ja caracterizado em humanos nas proteinas TOPBP1 e
ECT2, em seguida alinhamentos foram feitos para identificar a conservacdo destes
tripletes.

A proteina TOPBP1, em humanos, coordena a ativac¢ao dos pontos de checagem
em resposta ao dano através do acoplamento ao complexo 9-1-1 (formado pelas
proteinas Rad9, Husl e Radl), na regido de quebra na fita simples, ativando o complexo
ATR-ATRIP (RAPPAS; OLIVER; PEARL, 2011).

O primeiro dominio BRCT de TOPBPL1 foi identificado, pela primeira vez, em
um estudo cristalografico da regido N-terminal desta proteina em humanos (RAPPAS;
OLIVER; PEARL, 2011). Estruturalmente, é levemente diferente dos outros BRCTSs,

apresentando um maior intervalo entre suas estruturas secundarias, 0s BRCTs 2 e 3
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apresentam sitios de ligacdo a fosfopeptideos, enquanto o0 BRCT1 ndo possui. Através
de experimentos de mutagdo e interacdo foi determinado que o BRCT2 constitui o
principal sitio para ligagdo do residuo pSer387 de Rad9, enquanto o BRCT 3 apresenta
baixa afinidade a esse residuo (RAPPAS; OLIVER; PEARL, 2011).

A proteina TOPBP1 foi identificada na maioria dos pontos taxonémicos
estudados neste trabalho, ndo sendo encontrada apenas em Bacteria, Archaea, Alveolata
e Porifera, o que condiz com os resultados publicados em 2010 por Mesquita e
colaboradores, que reportou a auséncia desta proteina em procariotos (MESQUITA et
al., 2010).

Em poriferos foi encontrada apenas uma espécie com genoma sequenciado
(Amphimedon queenslandica) (SRIVASTAVA et al., 2010), assim a auséncia de
TOPBP1 neste ponto taxondmico pode ser consequéncia de problemas de cobertura no
genoma sequenciado ou da predicdo génica. Apesar da identificacdo das proteinas das
outras vias de reparo (Figura 12) sugerir boa qualidade dos dados, as analises realizadas
neste trabalho encontraram apenas seis proteinas contendo dominio BRCT (XRCC1,
MCPH1, REV1, PESC, PARP1, Lig4) em Porifera, quando o esperado era
aproximadamente o mesmo numero encontrado para Placozoa, que contém 17 proteinas
com dominio BRCT (TOPBP1, PAXIP1, XRCC1, BRCAL, RFC1, MDC1, NBN,
PARP1, PES1, ECT2, Lig4, TONSL, TP53B, REV1, MCPH1, PARP4, Pol p).

O dendograma (figura 15) separou os BRCTs em trés ramos, de forma coerente
com o alinhamento maltiplo (figura 13). Apenas o0s trés dominios BRCTs de
Euglenozoa e o primeiro de Choanoflagellida ndo agruparam da forma que era
esperado, sugerindo que os dominios BRCTs em questdo apresentam diferencas mais
significativas em relacdo aos BRCTs dos outros taxons, apesar da auséncia de bootstrap
na sua localizacdo deixar margem para duvida. Como somente o ramo dos BRCTs1
possuem suporte de bootstrap poderiamos sugerir que nenhum destes dominios é um
BRCT1, mas ndo temos como afirmar se sdo os BRCTs 2 ou 3. Em relacdo a
Euglenozoa, como todos os BRCTs ndo agruparam corretamente no dendograma pode-
se pressupor que, apesar de terem sido usados os trés primeiros BRCTs encontrados,
estes ndo correspondem aos trés primeiros BRCTs de TOPBP1, sugerindo que TOPBP1
esteja truncada.

O alinhamento dos tripletes de TOPBP1 (figura 13) mostrou conservagdo das
estruturas secundérias, sugerindo conservacdo destes dominios e consequentemente

sugerindo a preservacao da funcdo de reconhecimento de peptideos multi-fosforilados
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presente no triplete humano (RAPPAS; OLIVER; PEARL, 2011). Entretanto, para as
proteinas que possuem o triplete truncado ndo é possivel afirmar que esta funcéo se
encontra conservada, principalmente para a TOPBP1 de Placozoa que, apesar de
possuir o triplete, tem 0 BRCT2 incompleto, sendo este 0 dominio que apresenta maior
afinidade ao residuo pSer387 de Rad9. Quanto ao primeiro BRCT, apesar de ndo ter
sido determinado seu papel no reconhecimento de fosfopeptideos multifosforilados,
pode-se especular que sua auséncia, como ocorre em Fungi e Hemichordata, acarretaria
em perda da funcdo, uma vez que ndo ha descrito a funcdo de reconhecimento de
peptideos multi-fosforilados por tandens de BRCT.

Através dos resultados encontrados é possivel especular sobre a origem da
organizacdo em triplete dos dominios BRCT de TOPBP1, que possivelmente, se
originou em eucariotos unicelulares, uma vez que é possivel encontrar esta arquitetura
em Amoebozoa e, mesmo com diferencas, em Euglenozoa e Choanoflagellida.

Em humanos, a proteina ECT2 desempenha um importante papel na citocinese
devido a sua capacidade de auto inibicdo e regulacdo positiva por CYK-4. A interagéo
com o residuo pS164 de CYK-4 ocorre através de um sitio conservado de ligacdo a
fosfo-serina presente no segundo BRCT (ZOU et al., 2014).

Esta proteina ndo foi identificada em oito pontos taxonémicos, sendo eles:
Bacteria, Archaea, Euglenozoa, Alveolata, Amoebozoa, viridiplantae, Fungi e Porifera.
Os resultados condizem com o publicado por Mesquita e colaboradores (MESQUITA et
al., 2010). A possivel justificativa para ECT2 nao ter sido encontrada em poriferos é a
mesma dada para a auséncia de TOPBP1 neste ponto taxonémico, a presenca de
somente um genoma sequenciado.

O agrupamento dos BRCTs no dendograma (figura 18) se mostrou coerente com
o alinhamento multiplo (figura 16), sendo os BRCTs que ndo agruparam no ramo
esperado: 0 BRCT1 de Cnidaria, 0 BRCT3 de Choanoflagellida e o Gnico BRCT de
Placozoa. O BRCT1 de Cnidaria encontra-se truncado, existindo apenas a ultima fita
beta e alfa hélice, justificando o fato de ndo ter agrupado corretamente no dendograma
(figura 17A). Em relagdo ao BRCT3 de Choanoflagellida, pode-se supor que este
apresente poucas diferencas em relacdo ao seu BRCT2 gerando o posicionamento
proximo destes, entretanto devido a auséncia de bootstrap ndo se pode afirmar tal
suposicao. A proteina ECT2 de Placozoa possui apenas um dominio BRCT que alinhou

na posicdo referente ao BRCT2 (figura 17B), enquanto no dendograma agrupou junto
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com o BRCT3. Dessa forma ndo é possivel afirmar se o Unico dominio BRCT
encontrado no homdlogo de ECT2 em Placozoa corresponde ao BRCT2 ou ao BRCTS.

Em Coelacanthimorpha, o primeiro dominio BRCT apresenta um padréo
diferente dos outros taxons, que inclui uma insercdo de 31 aminoacidos ap6s a primeira
alfa-hélice. No alinhamento esta insercdo gera um espagamento nas outras proteinas
(figura 17A). Esta mesma regido foi encontrada em outras isoformas de ECT2 de
Actinopterygii e Sauropsida (resultados ndo mostrados), 0 que sugere que pode ter
ocorrido erro de predicdo nestas proteinas, jd que seria pouco provavel que mutacdes
alterando sitios de splicing e gerando aumento da regido codificante acontecessem de
forma independente, mas produzindo modificacGes semelhantes em poucas espécies tao
distantes evolutivamente.

A conservacdo das estruturas secundarias e dos aminoacidos observadas no
alinhamento de ECT2 (figura 16) sugere que a funcdo de reconhecimento de peptideos
multi-fosforilados (RAPPAS; OLIVER; PEARL, 2011) esteja preservada. Porém,
apesar de todas as proteinas ECT2 estudadas neste trabalho apresentarem o segundo
dominio conservado (dominio onde ocorre a ligacdo a fosfopeptideos), ndo é possivel
afirmar que todas possuem esta funcdo inalterada, uma vez que outras regifes do triplete
auxiliam a interacdo, como por exemplo, um nucleo hidrofébico formado pelos segundo
e terceiro BRCTs (ZOU et al., 2014). Dessa forma, a auséncia de alguma regido do
triplete pode comprometer a afinidade a fosfopeptideos.

Através dos resultados obtidos é possivel observar que, ambas as proteinas se
originaram em eucariotos (figura 19), sendo que TOPBP1 parece ter se originado em
protistas e ECT2 em Choanoflagellida. Dessa forma, é possivel sugerir que o triplete de

BRCT se originou em eucariotos.

5.2. Identificacdo de proteinas de vias de reparo e contendo dominio BRCT em A.

aegypti

A expectativa para a etapa bioinformatica era encontrar ort6logos ainda nao
identificados, em A. aegypti, das proteinas das vias de reparo e proteinas com o dominio
BRCT.

Atraveés das anélises bioinformaticas foi possivel conferir a anotacdo de todas as

proteinas preditas para A. aegypti no banco de dados KEGG, realizar a identificacdo de
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proteinas ausentes, e identificar proteinas que possuem indicios de expressdo através de
transcriptomas presentes na literatura.

Os homdlogos que foram identificados neste trabalho sdo: ECT2, MCPHL,
MDC1, PARP1, XLF e duas possiveis isoformas de Lig4.

As proteinas XLF e Lig4 pertencem a via de reparo por unido terminal nédo
homdloga (NHEJ), responsavel por reparar quebras na dupla fita do DNA. Ambas
atuam na etapa final desta via, que corresponde a ligacao das extremidades.

A possivel duplicacdo de Lig4 foi reportada por Overcash e colaboradores
(OVERCASH et al., 2015), mas carece de confirmacdo, uma vez que pode se tratar de
erro de predicdo génica.

De uma maneira geral, 0 pequeno numero de novas proteinas encontradas pode
ser consequéncia de limitacdes da predicdo génica e/ou do proprio genoma.

Com relacdo as proteinas as quais foram encontrados indicios de expressdo
(condigdes fisiologicas: blogueio da via IMD ou Toll, infeccdo bacteriana, e estresse
oxidativo) (Fenl, CDK7, XPD, BLM, BRCA2, DSS1, Emel, Mrell, Mus81, Rad50,
Rad51, Rad54, RPA, TOP3, DNAFKas, Ku80, Rad27 e Lig4), a maioria estd
relacionada as vias de reparo de quebras na dupla fita, sugerindo que estas
provavelmente sdo as mais utilizadas por este inseto. A alimentacdo hematofégica,
realizada pelas fémeas, representa um grande desafio oxidativo devido a digestdo da
hemoglobina, que leva liberacdo de heme e Fe?*, que sdo capazes de induzir reacdes de
formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (DANSA-PETRETSKI et al., 1995;
GRACA-SOUZA et al., 2006). Quando em excesso EROs pode causar danos oxidativos
ao DNA além de gerar quebras na dupla fita (BARZILAI; YAMAMOTO, 2004;
IYAMA; WILSON, 2013). A hematofagia e sua consequente geracdo de EROs pode
explicar o fato da maioria das proteinas, que foram encontrados indicios de expressao,
serem pertencentes as vias de reparo que reparam quebras na dupla fita.

O passo seguinte deste estudo foi investigar a acdo do estresse oxidativo sob as
vias de reparo, sendo analisados, por PCR quantitativo, 0s genes referentes as proteinas
preditas na via de reparo por unido terminal ndo homologa (NHEJ), incluindo os
encontrados nas andlises bioinformaticas (Lig4 e XLF).

O agente oxidativo utilizado para o estudo foi o herbicida paraquat (1,1'-
dimethyl-4,4'-bipyridinium), o qual atua induzindo o estresse oxidativo através do
aumento na producdo de radicais livres, associado a deplecdo dos mecanismos

antioxidantes. O paraquat é reduzido durante o ciclo redox formando o radical PQ" que
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é rapidamente re-oxidado formando PQ?*, gerando anion superéxido (O,). A reducdo
subsequente do anion superdxido leva a geracdo de peroxido de hidrogénio (H.0,) e
radicais hidroxila (OH) (BLACK et al., 2008; FUKUSHIMA et al., 2002;
GAWARAMMANA; BUCKLEY, 2011).

A curva de sobrevivéncia de larvas tratadas com paraquat apresentou resposta
dose-tempo dependente, onde a mortalidade aumenta & medida que se aumenta a
concentracéo e o tempo de tratamento (figura 25).

Através da curva de sobrevivéncia foram escolhidas condicGes para estudo das
vias se reparo do DNA, sendo escolhida a concentracdo de 0,5 mM nos tempos 12h e
24h. Para estudar estas vias € necessario gerar danos suficientes para induzir o reparo,
porém sem ativar os mecanismos de apoptose. Dessa forma, a concentragdo de 0,5 mM
parece ser a mais interessante para estudo devido as taxas de mortalidade observada na
curva, (aproximadamente 40% no tempo de tratamento de 24 h).

Além da curva de sobrevivéncia a LDsy do paraquat foi mensurada para 24h de
tratamento sendo encontrado um valor de 1 mM (figura 26).

O efeito do paraquat ja foi determinado em células de mamiferos e também de
inseto, sendo a sensibilidade variavel com a concentracdo e o tempo de exposicao.
Como por exemplo, o tratamento de cultura priméria de fribroblastros de pele de ratos
com paraquat apresentou LDsy de 3 a 4 mM (SALMON et al., 2005). Culturas de
células de Aedes albopictus tratadas com paraquat apresentaram LDsp de 1 a 2 uM
(FALLON; KURTZ; CARROLL, 2013). Estudos utilizando D. melanogaster
demonstraram que uma concentracdo de 20 mM de paraquat acarreta na morte de 50%
destes insetos quando tratados com essa concentragdo por 55h (MINOIS et al., 2012).
As diferencas na LDsy, ocorrem, possivelmente, devido a diferencas ndo s6 no
organismo testado como também no estagio de desenvolvimento, ou mesmo no tecido
ou cultura de célula, ndo sendo possivel uma comparacdo dos dados de LDsy obtidos
com os presentes na literatura para esta molécula.

A partir dos resultados da etapa bioinformatica e da curva de sobrevivéncia,
foram reunidas informacGes para desenho de iniciadores e condi¢fes de estimulo
oxidante, que permitiram realizar PCRs quantitativos (QPCR) para avaliar a expressao
dos genes de NHEJ em larvas de A. aegypti tratadas com paraquat.

Como dito anteriormente o paraquat causa estresse oxidativo, 0 que pode gerar
danos oxidativos no DNA, principalmente quebras na fita dupla. Dessa forma, desejava-

se pesquisar a variacdo da expressdao dos genes participantes das vias de reparo em
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quebras na fita dupla. A NHEJ foi a escolha inicial por conter as duas proteinas
identificadas por bioinformatica (LIG4 e XLF).  N&o foi possivel realizar qPCR para
as duas isoformas de Lig4 encontradas neste trabalho em virtude da semelhanca entre a
sequéncia de aminodcidos, o que dificultou o desenho de iniciadores especificos. Dessa
forma, o par de iniciadores desenhado amplifica ambas as isoformas.

A expressdo de todos os genes, com excecdo de DNAPKcs, foi confirmada
através do PCR quantitativo. Como os PCRs foram feitos em duplicatas, em relacdo aos
indices de expressao determinados pode-se apenas sugerir variacdo de expressao, sendo
necessarias mais replicatas para confirmacdao e calculo estatistico.

O maior indice de expressao foi observado nas amostras tratadas com 0,5 mM de
paraquat durante 24h, resultado que condiz com 0 que era esperado, uma vez que 0
paraquat induz estresse oxidativo gerando danos no DNA.

Nas amostras tratadas com 0,5 mM de paraquat por 12h, a diferenca na
expressao em relagdo ao controle ndo foi muito visivel para a maioria dos genes, sendo
maior para Lig4, XLF, Mrell e Ku80 e levemente menor para Rad27.

Apenas 0 gene Rad50 apresentou uma maior diferenca em relacdo ao controle,
sendo observada menor expressdo na amostra tratada durante 12h (figura 28). Esse
gene, junto com Mrell, participa do complexo MRN que atua na etapa de deteccdo da
quebra na dupla fita da via de reparo por recombinacdo homdloga (HR). O balanco
entre NHEJ/HR é determinado pelo ciclo celular, enquanto HR ocorre nas fases S e G2
do ciclo, quando o cromossomo homdlogo encontra-se disponivel para servir como
molde, NHEJ pode ocorrer em qualquer fase, sendo predominante em G1. No entanto,
em geral, existe competicdo entre os complexos de HR e NHEJ pelo sitio de quebra
(IYAMA; WILSON, 2013). Estudos em células CHO mostraram que NHEJ ¢é
dominante sob HR, devido a abundancia e alta afinidade de Ku, que ocupa rapidamente
as extremidades quebradas iniciando o reparo (MANSOUR et al., 2008). A preferéncia
pelo reparo por NHEJ reportada por Mansour e colaboradores, pode justificar a reducao
da expressao de Rad50 nas amostras tratadas com 0,5 mM de paraquat durante 12 horas.
Pode-se pressupor que, como NHEJ é dominante, em uma fase inicial do dano esta seja
suficiente para o reparo, entretanto, a medida que se aumenta o tempo de tratamento 0s
niveis de expressdo aumentam, indicando que ambas as vias estdo sendo necessaria para
reparar o dano. Porem, para confirmacéo destas hipoteses seria necessario determinar o0s

indices de expressdo de outras proteinas da via de HR, como por exemplo, de Rad51
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que possui papel central nesta via e obter mais replicatas para ter suporte estatistico para

as diferencas observadas.
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6. CONCLUSAO

Os resultados de distribuicdo das proteinas das vias de reparo e os alinhamentos
dos triplete de TOBP1 e ECT2 permitem concluir que, as vias de reparo do DNA
encontram-se conservadas em eucariotos. Além disso, a presenca de proteinas analogas
em procariotos evidencia a conservacao da funcéo de reparo do DNA.

A distribuicéo evolutiva das proteinas TOPBP1 e ECT2 demonstrou que ambas,
possivelmente, se originaram em eucariotos unicelulares, uma vez que TOPBP1 foi
encontrada em protistas e ECT2 em Choanoflagellida. Além disso, os alinhamentos
multiplos de TOPBP1 e ECT2 sugerem que a arquitetura em triplete de BRCT, também,
teve origem em eucariotos unicelulares.

Em A. aegypti foi possivel identificar as proteinas Lig4 (duas isoformas) e XLF,
ambas pertencentes a via de reparo por unido terminal ndo homdéloga. Foram, também,
identificadas proteinas contendo dominio BRCT, sendo elas: ECT2, MCPH1, MDC1,
PARP1, além das duas isoformas de Lig4 que também apresentam dominio BRCT. Foi
possivel identificar indicios de expressdo de 18 proteinas, sendo a maioria pertencente
as vias de reparo de quebras na dupla fita.

A curva de sobrevivéncia de larvas de A. aegypti quando estimuladas por
parquat, apresentou resposta dose-tempo dependente, sendo a LD50 de 0,95 mM.

Os PCRs quantitativos, realizados para os genes da via de reparo por unido
terminal ndo homologa demonstraram que todos, com excecdo da DNAPKGcs, estdo
sendo expressos, sendo os indices de expressao maiores nas amostras tratadas com 0,5

mM de paraquat durante 24h.
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