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Xeroderma Pigmentosum (XP) é uma doenca rara, autossdmica recessiva, caracterizada por
fotossensibilidade, mudangas pigmentares, envelhecimento precoce da pele e incidéncia
elevada de neoplasias de pele. XP € causada por mutagdes em, pelo menos oito genes, que
caracterizam sete diferentes grupos de complementacao genética (XP-A a XP-G) e um tipo
variante (XP-V). Mutacdes em cada em dos genes envolvidos resultam em diferentes graus
de severidade da doencga, principalmente quanto ao comprometimento neuroldgico.
Pacientes XP-C apresentam mutagdes no gene Xpc, que resultam, geralmente, em proteinas
truncadas e instdveis. XPC € uma proteina envolvida na via de reparo de DNA por excisio
de nucleotideos (NER) e sua fungdo € reconhecer a lesdo na fita de DNA e dar inicio ao
reparo. Recentemente, a participacdo indireta de XPC no reparo por excisdo de bases
(BER) foi sugerida, através de sua interacdo fisica e funcional com a DNA glicosilase
OGGI1. Uma vez que OGGI1 € essencial para a remocdo de purinas oxidadas do DNA
mitocondrial, nés hipotetizamos que o DNAmt, e consequentemente a fun¢ao mitocondrial,
estariam comprometidas em células deficientes em XPC. Desta forma, este trabalho se
propOs a investigar alteracdes bioenergéticas mitocondrias em células obtidas de pacientes
XP-C. Nossos resultados revelaram que linhagens celulares XP-C apresentavam menor
funcdo mitocondrial, apesar de ndo apresentarem alteragdes no ndmero de cdpias de
DNAmt. O consumo de oxigénio pelo complexo I estava significativamente diminuido em
células XP-C quando comparado a células controle, enquanto que o consumo de O, via os
complexos II, III e IV foi maior em células XP-C. A capacidade de captar cédlcio também se
mostrou alterada nas céluas XP-C, uma vez que essa célula era incapaz de captar e reter
concentracdes fisioldgicas desse ifon. A producdo de espécies reativas de oxigénio foi
significativamente maior em células XP-C comparadas a células controle. Em acordo, a
atividade das enzimas antioxidantes superdxido dismutase e glutationa peroxidase foi
menor em células XP-C, indicando um desbalango redox nessas células. A andlise da
expressdo de genes relacionados a biogé€nese mitocondrial revelou que um regulador
transcricional fundamental, o coativador PGCla, estava significativamente reduzido em
células XP-C transformadas e primdrias. Resultados de Western blotting e
imunofluorescéncia revelaram que as alteragdes bioenergéticas e gendmicas observadas em

células XP-C eram via sinalizacio e ndo por efeito direto, uma vez que nas condi¢des
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experimentais utilizadas neste trabalho, XPC ndo estd presente na mitocondria. Nossos
resultados demonstram, pela primeira vez, que a proteina XPC exerce um papel indireto na
manutencdo da integridade funcional da mitocondria, provavelmente através de seu papel

no controle da expressdo de genes envolvidos na biogénese mitocondrial.
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Xeroderma pigmentosum (XP) is a rare autosomal recessive disorder characterized by
photosensitivity, pigmentary changes, premature skin aging and increased incidence of skin
cancer. XP is caused by mutations in at least eight genes, which characterize seven different
genetic complementation groups (XP-A to XP-G) and variant type (XP-V). Mutations in
each gene result in varying degrees of severity, mostly regarding the presence or not of
neurodegeneration. XP-C is caused by mutations in the Xpc gene, resulting, mostly, in a
truncated and unstable protein. The XPC protein is involved in the nucleotide excision
repair pathway (NER), where it functions as a damage recognition factor. Recently, a role
for XPC in the base excision repair (BER) pathway has been proposed, through its physical
and fucntional interaction with the DNA glycosylase OGG1. Since OGGI1 has a major
function in repairing oxidized purines in the mitochondrial DNA (mtDNA), we
hypothesized that XPC played a role in maitaining mtDNA integrity, and consequently,
mitochondrial function. Thus, this study proposes to investigate mitocondrial function in
XP-C cell. Our results showed that XP-C cells had less mitochondrial function, although
without changes in mtDNA copy number. Oxygen consumption through complex I was
lower in XP-C cells compared to control cells, while respiration through complexes II, III
and IV was higher in XP-C cells. Calcium uptake and retention by mitochondria was also
decreased in XP-C cells, as these cells were unable to retain even physiological spikes in
calcium concentration. Reactive oxygen species production was significantly higher in XP-
C cells compared to controls. In agreement to that, the activity of the antioxidant enzymes
superoxide dismutase and glutathione peroxidase was significatly decreased in XP-C cells,
indicating that these cells are under a severe redox signaling inbalance. The analysis of the
expression of genes related to mitochondrial biogenesis revealed that the key transcriptional
regulator PGCla was significantly lower in both transformed and primary XP-C cells. The
results of Western blotting and imunofluorescence revealed that the bioenergetic
impairment observed in XP-C cells is likely the result of changes in expression and
signaling pathwyas, since, under the experimental conditions used here, XPC is not present
in mitochondria. Our results indicate, for the first time, that XPC plays an important role in
mitochondrial maintenace, likely via its role in transcription regulation of mitochondrial

biogenesis.
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1.1. Xeroderma pigmentosum

Xeroderma pigmentosum (XP) foi descrito pela primeira vez em Vienna por um
professor de dermatologia hingaro, Moriz Kaposi em 1870 (Hebra e Kaposi, 1874). A
desordem foi inicialmente chamada de xeroderma ou pergaminho da pele e em 1882, o
termo pigmentoso foi acrescido para enfatizar a notdvel anormalidade pigmentar (Kaposi,
1883). Niesse (1883) descreveu dois irmaos que tiveram XP com degeneracido neuroldgica
progressiva comegando na segunda década de vida. Em 1932 dois médicos italianos, Carlos
Desanctis e Aldo Cacchione descreveram trés irmaos com caracteristicas de XP com
degeneracdo neuroldgica progressiva comecando aos 2 anos de idade, associado a nanismo
e desenvolvimento sexual imaturo, a chamada sindrome de Sanctis-Cacchione (Reed et al.,
1977). A primeira descricdo de XP em um negro africano foi publicada por Loewnthal e
Trowell (1938). Em um negro americano, a primeira descri¢do foi feita por King e
Hamilton (1940).

XP € uma doenca rara, autossdmica recessiva, caracterizada por fotossensibilidade,
mudancas pigmentares, envelhecimento precoce da pele e desenvolvimento precoce de
neoplasias, principalmente de pele (Cleaver, 1968). Pelo menos sete diferentes grupos de
complementacdo genética ja foram descritos (XP-A a XP-G) e um tipo variante (XP-V),
resultando em diferentes graus de severidade da doenca. Dados epidemioldgicos indicam
que XP € mais comum no Japao (cerca de 1/22.000) do que nos Estados Unidos (cerca de
1/milhdao) (Niedernhofer et al., 2011). Os médicos Chikako Nishigori (Kobe University,
Kobe, Japao) e Shinichi Moriwaki (Osaka Medical College, Osaka, Japao) descreveram sua
experiéncia com pacientes XP japoneses. Nos mais de 300 pacientes estudados, cerca de
50% eram XP-A e cerca de 25% eram XP variante (XP-V). Os grupos de complementagao
C e D representavam somente 11% dos pacientes japoneses. Cerca de 10% dos 300
pacientes estudados, ndo puderam ser classificados dentro dos grupos de complementagao
conhecidos (A-G e V) sugerindo que podem haver outros genes ndo associados ao
diagnéstico clinico de XP (Niedernhofer et al., 2011). Em contraste, Kraemer reportou que
nos Estados Unidos, dentre os 106 pacientes estudados no National Institutes of Health
(NIH), 9% eram XP-A, 6% eram XP-V, 43% eram XP-C e 28% eram XP-D. Do total 5%

nao puderam ser classificados (Niedernhofer et al., 2011). Os dados obtidos com 80
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pacientes XP europeus, foram similares aos dos Estados Unidos, como verificado pelo Dr.
Alan Lehmann (University of Sussex, Bringhton, UK) com 10% XP-A, 10% XP-V, 20%
XP-C, 14% XP-D e 32% nao classificados (Niedernhofer et al., 2011).

O diagnéstico da doencga da-se inicialmente muitas vezes por intermédio dos pais,
que comec¢am a suspeitar que algo estd errado. Eles percebem que, na primeira infincia,
cerca de 1-2 anos de idade, seus filhos apresentam sardas anormalmente escuras ou
queimaduras graves depois de exposicdo ao sol por apenas alguns minutos. Apds essas
observagdes um exame minucioso da pele feito por um dermatologista, juntamente com
uma pequena bidpsia de pele para testes laboratoriais, € o0 método padrdo para o diagndstico
XP. O diagnéstico conclusivo de XP pode ser realizado através da medida da funcdo de
reparo de DNA das células obtidas a partir da bidpsia. Os sintomas caracteristicos de XP
sao:

e Aparecimento de bolhas ou sardas apds minima exposicdo ao sol ou raios
ultravioleta;

e Aparéncia seca e idade prematura de pele e labios;

¢ Fotossensibilidade dos olhos (vermelho e dolorido quando exposto a luz solar);

¢ Desenvolvimento precoce de cancer de pele nas dreas expostas ao sol, incluindo a
ponta da lingua;

e Deficiéncia de desenvolvimento;

¢ Perda de habilidades neurocognitivas tais como andar e falar.

O tratamento consiste principalmente na protecio contra a exposicao a radiacdo UV
e, portanto, na prevencao dos efeitos prejudiciais que estes podem ter sobre a pele. Nao ha
atualmente nenhuma cura para o XP e o prognéstico ndo é muito favordvel, visto que
muitos pacientes XP morrem com menos de vinte anos de idade de cancer de pele. No
entanto, se uma pessoa € diagnosticada precocemente, ndo tem sintomas neuroldgicos
graves ou tem uma variante leve, e toma todas as medidas de precaucdo para evitar a
exposicdo a luz UV, eles podem sobreviver além de meia-idade e ter uma vida
relativamente normal. Os pacientes XP e suas familias enfrentam muitos desafios na vida

diaria. O constante acesso a informacgao e os cuidados com a exposi¢ao aos raios solares sao
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fundamentais para lidar com o XP (Xeroderma Pigmentosum Family Support Group,

www.xpfamilysupport.org).

1.2. Vias de reparo de DNA

Os genomas de todos os organismos estdo constantemente sendo modificados por
moléculas reativas que sdo produzidas endogenamente pela respiracdo mitocondrial, ou por
agentes ambientais, quimicos e fisicos, que incluem luz ultravioleta (UV), radiagcdo
ionizante (RI), metais pesados, poluentes atmosféricos, drogas quimioterapicas e moléculas
geradas durante a resposta inflamatoéria (Lindahl, 1993). Estima-se que sdo produzidas no
genoma humano aproximadamente 10° lesdes ao DNA por dia, como resultado de reacdes
espontaneas, erros de replicacdo e acdo de produtos do metabolismo celular (Hoeijmakers,
2009). Dentre a variedade de lesdes formadas, que incluem bases modificadas (volumosas e
nao-volumosas), sitios abdsicos, quebras simples ou duplas das fitas de DNA, crosslinks
intra e inter-fita e adutos proteina-DNA, aproximadamente 10* sio bases oxidadas e
quebras de fita simples do DNA (Lindahl, 1993). O dano persistente a0 DNA pode induzir
mutagénese, tais como substituicdo de bases e pequenas inser¢des/delecdes bem como
rearranjos cromossomicos. Tal instabilidade genomica € o passo principal para o
desenvolvimento de cancer e contribui para o envelhecimento e o surgimento de doencas
relacionadas a idade. O dano ao DNA também pode desencadear respostas que culminam
na morte celular que sdo presumidamente a base de patologias que envolvem atrofia de
tecidos como a neurodegeneragdo. A constante manuten¢do do genoma, portanto, &
essencial para a viabilidade e longevidade de um organismo saudavel. Desta forma, durante
a evolucdo apenas organismos que desenvolveram multiplos sistemas de reparo altamente
especializados para preservar a integridade do genoma, obtiveram sucesso evolutivo.
(Iyama e Wilson, 2013). As principais vias de reparo de DNA encontradas nos organismos

vivos sdo:

e Reparo direto:
e Reparo por excisdo de bases (BER);

e Reparo por excisdo de nucleotideos (NER);
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e Reparo de emparelhamento erroneo (MMR);

e Reparo de quebra de fita dupla (DSBR) por: Recombinacao homologa (HR) ou
Juncdo ndo homologa de pontas (NHEJ).
No escopo deste trabalho, discutiremos proteinas classicamente pertencentes as vias

BER e NER. Desta forma, as outras vias nio serdo discutidas em detalhes.

1.3. Reparo por excisao de bases (BER)

Bases modificadas de DNA s@o danos comuns causados por oxida¢do, desaminacao
ou alquilacdo. Ha mais de 100 tipos de modificacdo de bases que podem surgir no DNA,
como o resultado do ataque de espécies reativas de oxigénio (EROs), que sdo normalmente
geradas principalmente pela respiracdo mitocondrial. Dentre as lesdes de base, a 8-oxo-dG
(8-Oxo0-2'-deoxiguanosina) ¢ uma das mais abundantes e bem caracterizadas (Dizdaroglu et
al., 2002). Estima-se que aproximadamente 180 guaninas sdo oxidadas a 8-oxo-dG por
genoma de mamifero por dia. 8-0xo-dG € uma modifica¢ido pré-mutagénica potente, porque
ela pode parear com a adenina ou citosina durante a replicagdo e causar mutagdes
transversais G:C para T:A. Modificacdes de bases, que causam pequena ou nenhuma
distorcao na dupla hélice do DNA siao, comumente reparadas pela via de BER. Dada a
ubiquidade das reacdes de oxidacdo de base, BER opera em todos os estdgios do ciclo
celular e recruta vdrias enzimas e proteinas para: (i) reconhecer e remover a base alterada,
(i1) retirar o sitio abdsico, (iii) substituir o sitio removido, (iv) processar o terminal gerado e
(v) selar a incisao final (Iyama e Wilson, 2013).

Na via de BER, a base lesionada é reconhecida e removida por uma DNA
glicosilase lesdo-especifica. DNAs glicosilases monofuncionais incluem UNG (DNA
glicosilase uracil) e MPG (DNA glicosilase N-metilpurina), enquanto DNAs glicosilases
bifuncionais sio OGG1 (DNA glicosilase 8-oxoguanina), MUTYH (homélogo mutY),
NTH1 (endonuclease Ill-like 1) e NEIL1 (endonuclease VIII-like 1). A DNA glicosilase
monofuncional d4 origem ao sitio AP (apurinico/apiridimidico) através da remog¢do da base
lesionada. O sitio AP sofre incisdo da APE1 (AP endonuclease 1), gerando uma quebra de
fita. A enzima Pol  remove metade da quebra de fita pela atividade intrinseca de uma liase.

Uma DNA glicosilase bifuncional retira a base lesionada. No trecho-curto, Pol 3 recoloca o
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nucleotideo ausente e o complexo XRCC1-LIG3a sela a incis@o; no trecho-longo Pold/e,
RFC e PCNA (antigeno nuclear de proliferacdo celular) incorporam de 2 a 13 nucleotideos
para entdo FEN1-LIG1 (endonuclease de flap 1) completar o processo de reparo. (Wilson et
al., 2011; Sykora et al., 2012). O esquema 1 apresenta os principais passos enzimdticos da

via de BER.

Deaminacao, alquilacao
Base Oxidada ou base trocada

DNA Glicosilase Bifuncional DNA Glicosilase Monofuncional
(ex. OGG1, NEIL, Nth) (ex. TDG, UNG, SMUG)
APE1,2 APE1,2
.;R;cm PCNA
oip PolB, 5, €
m m

FEN1
PCNA ’ ®

Lig3 Lig1

XRCC1 PCNA

BER Trecho-curto (1 nt) BER Trecho-longo (2-10 nt)

Esquema 1. Reparo por excisiao de bases (BER). A figura mostra um modelo geral das
subvias de trecho-curto (esquerda) e do trecho-longo (direita) da via de BER. Na subvia de
trecho-curto, apenas um unico nucleotideo € substituido, enquanto que na subvia de
trecho-longo, entre 2 a 10 novos nucleotideos sdo adicionados. Adaptado de Melis et al.,

(2013).
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Dada a ubiquidade das lesdes reparadas por essa via e sua importdncia na
manutencdo da integridade gendmica, existem poucas doengas hereditdrias associadas com
um defeito genético em componentes cldssicos da via de BER. Essas desordens envolvem
predisposicao ao desenvolvimento de cancer (cancer colorretal, Cheadle e Sampson 2007),
defeitos imunologicos (DNA glicosilase UNG e a sindrome hiper-IgM V, Imai et al., 2003)
e anormalidades neurolédgicas. O fato de homozigotos knockout para proteinas centrais da
via de BER levarem a letalidade embriondria ou pds-nascimento, ressalta a natureza
frequente de dano endégeno ao DNA e sugere que a completa eliminacdo desta via de
reparo € incompativel com a vida. Algumas associagdes entre a capacidade reduzida de
BER e neuropatologias como Alzheimer tem sido reportadas (Iida et al., 2002; Mao et al.,
2007; Weissman et al., 2007; Gredilla et al., 2012). Além disso, ha evidéncias emergentes
de que defeitos em BER aumentam a susceptibilidade a complicagdes em derrames,
provavelmente devido ao estresse oxidativo agudo (Endres et al., 2004; McNeill et al.,

2011; Liu et al., 2011).

1.4. Reparo por excisao de nucleotideos (NER)

Diferentemente do que ocorre no reparo por excisao de bases, as enzimas de reparo
por excisdo de nucleotideos (NER) ndo reconhecem uma lesdo em particular, ao invés
disso, o sistema utiliza o reconhecimento de distor¢des na dupla hélice, como as distor¢oes
causadas por dimeros de timina ou pela presenca de um aduto quimico volumoso sobre uma
base. Essas distor¢des desencadeiam uma série de eventos que levam a remog¢do do
pequeno segmento de fita simples que inclui a lesdo. Essa remog¢do origina uma lacuna de
fita simples no DNA, que € preenchida pela DNA-polimerase, utilizando a fita nao
danificada como molde e restaurando a sequéncia nucleotidica original. O reparo por
excisdo de nucleotideos em E. coli € realizado basicamente por quatro proteinas: UvrA,
UvrB, UvrC e UvrD. Um complexo de UvrA e UvrB verifica o DNA; a proteina UvrA € a
responsavel pela deteccdao de distor¢des na hélice. Apds encontrar uma distor¢do, a UvrA

sai do complexo. UvrB € uma ATPase que, apds a liberacdo de UvrA recruta a
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endonuclease UvrC e esta promove duas incisdes: uma localizda a oito nucleotideos de
distancia na direcao 5°da lesdo, e a outra a quatro ou cinco nucleotideos de distancia na
direcdo 3°da lesdao. Essas clivagens produzem um segmento de DNA de fita simples de
cerca de 12 a 13 nucleotideos de comprimento, que se torna acessivel pela agdo da DNA-
helicase (UvrD). Finalmente, a DNA-polimerase (Pol I) e a DNA-ligase preenchem e selam

a lacuna resultante (Croteau et al., 2008)

O principio do reparo por excisdo de nucleotideos em eucariotos é andlogo ao de E.
coli, mas a maquinaria para a deteccdo, excisdo e reparo da lesdo € mais complexa,
envolvendo 30 protefnas ou mais. E a mais versétil e flexivel via de reparo de DNA em
células eucaridticas, por reconhecer uma vasta gama de lesdes de DNA estruturalmente
distintas (Andressoo et al., 2005). NER atua na remogao de lesdes que distorcem a dupla
hélice de DNA, interferem no pareamento de bases e bloqueiam a replicacdo e a transcri¢ao
de DNA. As lesdes reconhecidas pela via de NER podem surgir em decorréncia da
exposicao a varios agentes nocivos. A radiacdo UV produz dimeros pirimidina ciclobutano
(CPDs) e produtos pirimidina-(6,4)-pirimidona (6-4PP) que sdo substratos classicos dessa
via. A exposi¢do a vérios agentes quimicos ou alquilantes, também podem resultar na
formacdo de adutos volumosos, como por exemplo, hidrocarbonos policiclicos aromaticos,
presentes na fumacga do cigarro. Recentemente, contudo, foi demosntrado que NER também

remove lesdes oxidadas de DNA como adutos ciclicos de purina (Andressoo et al., 2005).

A via de NER consiste em duas subvias, as quais mecanisticamente tem inicio de
maneira diferente, mas apds o reconhecimento do dano, seguem a mesma rota molecular.
As subvias sdo: reparo acoplado a transcri¢do (TCR) e reparo do genoma global (GGR). A
subvia TCR € responsavel por remover lesdes presentes na fita codificante (transcrita) de
genes ativos (Iyama e Wilson, 2013). Esse mecanismo de reparo cuida de lesdes que
estejam bloqueando a maquinaria de transcricdo. A GGR reconhece e remove lesdes ao
longo de todo o genoma e € considerada relativamente lenta € um pouco menos eficiente,
uma vez que deve scanear todo o genoma em busca de dano ao DNA (Iyama e Wilson,
2013). Ambas as subvias podem ser divididas em quatro fases: (i) reconhecimento do dano

ao DNA, (i1) recrutamento do complexo de pré-incisdo e desenrolamento do DNA, (iii)
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criacdo de dois flancos de incisdo no local lesionado e subsequente excisao desse fragmento

e (iv) sintese do DNA reparado e liga¢do (Diderich et al., 2011).

1.4.1. Reparo acoplado a transcri¢ao (TCR): CSA, CSB e XPG

N

O reparo acoplado a transcricdo (TCR) é uma das subvias da via de NER que,
exceto pela fase inicial de reconhecimento da lesdo, segue a mesma via molecular do reparo
do genoma global (GGR). Apesar de ndo ser ainda totalmente entendido mecanisticamente,
o modelo proposto de funcionamento da TCR indica que é o bloqueio do complexo de
elongamento da RNA polimerase (RNAPII) no local da lesdo em fitas transcritas de genes
ativos que funciona como reconhecimento da lesdo. Este bloqueio da RNA polimerase,
serve como sinal, por mecanismos ndo conhecidos, para o recrutamento de proteinas da
Sindrome de Cockayne (CS), CSA e CSB, as quais facilitam a remocdo do complexo
RNAPII para o acesso da maquinaria de reparo. Além disso, CSA e CSB auxiliam no
recrutamento das proteinas de reparo subsequentes, incluindo o complexo TFIIH (fator de
transcricdo II H). Apds esta etapa, a mesma maquinaria proteica envolvida na GGR &,
presumivelmente, recrutada para incisdo, excisdo do fragmento lesionado, preenchimento
da lacuna e ligacdo da incisdo. Assim como a GGR, TCR parece funcionar independente do

ciclo celular (Iyama e Wilson, 2013).

Como ja citado no pardgrafo anterior, as proteinas CS desempenham um papel
fundamental na TCR. Esta conclusio € baseada em vérios dados biolégicos e bioquimicos,
como, por exemplo, os experimentos de imunoprecipitacdo da cromatina, que mostraram
que CSB interage fortemente com o complexo cromatina-RNAPII (Fousteri et al., 2006).
Neste trabalho, a radiacio UV aumentou a associagdo entre essas duas proteinas,
possivelmente, em decorréncia de uma resposta cooperativa devido ao dano induzido ao
DNA (Fousteri et al., 2006). Outro estudo mostrou que a imunoprecipitagdo de extrato
celular total de células CST1AN, oriundas de pacientes CSB, transformadas com SV40
complementadas com HA-CSB detectou um complexo estavel de CSB com a RNAPII (van

Gool et al., 1997). Estudos de filtracdo de gel usando células CS1AN ou HelLa que
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expressavam CSB, sugerem que CSB e RNAPII, formam complexos protéicos de alto peso
molecular estdveis (van Gool et al., 1997). Por fim, experimentos cinéticos em células vivas
usando a técnica de fotodegradacdo, demonstraram que, transitoriamente, CSB interage
com a maquinaria de transcri¢do (van den Boom et al., 2004). E importante considerar que
a associacdo CSB a RNAPII € responsdvel pelo recrutamento de vérios fatores de NER

necessarios.

1.4.2. Reparo do genoma global (GGR): XPC e XPA

O reparo do genoma global (GGR), como o préprio nome sugere, remove distor¢des
da hélice, localizadas em regides ndo ativamente transcritas do genoma, provavelmente de
uma maneira independente do ciclo celular (Fagbemi et al., 2011). O complexo XPC-
HR?23B inica a resposta de reparo pelo reconhecimento da mudanga estrutural induzida pelo
dano ao DNA, ligando-se a fita oposta a lesdo e ndo ao aduto quimico (Min e Pavletich,
2007; Maillard et al., 2007; Scharer, 2007). Uma vez ligado, o complexo XPC-HR23B
media o recrutamento do complexo fator de transcricdo 1l H (TFIIH), que contém dez
subunidades, incluindo duas helicases XPB (3°- 57) (Coin et al., 2007) e o XPD (5°- 3)
(Sugasawa et al., 2009; Mathieu et al., 2010). Através da atividade dessas sub-unidades,
TFIIH promove a abertura do duplex de DNA em volta da lesdo, criando uma bolha para o
recrutamento de XPA e da proteina de replicacio A (RPA) e também do conjunto do
complexo de pré-incisdo. XPA promove a liberagao de TFIIH, da kinase ciclina-dependente
(CDK), ativagao do sub-complexo (CAK) (Coin et al., 2008) e a associacao de RPA com a
fita de DNA lesionada (Missura et al., 2001; Camenisch et al., 2006). A dissocia¢do de
CAK, visa facilitar o recrutamento das endonucleases XPF, ERCC1 e XPG, bem como a

liberagdo do complexo XPC-HR23B.

O complexo XPF-ERCC1 € recrutado para a lesdo via interacdo direta com XPA
(Tsodikov et al., 2007; Orelli et al., 2010), enquanto XPG ¢ recrutado via interacdo com
TFIIH e estabilizacdo do complexo pré-incisdo (Evans et al., 1997). As duas endonucleases,

XPF-ERCC1 e XPG, sdo responsaveis pela incisdo 5’e 37, respectivamente ao DNA
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lesionado. Depois da dupla incisdo e remoc¢do do fragmento lesionado, as DNAs
polimerases 9, € ou K, preenchem a lacuna em conjunto com o fator de replicacdo C (RFC)
e o antigeno celular nuclear de proliferacao (PCNA) (Mocquet et al., 2008; Ogi et al.,
2010). Por fim, a incisdo € selada pelo XRCC1-DNA Ligase III (LIG3) ou pelo (FEN1)-
DNA ligase I (LIG1) (Aragjo et al., 2000; Mocquet et al., 2008), ou pela XRCC1-LIG3a
em células que ndo se dividem (Moser et al., 2007). O esquema 2 apresenta uma

representacao dos passos moleculares envolvidos nas duas subvias de NER.
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Esquema 2. Reparo por excisao de nucleotideos (NER). A lesdo no DNA pode ser
reconhecida por um de dois mecanismos: o bloqueio do complexo de elongacdo da
RNAPII, juntamente com os fatores CSA e CSB, na subvia de TCR; ou pelo complexo
XPC/HR23B, na subvia GGR de NER. Depois do reconhecimento do dano ao DNA, a rota
de reparo progride ao longo da mesma via molecular. Depois do desenrolamento do DNA
e a verificacdo do dano, incisdes sdo feitas para remover o fragmento lesionado de DNA.
Ao final da via, a sintese de DNA e subsequente liga¢cdo, reproduz a sequéncia correta de

DNA. Adaptado de Melis et al., (2013).
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A GGR estd envolvida no reconhecimento de vdrias lesdes que levam a distorcoes
no DNA. Estudos in vivo com camundongos deficientes em Xpc, com background genético
misto (75% C57B1/6J, 25% 129) mostraram um grande aumento na incidéncia de tumor
pulmonar comparado ao controle. Uma possivel explicagdo para tal fendtipo, pode ser a
continua exposi¢do a oxidantes e subsequente formacdo de dano oxidativo ao DNA no
tecido pulmonar (Hollander et al., 2005). Outro estudo revelou que 100% dos camundongos
ch'/ , no momento da morte e no intervalo de 16-17 meses, abrigavam tumores
pulmonares. Ao contrdrio, camundongos deficientes em Xpa, espontaneamente
apresentavam um aumento significativo na incidéncia de tumor do figado, mas ndo de
pulmiao (Melis et al., 2008). Além disso, um elevado nivel de muta¢des foi encontrado no
tecido pulmonar de camundongos Xpc” durante o envelhecimento, o que correlaciona com
deficiéncia de reparo de lesdes oxidativas no DNA nesses modelos (Melis et al., 2008).
Uma vez que ndo hd incidéncia de tumor pulmonar em camundongos deficientes em Xpa,
esses resultados apontam para uma func¢do adicional de XPC em resposta ao dano oxidativo

no DNA.

Virios estudos in vitro usando fibroblastos, mostram que células derivadas de
camundongo deficiente em Xpc, eram mais sensiveis (sobrevivéncia e acimulo de lesdo) a
exposicdo ao oxigénio do que células derivadas de camundongo deficiente em Xpa ou
selvagem (Melis et al., 2008). Estudos usando queratindcitos primarios humanos e
fibroblastos de pacientes XP-C, mostraram que XPC protege a pele humana do efeito
destrutivo de oxidantes tais como bromato de potassio ou aqueles induzidos por raios-X. O
mesmo estudo, revelou que XPC estd envolvida no reparo de 8-oxo-Gua, a mais abundante
base oxidada do DNA através de sua interacado fisica e funcional com a DNA glicosilase
OGG1 (D’Errico et al., 2006). Outro estudo também usando queratindcitos humanos
normais, mostrou que a diminui¢do da expressdo de XPC resultou em aumento de EROs
intracelulares, oxidacdo de DNA gendmico e mitocondrial e alteragdes no metabolismo
(Rezvani et al., 2011). Neste trabalho, os autores propuseram que as alteracdes metabodlicas
provocadas pela diminuicdo da concentracio de XPC decorrem de uma mudanga

metabodlica, mas ndo expandem sobre 0 mecanismo molecular que causa essa mudanca.

Introdugdo
60



O trabalho de D Errico et al., 2006, postulou que o complexo XPC-HR23B age
como co-fator na subvia de trecho-curto de BER, estimulando a atividade de OGG1. Outra
observacao propds que XPC também interage com a DNA glicosilase timina (TDG),
amparando a hipétese de que XPC também pode estar envolvida na subvia de trecho-longo
de BER (Shimizu et al., 2003). XPC parece ndo ser essencial a via de BER, mas pode

modular sua atividade.

1.5. Mitocondria e estresse oxidativo

As mitocOndrias sdo organelas cuja principal fun¢do € a producdo de ATP através
da fosforilacdo oxidativa. As mitocOndrias possuem duas membranas compostas por
bicamadas lipoprotéicas: uma externa e uma interna, sendo que a membrana interna
apresenta uma superficie maior, impermeavel a quase todas as moléculas e contém as
enzimas responsaveis pela fosforilagdo oxidativa. Para a formag¢do do ATP mitocondrial,
ocorre passagem de elétrons, derivados predominantemente de intermedidrios do Ciclo do
Acido Tricarboxilico (também chamado de Ciclo do Acido Citrico ou Ciclo de Krebs), por
um complexo multienzimatico denominado cadeia transportadora de elétrons (CTE) (Fariss

et al., 2005).

Acoplados a passagem de elétrons, prétons sdo bombeados através dos complexos I
(NADH desidrogenase), III (complexo citocromo bcl) e IV (citocromo ¢ oxidase) para o
espaco intermembranas, criando um potencial eletroquimico. Esse potencial € a forca
protomotora (Ap), composta de um gradiente de pH (ApH) e de um potencial de membrana
mitocondrial (Ayp,), que impulsiona a enzima ATP sintase a fosforilar o ADP, gerando
ATP, quando do retorno dos prétons a matriz mitocondrial. O ATP sintetizado dentro da
matriz mitocondrial é entdo exportado para o citoplasma através de um translocador de
nucleotideos de adenina, também conhecido por translocador ATP/ADP. O aceptor final
dos elétrons da CTE € o oxigénio molecular (O;), que € reduzido a d4gua em quatro passos
de transferéncia monoeletronica no sitio ativo do complexo IV. Durante a transferéncia de

elétrons através da CTE, elétrons podem escapar do caminho candnico, resultando em uma
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redu¢do monoeletronica do oxigénio molecular, fora do complexo 1V, levando a formacao
do radical anion superéxido (O,°*). Esta espécie é rapidamente dismutada pela enzima
superoxido dismutase (SOD) levando a formagao de H,O,. O H,O, pode ser metabolizado a
H,O e O, que utiliza elétrons provenientes de glutationa reduzida como poder redutor.
Entretanto, quando na presenca do ion ferroso ou de outros metais bivalentes, através de
reacdo de Fenton ou do tipo Fenton, o H>O, pode sofrer cisdo homolitica, o que resulta na

formacdo de radicais hidroxila (OH") altamente reativos (Halliwell e Gutteridge, 1997).

O H,0, € uma espécie quimica permedvel através de membranas e mais estdvel,
podendo ser removida por diferentes enzimas com atividade de peroxidase. Estima-se,
embora haja controvérsias sobre o valor, que cerca de 1% de todo o oxigénio consumido
pelas mitocondrias resulta na formagdo de EROs (Harper et al., 2004; Fariss et al., 2005;
O'Rourke, 2005; Figueira et al., 2013). Uma vez que a capacidade antioxidante
mitocondrial seja sobrecarregada pela presenga dessas espécies reativas, dano oxidativo e

morte celular podem ocorrer (Fariss et al., 2005; O Rourke, 2005).
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Esquema 3. Fosforilacao oxidativa, producao de O,” e H,0, e vias de detoxificacao da
mitocondria. Elétrons (e-) do NADH e FADH, passam através dos complexos I e II
respectivamente e depois sdo levados ao complexo III via ubiquinol. Citocromo ¢ oxidase transfere
elétrons do complexo III para o complexo IV, o qual reduz o O, a H,O. A passagem de elétrons é
acompanhada por uma ejecdo de prétons (H') através da membrana mitocondrial interna pelos
complexos I, Il e IV, gerando um gradiente eletroquimico, Ay. Os prétons entram novamente na
matriz mitocondrial através do complexo V, o qual usa a forca protomotora para gerar ATP. A
forca protomotora também leva a troca ATP-ADP pela ANT. UCPs permitem o retorno de elétrons
a matriz mitocondrial, reduzindo a formagdo de espécies reativas de oxigénio. Do complexo I,
vazam elétrons que levam a formacdo de O, para a matriz, ao passo que o complexo III gera O,"

6" é o substrato de elétron do espago

tanto para a matriz quanto para o espaco intermembrana. P6
intermembrana oriundo do citocromo ¢ que produz O,". O superdxido é desmutado a H,O, pela Cu
e ZnSOD no espaco intermembrana e pela SOD2 na matriz. H,O, é reduzido a H,O pela glutationa
peroxidase (GPx) usando GSH e a glutationa oxidada resultante (GSSG) € reduzida de volta a GSH

pela glutationa redutase. Pi — fosfato inorganico. Adaptado de Madamanchi e Runge, 2007.
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Entende-se por radical livre qualquer espécie quimica capaz de existir de forma
independente e que contenha um ou mais elétrons despareados ou que contenha um nimero
impar de elétrons em sua ultima camada eletronica. A presenca de elétrons despareados na
ultima camada eletronica confere a essas espécies, na maior parte dos casos, grande
reatividade e uma meia-vida curta variando de nano a microssegundos (Simm e Bromme,
2005, Cerqueira et al., 2006). Os radicais livres podem ser gerados no citoplasma, nas
mitocOndrias ou na membrana e o seu alvo celular (proteinas, lipideos, carboidratos e

DNA) esta fortemente relacionado com seu sitio de formacgdo (Bianchi e Antunes, 1999).

EROs sdo encontradas em todos os sistemas biolégicos. Em condi¢des fisioldgicas
do metabolismo celular aerébio, o O, sofre reducdo tetravalente, com o recebimento de
quatro elétrons, resultando na formagdo de H,O. Durante esse processo podem ser
formados intermedi4rios reativos, como os radicais 4nion superéxido (O;*), hidroperéxido
(HO,™®) e anion ou radical hidroxila (OH ou OH®). Normalmente, a reducdo completa do
O, ocorre no sitio ativo do complexo IV, Citocromo c Oxidase, sem a liberacdo de
intermedidrios de reduc¢do. O H;O, ndo € um radical livre, pois ndo possui elétrons
despareados na sua ultima camada eletronica, embora seja um metabdlito extremamente
deletério porque participa da reagdo que produz o radical hidroxila (OH") (Ferreira e
Matsubara,1997), bem como é capaz de atravessar a membrana nuclear e induzir danos em

sitios mais distantes de seu local de formacao (Bianchi e Antunes, 1999).

0, > 0," ;_H> H,0, 1—:>HO' + H,0 1—:>H20

Oxigénio Radical Anion Peréxido de Hidrogénio Radical Hidroxila
Molecular Superéxido

Esquema 4. Reducio sequencial do oxigénio molecular a agua em quatro passos de reducio
monoeletronica. A adi¢do de um elétron ao oxigénio produz o radical anion superdxido. Se o
superoxido é reduzido por outro elétron, entdo, peroxido de hidrogénio é produzido. O perdxido de
hidrogénio pode aceitar outro elétron e esse passo ocorre naturalmente como resultado da
transferéncia de elétrons na presenca de metal bivalente, em reagdes do tipo Fenton (normalmente
com cobre ou ferro). Quando o H,0, aceita o elétron doado, ele € convertido ao radical hidroxila
(HO®) e anion hidroxila (HO") que, quando combinados com hidrogénio, produzem dgua. Adaptado
de Koop, (2004).
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A vida em aerobiose caracteriza-se pela continua producdo de EROs, sendo
contrabalanceada pelo consumo de defesas antioxidantes ndo-enzimaticas e pela atividade
das enzimas antioxidantes. Dessa maneira, em condi¢des fisioldgicas, o balango entre a
producdo de oxidantes e as defesas antioxidantes se mantém em equilibrio. Quando esse
balanco ¢ rompido em favor dos agentes oxidantes, diz-se que a célula ou organismo
encontra-se em desbalanco redox ou sob “estresse oxidativo”, com potenciais danos (Bell6-

Klein, 2002).

As EROs desempenham vadrios papéis importantes no controle de diversas funcdes
fisiologicas como sinalizadores centrais no controle do tdonus vascular, sinalizacdo
intracelular e resposta imune fagocitaria (Droge, 2001; Bell6-Klein, 2002; Splettstoesser e
Schuff-Werner, 2002). Entretanto, essas espécies também podem desempenhar um papel
causal importante no desenvolvimento de vdérias doencas, tais como ateroesclerose,
diabetes, infeccdo por HPV, injtria de isquemia-reperfusdo, doenca de Parkinson, artrite
reumatoéide, catarata, enfisema, dentre outras (Bell6-Klein, 2002). Em todas elas, a injuria
inicial (isquemia, trauma, toxinas, radiacdo, infec¢do, etc) determina alteracdes
intracelulares, como recrutamento de macréfagos, dano mitocondrial, alteragdes nas defesas
antioxidantes e aumento do cdlcio intracelular. Essas alteracdes geram estresse oxidativo,
levando o organismo a trés possiveis respostas celulares: 1) adaptagdo, por aumento na
atividade dos sistemas antioxidantes, que pode gerar protecdo da célula contra danos
oxidativos futuros; 2) dano tecidual por lesdo a lipideos, carboidratos, proteinas e 4cidos

nucléicos ou 3) morte celular, seja por necrose ou apoptose (Bell6-Klein, 2002).

A morte celular pode decorrer de um evento chave envolvido nesse processo,
chamado transicdo de permeabilidade mitocondrial (TPM). A TPM € um evento
dependente do aumento de Ca** mitocondrial, que leva 2 perda do potencial de membrana
mitocondrial (AYW,,), inchamento mitocondrial e ruptura da membrana externa das
mitocondrias, apds a abertura de um canal conhecido como poro de transicdo de
permeabilidade (PTP), cuja composicao proteica ainda € controversa na literatura. Tem sido
sugerida a participacao de proteinas da matriz e de proteinas das membranas mitocondriais
interna e externa na composicao do poro de transi¢cdo. Os componentes mais citados sdo os

canais de anions voltagem-dependentes (VDACs), o translocador de nucleotideos de
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adenina (ANT) e ciclofilina D (CyP D), dentre outras moléculas (Tsujimoto e Shimizu,
2007; Lemasters et al., 2009). Trabalho recente do préprio laboratério (Ronchi et al., 2011)
demonstrou, em mitoplastos, que sao mitocondrias isoladas desprovidas de membrana

externa, que nem todas essas proteinas sdo componentes essenciais do poro de transicao.

Em 1976, Hunter e colaboradores trataram mitocOndrias isoladas com Ca’ e
propuseram que o acumulo mitocondrial deste cédtion resultava na permeabilizagdo da
organela devido a formagcdo de um poro na membrana interna. Devido ao fato desse
processo ser parcialmente revertido através da remogdao do Ca®, esse fendmeno foi
denominado transicdo de permeabilidade mitocondrial (TPM) (Hunter e Haworth, 1979).
Segundo esse trabalho, o cdlcio induz alteragdes na homeostasia mitocondrial, induzindo o
desacoplamento da fosforilagdo oxidativa, em associagdo ao inchamento da organela.
Posteriormente, demonstrou-se que quantidades excessivas de Ca® em mitocondrias
isoladas induziam uma permeabilizacdo nao-seletiva da membrana mitocondrial interna,
mediada por estresse oxidativo e acimulo de Ca®* na matriz mitocondrial (Kowaltowski et
al., 2001). Alteragdes em grupos de proteinas da membrana mitocondrial interna levariam a
formacdao do PTP mitocondrial, com a formacdo de agregados devido a alteracdes
estruturais (He e Lemasters, 2002). O aumento das concentragdes de Ca™ e producido de
espécies reativas de oxigénio induziriam a oxidacao de residuos de cisteina e permitiriam a
formacao de ligacdes cruzadas S-S (Fagian et al., 1990; Castilho et al., 1996), levando a
uma permeabilizacdo ndo-especifica da membrana mitocondrial interna (Vercesi et al.,

1997; Kowaltowski et al., 2001).

Alteragdes no transporte de fons podem ocorrer devido a modificagdes em lipideos
e proteinas de membranas, com aumento nos niveis intracelulares de Ca** (Dawson e
Dawson, 1996). A distribui¢io do Ca®* intracelular é controlada por processos de transporte
desse cation através da membrana plasmdtica e de membranas de vdrias organelas ou
regides celulares, como o reticulo endoplasmatico liso, o nicleo e a mitocondria (Carafoli,
1987; Gunter e Gunter, 1994). Em 2010, Perocchi e colaboradores mostraram a primeira
evidéncia do gene que codifica o transportador de cdlcio mitocondrial (MICUI, de

mitochondrial calcium uptake 1), através de experimentos com RNA de interferéncia para
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os RNAs mensageiros de 13 genes candidatos que sdo conservados em eucariotos e
cinetoplastideos, porém ausentes em S. cerevisiae. Para este estudo, foram empregados
dados prévios de fisiologia comparativa, gendmica evoluciondria e protedmica de organelas
(Perocchi et al., 2010; Collins e Meyer, 2010). Em eucariotos, as concentra¢des
extracelulares de Ca** oscilam em torno de 1 a 2 mM e as concentracdes intracelulares em

torno de 50 a 100 nM (Carafoli, 1987).

Recentemente Vaseva e colaboradores (2012) mostraram em condicdes de estresse
que a proteina p53 € capaz de migrar para a matriz mitocondrial e formar um complexo
com a ciclofilina D (reguladora do poro de transi¢io de permeabilidade), mas ndo com
VDAC ou com o translocador de nucleotideos de adenina (ANT) e estd relacionada a
abertura do poro de transi¢do de permeabilidade mitocondrial. A formag¢do do complexo
Cyp-p53 € capaz de induzir a abertura do PTP mitocondrial. Mais recentemente, Giorgio e
colaboradores (2013) mostraram que dimeros purificados de ATP sintase e reconstituidos
em bicamadas lipidicas podem ter a funcdo semelhante ao poro de transicdo de
permeabilidade (PTP), com mudangas nos padrdes eletrofisiolégicos capazes de induzir a
abertura de um canal equivalente ao PTP. Além disso, esses autores mostraram interagao da
Cyp D com a ATP sintase na regulacdo desse poro. Todos esses resultados mostram um
papel duplo para a ATP sintase: sintese de ATP e controle da transicdo de permeabilidade

mitocondrial (Giorgio et al., 2013; Bernardi, 2013).

1.6. DNA mitocondrial

Em eucariotos nao fotossintetizantes, a mitocondria € a tnica organela intracelular
que possui o seu proprio genoma. O DNA mitocondrial (DNAmt) humano é uma molécula
circular de 16569 pares de bases, localizada na membrana mitocondrial interna. A maioria
das células possui centenas de mitocondrias e cada mitocondria contém entre 5 a 10 cpias
de DNAmt (Wallace, 1999). O DNAmt contém 13 genes que codificam para polipeptideos
essenciais a fosforilacdo oxidativa, 12S e 16S RNA ribossomicos (rRNA) e 22 RNAs de
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transferéncia (tRNA) necessdrios para sintese proteica na mitocondria. Uma vez que o
DNAmt encontra-se fisicamente associado a membrana mitocondrial interna, préximo do
local onde as EROs sao geradas, ele € um alvo constante de danos provocados por essas
espécies (Clayton et al., 1974; Yakes e Van Houten, 1997; Croteau et al., 1999). Todos os
13 polipeptideos codificados pelo DNAmt sdo essenciais ao funcionamento adequado de 4
dos 5 complexos da fosforilagdo oxidativa (Figueira et al., 2013). Desta forma, a
estabilidade genética do DNAmt € essencial a funcdo mitocondrial, portanto também para a
manutencdo da vida. De fato, mais de 150 mutacdes patogé€nicas nessa molécula, causam

doencas clinicamente definidas (Wallace, 1999).

LSP Ox
[ -

DNAmt de mamifero

Esquema 5. Organizacao do DNAmt humano. O DNAmt humano é uma molécula
circular, contendo 16569 pares de bases. As duas fitas sdo denominadas pesada e leve,
devido ao conteddo diferencial de guaninas na fita pesada. A regido D-loop, ndo
codificante, contém os promotores para as fitas pesada e leve, bem como a origem da
replicacdo da fita pesada de DNAmt. A disposicao de todos os 37 genes € apresentada.

Adaptado de Lagouge e Larsson, 2013.
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As doencas mitocondriais podem apresentar uma enorme variedade de padrdes de
heranca, maternas, Mendeliana e uma combina¢do de ambas. Somado a isso, existe o fato
dos fendtipos de doencas mitocondriais serem diversos e sobrepostos, o que significa dizer
que uma mesma mutacdo no DNAmt pode resultar em fendtipos bem diferentes e mutagdes
diferentes podem resultar num mesmo fendtipo, por isso é mais coerente classificar os
pacientes pelo defeito genético do que pela manifestacao clinica (Wallace, 2013). Mutagdes
patogénicas no DNAmt incluem tanto substituicdo de bases como rearranjos (Mitomap). As
substituicdes de base podem ser sub-divididas em mutacdes misense que afetam 13 genes
codificadores de proteinas e as mutagdes que afetam os genes de rRNA ou tRNA, as quais

exercem efeito global na sintese proteica mitocondrial (Shoffner e Wallace, 1995; Brown e

Lott, 1996).

As mutacdes no DNAmt que causam as doencas de LHON, distonia e doenca de
Leigh, s@ao bons exemplos da variabilidade clinica que pode acompanhar a mutagdo
heteropldsmica missense. LHON e distonia podem causar a mesma mutacio
MTND6*LDYT14459A, uma transicio de G para A no gene mitocondrial ND6 que
codifica uma sub-unidade da NADH desidrogenase. Essa mutacdo converte uma alanina
altamente conservada em uma valina. Pacientes portadores de LHON apresentam na meia
idade, cegueira de inicio subito causada por morte do nervo 6ptico. Pacientes com distonia,
apresentam em idade prematura, desordem de movimento generalizada, fala comprometida,
retardo mental e baixa estatura, frequentemente acompanhada por degeneracio da glanglia
basal cerebral. LHON esta associado com uma baixa porcentagem de mutacdo no DNAmt,
enquanto que a distonia estd associada a alta porcentagem (Novotny, 1986; Jun et al., 1994;
Shoffner, 1995). Muta¢des em genes mitocondriais de sintese proteica sdo capazes de
produzir um complexo aglomerado de sintomas. Em casos severos, as mutacdes sao
heteropldsmicas e frequentemente causam anormalidades no sistema nervoso central (SNC)
bem como miopatia mitocondrial com fibras dspero-vermelhas (Shoffner e Wallace, 1995;
Brown e Lott, 1996), uma associagdo referida a encefalopatia mitocondrial. As
manifestacoes do SNC podem incluir perda auditiva sensorial neural, epilepsia, epsédios do

tipo AVC (acidente vascular cerebral) e deméncia progressiva. Cardiomiopatias, acidose
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lactica e desordens enddcrinas incluindo diabetes, também sdo comuns (Brown e Lott,

1996).

As doencas de DNAmt, comumente tem um inicio tardio e sdo progressivas. Isso
implica que a expressdo fenotipica dessas doencas envolve dois fatores, a mutacdo
predisponente € um fator relacionado a idade que causa um declinio na fungdo
mitocondrial, o que exacerba o defeito herdado (Brown e Lott, 1996). Doencas
mitocondriais resultado de mutacdes em genes nucleares da fosforilacdo oxidativa,
apresentam um padrdao de heranca Mendeliana. Uma mutacdo no gene que codifica a
proteina estrututal de 18 Kd do complexo I, estd associada a manifestacdo de hipotonia
infantil, retardo mental, convulsdes e degeneracdo da ganglia basal (van den Heuvel et al.,
1998). Outra mutagdo na protease adenosina trifosfato (ATPase), tem sido associada com
paraplegia dominante espdstico (Casari et al., 1998). Mutacdes em genes nucleares também
podem empregar seus efeitos fenotipicos através de inativacdo indireta da fosforilacdo
oxidativa ou desestabilizacdo do DNAmt. A ataxia de Friedreich € uma doenga autossémica
recessiva que resulta em ataxia cerebelar, neuropatia periférica e cardiomiopatia
hipertrofica. A frataxina, proteina mutante, é direcionada para a membrana mitocondrial
interna onde transporta o ferro para fora da mitocondria. Com a perda dessa proteina, o
ferro se acumula na matriz mitocondrial, estimulando a conversio de H,O, a OH" pela
reacdo de Fenton. Isso inativa enzimas mitocondriais do centro Fe-S (complexos I, [T e Il e

aconitase), o que por sua vez reduz a producdo de energia mitocondrial (Rotig et al., 1997).

O inicio tardio e o curso progressivo das doencas mitocondriais, sugerem que a
fun¢cdo mitocondrial deve decair com o avanco da idade. Esta hipdtese encontra respaldo
em inimeras informacdes de declinio da atividade enzimatica da fosforilacdo oxidativa em
musculo esquelético, figado e cérebro (Trounce et al., 1989) e o acimulo de rearranjos de
DNAmt somdtico nesses mesmos tecidos. O acimulo de mutacdes no DNAmt somético
pode ocorrer devido a dano gerado decorrente do ataque das espécies reativas de oxigénio
na mitocondria. O declinio da capacidade oxidativa decorrente do avango da idade,
degradaria a capacidade bioenergética do tecido até um certo limiar que resultaria em
senescéncia. Esse mesmo declinio poderia interagir com os defeitos mitocondriais

herdados, o qual poderia contribuir para o inicio tardio e progressio das doencas
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mitocondriais. As mutacdes no DNAmt somdtico, também tem sido relacionadas com
varios tumores. Essa mutagdes incluem dele¢des intragénicas (Horton et al., 1996),
missense (Polyak et al., 1998) e alteracdes na sequéncia polimérica que resulta em
mutacdes framshift (Habano e Nakamura, 1998). A principio, essas mutagdes poderiam
contribuir para as transformagdes neopldsmicas por mudar a capacidade de energia celular,

aumentando o estresse oxidativo mitocondrial e/ou modulando a apoptose.

1.7. Biogénese mitocondrial

O evento de biogénese mitocondrial € um processo central muito regulado uma vez
que envolve a expressdo coordenada de dois genomas, o mitocondrial que codifica 13
proteinas, e o nuclear, que codifica todas as outras proteinas necessdrias ao processo. O
ajuste muito fino entre ndcleo e mitocondria € essencial para que a eficicia do processo seja
garantida. Um conjunto de fatores codificados no nicleo regulam coordenadamente a
massa mitocondrial e fun¢do, em resposta a mudangas de disponibilidade de energia e
demandas de crescimento, incluindo estresse metabdlico celular, tal como a constante
producdo de EROs. O nicleo codifica fatores de transcri¢do e co-ativadores que governam
a fung¢do mitocondrial, incluindo todas as proteinas envolvidas em replicacdo e transcri¢ao
do DNAmt, incluindo o fator de transcricdo mitocondrial A (TFAM), que € essencial para a

replicagdo e transcricdo do DNAmt (Scarpulla et al., 2012).

Os fatores respiratorios nucleares, NRF1 e NRF2, foram os primeiros fatores
transcricionais nucleares implicados no controle de multiplas fun¢des mitocondriais em
vertebrados. NRF1, inicialmente identificado através da sua ligagdo com o promotor
citocromo c, funciona como um regulador positivo da transcri¢do (Scarpulla, 2011). Ele age
em genes codificadores de sub-unidades respiratérias (Kelly e Scarpulla, 2004). O NRF2
humano foi identificado como um ativador transcricional da citocromo oxidase sub-unidade
IV (COXIV). Evidéncias apontam que NRF1 e NRF2 desempenham um papel direto na
expressdo de todas as 10 sub-unidades codificadas no nicleo de citocromo c oxidase

(Ongwijitwat, 2006; Dhar, 2008). O controle da transcricdo mitocondrial por ambos NRFs
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pode ser parte de um mecanismo coordenando a expressdo da cadeia respiratéria com a
biogénese da organela. Dele¢des genéticas de NRFs e outros fatores respiratétios nucleares,
tal como o gene da proteina repressora transcricional YY1, resultam em letalidade peri-

implantacao em roedores (Donohoe, 1999; Huo e Scarpulla, 2001).

O PPARa (receptor peroxissomo proliferador-ativado o) € um membro da familia
de receptores nucleares (de nuclear receptors, NRs) incluindo o PPARP (também
conhecido como PPARoS) e PPARY, um fator transcricional enriquecido em adipdcitos,
envolvido na diferenciacdo de adipdcitos. Os PPARs ligam-se a elementos de resposta no
DNA como heterodimeros com membros da familia receptor retindide x (RXR). Um
aspecto interessante dos PPARs € que eles sdo ativados por uma gama de acidos graxos,
incluindo ligantes lipidicos, contudo os ligantes enddgenos para os PPARs ndo foram
claramente identificados. A ativagdo de PPARa e PPARP por ligantes lipidicos promove
um programa para mudangas de transducido no metabolismo lipidico celular para o controle
transcricional da oxidagdo de 4cidos graxos mitocondrial, uma fonte chave para produgdo

de ATP em coracdo e musculo (Madrazo e Kelly, 2008).

PGCla é um membro da familia de coativadores transcricionais, a qual inclui
PGCI1p e mais distante PRC. Estudos de superexpressio em cultura de adipdcitos
(Puigserver, 1998), midcitos cardiacos (Lehman, 2000) e em camundongos transgénicos
(Russell, 2004) demonstraram que PGCla € capaz de dirigir virtualmente todos os aspectos
da biogénese mitocondrial, incluindo ativacdo da cadeia respiratéria e B-oxidacdo de acidos
graxos, aumento do nimero de mitocondrias e aumento da capacidade respiratdria, através
de interacdo direta e co-ativacdo de PPARS, ERRs e NRF1/NRF2, dentre outros fatores
transcricionais. A sinalizacdo metabdlica através de PGCla ocorre, em parte, através de
modificagdes pos-traducionais. Por exemplo, PGCla ¢ diretamente regulada pela
deacetilacdo (por SIRT1) e fosforilacdo (por AMPK) em resposta a mudangas em nutrientes
ou deplecdo energética (Gerhart-Hines, 2007; Jager, 2007). As vias de SIRT1 e AMPK
também podem cooperar na promocao de biogé€nese mitocondrial cdlcio-dependente em
midcitos (Canto, 2009; Iwabu, 2010). O controle de PGCla por AMPK e SIRTI1 ¢
sugestivo de uma ligacdo entre biogé€nese mitocondrial e vias de sinalizacdo metabdlica.

Em camundongos, a ablacdo de SIRTI1 torna o animal insensivel aos efeitos da restricao
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caldrica, enquanto sua superexpressdo promove efeitos benéficos da restricdo caldrica,

mesmo quando o camundongo ¢ alimentado normalmente (Donmez e Guarente, 2010).

O AMPK serve como uma ligacdo entre a biog€nese mitocondrial regulada por
PGCla e o coativador transcricional ativado por BREB, ou alvo para o complexo sensivel a
rapamicina I (TORCI). A sub-regulacio de TORCI1 promove autofagia, incluindo
mitofagia, para aumentar a disponibilidade de intermedidrios de metabolismo sob
condi¢des metabodlicas adversas. AMPK pode inibir o crescimento celular e promover
autofagia através da inibicdo de TORCI1 pela fosforilagdo direta de uma sub-unidade
TORC1 (proteina regulatéria associada a mTOR) (Gwinn, 2008) e por fosforilacdo
regulador TDC2 (Inoki, 2003). A AMPK também pode estimular a destrui¢do de
mitocOndrias defeituosas através de mitofagia por fosforilacdo direta (Egan, 2011; Kim,
2011), assim AMPK pode potencialmente aumentar a sintese de novas mitocondrias através
de sua ativacdo de PCGla, e a0 mesmo tempo promover a depuracdo de mitocOndrias

defeituosas enquanto suprime o crescimento celular.
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2. Objetivos
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2.1. Objetivo Geral

Uma vez que resultados anteriores da literatura indicam que a proteina XPC pode
modular o reparo de bases oxidadas via uma interacdo fisica e funcional com a DNA
glicosilase OGG1, e que esta glicosilase desempenha um papel fundamental no reparo de
lesdes oxidadas no DNAmt, o objetivo deste trabalho é determinar se a auséncia de XPC

causa alteragdes gendmicas e bioenergéticas em mitocondrias de células humanas.

2.2. Objetivos Especificos

e Determinar o consumo de O, em células controle e XP-C;

e Determinar a produ¢do de EROs, bem como a atividade de enzimas do sistema

antioxidante (SOD e GPx);

* Determinar a quantidade de mitocondrias em células controle e XP-C;

* Analisar a expressdo dos genes relacionados a biogénese mitocondrial;

* Determinar a quantidade de lesdes de DNA em células controle e XP-C.
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3. Material e Métodos
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3.1. Reagentes — A maioria dos reagentes utilizados nessa tese foram adquiridos das
empresas Sigma-Aldrich (St. Louis, EUA), Life Technologies (Nova Iorque, EUA) e
Merck (Darmstadt, Alemanha). Todos os reagentes utilizados nos experimentos dessa tese

foram do mais alto grau de pureza necessario aos experimentos realizados.

3.2. Meio de reaciao padrao — O meio de reacdo padrdo possui a seguinte composicao:
sacarose 125 mM, KCI 65 mM, HEPES 10 mM, K,HPO4 2 mM, MgCl, 2 mM. Esse meio
foi mantido a 37°C e pH 7,2 para todos os experimentos envolvendo células

permeabilizadas.

3.3. Cultura de células — As linhagens celulares humanas, fibroblastos SV40-
transformados MRC-5 (controle) e XP4PA (XP-C) e os fibroblastos primarios humanos
AS405 (controle) e XP17VI (XP-C), primeiramente isolados pelo Prof. Dr. Alain Sarasin
do Laboratério de Genética Molecular, Instituto de Pesquisa do Cancer, Franca, foram
gentilmente fornecidos pelo Prof. Dr. Carlos Frederico Martins Menck do Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sdo Paulo. Todas as células foram mantidas em
DMEN alta glicose suplementado com 10% SFB, penicilina 100 IU/mL e em streptomicina

100 pg/mL, a 37° C em atmosfera com 5% CO, até 80 % de confluéncia.

3.4. Medida da atividade da enzima Citrato Sintase - A reacdo catalizada pela citrato
sintase consiste na condensagdao do oxaloacetato a molécula de acetil-coenzima A e 4gua,
formando citrato mais CoA-SH. O ensaio para atividade da enzima consiste em promover a
reacdo irreversivel na qual o CoA-SH gerado reagird com o DTNB (4cido 5,5-ditiobis(2-
nitrobenz6ico)), produzindo o TNB (4cido tionitrobenzéico) mais CoA-S-S-TNB. A

formacao de TNB pode, entdo, ser seguida espectrofotometricamente

Esse ensaio enzimdtico foi adaptado a microplaca com base nos protocolos da
empresa Oroboros® Instruments (Oroboros, 2010) e disponiveis on-line no site da prépria
empresa. Para a realizacdo desse ensaio, foram utilizadas cerca de 8x10° células
homogeneizadas em homogeneizador de vidro do tipo Potter-Elvehjem, em tampao PBS
gelado. A seguir, as amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 2 min a 4°C e o

sobrenadante foi recolhido para as andlises enzimdticas. A concentracdo protéica das
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amostras foi determinada utilizando-se o método de Bradford (1976), com BSA como
padrao. Em microplaca para espectro visivel, foram pipetadas cerca de 3,0 ug de amostra
em cada poco, sobre as quais foi adicionado um mix de reagentes contendo Tris-HC1 0,1 M
(pH 7,1), oxaloacetato 250 uM, DNTB 100 uM e acetil-coenzima A 50 uM. Durante 5
minutos foi monitorada a absorbancia em 412 nm, a 30°C, e calculada a inclinagdo por

minuto do branco e das amostras.

Em seguida, utilizando-se o coeficiente de absortividade molar para o TNB (13,6
mM™" x cm™), foram efetuados os calculos até que se obtivesse o valor da atividade
enzimatica em mU/mL. Foi feita a correcio para o caminho 6ptico referente ao volume de
0,2 mL utilizado nesse ensaio. Apds a dosagem de proteina pelo método de Bradford
(1976), os dados foram normalizados em relacdo a quantidade de proteina adicionada ao

ensaio e a atividade final foi apresentada em mU/mg de proteina (nmoles/min/mg proteina).

3.5. Determinacio do nimero de cépias de DNAmt — As amostras de DNA foram
isoladas através do Kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen®, Germantown, MD) de acordo
com as instrucdes do fabricante. A PCR quantitativa em tempo real (QPCR) foi realizada
utilizando-se  SYBR® Green PCR Master Mix (Applied Biosystem®, Foster City,
California, USA) de acordo com instru¢cdes do fabricante. Resumidamente, em 25 puL de
reacdo havia 12.5 uL 2X SYBR® Green PCR Master Mix, primers 5 pmol cada e 20 ng de
DNA padrao. Os seguintes genes foram escolhidos para a andlise da qPCR: HPRT para
controle de carregamento do DNA nuclear, gene NDI para nimero de copias de DNAmt e
gene ND4L para delecio de DNAmt. ND4L foi escolhido como um marcador de delecao
devido a grande frequéncia de dele¢Ges na regido gendmica no qual esse gene estd
localizado em popula¢gdes humanas (Damas et al., 2012). A sequéncia de primers pode ser

encontrada na Tabela 1:
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Tabela 1. Primers utilizados para qPCR para nimero de cpias de DNAmt.

Gene alvo Simbolo oficial mRNA RefSeq Direcédo Sequéncia (5°-37)
HPRT Hprt NM_000194.2  Sense TGA CAT GTG CCG CCT GCG AG
Antisense GTG GTC GCT TTC CGT GCC GA
NDI ND1 NC_012920.1 Sense ACT ACG CAA AGG CCCCAACG
Antisense  GAG CTA AGG TCG GGG CGG TG
ND4L ND4L NC_011137.1 Sense AAC CCT CAA CACCCA CTCCCTCTT

Antisense TAGGCC CACCGCTGCTTCGC

3.6. Medida do consumo de oxigénio — O consumo de O, em células permeabilizadas
(2)(106 cels/ml) foi monitorado através de um eletrodo Hansatech (Hansatech Instruments
Limitted, Norfolk, UK) e em oxigrafo de alta resolucio Oxygraph-2k, marca Oroboros
(Oroboros Instruments, Innsbruck, AUT) com o uso do programa ao software Datalab
versio 4.2.0.73 (Oroboros Instruments, Innsbruck, Austria). As células foram
permeabilizadas com 30 uM digitonina em 2 mL de meio de reacdo padrao contendo 5 mM
de substrato respiratério para complexo I (glutamato, a-cetoglutarato, malato e piruvato).
Foram feitas adi¢des sequenciais de 100 uM ADP, 4 uM CAT e 1 uM FCCP. Este
experimento foi realizado em eletrodo Hansatech. Para analisar os complexos II, IIl e 1V,
também foram utilizados 2 mL de meio de reag¢do padrido e 30 uM digitonina, porém agora
as adi¢des sequenciais foram de: 5 mM succinato, 100 nM FCCP, 1 uM Antimicina A e
200 uM TMPD + 2 mM Ascorbato. Este experimento foi realizado no oxigrafo Oroboros.

Todas as andlises foram feitas a 37 °C.

3.7. Medida da atividade da enzima Citocromo ¢ Oxidase - As medidas de atividade da
citocromo ¢ oxidase foram feitas com base no protocolo do kit comercial para esse ensaio
enzimético (Sigma Product Information®, Cytochrome ¢ Oxidase Assay Kit, Technical
Bulletin). O principio desse ensaio enzimatico consiste em monitorar a queda no valor de
absorbancia em 550 nm, devido a oxidagdo, via atividade da citocromo c oxidase, do
citocromo c reduzido adicionado ao ensaio. A reagdo estd descrita a seguir (1) identificando

a oxidacdo de ferrocitocromo c a ferricitocromo c.

4 Fe*™-citocromo ¢ (ferrociticromoc) + 4 H" + 0, — 4 Fe*-citocromo ¢ (ferriciticromo c) + 4 H,O (D)
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Para a realizacdo desse ensaio, foram utilizadas cerca de 8x10° células
homogeneizadas em homogeneizador de vidro do tipo Potter, em PBS gelado. A seguir, as
amostras foram centrifugadas a 5000 rpm por 2 min a 4°C e o sobrenadante foi recolhido

para as andlises enzimaéticas.

Em cubeta de 1,5 mL, com caminho 6ptico de 1 cm, a 25°C, foram adicionados
tampao de ensaio (Tris-HCI 10 mM, pH 7,0) com KCIl 120 mM, tampao de dilui¢dao de
amostra ou de enzima Tris-HCl 10 mM (pH 7,0) contendo sacarose 250 mM. Para a
redugdo do ferrocitocromo c a ferricitocromo c foi adicionado DTT (ditiotreitol) 500 uM a
solucdo estoque de ferrocitocromo ¢ 0,22 mM. Apds uma hora de incubagdo, uma aliquota
diluida 20 vezes foi monitorada em dois comprimentos de onda (550 e 565 nm). A razdo
entre os valores de absorbancia nesses dois comprimentos de onda (A550/A565) deve estar
entre 10 e 20 para que o reagente alcance uma taxa de reducdo apropriada para seu uso
nesse ensaio. Aos tampdes do ensaio foi adicionado citocromo c¢ reduzido 1 uM e
monitorada a variacdo de absorbancia em funcdo do tempo em 550 nm. A diferenca nos
coeficientes de absortividade molares (A€) entre o estado reduzido e oxidado do citocromo
c € de 21,84 mM. O volume final do ensaio foi de 1,1 mL.

Apds a obtencdo da variagdo de absorbancia por minuto, aplicamos a férmula geral

para ensaios enzimaticos mostrada a seguir (2).

AAbsxVT x1000
(U/L) = EXcXVA (2)

Sendo:

AAbs/min = Abs amostra/min — Abs branco/min

VT = Volume total do ensaio (mL)

1000 = fator de diluic@o para converter a L

€ = coeficiente de absortividade molar, em mM™ x cm™!
¢ = caminho 6ptico, em cm

VA= Volume da amostra adicionada, em mL
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Omitimos o fator de diluicdo 1000 para a conversdo a litro (L). Dessa forma, tem-se
o valor de atividade enzimdtica em U/mL, o que facilita a divisdo pela concentra¢do de

proteina, que estd em mg/mL, anulando o termo mL.

Os dados de U/mL foram normalizados em relag@o a quantidade de proteina (em mg)
adicionada ao ensaio e a atividade final foi apresentada em mU/mg de proteina

(nmoles/min/mg proteina).

3.8. Medida da captacio de ions Ca’" - Células (4x10° ou 8x10°) foram adicionadas em
meio de reacdo padrdo, contendo Calcium Green 0,2 uM, um marcador fluorescente que se
liga ao calcio presente no meio € promove um aumento na fluorescéncia de emissao,
tapsigargina 2 uM (previne a captacio de Ca”* pelo reticulo endoplasmatico), oligomicina 1
ug/mL (para inibir a ATP sintase, uma vez que a captacdo de Ca’* pelo reticulo
endoplasmético depende de ATP) e/ou CsA 0,5 uM ou ADP 500 uM. Os experimentos
foram conduzidos em espectrofluorimetro Hitachi F-4500 (Hitachi, Téquio, Japao) com

excitacdo a 506 nm e emissao a 532 nm, com largura de fenda de 2,5 nm.

3.9. Anilise da producio de radical 4nion superéxido (O;") — Para a quantificacdo do
0,7, as células MRC-5 e XP4PA foram lavadas com PBS gelado e tripsinizadas. Logo
apos, elas foram tratadas com 5 uM MitoSOX, 5 uM Antimicina A (inibidor do complexo
Il da CTE) e 5 uM DPI (inibidor da NADPH oxidase) por 30 minutos a 37°C. Depois do
tratamento, as amostras foram analisadas no canal FL-2 do citbmetro de fluxo de acordo

com protocolos estabelecidos (Payne et al., 2007).

3.10. Anadlise da produc¢ao de peréxido de hidrogénio (H,0;) — A producdo de H,O,
pelas células MRC-5 e XP4PA foi monitorada espectrofluorimetricamente em
espectrofluorimetro  F-4500 (Hitachi, Japdo) usando Amplex Red® (N-acetil-3,7-
dihydroxyphenoxazine) 10 uM na presenca de peroxidase 1 U/mL (Zhou et al., 1997). A
fluorescéncia foi monitorada em 563 nm para excitacdo e 587 nm para emissdo, com a
largura da fenda de 2,5 nm. A calibracgdo foi feita pela adi¢do de concentragdes conhecidas
de peroxido de hidrogénio. Os experimentos foram conduzidos a 37°C em solucdo

balanceada de Hank’s (HBSS) suplementado com 10 mM (N-[2-hydroxyethyl]piperazine-
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N, -[2-ethanesulfonic acid]; HEPES). O calculo das velocidades foi realizado considerando-
se os dois minutos finais de tracado, nos quais € feita a regressdo linear e, a partir da
equagdo da reta obtida para o intervalo de tempo adotado, sdo calculadas as variagdes de
fluorescéncia por unidade de tempo. Com a calibragdo feita com H,0; e AmplexRed®, na
presenca de peroxidase (HRP), os valores de fluorescéncia por unidade de tempo (unidades
arbitrdrias/min) foram convertidos a valores de quantidade por unidade de tempo
(pmol/min). A catalase foi utilizada para dar a certeza de que a espécie reativa sendo

formada era H,O,

3.11. Medida da atividade da enzima Superéxido Dismutase (SOD) — A medida da
atividade de SOD foi determinada pelo Kit SOD activity colorimetric assay kit (Abcam®,
Cambridge, MA, EUA) de acordo com instrucdes do fabricante.

3.12. Medida da atividade da enzima Glutationa Peroxidase (GPx) - O ensaio para a
atividade da enzima glutationa peroxidase foi realizado com base em Lawrence e Burk
(1976). Foram utilizadas cerca de 8x10° células homogeneizando-as em 1 mL de PBS
gelado. Foram utilizados 25 pL do homogenato para os ensaios, representando,

aproximadamente, 100 pug de proteina total.

Em cubeta de quartzo de 1,5 mL, com caminho 6ptico de 1 cm, a 25°C, foram
adicionados tampao fosfato dibdsico de potassio 100 mM (pH 7,7), EGTA 1 mM, NaN3 1
mM, H,0;, 250 uM, NADPH 150 uM, glutationa redutase (GR) 60 mU/mL e glutationa
reduzida (GSH) 5 mM. O volume final do ensaio foi 1,0 mL.

Ap6s a adicao dos reagentes descritos, exceto GSH, monitorou-se o branco da reagao
na presenca de excesso de GR, em 340 nm. Em seguida, adicionou-se GSH e foi
monitorada, durante 1 minuto, a queda na absorbancia de NADPH devido a atividade da
enzima GR. Foram adicionados 25 pL. de homogenato celular (aproximadamente 100 ug de
proteina) a fim de monitorar a atividade total (GR+GPx). Como haviamos monitorado a
atividade da enzima GR anteriormente, com excesso da mesma, a fim de que ela ndo fosse
fator limitante para a reagdo, descontamos sua atividade da atividade total, obtendo a

atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx). Para os célculos da ativividade, em
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mU/mg de proteina, foi utilizado o mesmo procedimento descrito para a a atividade de

Citocromo ¢ Oxidase.

3.13. Analise de dano ao DNA por XL-PCR - As amostras de DNA foram isoladas
através do Kit DNeasy Blood & Tissue (Qiagen®, Germantown, MD) de acordo com as
instrucdes do fabricante. A PCR foi conduzida de acordo com Santos et al. (2012) com
pequenas modificagdes. Cada 50 uL de reagdo continha 15 pL de tampao 3.3X XL PCR,
2.6 uL de 25 mM de acetato de magnésio (1.3 mM), 0.5 uL de 10 mg/mL de albumina
sérica bovina (0.1 mg/mL), 2 uLL de 10 uM primer cada (20 pmol), 4 uL de 2.5 mM dNTP
(200 nM), 5 pL de 0.2 U/uL rTth DNA polimerase XL (1 U) e 5 uL de 3 ng/uL DNA
padrao (15 ng). Uma etapa de anelamento de 30 s a 64°C e um aumento na etapa de
desnaturagdo para 30 s foram adicionadas aos parametros do ciclo. Os produtos da reacao
foram submetidos a separacdo eletroforética em gel de agarose 0,8% a 5 V/cm por 4 h em
tampao TAE (40 mM Tris-acetato pH 7.8, 1 mM EDTA). O gel foi corado em 2 mg/L de
brometo de etideo por 30 min e lavado em dgua deionizada por 10 min. As imagens foram
captadas em ImageQuant 300 (GE Life Sciences) e analisadas em ImagelJ. O padrao de
carregamento de DNA foi corrigido pelo método AACt da qPCR para niimero de c6pias de

DNAmt (Damas et al., 2012).

3.14. Anadlise da expressio de genes envolvidos na biogénese mitocondrial — a
extracdo do RNA foi realizada através do Kit RNeasy Micro Kit, Qiagen® (Germantown,
MD) cuja tecnologia permite a purificacdo do RNA (médximo 45 pg) de pequenas
quantidades de tecidos e células. Os niveis de mRNA de PGCla, NRFI, NRF2, PPARa,
AMPK, SIRTI, SIRT3 e SDHA foram medidos pelo ensaio quantitativo qRT-PCR, com
primers especificos para os mRNAs desses genes e f-actina como controle de
carregamento. O RNA total extraido das células MRC-5, XP4PA, AS405 e XP17VI foi
convertido a ¢cDNA pelo Kit High Capacity ¢cDNA Reverse Transcription® (Applied
Biosystems, Foster City, California, EUA). O Power SYBR Green PCR Master Mix®
(Applied Biosystems, Foster City, California, EUA) foi utilizado nesses ensaios. Cycling e
reading foram realizados no equipamento 7500 Real Time PCR System (Applied

Biosystems, Foster City, California, EUA) de acordo com protocolos padrio do
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equipamento. A andlise dos dados foi realizada como previamente descrito (Pfaffl, 2001).

A sequéncia de primers pode ser encontrada na Tabela 2:

Tabela 2. Primers utilizados para qRT PCR para expressdo de genes de biogénese

mitocondrial
Gene alvo Simbolo oficial mRNA RefSeq Direcio Sequéncia (5°-3")
f-actin ACTB NM_001101.3 Sense CTCTTC CAGCCT TCC TTC CT
Antisense AGCACTGTG TTG GCG TAC AG
PGCla PPARGCI1A NM_013261.3 Sense AGA CACCGCACG CACCGA AAT
Antisense AGCTGT CAT ACCTGG GCC GACG
NRF1 NRF1 NM_005011.3 Sense CTCTGA GAA CTT CAT GGA GGA ACA
Antisense GGTGTC CTC GGG AGA AGA AAG
NRF2 NFE2L2 NM_006164.4 Sense TACTCC CAG GTTGCC CACA
Antisense CATCTA CAA ACG GGA ATG TCT GC
PPARa PPARA NM_005036.4 Sense GTCTCC CAG TGG AGC ATT GA
Antisense ACCAGCTTG AGT CGA ATC GT
AMPK PRKAAI NM_006251.5 Sense TCT GTA AGA ATG GAA GGCTGG A
Antisense GGA CCACCATAT GCCTGT GA
SIRTI sirtuin 1 NM_012238.4 Sense TGG GTA CCG AGA TAA CCT TCT
Antisense TGTTCG AGG ATC TGT GCCAA
SIRT3 sirtuin 3 NM_012239.5 Sense CACAGTCTG CCA AAG ACC CT
Antisense CAA TGT CGG GCT TCA CAA CG
SDHA succinate dehydrogenase complex NM_0041682 Sense CCTTTC TGA GGCAGG GTT TA
subunit A, flavoprotein (Fp) Antisense AGA GCA GCATTG ATT CCT CC

3.15. Isolamento da mitocondria da célula — As células foram tripsinizadas, lavadas em
tampao MSHE (210 mM manitol, 70 mM sacarose, 10 mM HEPES-KOH pH 7.4, 1 mM
EGTA, 2 mM EDTA) suplementado com 0,15 mM espermina, 0,75 mM espermidina, 5
mM DTT e coquetel inibidor de protease (Roche) adicionado antes do uso e
homogeneizado com homogeneizador Potter-Elvehjem glass/glass. As células foram
sujeitas a um suave tratamento com digitonina antes da homogeneiza¢do para garantir a
permeabilizacio da membrana plasmatica, verificada através da coloracdo com azul de
tripan. O homogenato foi centrifugado a 700 g por 12 min, e o sobrenadante foi transferido
para um novo tubo. O pellet da primeira centrifugacdo foi homogeneizado novamente,
centrifugado a 700 g e o sobrenadante foi associado e centrifugado a 9.000 g. O pellet
resultante (fracdo mitocondrial bruta) foi ressuspenso em gradiente 1:1 Percoll/2XMSHE

em tubo de ultracentrifugacdo e colocado sobre uma solucdo de 1:1 Percoll:2X MSHE e
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centrifugado a 50,000 g por 1 h 10 min. A camada mitocondrial foi coletada, lavada em 1X
MSHE e ressuspensa em MSHE, snap-congelado, e estocado a -80 °C. O pellet contendo a
fracdo nuclear foi utilizado como controle de carregamento para checar a pureza da fracdo
mitocondrial. A concentracio de proteina das fracdes nuclear e mitocondrial foi
determinada pelo método de Bradford (Ensaio Proteico Bio-Rad, Bio-Rad) usando BGG

como padrdo e estocado a -80°C até o uso.

3.16. Western blotting para localizacao de XPC — As fra¢des nuclear e mitocondrial
foram diluidas em tampao de carregamento proteico contendo SDS com [-mercaptoetanol e
aquecidas a 95°C por 10 minutos. Os extratos foram separados usando SDS-PAGE
utilizando protocolos padrao. As proteinas foram transferidas para membranas PVDF (0,2-
um) em tampao de transferéncia contendo 10-20% metanol. As membranas foram
bloqueadas em 5% de leite em TBS-T, tanto em 1-2 h em temperatura ambiente ou
overnight a 4°C. Incuba¢des com anticorpos primdrios foram realizadas em 1% de leite em
TBS-T, tanto em 1-2 h em temperatura ambiente ou overnight a 4°C, com os seguintes
anticorpos: anti-Lamina B2 (X223) (1:1000; mouse sc-56147 de Santa Cruz Biotechnology,
Inc), anti-PCNA (F-2) (1:1000; mouse sc-25280 de Santa Cruz Biotechnology), anti-ATPB
[3D5] (1:1000; mouse ab-14739 de Abcam), anti-VDACI1 (D-16) (1:500; goat sc-32063 de
Santa Cruz Biotechnology), anti-Mitofusina 1 (H-65) (1:500; rabbit sc-50330 de Santa
Cruz Biotechnology) e anti-XPC (1:400; rabbit ab21078 de Abcam). Depois da lavagem
com TBS-T, anticorpos secunddrios apropriados ligados a peroxidase de raiz foram
adicionados em diluicdo de 1:5000 (bovine anti-goat, goat anti-rabbit e goat anti-mouse:
Santa Cruz Biotechnology) em 1% de leite em TBS-T. Membranas foram entdo lavadas
repetidamente com TBS-T e vizualizadas usando Amersham ECL Plus (GE Healthcare).

Porcentagem dos géis — 10%.

3.17. Imunofluorescéncia para localizacdo de XPC — Células controle ¢ XP-C foram
semeadas numa concentragdo de 250.000 cels/well numa lamina de vidro circular (12 mm
de diametro) em placas de 24 pogos (Deckglaser, Knittel Glaser, GER). Ao atingirem cerca
de 80% de confluéncia, as células foram lavadas com PBS 1x contendo cdlcio e magnésio e
fixadas com metanol gelado (-20°C) por 10 min a temperatura ambiente e posteriormente

bloqueadas com tampao (PBS, BSA 2% e 0-0.05% Tween) por 1 h. Anticorpos monoclonal
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mouse anti-XPC e monoclonal rabbit anti-piruvato desidrogenase El-alpha (Abcam,
Cambridge, MA, EUA) foram diluidos 1:50 e 1:250 respectivamente, e incubados
overnight a 4°C. Anticorpo secunddrio anti-mouse Alexa 594 e anti-rabbit Alexa 488
(Invitrogen; San Diego, CA, EUA) foram diluidos 1:200 e aplicados por 1h a temperatura
ambiente. Os slides foram montados com Vectashield Mounting Medium com DAPI
(Vetor). As imagens foram adquiridas em um mocroscépio Zeiss Axio Observer.Al

Inverted (Zeiss, GER) sob campo microscépico (X630).

3.18. Anadlises estatisticas — As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o
software SigmaStat versdo 3.5 (Systat Software, Chicago, IL, EUA). Os dados
experimentais foram expressos como sendo a média dos valores + erro padrio da média
(média £ e.p.m.), submetidos ao teste #-Student nao-pareado. Todas as figuras apresentadas
nos resultados sdo representativas de pelo menos trés experimentos independentes. Foi

considerado p < 0,05 como diferenca estatisticamente significativa.
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4.1. Atividade enzimatica de citrato sintase em células controle e XP-C

A atividade da enzima citrato sintase (CS) é comumente utilizada como um
indicador de nimero de mitocondrias, uma vez que esta € expressa constitutivamente, € nao
parece variar em inimeras condi¢des experimentais ja investigadas (Booth e Kirby, 1991).
Uma vez que nosso objetivo era avaliar a funcdo mitocondrial em células deficientes em
XPC, iniciamos medindo a atividade de CS em fibroblastos humanos normais, MRC-5, e
XP-C, XP4PA, utilizando um ensaio que monitora a conversao de DTNB (5,5-dithiobis(2-
dcido nitrobenzéico), produzindo TNB (4cido tionitrobenzdico) pela citrato sintase. Este
ensaio buscou verificar se havia diferenca no nimero de mitocOndrias entre as duas
linhagens. O resultado apresentado na Figura 1 mostra que as células XP-C possuem
metade da atividade de citrato sintase comparada ao controle, sugerindo que hd menos

mitocOndrias na célula XP-C.
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MRC-5 XP4PA

Figura 1. Atividade de citrato sintase (mU/mg de proteina) em células controle e XP-C. Em tampao
Tris-HCI 0,1 M (pH 8,1), a 30°C, foi monitorada, durante 5 minutos (412 nm), a conversdao de DTNB a TNB
pela enzima citrato sintase. Cerca de 3,0 pg de proteina total da célula foi utilizada para o ensaio. Os valores

sdo apresentados como média + e.p.m. (n=4), considerando significativo* p<0,05.
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4.2. Numero de copias de DNAmt

Outro indicador quantitativo do nimero de mitocondrias por célula, € o nimero de
copias de DNAmt. Desta forma, medimos, usando PCR quantitativo, o numero de copias de
DNAmt em células normais e XP-C. Curiosamente ndo encontramos diferencas entre as
células controle e XP-C (Figura 2). Contudo o gene ND4L, que se localiza em uma regiao
do genoma mitocondrial frequentemente deletada em populacdes humanas normais, estava
significativamente diminuido quando comparado ao gene NDI, localizado em uma regiao
raramente deletada em populacdes humanas normais (Damas et al., 2012). Essa observacao
indica que, em células XP-C, o DNAmt apresenta um nudmero significativo de cdpias

contendo delecdes.
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Figura 2. Nimero de cépias de DNA mitocondrial em células controle e XP-C. Amplificagdo relativa do
gene NDI (DNAmt) versus gene HPRT (DNA nuclear) Quantificacdo relativa do gene ND4L (frequentemente
deletado) versus gene NDI (raramente deletado). Os valores Ct foram analisados pelo método AACt. Os

valores sdo apresentados como média + e.p.m. (n=4), considerando significativo* p<0,05.
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4.3. Consumo de oxigénio do complexo I de células controle e XP-C

Para avaliar o efeito da auséncia de XPC na fun¢do mitocondrial, inicialmente
medimos o consumo de oxigénio por células permeabilizadas, na presenga de substratos
respiratérios que geram NADH, ou seja, que fornecem elétron para a cadeia transportadora
de elétrons através da NADH desidrogenase, ou complexo I. As taxas de respira¢do do
complexo I de células XP-C e controle foram comparadas em condi¢cdes basais; apds a
permeabilizacio da membrana plasmadtica para o aporte dos substratos respiratorios
(digitonina); em estado III, fosforilativo (ADP), em estado 1V, ndo fosforilativo (CAT); e a
velocidade méaxima de respiracdo (FCCP) (Figura 3A). A partir desses dados, foi entdo
calculado o controle respiratério (Figura 3B). Pdde-se observar uma diminuic¢do
significativa nos estados basal, permeabilizado com digitonina, estimulado com ADP e
desacoplado por FCCP, bem como menor controle respiratorio. Este resultado indica

claramente que o complexo I da CTE das células XP-C apresenta menor atividade.

4.4. Atividade enzimatica de citocromo c oxidase de células controle e XP-C

A diminuicdo da respirag@o via complexo I das células XP-C poderia ser decorrente
de uma baixa atividade da enzima citocromo ¢ oxidase, subunidade catalitica I (COX), uma
das duas subunidades cataliticas do complexo IV da CTE, que cataliza a transferéncia final
dos elétrons vindos através dos outros complexos respiratorios para o oxigénio molecular.
Desta forma, alteragdes na atividade de COX poderiam limitar o consumo de oxigénio,
independente do ponto de entrada de elétrons na CTE. O resultado da Figura 4, contudo,
revela que ndo ha diferencas na atividade de COX entre as células XP-C e controle, o que
indica que a deficiéncia de consumo de oxigénio do complexo I ndo é devido a baixa

atividade de citocromo c¢ oxidase e que, consequentemente, nao ha inibicdo no complexo

IV.
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Figura 3. Taxas de consumo de oxigénio via complexo I de células controle e XP-C. Painel A: Figura
representativa do experimento de consumo de oxigénio, nas condi¢des descritas na se¢do Material e Métodos.
As setas indicam a adigdo de 4x10° células, em meio de reagdo padrio com adi¢des subsequentes de 30 uM
Digitonina, 100 uM ADP, 4 uM CAT e 1 uM FCCP. Painel B: Taxas de consumo de oxigénio e controle
respiratério (CR). Os valores sdo apresentados como média + e.p.m. (n=12), considerando significativo*

p<0,05.
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Figura 4. Medida da atividade de Citocromo ¢ Oxidase. Para monitorar a atividade de citocrormo ¢
oxidase, 10 pg de proteina celular total foi adicionada em 10 mM tampao Tris-HCI (pH 7,0) contendo 250
mM sacarose € 1 mM de citocromo c¢ reduzido por 0,5 mM DTT. A redugdo nos valores de absorbancia,
devido a oxidag@o do ferrocitocromo c a ferricitocormo ¢ foi monitorada a 550 nm em espectrofotdmetro
termostatizado a 25°C. Os valores sido apresentados como média + e.p.m. (n=4), considerando significativo*

p<0,05.
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4.5. Consumo de oxigénio via complexos II, III e IV de células controle e XP-C

Uma vez que a respiracao via complexo I estava menor em células XP-C, e que esse
decréscimo nao era devido a alteragdes na atividade de COX, nds partimos para a
investigacdo dos demais complexos respiratorios. Diferentemente do que ocorre no
complexo I, nos complexos II, III e IV, a taxa de consumo de O, de células XP-C estava
maior comparada a células controle, utilizando succinato como substrato respiratério, que
alimenta a CTE através da transferéncia de elétrons via succinato desidrogenase, ou
complexo II. Também observamos uma taxa respiratéria aumentada na presenga de
antimicina A, que inibe a passagem de elétrons entre os complexos I/IIl e II/III, e em
condi¢des de desacoplamento na presenca de FCCP. Por outro lado, ndo foi observada
diferenca significativa na situacdo em que TMPD/Ascorbato foi usado como substrato
respiratdrio, alimentando diretamente o complexo 1V, confirmando mais uma vez, que a
atividade deste complexo esta preservada em células XP-C (Figura SA e B).

Esses resultados sugerem que a mitocondria de XP-C pode estar num processo
adaptativo, numa tentativa de suprir a deficiéncia do complexo I e assim reduzir ou previnir
o déficit bioenergético da mitocOndria, pois se houvesse um problema generalizado na

CTE, essas células provavelmente ndo permaneceriam vidveis por longos periodos.
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Figura 5. Taxas de consumo de O, dos complexos II, ITI e IV em células controle e XP-C. Painel A:
Figura representativa do experimento de consumo de O,. As setas indicam a adi¢io de 4x10° células, em meio
de reacdo padrido com adi¢des subsequentes de 30 uM Digitonina, 5 mM succinato, 1 uM Antimicina A e 200
uM TMPD + 2 mM Ascorbato. Painel B: Taxas de consumo de O,. Os valores sdo apresentados como média

+ e.p.m. (n=06), considerando significativo* p<0,05.
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4.6. Captacao de Ca’* de células controle e XP-C

O controle da concentracio intracelular de Ca®* livre é fundamental para a
homeostase celular, uma vez que a ligacao deste fon a moléculas sinalizadoras participa do
controle de varios processos celulares essenciais, como expressdo gé€nica e controle de
fluxo metabdlico (Carafoli, 1987). Em células de mamiferos, as mitocondrias participam
ativamente do controle da concentracdo de Ca® através da acdo de transportadores
localizados na membrana mitocondrial interna, dependentes ou nao de voltagem (Carafoli,
1987; Gunter e Gunter, 1994). Desta forma, avaliamos a capacidade de mitocOndrias de
células normais e XP-C captarem e reterem concentragdes fisiologicas de Ca®™, na presenca
de tapsigargina, que inibe a captacdo de Ca®* pelo reticulo endoplasmaético e oligomicina,
inibidora da ATP sintase. Para isso, células XP-C e controle foram submetidas a adi¢cdes
sequenciais de 5 uM de Ca”*. Enquanto as células controle conseguiam captar até 25 uM de
Ca®, as células XP-C ndo eram capazes de captar nem mesmo 5 uM, indicando que a
mitocondria de células XP-C eram mais sensiveis a permeabilizacio da membrana
mitocondrial induzida por Ca®* (Figura 6A).

Esse efeito €, geralmente, atribuido a abertura de poros constituidos por agregados
protéicos, envolvendo a oxidacdo de grupos sulfidrila de proteinas de membrana e a ligacdo
de Ca®*, conhecidos como poros de transicdo de permeabilidade mitocondrial, ou TPM
(Transi¢do de Permeabilidade Mitocondrial). Entretanto, quando inibidores cldssicos da
TPM (CsA - Figura 6B ou ADP - Figura 6C), foram adicionados, a sensibilidade ao Ca**
observada em células XP-C ndo mudou, indicando que a menor capacidade de captar e reter
Ca®* em células XP-C ndo estd relacionada a inducio de TPM.

Para esclarecer a possibilidade dessa sensibilidade ao Ca®* ser devido ao menor
nimero de mitocondrias da célula XP-C, resultado mostrado pela atividade de citrato
sintase, nds tentamos igualar o nimero de mitocondrias das duas células, colocando assim,
o dobro de células XP-C (8x10°) para captar a mesma quantidade de Ca®*. Sob essa
condi¢do, nés pudemos observar que as células XP-C, providas com o dobro de
mitocondrias das células controle, eram capazes de captar Ca’* em quantidades similares 2
célula controle (Figura 7A). O mesmo ocorreu na presenca de CsA (Figura 7B) e ADP

(Figura 7C). Desta forma, este resultado sugere que a maior susceptibilidade a
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permeabilizacdo da membrana mitocondrial induzida por Ca®* poderia ser explicada, pelo

menos em parte, pela diminui¢do no nimero de mitocondrias funcionais.
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Figura 6. Captacio de Ca*’em células controle e XP-C. 4x10° células foram adicionadas ao meio de reagdo padrio (37°C) contendo 5
mM de substrato respiratério para complexo I, 1pg/mL Oligomicina, 2 uM Thapsigargina e 0,2 mM Calcium Green Painel A: Depois da
adi¢do de células, 30 uM digitonina foi usada para permeabilizar a membrana plasmatica. Adigdes sucessivas de Ca® (5 uM) foram feitas
e 1 uM de FCCP foi adicionado ao final do experimento para dissipar o potencial de membrana. Painel B: Mesmo experimento do painel
(A), porém ambas as células estavam na presenca de 1 uM CsA. Painel C: Mesmo experimento do painel (A), porém ambas as células

estavam na presenga de 500 uM ADP. Essas sao figuras representativas de 6 experimentos independentes.
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100s

* em células controle e XP-C (dobro de células do controle). 4x10° (MRC-5) e 8x10° (XP4PA) células

uM Thapsigargina e 0,2 mM Calcium Green. Painel A: Depois da adi¢do de células, 30 uM digitonina foi usada para permeabilizar a
membrana plasmitica. Adi¢des sucessivas de Ca** (5 uM) foram feitas e 1 uM de FCCP foi adicionado ao final do experimento para
dissipar o potencial de membrana. Painel B: Mesmo experimento do painel (A), porém ambas as células estavam na presenca de 1 uM

CsA. Painel C: Mesmo experimento do painel (A), porém ambas as células estavam na presenca de 500 pM ADP. Essas sao figuras

representativas de 4 experimentos independentes.
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4.7. Producio do radical 4nion superéxido (0,") em células controle e XP-C

Em células aerdbicas, a mitocOndria representa um sitio quantitativamente
importante de geracao de EROs, através do escape de elétrons para o oxigénio molecular
nos complexos I e III (Kowaltowski et al., 2009). Uma vez que observamos que células XP-
C apresentavam uma taxa de consumo de oxigénio diminuida quando alimentadas com
substratos de complexo I, nds hipotetizamos que parte dos elétrons alimentados via esse
complexo poderiam estar escapando da CTE, resultando em uma maior producio de EROs.
Desta forma, analisamos os niveis de produ¢do de EROs, comegando pelo O,", que é a
primeira espécie a ser formada apds a transferéncia de 1 elétron para o O,. Os resultados
apresentados na Figura 8 mostram que, na presenca de antimicina A (inibidor specifico do
complexo III da CTE) e DPI (inibidor da NADPH oxidase), havia um aumento significativo
na produgdo de O,", medida pela oxida¢io do indicador fluorescente MitoSOX, em células

XP-C comparadas as células controle.
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Figura 8. Producio de radical dnion superéxido (O,”). Células controle e XP-C foram tripsinizadas e
1x10° foram tratadas com 5 uM Antimicina A, 5 uM DPI e 5 uM MitoSOX em 500 puL de meio DMEN alta
glicose por 30 min. As amostras foram analisadas em citometro de fluxo, canal FL-2. Os valores sdo

apresentados como média * e.p.m. (n=6), considerando significativo* p<0,05.

4.8. Producio de peréxido de hidrogénio (H,0,) em células controle e XP-C

Na matriz mitocondrial, a maioria do O," produzido é rapidamente dismutado a
H,0; pela acdo da enzima superdxido dismutase. Portanto, medimos entdo a producdo de
H,0, em células intactas, monitorando a oxidacdo do indicador fluorescente Amplex red®
ao longo de 10 minutos de incubacdo (Figura 9A). Depois de realizada a calibracdo com
concentracdes conhecidas de H,O,, um aumento significativo na taxa de geracdo de H,O,
pode ser claramente observado na célula XP-C (Figura 9B). A adi¢do de catalase foi
utilizada para garantir que a espécie reativa sendo formada era H,O,, uma vez que esta

degrada H,0, gerando H,0 e O,.
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Figura 9. Producio de peréxido de hidrogénio (H,0,). Para analisar a producido de H,0,, 4x10° foram incubadas na
presenca de 2 mL de Solucdo Balanceada de Hank’s (HBSS), 10 uM Amplex Red, 1 U/mL peroxidase e/ou 5.000 U/mL
catalase, com excitagdo e emissdo de 563 e 587 nm, respectivamente. Painel A: Figura representativa. Painel B: Taxas de
producdo de H,0,, calculadas depois da calibragéo realizada com concentra¢des conhecidas de H,O, e ja descontado o

valor com catalase. Os valores sdo apresentados como média + e.p.m. (n=4), considerando significativo* p<0,05.
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4.9. Atividade de enzimas antioxidantes em células controle e XP-C

Os resultados apresentados nas figuras 8 e 9 indicaram que células XP-C produzem
mais EROs do que células controle. Nessas condicdes, € comum se observar respostas
celulares adaptativas, como um aumento na atividade de enzimas envolvidas na
detoxificagdo dessas espécies (Skulachev, 2013). Portanto, para obtermos um perfil mais
completo do balango redox das células XP-C, nés analisamos a atividade das principais
enzimas envolvidas em detoxificacio de O, e H,O, em mitocOndrias, a superéxido
dismutase (SOD) e a glutationa peroxidase (GPx), respectivamente. Os resultados obtidos
indicaram que ambas as enzimas SOD (Figura 10A) e GPx (Figura 10B) apresentavam
atividade reduzida em células XP-C quando comparadas a células normais. Esses resultados
sugerem que as células XP-C estdo em uma condicdo de desbalanco redox, ou estresse
oxidativo, uma vez que a taxa de producdo de EROs estd aumentada e a atividade das

principais enzimas de detoxificac¢do esta diminuida.
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Figura 10. Atividade de Superdxido Dismutase (SOD) e Glutationa Peroxidase (GPx). Painel A: A
atividade de SOD foi realizada através do kit Abcam® de acordo com as instrugdes do fabricante. Painel B:
Para monitorar a atividade de GPx, 100 pug de proteina celular total foi adicionada em 100 mM tampao fosfato
dibasico de potassio (pH 7.7), 1 mM EGTA, 1 mM NaNOs;, 250 mM H,0,, 150 mM NADPH, 60 mU/mL
glutationa redutase (GR) e 5 mM glutationa reduzida (GSH). A redug@o nos valores de absorbancia, devido a
oxidagdo do NADPH a NADP" foi monitorada a 340 nm em espectrofotdmetro termostatizado a 25°C. Os
valores sdo apresentados como média * e.p.m. (n=06) para SOD e (n=4) para GPx, considerando significativo*

p<0,05.
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4.10. Analise do niimero de lesoes bloqueadoras de polimerases em DNA em células
controle e XP-C
Em condi¢des de desbalango redox mitocondrial, um dos principais alvos do ataque
de EROs € o DNAmt, uma vez que este se encontra fisicamente associado a face interna da
membrana mitocondrial interna, préximo do sitio de geracdo dessas espécies. Desta forma,
nés hipotetizamos que o DNAmt de células XP-C deveria acumular um ndmero maior de
lesdes oxidadas quando comparado ao de células normais, que apresentam taxas de
producdo de EROs menores. Para testar esta hipdtese, nds realizamos o experimento de
amplificacdo relativa de fragmento longo de DNA por XL-PCR que detecta lesdes no DNA
que estejam bloqueando a progressao da polimerase termoestavel da Thermus themophillus.
Desta forma, a quantidade de amplificacdo € inversamente proporcional a quantidade de
lesdes no DNA. Como mostrado na Figura 11, o DNA mitocondrial de células XP-C
apresenta um numero significativamente maior de lesdes do que o de células controle. Por
outro lado, o DNA nuclear de ambas as células apresentou niveis similares de lesdes

bloqueadoras, medidas pela amplificagao de um fragmento de 10.4 kb do gene HPRT.
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Figura 11. Medida do nimero de lesoes bloqueadoras de polimerases em DNA por XL-PCR. A
amplificacdo de um fragmento de 16,3 kbp de DNAmt foi realizada como descrito. A quantidade de DNAmt
nas amostras foi ajustada com os valores de AACt NDI/HPRT como normalizador. Por sua vez, a
amplificacdo do fragmento de 10,4 kbp de nDNA (HPRT) foi normalizada pela média dos Ct de HPRT cada
linhagem. Os resultados apresentados representam a media + e.p.m. de 3 experimentos independentes

considerando significativo* p<0,05.

4.11. Atividade enzimatica de citrato sintase em células primarias controle e XP-C

As linhagens celulares utilizadas nos experimentos anteriores (MRC-5 e XP4PA)
sdo oriundas de dois individuos diferentes. Portanto, € possivel supor que as diferengas no
nimero e funcdo mitocondriais observadas entre as linhagens fosse devido a variacdes
inter-individuais ndo diretamente relacionadas a presenga ou auséncia de XPC, que € o
objetivo deste estudo. Para testar esta hip6tese, nds realizamos experimentos utilizando um
outro par de células, obtidos de individuos diferentes, e ndo relacionados aos doadores das
linhagens anteriores. Além disso, utilizamos linhagens de fibroblastos primarios, nao

transformados, para eliminar também qualquer efeito relacionado ao processo de
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imortalizac@o. Desta forma, experimentos foram realizados utilizando as linhagens AS405
(controle) e XP17VI (XP-C). Inicialmente, medimos a atividade de CS e andlogo ao
observado para o par de linhagens imortalizadas, células XP-C primdrias também possuem
menor atividade de citrato sintase (Figura 12), sugerindo também um ndmero menor de

mitocOndrias nessas células.
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Figura 12. Atividade de citrato sintase em células primarias controle e XP-C. Em tampao Tris-HCI 0,1 M
(pH 8,1), a 30°C, foi monitorada, durante 5 minutos (412 nm), a conversio de DTNB a TNB pela enzima
citrato sintase. Cerca de 3,0 ug de proteina total da célula foi utilizada para o ensaio. Os valores sdo

apresentados como média * e.p.m. (n=4), considerando significativo* p<0,05.
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4.12. Numero de copias de DNAmt em células primarias controle e XP-C

Uma vez observado que a atividade de CS estava diminuida, nds realizamos o
experimento do nimero de cépias de DNAmt nas células primdrias, e os resultados,
apresentados na Figura 13, mostraram que células XP-C apresentam menor nimero de
copias de DNAmt, o que diferiu do observado em células imortalizadas, que nao
apresentavam diminuicdo no nimero de cépias de DNAmt. Por outro lado, a andlise de
delecbes do DNAmt em células primdrias revelou também uma amplificacdo relativa
menor da regidao do gene ND4L, indicando um aumento do nimero de cépias deletadas. Em
conjunto com os resultados obtidos com o par MRC5/XP4PA, esses resultados sugerem
que as alteracdes no nimero de mitocondrias €, de fato, associada a auséncia da proteina

XPC, uma vez que esse ndo é um evento isolado de linhagens celulares.
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Figura 13. Nimero de cépias de DNA mitocondrial em células primarias controle e XP-C. Amplificacio
relativa do gene NDI (DNAmt) versus gene HPRT (DNA nuclear). Quantificacio relativa do gene ND4L
(frequentemente deletado) versus gene NDI (raramente deletado). Os valores Ct foram analisados pelo

método AACt. Os valores sdo apresentados como média + e.p.m. (n=4), considerando significativo* p<0,05.
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4.13. Localizacao e expressao de XPC na célula

Uma vez que nossos resultados indicaram um papel importante da proteina XPC na
manutencdo da integridade gendmica e funcional da mitocondria, nés investigamos se esse
papel estaria relacionado a alguma funcdo desempenhada pela proteina diretamente na
organela. A proteina XPC foi inicialmente identificada como um fator de reconhecimento
de lesdes em DNA nuclear, e sua localizagdo nuclear ja foi claramente demonstrada
anteriormente (Sugasawa, 2010). Entretanto, a localizacio mitocondrial da proteina,
essencial para um papel direto na manutencdo da integridade da organela, ainda ndo havia
sido demonstrado. Desta forma, investigamos a localizacdo mitocondrial de XPC em MRC-
5 e XP4PA utilizando Western blotting e imunofluorescéncia. Para isso, mitocondrias
foram isoladas das duas linhagens, e a pureza das preparacdes foi verificada por Western
blotting utilizando lamina B2 ¢ PCNA como marcadores nucleares e ATP5B como
marcador mitocondrial. Como observado na Figura 14A, as fragdes mitocondriais obtidas
de ambas as linhagens celulares estavam completamente livres de contaminacdo por
proteinas nucleares. Esse alto grau de pureza € essencial para a identificacdo inequivoca da
localizagao mitocondrial de proteinas que também estdo presentes no nicleo, uma vez que
uma pequena contaminacdo da preparacdo por proteinas nucleares pode resultar em
artefatos.

Comprovada a pureza das fragdes, investigamos a presenca de XPC na fracdo
mitocondrial através de Western blotting utilizando anticorpo monoclonal contra esta
proteina. Os resultados apresentados na Figura 14B indicam claramente que XPC estd
localizada somente no niicleo, uma vez que a banda especifica de XPC foi identificada
apenas na fracdo nuclear, identificada pela presenca de lamina B2, de células MRC-5, mas
nao na fracdo mitocondrial, identificada pela presenca de mitofusina 1. Este resultado foi
também confirmado pela metodologia de imunofluorescéncia (Figura 14C), onde ¢é
possivel observar a localizagdo de XPC, marcado em vermelho, apenas no nicleo,
colocalizando com o sinal azul da fluorescéncia de DAPI. Nenhuma colocalizacdo com
mitocOndrias, marcadas em verde utilizando um anticorpo contra piruvato desidrogenase,
foi observada (Figura 14C, painel merge). Portanto, nés podemos concluir que XPC
promove as alteragdes observadas através de sinalizacdo e ndo por acdo direta uma vez que

ela ndo esta localizada na mitocondria.
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Figura 14. Expressao e localizacdo da proteina XPC na célula. (A) Western blotting para checar a pureza da fracdo mitocondrial.
Foram usados 10 pg de proteina total. As membranas foram incubadas com os anticorpos primdrios contra lamina B2, ATP5B e PCNA.
O anticorpo secunddrio usado foi contra IgG-HRP. O sinal de lamina B2 ou PCNA na fragdo mitocondrial até 5% foi considerado como
contaminante aceitdvel. N — fracdo nuclear, M — fragcdo mitocondrial. (B) Western blotting para verificacdo da localiza¢do intracelular de
XPC. Foram usados 40 pg de proteina. Anti-XPC, anti-mitofusinal e anti-lamina B2 foram usados como anticorpos primdrios. Foram
usados anticorpos secunddrios conjugados a HRP. Experimento tipico de trés isolamentos independentes. (C) Imagens de
imunofluorescéncia de células incubadas com anti-XPC (vermelho), anti-piruvato desidrogenase (verde) e DAPI (azul). Os anticorpos
secunddrios utilizados foram anti-mouse Alexa 594 e anti-rabbit Alexa 488. A presenca de XPC no nicleo (pontos lilds) € observada na
célula controle. As imagens foram analisadas sob campo microscépico X630 (Zeiss Axio Observer.Al [Inverted]).
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4.14. Analise dos genes envolvidos na biogénese mitocondrial em células controle e
XP-C transformadas e primarias

Uma vez que as alteragdes observadas em células XP-C nao decorrem da agdo direta
da proteina XPC dentro da mitocOndria, nds investigamos se haviam alteracdes na
expressdo de genes importantes na sinalizagdo de biogé€nese mitocondrial. Inicialmente,
medimos a expressao de PGCI &, uma vez que esse co-ativador transcricional desempenha
um papel fundamental no programa de expressdao que controla a expressdao de genes de
proteinas mitocondriais essenciais a replicacio do DNAmt, como TFAM. Os painéis A e C
da Figura 15 mostram que a expressdo de PGCI ¢ esta drasticamente diminuida, tanto em
células transformadas (Figura 15A) quanto em células primdrias (Figura 15C), indicando
um comprometimento severo no programa de biogénese mitocondrial.

Em vistas desse resultado, nds analisamos a expressdo de outros genes relacionados
a essa via. NRFI e SIRT3 apresentaram expressdao aumentada em células XP-C
transformadas (Figura 15B). Ja os genes NRF2, PPARa, AMPK e SIRTI (Figura 15B) nao
apresentaram diferencas. A expressdo aumentada de SDHA, uma subunidade do complexo
IT da CTE, corrobora com o resultado de consumo de O, do complexo II, onde ha maiores
taxas de respiracdo em XP-C (Figura 15B). Em células primdrias, quase todos os genes
analisados, com excecdo de AMPK e SIRT1, mostraram niveis aumentados de expressao em
células XP-C (Figura 15D). SDHA também apresentou maior expressao na célula primdria
XP-C, sugerindo que a respiracao a partir do complexo II pode apresentar perfil semelhante
as linhagens celulares (Figura 15D). Em conjunto, esses resultados sugerem que células
XP-C apresentam alteracdes significativas no programa de expressao gé€nica que controla a
biogénese mitocondrial e a expressdo de genes codificados no DNAmt, e que alteragdes na

expressdo de PGCI a podem desempenhar um papel fundamental nesse efeito.
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Figura 15. Expressio de genes relacionados a biogénese mitocondrial. A quantificacdo relativa da
expressdo dos genes estudados foi analisada por qRT-PCR usando primers especificos para os genes PGCl o,
NRF1, NRF2, PPARa, AMPK, SIRTI, SIRT3 e SDHA, apresentados na Tabela 2. Quatro extracdes de RNA de
células MRC-5 e XP4PA (Paineis A e B), e AS405 ¢ XP17VI (Paineis C e D) foram realizadas. Os
resultados apresentados sdo de dois experimentos independentes em triplicata (n=4). Os valores sdo

apresentados como média + e.p.m. (n=4), considerando significativo* p<0,05.
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A manuten¢do da integridade funcional da mitocondria € essencial para a
homeostase celular. Em células aerdébicas, as mitocondrias sdo responsaveis pela producao
da maior parte do ATP, de forma que a perda de sua integridade funcional pode resultar em
um colapso energético nas células. Além de sua fungdo no metabolismo energético, as
mitocondrias também desempenham um papel central na resposta celular ao estresse, uma
vez que vdrias proteinas indutoras de morte celular programada sdo “armazenadas” na
mitocOndria e podem ser liberadas para o citosol, em resposta a sinaliza¢do pertinente,
dando inicio ao “programa” que resulta em morte celular (Kroemer e Reed, 2000; Kroemer
et al., 2007). Enquanto que alteracdes mitocondriais foram, inicialmente, associadas apenas
a morte celular por apoptose, hoje sabe-se que a mitocOndria participa, direta ou
indiretamente, de varios outros tipos de morte celular, como necrose, necroptose e morte
por autofagia (Mattson e Kroemer, 2003; Green et al., 2011; Galluzzi et al., 2012). Desta
forma, ndo € surpreendente que disfuncdo mitocondrial esteja associada a vdrias patologias
humanas de grande impacto em sauide publica, como cancer, doencas metabdlicas incluindo
diabetes, neurodegeneragdo assim como o envelhecimento normal (Galluzzi et al., 2012).

MitocOndrias sao também organelas impares em células animais, uma vez que sao
as Unicas que contém seu préprio genoma, um DNA circular que codifica 13 proteinas
essenciais de 4 dos 5 complexos da fosforilacdo oxidativa (revisado em Figueira et al.,
2013). Isso implica que a biogénese da organela envolve a expressdao coordenada de dois
genomas, a traducdo e localizagdo adequada das proteinas sintetizadas fora da mitocondria,
além da montagem adequada dos complexos compostos por subunidades codificadas em
dois genomas diferentes (Scarpulla et al., 2012). Neste contexto, a manuten¢do da
integridade do genoma mitocondrial é, portanto, também essencial para a sua integridade
funcional, uma vez que mutagdes nas proteinas codificadas no DNAmt resultam em perda
de atividade dos complexos respiratérios aos quais essas pertencem (Lagouge e Larsson,
2013), além de outras alteracdes, como o aumento da produ¢do mitocondrial de EROs, e
consequente desbalango redox.

Em seres humanos, mais de 150 mutag¢des patogénicas ja foram identificadas no
DNAmt. Essas mutagdes causam vdrias sindromes multisistémicas, de severidade e idade
de acometimento variadas. Devido a essas caracteristicas, doencas mitocondriais sdo de

dificil diagnéstico, e dados epidemioldgicos ainda sdo muito deficientes. Entretanto,
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considerando a alta prevaléncia de mutagdes em DNAmt na populagdo, estimada entre 1 em
5.000 a 1 em 10.000 (Chinnery et al., 2012), varios autores tém sugerido que doencas
mitocondriais podem representar um grupo de grande impacto em saude publica (Farina e
Souza-Pinto, Aspectos fisiopatologicos, epidemiologia, manifestagdes clinicas e panorama
atual dos métodos de diagndstico e tratamento das doencgas mitocondriais. Trabalho
apresentado a Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade de Sao Paulo como
requerimento para a conclusdo do curso Farmécia-Bioquimica, Nov. 2013). Neste contexto,
¢ fundamental entendermos as vias moleculares envolvidas na manutencdo da integridade
genOmica e funcional da mitocOndria, uma vez que alteracdes nessas vias podem
desempenhar papéis causais na formagao de mutacdes somaticas no DNAmt, ou resultar na
disfun¢ao bioenergética da organela.

O DNAmt esta fisicamente associado com a membrana mitocondrial interna, em um
complexo nucleo-protéico denominado nucledide (Lagouge e Larsson, 2013). Sua
localizag@o, préxima aos sitios de geracao de EROs na CTE, o torna um alvo primario do
ataque dessas espécies, resultando no acimulo preferencial de bases oxidadas e quebras de
fita no DNAmt quando comparado ao DNA nuclear (Lagouge e Larsson, 2013). Vérios
autores sugerem que esse acumulo de lesdes oxidadas no DNAmt desempenha um papel
importante no desenvolvimento de alguns tipos de canceres, e de outras condicdes
associadas com a idade (Corral-Debrinski et al., 1992; Ames et al., 1993; Melov et al.,
1997; Wallace, 1999); entretanto evidéncias experimentais diretas para essa relacdo causal
ainda ndo foram demonstradas. Nao obstante, evidéncias in vitro e in vivo demonstram que
lesdes oxidadas podem induzir mutagenese (Wallace et al., 1988; Shoffner et al., 1995;
Andersson, et al., 1998), e € provavel que estas iniciem a sequéncia de eventos moleculares
que resultem em alteracdes funcionais da organela.

Em mitocondrias, lesdes oxidadas sdo reparadas pela via BER, iniciada pela acdo de
DNA glicosilases (Iyama e Wilson, 2013). Souza-Pinto et al. (2001) demonstraram que, em
mitocOndrias de mamiferos, a DNA glicosilase OGG1 € essencial para o reparo de 8-
OHJdG, uma das bases oxidadas mais abundantemente formadas em DNA, Esta enzima €
constitutivamente expressa, mas sua atividade pode ser modulada por modificacdes pds-
traducionais, como fosforilacao (Hu et al., 2005), bem como por interagdes protéicas, como

a interacdo com APE1 (Hill et al, 2001). Dentre as interacdes protéicas que modulam a
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atividade de OGGI, a interacdo desta com a proteina XPC (D’Errico et al., 2006) ¢é
particularmente relevante, uma vez que indica um importante cross-talk entre vias de
reparo distintas. XPC € responsavel pelo reconhecimento de lesdes distorcivas em regides
ndo expressas do genoma nuclear, e inicia o reparo destas, pela via de NER, e mutacdes no
gene Xpc causam xeroderma pigmentosum, com incidéncia elevada de céinceres de pele
(Niedernhofer et al., 2011). Entretanto, esse cross-talk com a via BER pode ter um papel
importante na elevada susceptibilidade ao desenvolvimento de tumores, uma vez que pelo
menos uma mutacdo identificada em pacientes XP-C, uma substituicdo de aminodcido
P334H, previne a estimulagdo de OGG1 por XPC porque impede a interagdo fisica entre as
duas proteinas.

Como OGGI1 é a DNA glicosilase mais importante para o reparo de purinas
oxidadas em DNAmt (Hu et al., 2005a), e XPC pode representar um regulador importante
da atividade desta enzima, nds hipotetizamos que XPC poderia contribuir para a
manutencdo da integridade do DNAmt, e consequentemente para a fungdo mitocondrial em
células humanas. De fato, Rezvani e colaboradores (2011) demonstraram recentemente que
o silenciamento de XPC em queratindcitos, causa alteracdes metabdlicas, com uma
mudanca de metabolismo aerdbico para metabolismo glicolitico, e que essas alteracdes
dirigem a formacdo de carcinomas de células escamosas. Nesse trabalho e no estudo
subsequente (Rezvani et al., 2011), os autores sugerem que o acimulo de lesdes nao
reparadas no DNA nuclear de células com a expressdao de XPC silenciada, causa alteragoes
metabolicas via a ativacdo da kinase AKT1 e de NADPH oxidase, aumentando a geragcdo
de EROs. Entretanto, nesses estudos, alteracdes bioenergéticas da mitocdndria ndo foram
adequadamente investigadas.

Portanto, neste trabalho, nés investigamos a fun¢do mitocondrial de células XP-C,
tanto primdrias quanto imortalizadas, para garantir que eventuais disfungdes mitocondriais
encontradas, ndo resultaram do processo de imortalizacdo. De fato, a superexpressdo de
RNAs especificos localizados na regido do D-loop do DNAmt foram identificados durante
o processo de imortalizacdo celular (Duncan et al., 2000; Perrem e Reddel, 2000); e a
imortalizacdo celular através da superexpressio de hTERT induz uma diminui¢do no
consumo de O; e na sintese de ATP (Auré et al., 2007). Entretanto, em linhas gerais, os

resultados obtidos aqui foram semelhantes para o par de linhagens imortalizadas como para
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o par de linhagens primdrias. Desta forma, concluimos que as alteracdes observadas ndo
decorreram do processo de imortalizagao.

Além disso, como as linhagens normal e deficiente em XPC, em ambos os pares,
foram obtidas de individuos diferentes, era possivel que variagdes inter-individuais,
decorrentes de outras diferencas genéticas entre os individuos, contribuissem para possiveis
diferencas encontradas. Isso poderia confundir a interpretacdo dos resultados, fazendo com
que efeitos ndo relacionados a auséncia de XPC fossem atribuidos a essa. Novamente, 0s
resultados similares observados entre os dois pares indicam que as alteracdes mitocondriais
sdo diretamente relacionadas a auséncia de XPC, e indicam um efeito causal. Nos estamos,
agora, trabalhando na complementacdo genética das células XP4PA com um vetor
contendo o gene Xpc normal, para comprovar experimentalmente essa relacdo causal (Mori
e Souza-Pinto, resultados ndo publicados).

Neste estudo, nds detectamos importantes alteracdoes bioenergéticas em células XP-
C, a comecar por uma diminui¢do significativa no conteido mitocondrial nessas células,
demonstrado tanto pela diminui¢do na atividade de CS (Figuras 1 e 12), quanto pela
diminui¢ao no nimero de cépias do DNAmt, em células primdrias (Figura 13). Em células
XP-C transformadas, por outro lado, o nimero de cdpias de DNAmt ndo foi alterado,
mesmo com uma diminuicdo de cerca de 50% na atividade de CS. Como a atividade dessa
enzima € um marcador para nimero de mitocondrias (Booth e Kirby, 1991), é possivel que
esse efeito seja uma resposta compensatoria ao aumento de delecdes e lesdes observados
nas células deficientes em XPC (Figuras 2 e 11, respectivamente). De fato, um efeito
similar foi observado em um modelo de retinopatia diabética em ratos, em que o nimero de
copias do DNAmt aumentou significativamente nos estdgios iniciais da doenga, em
resposta ao estresse oxidativo provocado (Santos et al. 2012; Tewari e Kowluru, 2012).
Vale ressaltar que células XP-C também apresentaram um significativo desbalancgo redox,
com aumento na geracdo de EROs, e uma diminuicdo significativa na atividade das duas
principais enzimas antioxidantes mitocondriais, a SOD e a GPx (Figura 10A e 10B). Além
disso, em células Hela, a ativacdo do checkpoint ATM/Chk2, um modulador central da
resposta a lesdes no DNA, também resultou em um aumento do nimero de cdpias de
DNAmt, bem como em um aumento nos niveis de uma delecdo de 4977 pb, conhecida

como common deletion (Niu et al., 2012).
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A diminui¢do no conteido mitocondrial em células XP-C resulta em uma maior
susceptibilidade 2 permeabilizacdo induzida por Ca** (Figura 6A), que é revertida quando
o dobro de células XP-C (relativo ao nimero de células normais) € utilizado no ensaio
(Figura 7A). Isso sugere que esse efeito € devido, em grande parte, a concentragao relativa
de Ca®* a qual as mitocOndrias sdo expostas na célula XP-C, e ndo a um defeito intrinseco
na captacio mitocondrial de Ca**. Entretanto, no contexto celular, a diminui¢o do nimero
de mitocondrias em células XP-C pode ter um efeito muito importante para a homeostase
intracelular de Ca’*, uma vez que essas organelas participam ativamente da manuten¢do da
concentracdo citosdlica de Ca®* livre nos niveis fisioldgicos, de cerca de 100 nM, mas que
pode atingir até 10 pM em resposta a varios estimulos. Apesar de a atividade do
transportador mitocondrial de Ca** uniporter (MCU) variar significativamente entre tipos
celulares quanto a sua capacidade de captar esse ion (Fieni et al., 2012), a concentracio
intra-mitocondrial de Ca®* controle a producdo de ATP e a permeabilizacdo da membrana
mitocondrial durante a resposta apoptdtica (Gunter & Gunter, 2001). Desta forma,
alteracdes na capacidade da célula em controlar a concentracio citosélica de Ca’* livre
poderiam resultar em alteracdes metabodlicas, com diminui¢do na producdo de ATP.

A protefna centrina 2 (caltractina) é um fator que desempenha um papel regulador
importante durante os estdgios iniciais, de reconhecimento da lesdo, da via de NER. Esta
proteina é uma proteina ligante de Ca®*, da familia EF-hand, que forma um complexo
estdvel com XPC (Araki et al., 2001), em uma maneira dependente de Ca>* (Popescu et al.,
2004). Com isso, alteracoes na homeostase intracelular de Ca®* poderiam resultar,
adicionalmente, em mudangas nas atividades de reparo de XPC, contribuindo para o
acimulo de lesdes no DNA nuclear e a ativacdo de vias de sinalizacdo, como a via de
AKT1, como proposto por Rezvani et al. (2011).

Outro efeito bioenergético importante observado em células XPC foi a inibi¢do da
respiragdo mitocondrial via complexo I (Figura 3A), enquanto que complexo II apresentou
atividade (Figura SA e 5B) e expressdo (Figura 15D) aumentadas. Em seres humanos, o
complexo I, ou NADH desidrogenase, é constituido por 45 subunidades (genenames.org),
das quais 7 sdo codificadas no DNAmt (mitomap.org). A montagem do complexo I na
haloenzima madura envolve a expressao coordenada dos dois genomas, além de um vasto

grupo de proteinas conhecidas como “fatores de montagem” (Mckenzi e Ryan, 2010).

Discussdo

125



Mutacdes tanto em genes de proteinas estruturais e/ou cataliticas, assim como nos fatores
de montagem resultam em perda de atividade do complexo (Taylor e Turnbull, 2005).
Mesmo quando a atividade catalitica é preservada, como no caso da neuropatia Otica
hereditdria de Leber (LHON), causada por uma de trés mutagdes em genes mitocondriais
do complexo I, observa-se um aumento de sensibilidade a inibidores do complexo I e uma
deficiéncia respiratéria mitocondrial, associada a um aumento na producio de EROs (Lenaz
et al., 2004). No caso de células XP-C, também observamos uma diminui¢cdo no controle
respiratério usando substratos de complexo I e um aumento na produgio de O, e de H,0,
(Figura 8 e Figura 9A e B). Além disso, esse aumento na producdo de EROs foi
acompanhado por uma diminui¢do significativa na atividade das duas principais enzimas de
detoxificagdo dessas espécies, SOD e GPx, respectivamente (Figura 10A e B).

Essas observagdes sugerem que as mitocOndrias das células XP-C estdo em uma
condicdo de estresse oxidativo cronico, que resultaria na oxidacdo de biomoléculas
mitocondriais. E, de fato, detectamos mais lesdes bloqueadoras de polimerases em DNAmt
de células XP-C do que em células controle (Figura 11), além de um aumento no nimero
de moléculas deletadas (Figura 2 e Figura 13). E, apesar de ndo termos medido o nimero
de mutacdes em DNAmt especificamente, esses resultados sugerem que o DNAmt de
células XP-C deva carregar um nimero maior de mutagdes do que o de células normais.
Desta forma, se estabeleceria um circulo vicioso, em que a atividade comprometida do
complexo I, por mutacdes no DNAmt, causaria um aumento na producdo de EROs, que por
sua vez causariam ainda mais lesdes em biomoléculas mitocondriais, inclusive no préprio
DNAmt. Virios autores propdem que esse acumulo de lesdes e mutacoes em DNAmt tem
um papel importante no processo tumorigénico, inclusive em cancer de pele associado a
exposicao a UV (Birch-Machin et al., 2013), que é o principal tipo de cancer observado em
pacientes XP-C. Entretanto, resultados recentes de sequenciamento em larga escala de
genomas mitocondriais individuais em céncer coloretal encontraram menos muta¢des no
DNAmt das amostras de cancer comparadas as amostras normais (Ercison et al., 2012).
Esses autores sugerem que a mudanga de metabolismo aerdbico para glicolitico durante a
progressdo tumoral diminui a geracdo de EROs, e “protege” o DNAmt de mutagénese
induzida por essas espécies. Entretanto, eles ndo descartam a possibilidade de que mutacdes

primarias no DNAmt contribuam para a mudanga metabdlica observada durante o processo.
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Por outro lado, nds observamos um aumento da atividade do complexo II em células
XP-C, provavelmente como resposta compensatéria a disfun¢do observada no complexo |
(Figura SA e B). O complexo II, ou succinato desidrogenase, ¢ composto por 4
subunidades proteicas, todas codificadas no DNA nuclear (genenames.org). A expressao da
subunidade SDHA do complexo II € regulada diretamente pelo fator de transcricdo NRF-1
(de nuclear respiratory factor 1), um dos fatores transcricionais que coordenam a expressao
de genes mitocondriais em resposta a estimulos ambientais e intracelulares (revisado em
Scarpulla, 2012). Esse fator, em conjunto com NRF-2, ERRa, CREB e YY1 e com os co-
ativadores da familia PGC-1 (PGCla, PGCIB e PRC), funciona como um sensor
intracelular do status metabdlico da célula, e induz a expressao de proteinas mitocondriais
codificadas no nicleo em condicdes de alta demanda metabdlica, mediando termogénese,
proliferacdo celular e gliconeogénese (Scarpulla, 2012). Desta forma, é possivel imaginar
um cendrio, em células XP-C, em que a diminui¢do na respiracdo mediada pelo complexo I
e consequente queda na concentragdo intracelular de ATP ativem um programa de
sinalizag@o intracelular que culmine na expressao aumentada das subunidades do complexo
II. E, de fato, nés observamos maior expressao de SDHA e NRF1 tanto em células XP-C
primdrias quanto transformadas (Figura 15B e D).

Além disso, a atividade de succinato desidrogenase € diretamente controlada por
SIRT3, especificamente através de sua atividade desacetilase de lisinas da subunidade
SDHA (Cimen et al., 2010). Coincidentemente, a expressao de SIRT3 também esté elevada
em células XP-C (Figura 15B e D), refor¢ando a idéia de que um programa compensatdrio
estd em acao nessas células.

Por outro lado, nés observamos uma diminui¢do bastante significativa na expressao
de PGCla em células XP-C (Figura 15A e C). Esse co-ativador transcricional &
considerado um regulador central do programa de biogénese mitocondrial, uma vez que sua
ativacdo induz fortemente a expressao coordenada de genes que estimulam a fosforilagdao
oxidativa (Puigserver e Spiegelman, 2003), além de controlar um programa de expressao
génica em resposta ao estresse oxidativo (St-Pierre et al., 2006). Desta forma, a expressao
diminuida de PGCla em células XP-C poderia explicar o menor nimero de mitocondrias,
menor ndmero de cépias de DNAmt em células XP-C primérias, e a diminuicdo da

atividade das enzimas SOD e GPx. Essa observacdo, no entanto, ¢ dificil de conciliar com a
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expressdo elevada dos outros reguladores de biogénese mitocondrial, como NRF1 e NRF2,
e de SIRT3, uma vez que a expressdo desses fatores é também controlada por PGCla. Por
outro lado, os outros membros da familia PGC, PGCIB e PRC, possuem redundancia de
sitios de ligacdo com PGCla e podem compensar sua auséncia. De fato, camundongos com
uma delecdo direcionado do gene Pgcla sdo vidveis, e apresentam mitocOndrias
morfologicamente normais em tecido cardiaco, apesar de coragdes isolados desses animais
apresentarem uma capacidade funcional diminuida em resposta a estimulos quimicos ou
elétricos (Arany et al., 2005). Como n6s ndo avaliamos a expressdao dos outros membros da
familia PGC1, é possivel que uma adaptacdo metabdlica, com super-expressdo desses,
esteja compensando pela expressdo diminuida de PGCla em células XP-C. Em conjunto,
nossos dados indicam uma disfuncdo mitocondrial em células XPC, devido, em grande
parte, a uma inibicdo da atividade do complexo 1. Essa inibicdo € parcialmente
complementada por uma super-expressao do complexo II; mas, no entanto, ainda resulta em
um desbalanco redox mitocondrial e ao acimulo de lesdes e delecdes no DNAmt. A andlise
de expressdo de genes envolvidos em biogénese mitocondrial sugere que essa inibi¢do do
complexo I é causada pela diminui¢do da expressao de PGCla, que coordena a expressao
de outros genes envolvidos em replicacdo e expressao do DNAmt, como TFAM. Como o
complexo I € o complexo da CTE com o maior nimero de unidades codificadas pelo
DNAmt, ndo € surpreendente que o efeito da diminui¢do da expressao de PGCla seja mais
visivel neste complexo em especifico.

Além disso, € bastante provadvel que essas alteracdes identificadas aqui contribuam
significativamente para a tumorigénese observada em pacientes XP-C, uma vez que
alteracoes do numero de cdépias do DNAmt assim com desbalanco redox sao,
frequentemente associados a inicia¢do e promog¢do de tumores.

A questdo mais relevante agora € como a falta de XPC causa essa diminui¢do tao
significativa na expressdo de PGCla. Recentemente, um papel direto para XPC em
transcricdo, independente de sua fun¢do em reparo de DNA, foi proposto por Le May e
colaboradores. No modelo proposto por esses autores, mesmo na auséncia de danos
induzidos ao DNA, proteinas da via de NER, como XPF, XPA e RPA, sdo ativamente
recrutadas para regides promotoras de genes ativamente transcritos, em uma maneira

dependente de XPC, mas ndao de CSB. Esse complexo € distinto de um "complexo de
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reparo”, cuja montagem, em regides distais ao promotor, requer CSB (Le May et. al.,
2010). Assim, € possivel que XPC funcione como um ativador transcricional de reguladores

centrais do programa de biogénese mitocondrial. Essa hipétese serd testada em nosso

grupo.
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6. Conclusoes
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* A atividade do complexo I da CTE € diminuida em células XP-C, enquanto a atividade

dos demais complexos é aumentada,

* Células XP-C apresentam um desbalanco redox mitocondrial, uma vez que produzem

mais EROs (02" e H,0,) e apresentam deficiéncia no sistema antioxidante (SOD e GPx);

* Células XP-C possuem o DNA nuclear intacto, porém DNAmt mais lesionado;

* A expressdao de PGCla em células XP-C esta significativamente diminuida em células

transformadas e primdrias;

* As alteragdes bioenergéticas e de expressao génica causadas pela auséncia de XPC sdo via
sinalizacdo e ndo por ac¢do direta da proteina, que, em condigdes basais, ndo esta localizada

nesta organela.
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Abstract Mitochondria contain their own genome, a small
circular molecule of around 16.5 kbases. The mitochondrial
DNA (mtDNA) encodes for only 13 polypeptides, but its
integrity is essential for mitochondrial function, as all 13
proteins are regulatory subunits of the oxidative phosphory-
lation complexes. Nonetheless, the mtDNA is physically
associated with the inner mitochondrial membrane, where the
majority of the cellular reactive oxygen species are generated.
In fact, the mitochondrial DNA accumulates high levels of
oxidized lesions, which have been associated with several
pathological and degenerative processes. The cellular
responses to nuclear DNA damage have been extensively
studied, but so far little 1s known about the functional outcome
and cellular responses to mtDNA damage. In this review we
will discuss the mechanisms that lead to damage accumulation
and the i/n vifro models we are establishing to dissect the
cellular responses to oxidative damage in the mtDNA and to
sort out the differential cellular consequences of accumula-
tion of damage in each cellular genome, the nuclear and the
mitochondrial genome.
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Introduction

In eukaryotic cells, mitochondria play a central role in
energy metabolism and control cellular fate after stress
through their role in apoptosis and necrosis. A unique
feature of these organelles is that they contain their own
genome, reminiscent of the bacteria from which they
originated. In mammals, the mitochondrial genome is quite
small and encodes for only 13 proteins and the ribosomal
and transfer RNAs necessary for intramitochondrial trans-
lation. But all of these 13 proteins are regulatory compo-
nents of the mitochondrial respiratory complexes, and
mutations in these genes can lead to severe bioenergetic
consequences. In fact, over 150 pathogenic mutations have
been identified in the mtDNA which cause human discases
(Wallace 2010).

Thus, the stability of the mtDNA is very important for
maintenance of cellular function. This is particularly
relevant considering that the mtDNA is closely associated
with the inner mitochondrial membrane, where reactive
oxygen species (ROS) are generated in abundance. These
species are extremely reactive with biomolecules and
readily oxidize DNA. Moreover, due to the charge
difference across the membranes mitochondria can accu-
mulate several lipophilic cationic molecules, some of which
can damage DNA as well.

The preferential accumulation of damage in the mito-
chondrial DNA has been demonstrated in a plethora of
pathological and degenerative conditions, including cancer,
neurodegenerative diseases and normal aging. These results
raised the question whether the differential efficiency in
DNA repair activities could be responsible for the accumu-
lation of lesions in mtDNA. In this regard, the existence of
DNA repair mechanisms in mammalian mitochondria was
initially investigated by Clayton and Friedberg, in 1974,
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using UV as a DNA damaging agent (Clayton et al. 1974).
They observed that mammalian cells did not remove UV
lesions from their mitochondrial genomes, which led to the
wide-spread notion that mitochondria lacked DNA repair
pathways. While it still holds true that mitochondria from
mammalian cells do not have a nucleotide excision repair
pathway, the pathway which removes UV-induced lesions,
we and others have demonstrated that mitochondria have a
proficient base excision repair pathway, and have non-
homologous end joining and mismatch repair activities.
These topics have been comprehensively reviewed else-
where (Maynard et al. 2009) and will not be addressed here.
Conversely, this review will focus on the relationship
between mitochondrial function and mtDNA damage
accumulation, and on our efforts to establish models to
dissociate the cellular responses induced by damage to the
mtDNA  from those induced by damage to the nuclear
DNA.

Mitochondrial reactive oxygen species production

The energy required to phosphorylate ADP to ATP during
the oxidative phosphorylation process comes from the
electrochemical proton gradient generated by the electron
transport chain (ETC) (Mitchell 1966). The electrons
flowing through the ETC are finally accepted by molecular
oxygen, at the active site of cytochrome oxidase, generating
H,0. However, this process has an important side effect to
the cells, which is a constant generation of ROS through
monoeletronic reduction of O,, upstream of the cytochrome
oxidase complex.

It is estimated that between 1-5% of the oxygen
consumed during oxidative phosphorylation is partially
reduced to generate the radical anion superoxide (0,")
(Boveris and Chance 1973; Liu 1997; Turrens 1997),
mostly at Complexes 1 and 111 of the ETC (reviewed in
(Kowaltowski et al. 2009)). However, due to the continuous
flow of electrons through the ETC, even this small
percentage of electron leak is sufficient to make the
mitochondrial O," generation the largest cellular source of
ROS in most tissues (Liu 1997; Turrens 1997).

Superoxide anion can be generated primarily by the
NADH dehydrogenase (Complex I) (Boveris and Chance
1973; Turrens and Boveris 1980) and by coenzyme Q
(Boveris and Chance 1973; Cadenas et al. 1977; Turrens
et al. 1985). The production of O, in complex I is
promoted by NAD-linked substrates, such as malate,
glutamate, and pyruvate, and stimulated by rotenone, an
mhibitor of electron transfer from complex I to coenzyme
Q (Turrens 1997; Turrens and Boveris 1980). The electron
leakage at coenzyme Q is probably due to the direct
oxidation of the semiquinone anion formed during the

@ Springer

electron transfer cycle by O,. Superoxide anion generation
at this point is stimulated by succinate, which donates
electrons directly into complex 11, and by ETC inhibitors,
such as cyanide and antimycin A (Boveris et al. 1976;
Cadenas et al. 1977; Kowaltowski et al. 1998; Turrens et al.
1985; Turrens 1997).

Mitochondrial antioxidant system
As the generation of mitochondrial O,

process, mitochondria have an efficient antioxidant defense
system, comprised of enzymatic and non-enzymatic com-

is an ongoing

ponents. Mammalian mitochondria contain Mn-superoxide
dismutase (Doonan et al. 1984), which dismutate O™ to
H,0,; glutathione peroxidase (Sies and Moss 1978;
Zakowski and Tappel 1978), a thiol peroxidase that
removes H,O, using glutathione as substrate; and glutathi-
one reductase, which regenerates the reduced glutathione
pool at expense of NADPH. Morcover, the energy-
dependent NAD(P)" transhydrogenase, at the inner mito-
chondrial membrane, also contributes to the mitochondrial
antioxidant defense (Hoek and Rydstrom 1988), as it helps
to maintain the NADPH pool in the reduced state by
catalyzing the reversible hydride transfer between NADH
and NADP", according to the reaction: NADH+NADP* =«
NAD" + NADPH.

Mitochondria also contain lipid-soluble low molecular
weight antioxidants, such as a- tocopherol (vitamin E) and
UQH,, both potent inhibitors of mitochondrial lipid
peroxidation (Ernster et al. 1992). Cytochrome ¢, a
component of the ETC, can also act as an antioxidant
(Skulachev 1998), as the oxidized form of cytochrome ¢
can oxidize O, back to O,. It is noteworthy that the
cytochrome oxidase complex, another component of the
ETC, promotes the catabolism of NO* to NO," and NO; .
This process not only removes NO", but also prevents the
formation of the potent oxidant peroxynitrite (ONOO ")
(Giulivi 1998).

Oxidative stress and mitochondrial permeability
transition (MPT)

When the mitochondrial generation of ROS exceeds its
antioxidant capacity, mitochondrial proteins, lipids and
nucleic acids become targets of oxidation by these
species. Under these conditions, mitochondrial membrane
proteins suffer extensive oxidation (Castilho et al. 1995;
Castilho et al. 1996; Fagian et al. 1990; Kowaltowski et al.
1996a, b: Valle et al. 1993). Reactive oxygen species,
especially hydroxyl radical, can oxidize cysteine and
methionine residues of proteins, leading to the formation
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of dithiol crosslinks and methionine sulfoxide crosslinks,
respectively.

The oxidation of inner mitochondrial membrane proteins
leads to a nonspecific mitochondrial permeabilization,
known as mitochondrial permeability transition (MPT)
(Vercesi et al. 1997; Zoratti and Szabo 1995). This
phenomenon is characterized by a progressive permeabili-
zation of the mner mitochondrial membrane, which
gradually becomes permeable to protons, ions, osmotic
support and even small proteins. The MPT is dependent on
the presence of Ca®" in the intramitochondrial compart-
ment, and is inhibited by submicromolar concentrations of
the immunosuppressant cyclosporin A (Broekemeier et al.
1989; Crompton et al. 1988), probably due to its binding to
inner mitochondrial membrane cyclophilins, which are
required for MPT opening (Connem and Halestrap 1994;
Nicolli et al. 1996). This process is referred to as a
“permeability transition” because it can be partially
reversed by the addition of Ca®" chelators or dithiol
reducing agents, immediately after induction of permeabi-
lization (Castilho et al. 1996; Hunter and Haworth 1979;
Valle et al. 1993). The molecular mechanisms leading to
MPT in conditions of oxidative stress are extensively
discussed elsewhere in this issue (Alberici et al. 2011).

A consequence of MPT can be an increase in the
mitochondrial generation of ROS, likely associated with
increased intramitochondrial Ca®" and impaired respiration,
as demonstrated in intact cells (Zorov et al. 2000) and
isolated mitochondria (Batandier et al. 2004; Maciel et al.
2001). Thus, MPT can contribute to the accumulation of
oxidative damage in mitochondria, including DNA lesions.

Mitochondrial DNA damage accumulation

Reactive oxygen species, like the hydroxyl radical (-OH),
can abstract protons or attack molecules at electron-dense
sites, generating secondary radical species which undergo
intramolecular rearrangements resulting in more stable
products. In nucleic acids, both the bases as well as the
sugar are subjected to radical attack, leading to base
modifications and abasic sites and strand breaks, respec-
tively (Cooke et al. 2003). The -OH can add to the double
bonds of the bases with a reaction rate limited by diffusion,
of around 4.5%10° 10 9x10° M 's™! (Evans et al. 2004).
These attacks result mostly in hydroxylation at C5 and Cé
of pyrimidines and C4, C5 and C8 of purines. To date, over
80 different oxidized bases have been identified and
characterized in DNA exposed to various oxidants, includ-
ing H>O5 and singlet oxygen (Evans et al. 2004).

The mDNA is associated with the inner mitochondrial
membrane, as part of a large nucleoproteic complex known
as nucleoid. This supramolecular arrangement has been

recently identified, and the protein components and the
dynamics of nucleoids in mammalian mitochondria are still
under intense investigation (reviewed in Spelbrink 2010).
Nonetheless, while this organization may provide some
protection against DNA damage, the fact that the mtDNA is
in close proximity with the ETC, where most ROS are
generated, implies that the miDNA is an important target
for oxidative damage. In fact, mtDNA accumulates more 8-
hydroxyguanosine, the most abundant oxidized base in
DNA, than the nuclear DNA in several conditions,
including aging and neurodegenerative diseases (for review,
see Gredilla et al. 2010).

In vitro models to study the effects of mtDNA oxidative
damage accumulation

DNA lesions, such as those introduced by ROS, can be
either mutagenic or cytotoxic, depending on whether they
block DNA and/or RNA polymerases or not. The biological
consequences of oxidative DNA damage have been
extensively studied, and range from induction of apoptotic
and necrotic cell death to cellular transformation (Maynard
et al. 2009). However, most of the experimental models
used in these studies are such that DNA lesions are induced
both in the nucleus as well as in the mitochondrial DNA,
and thus it is difficult to sort out whether the responses are
specific to lesions in either genome. Cellular responses to
nuclear DNA damage have been extensively characterized
in the last decade, and include the activation of a signaling
cascade that leads to cell cycle arrest and induction of DNA
repair pathways (Huen and Chen 2010). On the other hand,
little is known about how mammalian cells respond to
mtDNA damage, but since mtDNA repair enzymes are all
encoded by nuclear genes and imported into mitochondria
after being transcribed in the cytoplasm, it is likely that
mammalian cells have specific signaling pathways that
control these processes. Yeast cells respond to changes in
mtDNA content and mitochondrial function via a pathway
know as the retrograde response (Butow and Avadhani
2004), in which nuclear and mitochondrial gene expression
are modulated concomitantly to adjust the cellular demand
for energy, but no mammalian counterpart of such a
signaling pathway has been described yet.

A cellular model in which lesions are introduced
exclusively in the mitochondrial genome is required in
order to sort out the pathways activated only in response to
miDNA damage. Because mitochondria are known to
accumulate positively charged molecules (Murphy 1997,
Ross et al. 2005), we have chosen to use photosensitizers
which are charged under physiological pH. Methylene blue
(MB) and crystal violet (CV) are both positively charged at
pH 7.0 (Fig. 1) and have been reported to localize in
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Fig. 1 Chemical structure of
methylene blue (MB) and
crystal violet (CV), showing the

net positive charge at pH 7 CHj

Hie”

mB

mitochondria (Atamna et al. 2008; Huang et al. 2005; Indig
et al. 2000) as well as in other subcellular compartments
(Atamna et al. 2008; Blazquez-Castro et al. 2009; Mellish
et al. 2002). These molecules constitute an interesting
model system, as they generate singlet oxygen ('0,) upon
photo-excitation with a well established photochemistry
(Moore et al. 1972; Zhu and Finlay 2008). Singlet oxygen
can attack the DNA bases forming several oxidized
products, of which 8-hydroxy-guanosine is a major one
(Devasagayam et al. 1991; Di Mascio et al. 1990).

Thus, we have employed these two compounds to
introduce oxidative lesions in the mtDNA and evaluated cell
survival after incubation and photoactivation of the dyes. For
this, HeLa cells were plated at 500 cells per dish and incubated
with increasing concentrations (from 1 to 50 pM) of MB and
CV in the dark for 30 mm. After this, the cultures were
extensively washed in phosphate-buffered saline (PBS) and
iradiated in PBS with the appropriate LEDs for each dye (red
for MB and yellow for CV) for 0, 2 or 10 min. The buffer was
then replaced by culture medium and the cells incubated for
7—10 days, for colony formation assessment, as described in
(de Souza-Pinto et al. 1996). Figure 2 shows the results
obtained. Surprisingly, MB showed no citotoxic effect with
any concentration used, even with the highest dose of light,
1.25 J/em® On the other hand, CV showed a significant,
dose-dependent cytotoxic effect in the same concentration
range (1-25 uM), even with a lower light dose (0.32 J/em?)
than used for MB. This result suggests that even though
these compounds have similar photochemical properties in
solution, they may behave differently in cells, as the
biological effect is quite diverse. We speculate that the
different effects were due to the formation of dimers by MB
mtracellular. It has been previously shown that MB can
dimerize after a certain concentration threshold and that these
dimers do not generate 'O, upon photo-excitation (Gabrielli
et al. 2004; Severino et al. 2003). On the other hand, CV
photochemistry is not altered by the formation of dye
aggregates (Jones et al. 1991). Thus, 1if the active accumu-
lation of MB inside the mitochondria reached levels high
enough to induce dimer formation, the absence of a cytotoxic
effect could be due to the fact that under these conditions no
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oxidative damage had been formed. In these experiments, the
dye/cell ratio was 6 10'? molecules of dye/cell, at the | pM
concentration. We are now testing this hypothesis by
exposing the cells to a much lower dye/cell ratio, and our
preliminary results support the hypothesis that dimer
formation contributed to lack of cytotoxicity in cells
incubated with MB (not shown).

It is important to point out here that a very careful and
thorough characterization of these cellular models are needed
to support any conclusion as to the specificity of the cellular
responses to mtDNA oxidative damage. For that purpose, we
are also quantifying the induction of oxidized DNA lesions in
the nuclear and mitochondrial DNA of cells exposed to MB
and CV, as well as to another photosensitizer, RO19-8022
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Fig. 2 Clonogenic survival of Hela cells treated with MB or CV. Five
hundred cells were plated in 10 ¢m dishes and allowed to fix. The
medium was then replaced by PBS containing increasing concen-
trations of MB or CV, as shown in the figure, and the cultures
incubated for 30 min, at 37 °C. The treatments were removed, the
cultures washed twice with PBS and irradiated with the doses in the
figure with light-emitting diodes at 700 nm (for MB) or 560 nm (for
CV). The PBS was then replaced with culture medium and the plates
incubated for 7-10 days for colony formation. Survival was calculated
relative to the plating efficiency of control cultures (treated with PBS
alone). The results shown are averageterror of two independent
experiments, performed in triplicate, except for CV in which one
typical experiment is presented
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(Will et al. 1999) which does not seem to have a specific
subcellular localization, and induces oxidative damage in the
nuclear DNA (Thorslund et al. 2002; Will et al. 1999). These
models will allow for a precise characterization of the
cellular responses induced after oxidative damage in mito-
chondria, and to the identification of the relative contribution
of mIDNA damage and damage to other macromolecules in
the molecular events that lead to oxidative stress-induced
mitochondrial and cellular dysfunction.
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