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RESUMO

Mota, Maria Beatriz dos Santos. Estudo das vias de reparo do DNA, em resposta ao estresse
oxidativo, em larvas do mosquito Aedes aegypti, 2015. Tese (Doutorado em Bioguimica) —

Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019

O Aedes aegypti € atualmente um dos insetos vetores de maior relevancia no Brasil,
devido a sua capacidade de transmitir dengue, Zika, Chikungunya febre amarela e
Mayaro. A alimentacdo hematofagica dos insetos vetores representa um grande desafio
oxidativo devido a formacdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que, quando em
excesso, causam danos a estrutura do DNA. Danos ao DNA ocorrem frequentemente
durante a vida celular, sendo detectadas e corrigidas por uma rede complexa, denominada
resposta ao dano ao DNA (RDD). As vias de reparo do DNA tém sido amplamente
estudadas em organismos modelo, porém pouco se sabe sobre estas vias em insetos
vetores. Todavia, 0 crescente interesse em gerar insetos transgénicos exige amplo
conhecimento da RDD, principalmente das vias de reparo de quebras na dupla fita (DSB).
Dessa forma, o objetivo do presente trabalho é estudar a RDD em A. aegypti. Portanto,
primeiramente, as proteinas de RDD foram buscadas em A. aegypti através de métodos
de bioinformética e, em seguida transcriptomas de larvas tratadas com 0,5 mM de
paraquat durante 6h, 12h e 24h foram sequenciados. A analise dos transcriptomas
identificou 1848 genes diferencialmente expressos, que foram agrupados em 5 blocos de
perfis de expressdo. Genes envolvidos em processos de detoxificagdo, na resposta ao
estresse, no reparo de quebras na dupla fita, na mitofagia, na transcri¢cdo e metabolismo
de aminoacidos apresentaram expressao aumentada mediante ao tratamento com
paraquat. Ademais, genes relacionados a fosforilacdo oxidativa e cadeia transportadora
de elétrons apresentaram a expressao diminuida nas larvas tratadas, indicando que o
paraquat influencia no metabolismo energético. Ortélogos de proteinas chave da RDD
em humanos, como RAD51, PARP, ATM, ATR, DNAPKcs, XPC e LIG4, foram
encontrados em A. aegypti, todavia ndo foram encontrados ortélogos para CSA, CSB,
BRCAI1, TP53BP1, POLB e LIG3, possivelmente impactando nas vias TC-NER,
sinalizacdo de quebra na dupla fita e SP-BER. Nos transcriptomas, foram encontrados
diferencialmente expressos diversos genes relacionados a RDD como PARP1, XRCC1,
XPC, HR23B, XPB, RAD50, KU80 e LIG4. Ademais a maioria dos genes de RDD teve



sua expressao aumentada mediante ao tratamento com paraquat, evidenciando a ativacdo

das vias de reparo mediante ao estresse oxidativo gerado pelo paraquat.

Palavras chave: vias de reparo do DNA, Aedes aegypti, paraquat, estresse oxidativo



ABSTRACT

Mota, Maria Beatriz dos Santos. Estudo das vias de reparo do DNA, em resposta ao estresse
oxidativo, em larvas do mosquito Aedes aegypti, 2015. Tese (Doutorado em Bioquimica) —

Instituto de Quimica, Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro, 2019

Aedes aegypti is one of the most important insect vectors in Brazil due to its ability to
transmit dengue, Zika, Chikungunya yellow fever and Mayaro. The blood-feeding
behavior represents an oxidative challenge due to the formation of reactive oxygen
species (ROS), that can cause DNA damage. The DNA structure is continuously
subjected to damage due to the exposure to endogenous and exogenous genotoxic agents,
and its integrity depends on the DNA damage response (DDR). This complex system has
been widely studied in model organisms, but little is known about these pathways in insect
vectors. However, the growing interest in generating transgenic insects requires extensive
knowledge of DDR, especially the double-strand break repair (DSB) pathways. Thus, the
objective of this work is to study the DDR in A. aegypti. Therefore, blast reciprocal
methodology was used to search for DDR proteins in A. aegypti and then the RNA of A.
aegypti larvae treated with paraquat 0.5 mM for 6h, 12h and 24h were sequenced by
RNAseq. Transcriptome analysis identified 1848 differentially expressed genes, which
were grouped into 5 expression profile clusters. Genes involved in detoxification
processes, stress response, double-strand breaks repair, mitophagy, transcription and
amino acid metabolism increased expression by treatment with paraquat. In addition,
genes related to oxidative phosphorylation and electron transport chain decreased
expression in treated larvae, indicating that paraquat influences energy metabolism. Key
DDR protein orthologs such as RAD51, PARP, ATM, ATR, DNAPKcs, XPC and LI1G4
were found in A. aegypti, however no orthologs were found for CSA, CSB, BRCAL,
TP53BP1, POLP and LIG3, impacting in the TC-NER, double-strand break signaling and
SP-BER. In the transcriptomes, several DDR-related genes were differentially expressed,
such as PARP1, XRCC1, XPC, HR23B, XPB, RAD50, KU80 and LIG4. In addition,
most DDR genes increased the expression by paraquat treatment, showing the activation

of DDR through oxidative stress generated by paraquat.
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1. INTRODUCAO
1.1 Insetos vetores - Aedes aegypti

Os insetos vetores sdo responsaveis pela transmissdo de uma variedade de doencas
infecciosas, que causam, em escala global, mais de 700 mil dbitos por ano (WHO, 2017).
Destaca-se nesse grupo de insetos 0 mosquito Aedes aegypti devido a sua capacidade de
transmitir as arboviroses dengue, Zika, Chikungunya, febre amarela e Mayaro
(ALONSO-PALOMARES et al., 2019; POWELL, 2018).

O A. aegypti € um diptero, membro da familia Culicidae, que é encontrado em
regibes tropicais e subtropicais do planeta. Possui habito diurno e encontra-se
extremamente adaptado ao ambiente urbano, fator que contribui para o seu sucesso como
inseto vetor (CLEMONS et al., 2010).

Por ser um inseto holometabolo, durante seu ciclo de vida, que compreende as
fases de ovo, larva, pupa e adulto alado, o A. aegypti realiza metamorfose completa
(figura 1). A fémea deposita os ovos em criadouros contendo &gua, preferencialmente
limpa, os quais podem permanecer vidveis por varios meses. Ao entrar em contato com a
agua, os ovos eclodem, originando as larvas, que se alimentam de material organico
particulado, algas e microrganismos. As larvas possuem 4 estadios de crescimento, sendo
a densidade populacional, temperatura e disponibilidade de alimento os fatores
determinantes para a mudanca de estadio. Apds o quarto estadio larval, originam-se as
pupas, fase na qual acontece a metamorfose e 0 organismo ndo se alimenta. O final da
fase pupal ocorre com a emergéncia do mosquito e a transi¢cdo do meio aquatico para o
terrestre (CLEMONS et al., 2010; SAUDE., 2001).
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Figura 1: Ciclo de vida do A. aegypti.

O ciclo se inicia com a deposicao de ovos pelas fémeas em criadouros contendo dgua. Ao entrar em contato
com a agua, os ovos eclodem, gerando as larvas, que possuem 4 estadios de crescimento. Apos o final da
fase larval, originam-se as pupas de onde emerge 0 mosquito, ocorrendo a transicdo do meio aquético para
o terrestre Adaptado de https://eu.biogents.com/aedes-aegypti-yellow-fever-mosquitoes/.

1.1.1. Arboviroses transmitidas pelo A. aegypti

A transmissdo de arboviroses ocorre quando as fémeas realizam o repasto
sanguineo para garantir o desenvolvimento e maturacdo dos ovos. Ao picar um individuo
infectado a fémea € contaminada, e ap6s um periodo de incubacdo (que varia de acordo
com o virus), torna-se um vetor do mesmo sendo capaz de transmiti-lo através da picada
(VALLE; NACIF PIMENTA; AGUIAR, 2016).

O A. aegypti € capaz de transmitir as arboviroses Dengue, Zika, Chikungunya,
febre amarela e Mayaro tornando-o um vetor de grande importancia médica.

A dengue atualmente infecta aproximadamente 390 milhGes de pessoas por ano e
estima-se que 3,9 bilhdes de pessoas em 128 paises estdo sob o risco de contrair 0 virus
(figura 2A) (WHO, 2019a). No Brasil a dengue se estende por todo territério, onde estdo
circulantes os quatro sorotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3 e DENV-4), apenas no ano
de 2018 mais de 200 mil casos provéaveis da doenca foram notificados (SVS/MS, 2019a).

A infeccdo por dengue pode causar um quadro de dengue classico, forma de baixa


https://eu.biogents.com/aedes-aegypti-yellow-fever-mosquitoes/
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letalidade, porém incapacitante, ou evoluir para a febre hemorragica do dengue, forma
grave e potencialmente letal (KHETARPAL; KHANNA, 2016). Devido a morbidade
causada pela doenga a dengue constitui um grande problema de salde e econdmico,
principalmente em paises em desenvolvimento (OVERCASH et al., 2015).

O virus Zika (ZIKV), identificado inicialmente na década de 50 na Africa, teve
sua circulacéo restrita a Asia e Africa até 2007, quando um surto ocorreu na regido da
Micronésia. Em 2013 outro surto da doenca foi identificado na Polinésia Francesa se
alastrando para diversas ilhas do Pacifico (MUSSO; NILLES; CAO-LORMEAU, 2014).
Acredita-se que o ZIKV tenha sido introduzido no Brasil entre 2013 e 2014 e
posteriormente se espalhado pelos paises da América latina e Caribe (figura 2B)
(ALBUQUERQUE et al., 2018). No Brasil, a dissemina¢do do virus culminou em um
surto de Zika, iniciado em 2015, atingindo principalmente as regies sudeste e nordeste,
sendo Pernambuco o estado mais afetado. O surto de Zika no Brasil levou a um grande
problema de saude publica devido a relacéo da infec¢do por ZIKV com o nascimento de
beb&s com microcefalia, registrando de novembro de 2015 a dezembro de 2018 3332
casos confirmados de Zika congénita (SVS/MS, 2019b). Além da microcefalia, a infec¢cdo
por Zika também pode ocasionar outras complicacdes neuroldgicas como a sindrome de
Guillain-Barré (FARIA et al., 2016).

Semelhante ao ZIKV, o virus Chikungunya (CHIKV) foi identificado na Africa,
na década de 50, e durante um longo periodo apenas poucos surtos da doenca foram
notificados nos continentes africano e asiatico (AZEVEDO; OLIVEIRA;
VASCONCELQS, 2015). Entretanto, em 2005, o CHIKV reemergiu, se espalhando para
as ilhas do oceano Indico, atingindo a india e outros paises sul asiaticos em 2006 e
causando um grande surto. Posteriormente, o0 CHIKV surgiu no norte da Italia, em 2007,
tendo sido reportado mais de 200 casos de infecgdo autoctone (TAUIL, 2014). Em 2013,
0 CHIKYV se disseminou para as Américas, chegando ao Brasil em 2014, se espalhando
progressivamente por todo territério brasileiro (figura 2C) (LIMA-CAMARA, 2016;
NUNES et al., 2015). Em relagéo ao quadro clinico, a febre Chikungunya é uma doenca
potencialmente debilitante causando febre alta, mialgia, artralgia, exantema macular e
prostracdo. Aproximadamente 70% dos individuos infectados apresentam os sintomas,
namero considerado alto em relacdo a outras arboviroses, e 40% a 80% dos pacientes
podem desenvolver um quadro reumatico cronico, impactando a qualidade de vida
(ARROYO-AVILA; VILA, 2015; RUNOWSKA et al., 2018).
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A febre amarela é endémica em regides de floresta tropical na Africa e América
Latina, sendo transmitida por mosquitos do género Haemagogus no ciclo silvestre e pelo
A. aegypti em seu ciclo urbano. No Brasil, o Gltimo caso de febre amarela urbana foi
registrado em 1942, entretanto casos esporadicos de febre amarela silvestre ainda ocorrem
(MEEGAN, 2017). Recentemente, o Brasil passou por duas ondas de surto de febre
amarela silvestre, a primeira ocorreu em 2016-2017 durante o periodo sazonal da doenca
(de dezembro a maio), atingindo 778 individuos e causando 262 6bitos. A segunda onda
aconteceu em 2017-2018, novamente no periodo sazonal, registrando 1376 casos dos
quais 483 evoluiram para ébito (WHO, 2019b). Os surtos ocorreram, principalmente, em
Minas Gerais, Sdo Paulo e Rio de Janeiro, e atingiram regides que ndo eram consideradas
de risco, ampliando a area onde a vacinagdo € recomendada (figura 2D) (CDC, 2018).
Em fevereiro deste ano, a Organizacdo Mundial da Saude (OMS) emitiu um alerta sobre
uma possivel nova onda de surto, devido ao registro de 36 casos da doenca, com 8 mortes,
no periodo de dezembro de 2018 a janeiro de 2019 (WHO, 2019b).



20

Distribuigdo de dengue no mundo (2016) B Mapa de areas de risco de zika (Margo, 2019)

& relatou transmisso autdctone Paises com A. aegypti mas sem casos de zika
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a altitude elevada (>2.000m)

Pals ou termitério sem mosquitos transmissores.
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; . T ' . D
Paises e territérios que de (Maio, 2018) Recomendagdes para vacinacio contra a febre amarela nas Américas
(maio, 2018)

MARTIN

[ Areas que reportaram transmissdo de chikungunya

Figura 2: Distribuicdo das arboviroses.

(A) Distribuicdo de dengue no mundo, 2016.

Adaptado de WHO: https://www.who.int/denguecontrol/epidemiology/en/. (B) Areas de risco de Zika,
2019. Adaptado de CDC: https://wwwnc.cdc.gov/travel/files/zika-areas-of-risk.pdf. (C) Paises e territorios
que reportaram transmissdo autéctone de Chikungunya, 2018. Adaptado de CDC:
https://www.cdc.gov/chikungunya/pdfs/Chik_World_Map 05-29-18-P.pdf. (D) Recomendagdo para
vacinagdo  contra  febre  amarela nas  Américas, 2018. Adaptado de CDC:
https://wwwnc.cdc.gov/travel/files/map3-15.pdf.

1.1.2. Desafio Oxidativo em insetos vetores

Os organismos estdo diariamente expostos a fatores que acarretam a producao de
espécies reativas de oxigénio (EROs), sendo a respiragdo aerdbia a principal fonte
enddgena de EROs. Fatores exdgenos como a exposicao a radiacdo ionizante, a radiagdo
ultravioleta (UV) e substancias quimicas oxidantes, também acarretam na formacéo de
EROs (KRYSTON et al., 2011).

Nos insetos vetores o habito hematofagico, realizado pelas fémeas, contribui para
0 aumento da producédo de EROs, representando um grande desafio oxidativo para esses
insetos. 1sso ocorre devido a digestdo da hemoglobina no trato digestivo, liberando o

grupamento prostético heme, o qual torna-se toxico quando livre de sua fracdo protéica


https://www.who.int/denguecontrol/epidemiology/en/
https://wwwnc.cdc.gov/travel/files/zika-areas-of-risk.pdf
https://www.cdc.gov/chikungunya/pdfs/Chik_World_Map_05-29-18-P.pdf
https://wwwnc.cdc.gov/travel/files/map3-15.pdf
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devido ao seu potencial pro-oxidante (OLIVEIRA et al., 2011; PAIVA-SILVA et al.,
2006). Além disso, a degradacdo do heme pela enzima heme oxigenase promove a
liberacdo de ferro, o qual é capaz de formar EROs através da reacdo de Fenton (LIMA et
al., 2012; SADRZADEH et al., 1984).

As larvas também podem sofrer com o estresse oxidativo em virtude da acéo de
poluentes, metais pesados e metabdlitos de plantas presentes nos criadouros, além da
incidéncia de radiacdo UV (PEREZ; NORIEGA, 2014; TETREAU et al., 2014).

Baixas quantidades de EROs auxiliam em diversos processos biolégicos como
transducdo de sinal e na imunidade de insetos (DIAZ-ALBITER et al., 2012; MOLINA-
CRUZ et al., 2008). O estresse oxidativo ocorre em virtude do desequilibrio entre a
quantidade de EROs e as defesas antioxidantes, induzindo a peroxidacdo de lipideos e
gerando danos as membranas plasmaticas, proteinas e ao DNA (KRYSTON et al., 2011).
A acdo de EROs no DNA pode ocasionar quebras na fita simples (SSB), quebras na dupla
fita (DSB), além da oxidacdo de bases nitrogenadas e formacdo de sitios abéasicos
(CALDECOTT, 2008; LIEBER, 2011).

1.1.2.1. Sobrevivéncia de A. aegypti mediante ao tratamento com paraquat

O paraquat (1,1'-dimethyl-4,4"-bipyridinium) é um herbicida com potencial acdo
pré-oxidante, sendo capaz de induzir o estresse oxidativo através do aumento na producao
de radicais livres, associado a deplecdo dos mecanismos antioxidantes. Devido a sua
capacidade em gerar EROs, este herbicida é comumente empregado em estudos de
estresse oxidativo (RZEZNICZAK et al., 2011). A producdo de EROs mediada por
paraquat ocorre durante o ciclo redox, onde sofre reducdo formando o radical PQ* através
da oxidacdo de NAD(P)H a NAD(P)" pela NAD(P)H oxidase. O radical PQ" ¢,
imediatamente, re-oxidado a PQ?" com a transferéncia de um elétron para o oxigénio
molecular, gerando &nion superoxido (O%). A reducdo subsequente do O pela
superdxido dismutase (SOD) forma peroxido de hidrogénio (H203) e radicais hidroxila (-
OH), os quais podem ser potencialmente danosos (FUKUSHIMA et al., 2002;
GAWARAMMANA; BUCKLEY, 2011).

Estudo de sobrevivéncia de larvas de A. aegypti mediante ao estresse oxidativo,
gerado pelo paraquat, ja foram conduzidos pelo nosso grupo. O tratamento com paraquat,
em larvas no estagio L3, apresenta resposta dose-tempo dependente, ou seja, a

mortalidade aumenta a medida que se aumenta a concentracdo e o tempo de exposi¢do



22

das larvas (figura 3). A DL50 (concentracdo necessaria para matar 50% das larvas) do
paraquat em 24h de tratamento também foi medida pelo nosso grupo, sendo igual a ImM
(figura 4) (MOTA, 2015).
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Figura 3: Curva de sobrevivéncia de larvas de A. aegypti tratadas com diferentes concentracdes de paraquat
durante 24h
Obtido de (MOTA, 2015).
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Figura 4: Curva DL50 para o tratamento de larvas de A. aegypti com paraquat durante 24h
Obtido de (MOTA, 2015).

1.2.Resposta ao dano ao DNA (RDD)

A estrutura do DNA esta constantemente sujeita a danos que podem ocasionar
mutacdes, cancer, morte celular e até mesmo levar a faléncia do organismo (JACKSON;
BARTEK, 2009).
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As lesdes a estrutura do DNA podem ocorrer em virtude de fatores enddgenos
como a incorporacdo errdbnea de um nucleotideo durante a replicacdo; alteracoes
espontaneas das bases acarretando em desaminacéo, depurinacdo ou depirimidinacdo; e a
exposicdo a agentes genotoxicos derivados do metabolismo, como EROs (CICCIA;
ELLEDGE, 2010).

Além de fatores end6genos, a exposicao a agentes genotdxicos exogenos também
leva ao aparecimento de danos no DNA. Destaca-se entre as causas ambientais a radiagao
ionizante que gera lesdo de forma direta e pela inducao de reacdes que formam EROs; a
radiacdo ultravioleta que acarreta na formacdo de dimeros de pirimidina; e uma
diversidade de substancias quimicas naturais ou sintéticas que sdo capazes de se ligar a
estrutura do DNA como farmacos antineoplasicos, agentes alquilantes e toxinas
(CICCIA; ELLEDGE, 2010; ROOS; THOMAS; KAINA, 2016).

Para manter a integridade do genoma os organismos desenvolveram um complexo
sistema de mecanismos denominado resposta ao dano ao DNA (RDD), que engloba as
vias de sinalizacdo e reparo do dano. A RDD é responsavel por detectar alteracfes na
estrutura do DNA, sinalizar e ativar as vias de reparo que objetivam corrigir o dano, além
de ativar mecanismos de controle do ciclo celular e de apoptose de forma a eliminar
mutacdes potencialmente danosas (SIRBU; CORTEZ, 2013).

Os mecanismos de RDD sdo coordenados por proteinas sensoras, mediadoras,
transdutoras, e efetoras (figura 5), sendo as quinases ataxia telangiectasia mutated
(ATM), ATM and Rad3-related (ATR), DNA-dependent protein kinase, catalytic subunit
(DNAPKCcs) as principais transdutoras de sinal (CICCIA; ELLEDGE, 2010). ATM, ATR
e DNAPKCcs pertencem a familia fosfoinositideo 3-quinase (PIKKSs) e sdo primordiais
para sinalizacdo precoce do dano, fosforilando proteinas efetoras que ativam as respostas
celulares necessarias para impedir a replicacdo do DNA e a diviséo celular antes que o
dano seja corrigido. ATM e DNAPKGcs estdo envolvidas no reparo de quebras de fita
dupla (double-strand break - DSBs) enquanto a ATR € ativada por uma variedade de
danos, reconhecendo regides de DNA de fita simples (single-strand DNA - ssDNA)
(AWASTHI; FOIANI; KUMAR, 2016; BLACKFORD; JACKSON, 2017; JETTE;
LEES-MILLER, 2015).
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Figura 5: Esquema da RDD.

As proteinas envolvidas na RDD podem ser classificadas em sensoras, mediadoras, transdutores e efetores.
As sensoras detectam o dano ao DNA iniciando a cascata de sinalizacdo e conduzindo o sinal para as
transdutoras. A interacdo entre as mediadoras e transdutoras amplifica o sinal e facilita a ativagdo das
efetoras culminando no arresto do ciclo celular, ativagdo transcricional de genes, reparo do DNA,
senescéncia e apoptose.

1.2.1. Sinalizacdo por ATR - estresse de replicacéo

A via de sinalizagdo por ATR ¢ ativada mediante o reconhecimento de regides de
DNA de fita simples ligado ao complexo RPA (ssDNA-RPA). Essa estrutura é gerada
pelo estresse de replicagdo, que ocorre devido ao desacoplamento entre a DNA helicase
e polimerase na forquilha de replicacdo, e durante a ressec¢do dos segmentos de DNA
que sofreram DSBs. O recrutamento de ATR ocorre através da ligacdo de sua proteina de
interacdo ATR-interacting protein (ATRIP) a RPA-ssDNA (ZOU; ELLEDGE, 2003). Em
seguida, RPA-ssDNA também recruta o complexo RAD17/RFC, responsavel pelo
posicionamento do complexo RAD9-RAD1-HUS1 (9-1-1) na regido de jungdo entre
DNA de dupla fita (double-strand DNA - dsDNA) e ssDNA (ZOU; LIU; ELLEDGE,
2003). O complexo 9-1-1 recruta TOPBP1 através da ligacdo entre a pSer387 (serina
fosforilada) da subunidade RAD9 e os dominios BRCTsl e 2 de TOPBP1 (RAPPAS;
OLIVER; PEARL, 2011). Posteriormente, TOPBP1 interage com ATRIP e ATR
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promovendo a completa ativacdo de ATR, que fosforila proteinas efetoras responsaveis
por ativar as respostas necessarias para corre¢do do dano. (KUMAGAI et al., 2006;
MORDES et al., 2008) (figura 4). A fosforilagéo da quinase CHK1 por ATR acarreta a
degradacdo de CDC25A, culminando na inibicdo da atividade de CDK e,
consequentemente, no arresto do ciclo celular, permitindo que o dano seja reparado
(figura 6).

Blogueio da replicagdo
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1 TOPBP1
RAD17
G
K ATR
[ @ ~TorsP1
CHK1

Reparodo Arrestodo  Apoptose Senescéncia
DNA ciclo celular

Figura 6: Sinalizacdo de ATR ap0ds ssSDNA.

A cascata se inicia com o recrutamento de ATR (através da interagdo com ATRIP) e do complexo RAD17-
RFC, para a regido de ssDNA, através de RPA. Em seguida, o complexo 9-1-1 é posicionado na regido de
juncdo ssDNA/dsDNA pelo complexo RAD17-RFC. A ligacdo entre RAD9 e TOPBP1 favorece a interagédo
entre ATR, ATRIP e TOPBP1 promovendo a completa ativacdo de ATR, que fosforila proteinas efetoras
culminando na resposta apropriada para correcdo do dano.
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1.2.2. Reparo de quebras na dupla fita do DNA (do inglés: double-strand break -
DSB)

DSBs sdo lesbes potencialmente danosas que podem acarretar perda de
informacdo genética, instabilidade genémica e ativar mecanismos de apoptose (I'YAMA,;
WILSON, 2013). As DSBs podem ser geradas devido a acdo das espécies reativas de
oxigénio (EROs), da radiacdo ionizante, como consequéncia de falhas durante a
replicacdo e naturalmente durante a meiose e a recombinagdo V(D)J (processo de
recombinacdo genética que ocorre durante a maturacéo de células B e T) (CHANG et al.,
2017; MLADENOQV etal., 2016). A sinalizacdo de quebras na dupla fita envolve ativacédo
da quinase transdutora de sinal ATM e a escolha entre o reparo recombinacdo homologa
(HR) ou por jun¢do ndo homologa de pontas (NHEJ) (RODGERS; MCVEY, 2016).

1.2.2.1. Sinalizacdo de DSB - ATM

A sinalizacdo de DSBs (figura 7) se inicia com a detecgéo da quebra e ativagéo de
ATM pelo complexo MRN, composto por RAD50, NBN e MRE11 (OH; SYMINGTON,
2018; ZANNINI; DELIA; BUSCEMI, 2014). ATM ativada promove a fosforilacdo de
CHK2 e p53, regulando o ciclo celular, senescéncia e apoptose (CICCIA; ELLEDGE,
2010). ATM também fosforila uma variedade de proteinas envolvidas na cascata de
sinalizacdo de DSBs, incluindo as histonas adjacentes H2A/H2AX, gerando gamma-H2A
(YH2A) e gamma-H2AX (YH2AX), contribuindo para formagéo de foco (BLACKFORD;
JACKSON, 2017; CHATTERJEE; WALKER, 2017; LAVIN etal., 2015). A fosforilacéo
de H2AX/H2A na serina 139 permite o reconhecimento e ligagédo de mediator of DNA
damage checkpoint 1 (MDC1), que promove a amplificacdo da cascata de sinalizacdo de
ATM e recruta as E3 ubiquitina ligases RNF8 e RNF168, responsaveis por catalisar a
poliubiquitinagdo de H2AX/H2A (COSTER; GOLDBERG, 2010; DOIL et al., 2009;
HUEN et al., 2007). A ubiquitinacdo de H2AX/H2A é importante para o recrutamento do
complexo BRCA1-A (formado pelo heterodimero BRCAL-BARD1 associado as
proteinas, RAP80, ABRAXAS, BRCC3, BRE, BABAML1) e de TP53BP1 (STEWART
etal., 2009; WANG; ELLEDGE, 2007). A escolha entre HR e NHEJ depende da fase do
ciclo celular (CECCALDI; RONDINELLI; D’ANDREA, 2016). Nas fases S e G2, CtIP
se associa a BRCA1 e ao complexo MRN estimulando a resseccdo dos terminais,
promovendo HR (ESCRIBANO-DIAZ et al., 2013; SARTORI et al., 2007), enquanto em
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G1 a interacdo entre TP53BP1, RIF1 e PAXIPL inibe a resseccdo favorecendo a NHEJ
(PANIER; BOULTON, 2014).

quebra na dupla fita (DSB)
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Figura 7: Sinalizagéo de DSBs.

A cascata se inicia com o reconhecimento da DSB pelo complexo MRN, ativando ATM, fosforilando
CHK2 e p53 acarretando o controle do ciclo celular, senescéncia e apoptose. ATM também fosforila
MDC1, responsavel por recrutar RNF8 e RNF168, que catalisam a poliubiquitinagdo de H2AX/H2A,
importante para o recrutamento do complexo BRCA1-A e de TP53BP1. Nas fases S e G2, CtIP se associa
a BRCAL1 e ao complexo MRN estimulando a resseccdo dos terminais, promovendo HR, enquanto em G1
a interacdo entre TP53BP1, RIF1 e PAXIP1 inibe a ressec¢do favorecendo a NHEJ.
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1.2.2.2. Reparo por recombinagdo homodloga (do inglés: Homologous
recombination - HR)

A HR estéa diretamente envolvida na manutencéo da integridade do genoma, sendo
responsavel por reparar DSBs que ocorrem em virtude do colapso da forquilha de
replicacdo. A HR utiliza a regido homologa da cromatide irmd como molde para o reparo,
conferindo maior acuracia ao processo, evitando erros e perdas (WRIGHT; SHAH;
HEYER, 2018). Dessa forma, HR ocorre durante as fases S e G2 do ciclo celular, etapas
onde o cromossomo homologo se encontra disponivel para servir como molde
(RODGERS; MCVEY, 2016).

A primeira etapa de HR (figura 8) consiste na ressec¢do das extremidades de DSB,
que € iniciada por CtIP em associacdo com BRCA1 e o complexo MRN (CHEN et al.,
2008; SARTORI et al., 2007). Posteriormente, a exonuclease EXOL1 ou a endonuclease
DNAZ2 promove uma extensa resseccdo das extremidades de DSB, em um processo
facilitado pelas helicases BLM ou WRN (NIMONKAR et al., 2008, 2011,
STURZENEGGER et al., 2014). Os segmentos de ssSDNA gerados séo estabilizados por
RPA, ativando a sinalizacdo de ATR (descrito em 1.2.1.) (IYAMA; WILSON, 2013).

O passo seguinte da via consiste na formacdo de filamentos capazes de invadir a
cromatide irmad. Dessa forma a proteina breast cancer 2, early onset (BRCA2) em
cooperagdo com PALB2, medeia a substituicdo de RPA por DNA repair protein RAD51
(RADS51) (BUISSON et al., 2010; DRAY et al., 2010). A proteina RAD51 desempenha
papel central em HR por formar os filamentos de nucleoproteinas necessarios para a
invasdo e a busca por regides homdlogas (HELLEDAY et al., 2007). Os filamentos sdo
estabilizados pelos pardlogos RAD51 (RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2 e
XRCC3) e invadem a cromatide-irma em cooperacao com RAD54 (GOYAL et al., 2018;
TAYLOR et al., 2015).

Apos a invasdo, as DNA polimerases replicativas (POL 9, €) ou de transcri¢ao
(POL n, k) estendem a fita de DNA gerando uma estrutura denominada D-loop, que pode
ser resolvida por trés vias: reparo de quebra na fita dupla (double-strand break repair -
DSBR), anelamento de fita dependente de sintese (synthesis-dependent strand annealing
- SDSA) ou replicacgdo induzida por quebra (break induced replication - BIR) (SEBESTA
etal., 2013).

Na DSBR o D-loop € processado através da formacdo de uma estrutura

intermediéria denominada jungdes Holliday, que pode ser dissolvida ou resolvida. A
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dissolucao ocorre por meio do complexo BTR formado por Bloom'’s syndrome helicase
(BLM), topoisomerase I1I o (TOP3A), RecQ Mediated Genome Instability 1 (RMI1) e 2
(RMI2), formando produtos sem crossing over, enquanto a resolucdo envolve as
nucleases SLX1-SLX4 e MUS81-EME1 ou GEN1 e pode gerar produtos com ou sem
crossing over (MATOS; WEST, 2014; WEST et al., 2016; WYATT et al., 2013).

Na SDSA, a fita invasora se dissocia da croméatide irm& e anela com a fita
complementar na outra extremidade da quebra, resultando em produtos sem crossing over
(Krejci et al., 2012). As helicases RTEL1 ou BLM participam desta via (BARBER et al.,
2008; URINGA et al., 2012).

Na sub via BIR, a forquilha de replicacdo € montada ap6s a formacéo do D-loop
e 0 braco inteiro do cromossomo € sintetizado (MALKOVA, 2018). A BIR foi bastante
estudada em leveduras, sendo realizada pela Pol 32 (ortélogo POLD3) e pelas helicases
ATP-dependent DNA helicase PIF1 (PIF1) e minichromosome maintenance complex
component 2-7 (MCM2-7) (SAKOFSKY; MALKOVA, 2017; WILSON et al., 2013).

As DSBs podem ser reparadas por uma via independente de RAD51, denominada
anelamento de fita simples (SSA). Na SSA os terminais complementares, gerados pela
extensa resseccdo de DSB, sdo anelados em um processo mediado por RAD52
(BHARGAVA; ONYANGO; STARK, 2016; GRIMME et al., 2010).
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A HR se inicia com a resseccdo das extremidades de DSB por CtIP em associacdo com BRCAL e o
complexo MRN. Em seguida, a EXO1 ou DNA2 promove uma extensa ressec¢do, em um processo
facilitado por BLM ou WRN. Posteriormente, com auxilio de BRCA2 e PALB2, RAD51 forma o0s
filamentos de nucleoproteinas, os quais sdo estabilizados pelos paradlogos de RAD51 e invadem a
cromatide-irma em cooperagdo com RAD54. A sintese da fita de DNA ¢é catalisada por POL 8, ¢, 1 ou x,
gerando uma estrutura denominada D-loop, que pode ser resolvida pelas vias de reparo de quebra na fita
dupla (DSBR), anelamento de fita dependente de sintese (SDSA) ou replicacdo induzida por quebra (BIR).
As DSBs podem ser reparadas por uma via independente de RAD51, denominada anelamento de fita
simples (SSA).

1.2.2.3. Reparo por juncdo ndo homdloga de pontas (do inglés: non-homologous
end joining - NHEJ)

A NHEJ é a principal via de reparo de quebra de dupla fita em eucariotos, sendo
predominante na fase G1 do ciclo celular (CHANG et al., 2017). Desempenha um papel

importante na recombinagdo V(D)J durante o desenvolvimento dos linfdcitos, além de
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participar da manutencdo da integridade do genoma (IYAMA; WILSON, 2013;
PANNUNZIO; WATANABE; LIEBER, 2018).

A primeira etapa de NHEJ (figura 9) consiste na ligacdo do complexo Ku,
formado por x-ray repair cross-complementing 6 (KU70) e x-ray repair cross-
complementing 5 (KU80), a DSB, prevenindo a resseccao das extremidades. O complexo
Ku também recruta a quinase DNA-dependent protein kinase catalytic subunit (DNA-
PKcs) formando um complexo multiproteico, denominado DNA-PK, responsavel por
alinhar e aproximar as extremidades da DSB (DAVIS; CHEN; CHEN, 2014; SUN et al.,
2012).

Em seguida, quando os terminais ndo sdo complementares, a DNAPK(cs fosforila
a endonuclease ARTEMIS, responsavel por processar as extremidades para encontrar
nucleotideos coesivos (MOSCARIELLO et al., 2015). Embora ARTEMIS seja a
principal endonuclease envolvida em NHEJ, outras proteinas podem participar, em menor
escala, da remocdo de nucleotideos das extremidades de DSBs, como PNKP-like factor
(APLF), polynucleotide kinase/phosphatase (PNKP), aprataxin (APTX), tyrosyl DNA
phosphodiesterase 1 (TDP1) e tyrosyl DNA phosphodiesterase 2 (TDP2) (CHANG et al.,
2017; GOMEZ-HERREROS et al., 2013; HEO et al., 2015). APLF também desempenha
um importante papel em NHEJ, uma vez que a interagdo com o complexo Ku, facilita o
recrutamento de XRCC4-LIG4 (X-ray repair cross-complementing protein 4 - DNA
ligase 4) e non-homologous end-joining factor 1 (XLF) (GRUNDY et al., 2013). Além
disso, APLF também promove a retencdo deste complexo na cromatina acelerando a etapa
de ligacdo do DNA (ILES et al., 2007; RULTEN et al., 2011).

O processamento das extremidades de DSB continua com as polimerases da
familia X, que sdo responsaveis por adicionar nucleotideos necessarios para restauracdo
da dupla fita. POL p e POL A sdo membros desta familia, e ambos podem incorporar
nucleotideos de maneira independente e dependente de um molde (CHANG et al., 2017).
Outro membro da familia Pol X, deoxynucleotidyl transferase (TDT), também participa
de NHEJ, sendo expressa principalmente em linfocitos imaturos, desempenhando
importante papel na recombinagéo V(D)J (FRIT et al., 2019).

Na ultima etapa de NHEJ, o complexo XRCC4-LIG4 interage com XLF para
catalisar a ligacdo das extremidades, finalizando o reparo (FATTAH et al., 2010;
PANNUNZIO; WATANABE; LIEBER, 2018).
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Figura 9: Juncdo ndo homologa de pontas (NHEJ).

A NHEJ se inicia com a deteccdo da DSB pelo complexo KU (KU80 e KU70), que recruta a quinase DNA-
PKcs responsavel por alinhar e aproximar as extremidades da DSB. Em seguida, a DNA-PKcs fosforila
ARTEMIS, endonuclease envolvida no processamento das extremidades para encontrar nucleotideos
coesivos. As polimerases da familia X (POL p e POL L) também participam desse processo. Na ultima
etapa da via as extremidades séo reconectadas pelo complexo formado por Lig4, XRCC4 e XLF.
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1.2.3. Reparo por erro de pareamento (do inglés: mismatch repair - MMR)

A MMR ¢ responsavel por reconhecer e reparar bases mal pareadas e loops
causados por insercdes e delecdes, que ocorrem durante a replicacdo e escapam da
deteccdo pela DNA polimerase (LIU; KEWNZERS; RASMUSSEN, 2017).

A MMR (figura 10) é uma via bastante conservada, sendo orquestrada, em
procariotos pelas proteinas MutS e MutL. O homodimero MutS reconhece o par de base
mal pareado, enquanto o homodimero MutL é recrutado para o local da lesdo formando
um complexo com MutS, sinalizando para o inicio da excisdo do dano (GROOTHUIZEN,;
SIXMA, 2016). Em eucariotos, homdélogos de MutS foramam os heterodimeros
funcionais MutSa (MSH2-MSH6) e¢ MutSp (MSH2-MSH3) (FRIEDHOFF; LI;
GOTTHARDT, 2016). Bases mal pareadas, e inser¢oes ou delecGes de até duas bases sdo
reconhecidos por MutSa, enquanto as inser¢des e dele¢des que contém mais de duas bases
sdo detectados por MutSP. Os homologos de MutL formam trés heterodimeros
funcionais, sendo eles: MutLa (MLH1-PMS2), MutLp (MLH1-MLH3) e MutLy (MLH1-
PMS1), entretanto MutLa. ¢é o principal envolvido em MMR (ERIE; WENINGER, 2014;
WESSBECHE; BRIEGER, 2018).

Para que o reparo prossiga com sucesso, antes de iniciar a excisao a maquinaria
de MMR precisa detectar a fita recém-sintetizada. Em eucariotos, a fita lider é
reconhecida pela ligacdo de PCNA, que direciona a MutLa para o local onde a incisao
deve ocorrer, enquanto os fragmentos de Okazaki servem como marcadores da fita
retardataria (ERIE; WENINGER, 2014; NICK MCELHINNY; KISSLING; KUNKEL,
2010; PLUCIENNIK et al., 2010). Em seguida, 0 mau pareamento é removido através da
excisdo na fita, acdo orquestrada pela EXOI em cooperacdo com PCNA. A excisdo do
pareamento erroneo por EXOL1 cria um gap de ssDNA que é imediatamente protegido por
RPA (LIBERTI et al., 2011). A sintese de uma nova sequéncia nucleotidica é realizada
pela DNA polimerase 6 (POLJ) e a incorporagdo da nova sequéncia a fita de DNA ¢
realizada pela DNA ligase 1 (LIG1l) (LIU; KENZERS; RASMUSSEN, 2017,
WESSBECHE; BRIEGER, 2018).



34

mal pareamento
5 \ 5
3 .
\abertura
MutSa |MSH2 |MSH6

° MutS B

..............

ML LREe
complexos MutL = MutLB
MutLy

RIS

7 \
e MU RFc PCNA
l EXO1
5' o]] I 3‘
3' | H: ]:sl
t
EXO1
POb} | [RPA’
RPA
rd
5 _l .
3 o Is
t
POLS
LG
5 )
3 5

Figura 10: Via de reparo por erro de pareamento (MMR).

A MMR se inicia com a deteccdo do mal pareamento através dos heterodimeros MutS e MutL. Em seguida,
0 processamento consiste na remocgao do erro através da EXOI. A de sintese e substituicdo do fragmento
danificado ¢ realizada por POL §. Por tltimo, a LIG1 catalisa a ligagéo restaurando o DNA.
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1.2.4. Reparo por excisdo de base (do inglés: base excision repair - BER)

A BER ¢ responsavel por reparar lesdes nas bases nitrogenadas causadas por
oxidacgdo, alquilacdo, desaminacgdo, além de reparar sitios abasicos e quebras na fita
simples (BROOKS et al., 2013; MARKKANEN, 2017).

A BER (figura 11) se inicia com o reconhecimento e excisao da base danificada
por uma DNA glicosilase, enzima que catalisa a clivagem de ligagdes N-glicosidicas e
que pode ser monofuncional ou bifuncional. As glicosilases monofuncionais realizam
apenas a remocdo da base levando a formagdo de um sitio abasico, enquanto as
glicosilases bifuncionais possuem também atividade de liase. Dessa forma, as glicosilases
bifuncionais clivam o DNA na posi¢do 3°, apds o sitio abasico, formando uma quebra na
fita simples (SSB) contendo, na extremidade 3°, um aldeido a,B-insaturado (3’-PUA) ou
um grupamento fosfato (3’-P) (SHAFIROVICH; GEACINTOV, 2017; WALLACE;
MURPHY; SWEASY, 2012).

As DNA glicosilases séo bastante especificas em relagdo ao seu substrato, sendo
seletivas em relagéo ao tipo de base danificada que reconhecem. Em humanos existem
onze glicosilases: uracil DNA N-glycosylase (UNG), thymine DNA glycosylase (TDG),
single-strand-selective monofunctional uracil DNA glycosylase (SMUG), methyl-CpG-
binding domain 4 (MBD4), 3-methylpurine glycosylase (MPG), 8-oxoguanine DNA
glycosylase (OGG), MutY homolog DNA glycosylase (MUTY), endonuclease Il1-like
(NTH), endonuclease VIlI-like 1 (NEIL1), endonuclease VIlI-like 2 (NEIL2) e
endonuclease VIII-3 (NEIL3). As glicosilases UNG, SMUG, TDG, e MBD4 séo
monofuncionais e membros da superfamilia uracil DNA glicosidases (UDG)
(DIZDAROGLU; COSKUN; JARUGA, 2017; KIM; WILSON, 2012). UNG e SMUG
catalisam a exciséo de uracil oriundo da desaminagdo da cistina, enquanto TDG e MBD4
removem derivados de pirimidina mal pareados (JACOBS; SCHAR, 2012). A MPG ¢
uma glicosilase monofuncional responsavel pela deteccéo e remocéo de bases alquiladas
(JACOBS; SCHAR, 2012). As glicosilases OGG, MUTY, NTH, NEIL1, NEIL2 e NEIL3
sdo responsaveis por remover danos oxidativos. MUTY é monofuncional e catalisa a
excisdo de adenina pareada com guanina, citosina ou 7,8-dihidro-8-oxoguanina (8-o0xoG),
uma importante lesdo oxidativa formada através da oxidacéo da guanina (WHITAKER
etal., 2017). OGG é bifuncional e responsavel pela exciséo de 8-oxoG (BA; BOLDOGH,
2018). NTH, NEIL1, NEIL2 e NEIL3 catalisam a remoc¢do de danos causados pela
oxidacgéo de pirimidinas (SHAFIROVICH; GEACINTOV, 2017).
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O préximo passo de BER consiste na acdo da AP endonuclease (APE), que cliva
o DNA na posi¢do 5’ imediatamente apds o sitio abasico, formando os terminais 5’
desoxirribose fosfato (5°-dRP) e 3°-hidroxila (3’-OH). Quando a base é removida por uma
glicosilase bifuncional, APE e polynucleotide kinase 3’-phosphatase (PNKP) sdo
responsaveis por substituir 3’-PUA e 3’-P por uma hidroxila (3°-OH), respectivamente
(CARTER; PARSONS, 2016).

Apos a deteccédo, remogdo da base danificada e processamento das extremidades,
a BER pode continuar por duas vias: a via curta (SP-BER) e a via longa (LP-BER).

Na via curta a DNA polimerase B (POL ) remove o 5’-dRP e preenche o gap
inserindo um novo nucleotideo. O reparo € finalizado pelo complexo X-ray repair cross-
complementing protein 1 - DNA ligase 3 (XRCC1-LIG3), que catalisa a ligacdo das
extremidades (WALLACE, 2014).

A BER procede pela via longa quando o grupamento da extremidade 5’ ndo for
substrato para Pol . Nessa via, em torno de 2 a 10 nucleotideos sdo deslocados da
extremidade 3’°, e em seguida removidos pela flap endonuclease 1 (FEN1). Uma nova
cadeia nucleotidica ¢ sintetizada, geralmente pela Pol 8, € ou B em cooperagdo com
PCNA, e incorporada a fita pela DNA ligase 1 (LIG1) (MARKKANEN, 2017). A via
longa também é preferencial em situagdes de baixa concentracdo de ATP e durante a fase
S do ciclo celular (IYAMA; WILSON, 2013).

1.2.4.1. Reparo de quebra na fita simples (do inglés: single-strand break - SSB)

As SSBs podem ocorrer devido a diversos fatores, como por exemplo a acéo de
EROs, como intermediarios da maioria das vias de reparo, incluindo BER e através da
parada abrupta da topoisomerase 1 (TOP1) (IYAMA; WILSON, 2013).

Devido a variedade de mecanismos que podem gerar SSB, a composi¢do quimica
das extremidades 3’ e 5’ pode ser bastante diversa. As enzimas APE, PNPK (ambas ja
citadas), TDP1 e APTX sdo responsaveis pelo processamento das extremidades para gerar
os terminais 3’ e 5° apropriados (CALDECOTT, 2008).

A enzima TDP1 esta envolvida no processamento de SSB gerada através da parada
abrupta de TOP1. A TOP1 atua na remoc¢do de DNA supercoiling que ocorre durante a
replicacéo, criando uma incisdo através da formacao de um intermediario reversivel com
0 DNA, denominado complexo de clivagem (TOP1cc). Porém, em certas condices,
como a colisdo com RNA ou DNA polimerases ou a proximidade com outros tipos de
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lesbes no DNA, podem converter TOP1cc em um intermediario irreversivel, no qual a
TOP1cc permanece covalentemente ligada ao terminal 3’ da SSB (ABBOTTS; WILSON,
2017). A enzima TDP1 catalisa a hidrolise da ligacdo fosfodiéster entre a extremidade 3’
e TOP1, removendo TOPlcc e gerando um 3’-P. Em seguida, PNPK converte os
terminais 3’-P ¢ 5’-OH em 5°-P e 3°-OH (MURAI et al., 2012).

A enzima APTX ¢ responsavel por remover o grupamento 5’-adenilato (5’-AMP),
resultante de um processo de ligacdo malsucedido, que ocorre durante o reparo do DNA
(AHEL et al., 2006). O 5’-AMP é um intermediario gerado, pela DNA ligase que, em
condic¢des normais, € removido durante a formacdo da ligacdo fosfodiéster. Entretanto,
quando a DNA ligase encontra um grupamento “nao ligdvel” no terminal 3°, o processo
é interrompido deixando o grupo AMP covalentemente ligado a extremidade 5’
(SCHELLENBERG; TUMBALE; WILLIAMS, 2015). Devido a sua atividade de
deadenilacdo, a ATPX converte o grupamento 5’-AMP em 5°-P, formando terminais que
podem ser facilmente ligados (AHEL et al., 2006).
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Figura 11: Via de reparo por excisdo de base (BER) e reparo de quebras na fita simples (SSB).

A BER tem inicio com o reconhecimento e excisdo da base alterada, realizada por glicosidades, que podem
ser mono ou bifuncionais. A préxima etapa consiste no processamento das extremidades pela endonuclease
APE. A BER pode ocorrer através da via curta ou da via longa. Na via curta a sintese é orquestrada pela
POL B e a ligagdo ¢ catalisada pelo complexo XRCC1 e LIG3. Na via longa um fragmento de nucleotideos
¢ deslocado da exterminade 3’ e removido por FENI. POL B, § ou ¢ sintetizam uma nova cadeia
nucleotidica enquanto LIG1 catalisa a ligacao.

1. Reparo por excisdo de nucleotideo (do inglés: nucleotide excision repair - NER)

A NER é responsavel por reparar lesdes volumosas, que distorcem a dupla hélice
do DNA, grande parte ocasionadas por agentes ambientais (FAGBEMI; ORELLI,
SCHARER, 2011). Alguns exemplos de danos exdgenos reparados por NER sdo o0s
dimeros de pirimidina ciclobutano (CPD) e o fotoproduto (6-4) pirimidina-pirimidona (6-
4PPs) gerados pela radiacdo ultravioleta (UV) (IYAMA; WILSON, 2013); e os adutos
formados pela ligacdo de compostos quimicos ao DNA, como benzopireno, cisplatina e
aflatoxina (SPIVAK, 2015). A NER também repara danos enddgenos, como por exemplo
as ciclopurinas, lesdo oxidativa gerada através da acdo de EROs (MARTEIJN et al.,
2014).

A primeira etapa de NER (figura 12) consiste no reconhecimento do dano, que
pode ocorrer por duas sub vias distintas: reparo do genoma global (global genomic repair
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- GG-NER) e o reparo acoplado a transcri¢do (transcription-coupled repair - TC-NER).
O local onde ocorreu a lesdo determina qual sub via seré utilizada, se o dano estiver em
uma regido que estd sendo transcrita a TCR sera ativada, caso esteja localizado em um
dominio inativo o reparo ira acontecer via GGR (MU et al., 2018).

Na GG-NER o reconhecimento do dano se inicia pela ligacao, a fita oposta a leséo,
do complexo XPC, formado pela proteina sensora xeroderma pigmentosum group C
(XPC), e as proteinas UV excision repair protein RAD23 homolog B (RAD23B) e centrin-
2 (CETN2) (MARTEIJN etal., 2014). Um segundo complexo, UV-DDB (XPE), formado
pelas proteinas DNA damage-binding protein 1 (DDB1), DNA damage-binding protein 2
(DDB2), cullin 4 (CUL4A ou CUL4B) e RING-box protein 1 (RBX1), também se liga a
fita oposta, sendo importante para reter as proteinas ao redor do dano (OH et al., 2011).

Na TC-NER a distorcéo na dupla hélice bloqueia a elongacdo da RNA polimerase,
servindo como um sinal para o recrutamento das proteinas CSA e CSB (IYAMA;
WILSON, 2013; MARTEIIN et al., 2014).

Apb6s o reconhecimento da lesdo, as duas sub vias, necessitam da mesma
maquinaria enzimatica. Dessa forma, 0 passo seguinte consiste no recrutamento do
complexo TFIIH (JEPPESEN; BOHR; STEVNSNER, 2011). Este complexo de dez
subunidades é composto por um ndcleo contendo xeroderma pigmentosum
complementation group B (XPB), xeroderma pigmentosum complementation group D
(XPD), general transcription factor 11H subunit 5 (TTDA), general transcription factor
I1H subunit 1 (TFIIHL1), subunit 2 (TFIIH2), subunit 3 (TFIIH3) e subunit 4 (TFIIH4),
associado ao subcomplexo Cdk-activating-kinase (CAK), o qual é composto por cyclin-
dependent kinase 7 (CDKT7), cyclin H (CCNH) e CDK-activating kinase assembly factor
(MNATL1) (COMPE; EGLY, 2016; FUSS; TAINER, 2011). As subunidades XPB e XPD
sdo helicases responsaveis pela abertura da dupla fita de DNA em torno da leséo,
facilitando o recrutamento de replication factor A (RPA) e xeroderma pigmentosum
group A (XPA) (CAMBINDO BOTTO; MUNOZ; MUNOZ, 2018). RPA se liga a fita
oposta a lesdo para evitar a juncdo das fitas e protegé-la de nucleases, enquanto XPA
desempenha funcdo de verificacdo do dano, alem de promover a liberacdo do complexo
CAK, facilitando a formacdo do complexo de pré-incisdo (DIDERICH; ALANAZI;
HOEIJIMAKERS, 2011; IYAMA; WILSON, 2013; MARTEIJN et al., 2014).

O proximo passo consiste na excisdo do dano catalisada pelas endonucleases
XPF-ERCC1 e xeroderma pigmentosum group G (XPG). O heterodimero XPF-ERCC1,
formado pelas proteinas xeroderma pigmentosum group F (XPF) e excision repair cross-
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complementation group 1 (ERCCI1), cliva a fita na posi¢do 5°, enquanto XPG possui
atividade 3° (MU et al., 2018). O gap de, aproximadamente, 30 nucleotideos é preenchido
pela agdo de uma DNA polimerase (Pol §, € ou k) em cooperagdo com proliferating cell
nuclear antigen (PCNA) e replication factor C (RFC) (OGI et al., 2010), e a ligacédo é
catalisada por LIG1 ou pelo complexo XRCC1-LIG3 (SPIVAK, 2015).
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Figura 12: Via de reparo por excisdo de nucleotideo (NER).

A deteccdo do dano em NER pode ocorrer através do reparo do genoma global (GG-NER) ou acoplado a
transcri¢do (TC-NER). Na GG-NER o complexo XPC e UV-DDB estéo envolvidos no reconhecimento da
lesdo, enquanto na TC-NER essa funcéo cabe as proteinas CSA e CSB. Apds a deteccdo o complexo TFIIH
é recrutado, sendo as subunidades XPB e XPD helicases que abrem o DNA em torno da lesdo permitindo
a incisdo por XPG e XPF/ERCC1, removendo o oligonucleotideo danificado. A sintese de um novo
fragmento nucleotidico é catalisada por POL §, € ou x, ¢ o reparo ¢ finalizado através da ligagdo das
extremidades pela LIG1.
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1.3.Vias de reparo em insetos

A RDD tem sido bastante estudada em organismos modelo, como a Drosophila
melanogaster, porém pouco se sabe sobre essas vias em mosquitos (OVERCASH et al.,
2015).

Em D. melanogaster ort6logos de diversas proteinas envolvidas na RDD j& foram
identificados e estudados. Madigan et al. demonstrou, em experimentos utilizando cultura
de células e larvas de D. melanogaster, que a variante H2Av é fosforilada em Ser137 apds
tratamento com radiagdo gama, sendo ort6logo funcional de H2AX (MADIGAN, 2002).
O gene spindle-A (spn-A) codifica o ortélogo de RAD51 assumindo papel central e crucial
em HR. Fémeas com mutacGes em spn-A sdo inférteis devido a defeitos no reparo de
DSBs durante a oogénese, gerando ovos aberrantes (SEKELSKY, 2017; STAEVA-
VIEIRA; YOO; LEHMANN, 2003). A LIG4, envolvida na NHEJ também foi
identificada e estudada em D. melanogaster, tendo sido demonstrado que sua delecdo
gera moscas viaveis, porém hipersensiveis a radiacdo ionizante (GORSKI et al., 2003;
SEKELSKY, 2017). Proteinas de MMR, BER e NER também sdo encontradas em D.
melanogaster.

Além de D. melanogaster, estudos envolvendo genes relacionados a RDD
foram realizados em outros insetos. Em embrides de Bombyx mori, foi demonstrado que
o silenciamento de KU70 acarretou no aumento da frequéncia de HR (MA et al., 2014).
Além disso, proteinas de RDD foram identificadas, atraves de um estudo evolutivo, em
Apis mellifera e Tribolium castaneum, além de D. melanogaster. Este trabalho identificou
uma gama de proteinas cruciais para a RDD nestes insetos, como: RAD51, RAD50, LIG4
e XPC (ARCAS et al., 2014).

Em A. aegypti, um estudo realizou o silenciamento de KU70 e L1G4 e demonstrou
que, apesar da deplecdo de KU70 ter reduzido a frequéncia de NHEJ e aumentado a de
SSA, o efeito foi contrario para LIG4, acarretando em aumento da atividade de NHEJ e
SSA (BASU et al., 2015). O trabalho em questdo foi conduzido com objetivo de aumentar
a taxa de HR para melhor aplicabilidade de técnicas de edi¢cdo gendomica.

De fato, o crescente interesse em gerar mosquitos transgénicos que sejam
incapazes de propagar doencas exige amplo conhecimento das vias de reparo de DSB.
Diversos métodos de engenharia gendmica ja foram aplicados em A. aegypti, como por
exemplo ZFNs (nucleases de dedo de zinco - zinc finger nucleases), HEs (nucleases

teleguiadas - homing endonucleases), TALENSs (nucleases com efetores do tipo ativador
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transcricional - transcription activator-like effector nucleases) e CRISPR-Cas9
(repeticOes palindrémicas curtas regularmente espacadas - clustered regularly
interspaced palindromic repeats) (ARYAN et al., 2013a; ARYAN; MYLES;
ADELMAN, 2014; DEGENNARO et al., 2013; KISTLER; VOSSHALL; MATTHEWS,
2015; MA et al., 2014; MCMENIMAN et al., 2014). Essas técnicas permitem a edicdo
do genoma através da introducdo de DSBs que, posteriormente, serdo reparadas pelos
mecanismos de reparo de DSB. Dessa forma, as vias de reparo HR e NHEJ sdo
empregadas na manipulacdo gendmica e, devido as suas peculiaridades, possuem
consequéncias diferentes nesse processo. Como discutido anteriormente, a NHEJ €
propensa a erros, e pode resultar na introdugédo de pequenas inser¢des ou delecdes (indels)
na regido da quebra, sendo eficiente no nocaute de genes. Em contrapartida, a HR utiliza
a regido homologa da cromatide irma como molde, conferindo maior acuracia ao reparo,
sendo empregada na adicao de transgenes através de um modelo e na correcdo de genes
contendo mutagdes (CHANDRASEGARAN; CARROLL, 2016; GILLES; AVEROF,
2014).

O estudo da RDD em A. aegypti pode auxiliar na implementacdo das técnicas de
manipulacdo genémica, garantindo o sucesso na producdo de mosquitos geneticamente
modificados. Além disso o conhecimento da RDD, assim como o de sua regulacéo frente
a diversos estimulos, é de suma importancia para entender a fisiologia e as adaptagdes

relacionadas ao meio ambiente e a hematofagia.

2. OBJETIVO GERAL

Analisar a expressao dos genes das vias de reparo do DNA em larvas de Aedes

aegypti, submetidas ao tratamento com paraquat.

2.1.0bjetivos especificos

o Identificar proteinas relacionadas a resposta ao dano ao DNA codificadas
na predicdo génica versdo 5.1 de A. aegypti.

o Analisar os dados de sequenciamento, gerar indices de expressao génica e
identificar os genes diferencialmente expressos.

o Identificar, através dos indices de expressao, vias que estejam sendo

ativadas ou inibidas mediante aos estimulos de estresse oxidativo.
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o Avaliar o perfil de expressdo de genes relacionados a resposta ao dano
previamente identificados.

o Validar alteracOes de expresséao significativas por PCR quantitativo.

3. METODOLOGIA

3.1.1dentificacdo de proteinas relacionados ao reparo do DNA em A. aegypti

A metodologia de blast reciproco (ALTENHOFF; DESSIMOZ, 2009) foi
empregada para identificar e anotar, manualmente, ortélogos das proteinas de RRD na
versdo 5.1 da predicdo génica de A. aegypti. Para essa analise foi criado um banco de
dados, denominado DDR database, contendo proteinas de RRD de Homo sapiens,
Drosophila melanogaster e Apis mellifera. As proteinas de H. sapiens foram extraidas do
Reactome (banco de dados de vias bioldgicas - https://reactome.org/PathwayBrowser/),
das vias: base excision repair, nucleotide excision repair, mismatch repair, DNA double-
strand break response, HDR through homologous recombination (HRR) or single strand
annealing e nonhomologous end-joining (NHEJ). As proteinas de D. melanogaster e A.
mellifera foram obtidas da literatura (ARCAS et al., 2014). A figura 13 apresenta um
esquema da metodologia de blast reciproco.

No primeiro blastp as proteinas do banco de dados DDR database foram utilizadas
como queries e as proteinas da predicdo 5.1 de A. aegypti como subject. Os primeiros
cinco hits com e-value menor que 107" foram considerados na analise posterior. Os hits
foram comparados, através de blastp subsequentes, com os bancos de dados informativos
Gene Ontology (GO) proteins, lancamento 2018-08-04
(http://archive.geneontology.ora/); KEGG eukaryotes (KE) proteins, lancamento 2017-
06-05; Uniprot_Sprot (US), lancamento 2018 05 (http:/ftp.ebi.ac.uk); Conserved

Domain Database (CDD), verséo 3.16 (ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov). As proteinas de A.

aegypti foram consideradas ortologas se: a) Se a anotacdo dos dois primeiros hits (para
todos os bancos de dados) for igual a anotacdo do blast inicial; b) Se apresentar dominios
conservados semelhantes ao query inicial.

Os alinhamentos multiplos foram feitos no Clustal Omega web server
(CHOJNACKI et al., 2017) e o NetPhos 3.1 web prediction server (BLOM et al., 2004)
foi empregado para predigcdo de sitios de fosforilagdo. Em ambos os softwares foram

atribuidos os parametros padréo.


http://archive.geneontology.org/
http://ftp.ebi.ac.uk/
ftp://ftp.ncbi.nlm.nih.gov/
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Figura 13: Esquema da metodologia de blast reciproco.

As setas "A-E" representam as analises de blastp, sendo os “queries” as proteinas dos bancos de dados da
base da seta e 0s "subjects” as proteinas dos bancos de dados da ponta da seta. Os primeiros 5 hits, do blastp
inicial (blastp A), com e-value < 10-*® formaram o grupo hits. Os blastp reversos (blastp B-E) foram feitos
entre os hits e os bancos de dados informativos e considerados ortélogos se apresentarem e-value < 10°%5;
se a anotacao dos 2 primeiros hits for igual a anotacdo do blast inicial; e se apresentar dominios conservados
semelhantes ao query inicial.

3.2.Ecloséo dos ovos

Os ovos de A. aegypti linhagem Black Liverpool Black eye foram cedidos pelo
Professor Mario Alberto Cardoso Silva-Neto (in memoriam) do Laboratério de
Sinalizagdo Celular (LabSiCel), do Instituto de Bioquimica Médica Leopoldo de Meis,
da Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio de Janeiro.

Os mosquitos foram criados em insetario em ciclo claro/escuro de 12h,
temperatura a 28 °C, 80% de umidade relativa do ar, e mantidos em gaiolas com solucao
de sacarose 10%. As fémeas foram alimentadas naturalmente em veias da orelha de
coelhos, ou artificialmente com sangue de coelho heparinizado. Os cuidados com 0s
animais e os protocolos experimentais seguiram as diretrizes do Comité de avaliagéo do

uso de animais em pesquisa da UFRJ, CAUAP-UFRJ e do Guia NIH para o uso e cuidado
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de animais de laboratério (ISBN 0-309-05377-3). Os protocolos foram aprovados pelo
CAUAP-UFRJ (registro IBQMO067-05/16).

Para a ecloséo, um papel de filtro contendo ovos de A. aegypti foi colocado no
fundo de uma bandeja plastica (302 x 208 x 63mm) contendo, aproximadamente, 1 L de
agua mineral e 0,7 gramas de Racdo Pedigree. A bandeja foi mantida em estufa BOD
escura a 28 °C durante 3 dias, tempo necessario para que as larvas atinjam o estagio L3

de crescimento.

3.3.Extracdo e dosagem de RNA

Trés grupos de larvas foram tratados com 0,5 mM de paraquat (Sigma-Aldrich) por
6, 12 e 24h. O tratamento foi realizado em tubos Falcon de 15 mL contendo 1 mL de agua,
0,5 mM de paraquat e 5 larvas. Ap6s o periodo de tratamento as larvas foram transferidas
para um microtubo de 1,5 mL contendo 500 pul. de RNAlater (Sigma-Aldrich), mantidas na
geladeira durante 24h e em seguida armazenadas em RNAIlater a -20 °C até 0 momento da
extracdo. As larvas do grupo controle foram adicionadas ao RNAlater, imediatamente,
apos o grupo de 24h.

Para extragdo do RNA total foram utilizadas 15 larvas de cada grupo (controle,
6h, 12h e 24h). A extracdo foi realizada utilizando TRIzol (Ambion) seguindo o protocolo
padrdo do mesmo com pequenas alteraces, conforme descrito brevemente a seguir.
Primeiramente, todo RNAlater foi removido do microtubo. Em seguida as larvas foram
maceradas e homogeneizadas, em 200 uL de TRIzol, com auxilio de um macerador,
durante 2 minutos. Ap6s a maceracdo, 800 pL de TRIzol foram adicionados ao
homogenato, totalizando 1 mL de TRIzol por amostra. Subsequentemente, adicionou-se
200 pL de cloroférmio (Merck) as amostras, que foram agitadas vigorosamente, em
vortex, por 30 segundos e incubadas por 5 minutos em temperatura ambiente. Apés
incubacéo procedeu-se a centrifugagdo a 13.000 rpm por 15 minutos a 4°C, separando o
material em 3 fases: fase aquosa superior (RNA); interfase (cloroférmio, DNA e
proteinas) e fase inferior orgéanica (fenol). A fase aquosa, contendo o RNA, foi transferida
para microtubo de 1,5 mL e 700 uL de isopropanol (Merck) foram adicionados. Em
seguida, apds homogeneizacgéo e incubagédo por 10 minutos a temperatura ambiente, as
amostras foram centrifugadas a 12.000 rpm por 10 minutos a 4°C, para precipitar o RNA
total. Apos a centrifugagcdo o sobrenadante (isopropanol) foi descartado e o RNA foi
lavado com 1 mL de etanol (Merck) 75% gelado (-20°C). Em seguida, foi feita
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centrifugacdo a 11.000 rpm por 5 minutos a 4°C, o sobrenadante (etanol) foi descartado
e, apos secar em temperatura ambiente, 0 RNA foi ressuspendido em 20 pL de agua livre
de RNAse .

A quantificacdo foi feita atraves de espectrofometria e a integridade foi avaliada
através de gel de agarose 1% (TAKAHASHI; OGINO; BABA, 1969), utilizando GelRed
como corante fluorescente e padrdo peso de 1 kb.

As amostras de RNA total foram armazenadas em freezer -80°C até o momento

do envio para sequenciamento.

3.4.Sequenciamento

O RNA total extraido foi enviado para o Centro de sequenciamento Texas A&M
AgriLife Center for Bioinformatics and Genomic Systems Engineering em Austin, Texas,
nos Estados Unidos. As bibliotecas foram preparadas utilizando o TruSeq Stranded Total
RNA e sequenciadas em equipamento Illumina HiSeq 4000.

O preparo das bibliotecas envolveu a purificacdo do mRNA através do uso de
oligonucleotideos poli-T aderido a esferas magnéticas, que se ligam a cauda poli-A do
mRNA. Em seguida, 0 mRNA purificado foi fragmentado em pequenos pedagos por
intermédio de cations divalentes sob temperatura elevada (figura 14A). A primeira fita do
cDNA foi sintetizada pela transcriptase reversa e random primers (figura 14B) e,
subsequentemente, a sintese da segunda fita foi realizada pela polimerase | e RNase H
(figura 14C). A incorporagdo de dUTP ao invés de dTTP extingue a segunda cadeia
durante a amplificacdo, uma vez que a polimerase | ndo é capaz de incorporar este
nucleotideo. Posteriormente, para evitar a ligacdo de fragmentos contundentes durante o
processo de adicdo dos adaptadores, uma Unica adenina (A) foi adicionada as
extremidades 3’ do cDNA. Além disso, os adaptadores contém a timina (T)
correspondente na extremidade 3’ (figura 14D e 14E), dessa forma, a adenilagdo também
auxilia na ligagdo do cDNA aos adaptadores. Por fim, os produtos foram purificados e
amplificados por PCR para gerar as bibliotecas de cDNA (figura 14F e 14G).

A imobilizacdo das bibliotecas ocorreu através dos adaptadores que possuiam
sequéncias complementares aos oligonucleotideos presentes na lamina de
sequenciamento. A clusterizacdo através da amplificacdo em ponte, gerou os clusters, que
foram sequenciados por sintese. Este método utiliza nucleotideos marcados, que séo

incorporados durante a sintese e emitem um sinal fluorescente mediante excitacao a laser.
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50 ciclos de sintese foram feitos para gerar reads com 50 pb (pares de base). Um esquema

da metodologia de sequenciamento Illumina é apresentada na figura 15.

E
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Figura 14: Esquema do preparo das bibliotecas de cDNA.

(A) Purificacdo e fragmentacdo do mRNA. (B) Sintese de primeira fita do cDNA. (C) Sintese da segunda
fita do cDNA. (D) Adenilagdo da extremidade 3°. (E) Ligacdo dos adaptadores. (F) Amplificagdo por PCR.
(G) Biblioteca final. Adaptado de TruSeq Stranded mRNA - Reference Guide.
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Figura 15: Esquema do sequenciamento Illumina.
Adaptado de An introduction to Next-Generation Sequencing Technology.

3.5.Anélise bioinformética dos transcriptomas

As analises de transcriptémica foram conduzidas em servidor supermicro com 256

GB de memoria, 6 TB de HB e sistema operacional Linux Debian 8.

3.5.1 Controle de qualidade e limpeza

As bibliotecas foram submetidas a uma etapa de controle de qualidade atraves do
software FastQC versdo 0.11.5 (ANDREWS, 2010), utilizando os parametros padréo do
programa, e uma lista de possiveis contaminantes Illumina para verificar a presenca de

adaptadores. O programa FastQC avalia diversos parametros de qualidade, como por
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exemplo o nimero total e tamanho dos reads, %CG, qualidade dos reads por base, reads
duplicados e super-representados.

Em seguida, a etapa de limpeza, importante para remoc¢do de reads de baixa
qualidade e adaptadores, foi realizada através do programa Cutadapt versdao 1.16
(MARTIN, 2011), utilizando como parametros overlap de 1 e erro de até 20%. Os read
com qualidade (Phred score) inferior a 35 e tamanho menor que 40 pb também foram
removidos. O FastQC (ANDREWS, 2010) foi novamente utilizado para avaliar a
qualidade apos a limpeza com Cutadapt (MARTIN, 2011).

3.5.2. Mapeamento dos reads

O programa Bowtie2 versdo 2.2.6 (LANGMEAD; SALZBERG, 2012), foi
utilizado para mapear os reads contra as regides codificantes dos genes preditos (CDS),
versdo 5.1, obtida no VectorBase (https://www.vectorbase.org/). Primeiramente, foram
criados os indices para as CDS utilizando o comando bowtie2-build. Em seguida, para o
mapeamento, foi empregado o modo de alinhamento end-to-end, o qual busca por
alinhamentos envolvendo todos os nucleotideos. Para o calculo do score-min foi utilizada
a fungdo linear: f(x) = —2+ —0,3 X x, onde x corresponde ao tamanho do read,
permitindo um erro de até 5%. Os reads que ndo alinharam foram mapeados contra o

genoma soft-mask® obtido através do VectorBase.

3.5.3. Quantificacdo dos reads

O alinhamento, obtido atraveés do Bowtie2, foi empregado na quantificagdo dos
reads realizada pelo Salmon, versdo 0.9.1 (PATRO et al., 2017), utilizando o método
Quantifying in alignment-based mode. O Salmon estima o nimero de reads que
mapearam em cada transcrito, considerando reads que alinharam apenas em um transcrito
e reads que mapearam em mais de um transcrito. Além disso, o Salmon também
normaliza os reads em transcritos por milhdo (TPM). A contagem de reads gerada pelo
Salmon foi utilizada para realizar as analises de expressao diferencial, e 0 TPM para as

analises de perfis de expressao.

1 Regides repetitivas e de baixa complexidade sdo mascaradas utilizando letras mindsculas.


https://www.vectorbase.org/

o1

3.5.4. Anadlise de expressao diferencial

A andlise de expressdo diferencial foi feita utilizando o pacote do R (R
FOUNDATION FOR STATISTICAL COMPUTING., 2018) chamado DESeq2, que
implementa uma distribuicdo binominal negativa como base para as analises (LOVE;
HUBER; ANDERS, 2014). Duas tabelas foram usadas como input para o0 DESeg2, a
primeira contendo a quantificacdo dos reads ndo normalizada, obtida pelo Salmon, e a
segunda incluindo o nimero total de reads de cada uma das bibliotecas. Para verificar os
genes diferencialmente expressos foi aplicado o teste likelihood ratio test (LRT), o qual
é indicado para analise temporal. Somente genes com p-value menor que 0,05 foram

considerados como diferencialmente expressos.

3.5.5. Anadlise de perfis de expressao

O programa Expander versdo 7.1 (SHARAN; MARON-KATZ; SHAMIR, 2003)
foi utilizado para analisar padrdes de expressao génica nos diferentes transcriptomas. Para
os genes diferencialmente expressos (obtidos através da analise com DESeq2) foi
empregado o algoritmo CLICK. Esse algoritmo implementa a teoria de grafos e técnicas
estatisticas para identificar grupos de elementos altamente similares (chamados de
kernels), que possivelmente pertencem a um mesmo cluster, agrupando assim genes com
perfis de expressdo semelhantes em um mesmo cluster (SHARAN; MARON-KATZ;
SHAMIR, 2003). Para obter os perfis de expressdo dos genes de RDD também foi
utilizado o algoritmo hierarchical clustering, o qual calcula um dendograma para os
perfis de expressdo. Neste algoritmo, para um numero n de genes, uma matriz de
similaridade diagonal superior é calculada, contendo pontuacdes de similaridade para
todos os pares de genes (EISEN et al., 1998).

O Expander utilizou como input uma tabela contendo as medias de TPM (obtido

pelo Salmon).

3.5.6. Enriquecimento funcional

O software Panther (MI et al.,, 2019) foi empregado nas analises de

enriquecimento funcional dos genes diferencialmente expressos. A primeira etapa dessa
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metodologia consistiu em identificar a familia ou subfamilia PANTHER (PANTHER
HMM ID), de cada gene para gerar o PANTHER generic mapping. Dessa forma, software
PANTHER Scoring Tool verséo 2.1 foi utilizado para mapear os genes contra o banco de
dados Panther HMM library versdo 13.0, através do método HMMSEARCH. O Panther
generic mapping foi gerado para dois arquivos fasta: um contendo apenas 0s genes
diferencialmente expressos e outro incluindo todos os genes de A. aegypti com exce¢édo
dos diferencialmente expressos. Em seguida o PantherDB (http://www.pantherdb.org) foi

utilizado para classificar os genes nas categorias: vias, fun¢cdo molecular, processo
bioldgico, componente celular e classe proteica. Nessa etapa o software online gerou uma
tabela (para cada categoria) contendo o numero de genes atribuidos para cada
classificacdo. Para realizar a anélise estatistica as tabelas foram baixadas e o R foi
utilizado para calcular o p-value do teste de Fisher (p.Fisher). Para o célculo do false
discovery rate - FDR (10% de erro), os valores de p.Fisher foram ordenados em ordem

crescente obtendo sua posicdo na tabela (Px), dessa forma o FDR foi calculado pela
formula: I;—x % 0,1, onde x corresponde ao nimero de classificacbes e Px a posi¢do de

cada classificacdo na tabela. As classificacdes que apresentaram p.Fisher maior que

FDR10% foram classificadas com enriquecidas.
3.6.PCR quantitativo
Genes diferencialmente expressos no transcriptoma foram escolhidos para serem

validados por PCR quantitativo (qPCR). A ferramenta online Primer3 versdao 0.4.0

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/) foi utilizada para desenhar o0s iniciadores,

restringindo o tamanho do produto em 150-200 pb. Além disso, para evitar a amplificacao
de possiveis contaminantes de DNA gendémico, os iniciadores foram desenhados para
anelar no cDNA na jungdo de éxons. A tabela 1 mostra a sequéncia dos iniciadores
utilizados. Todos os primers foram testados eletronicamente, com erro de 10%, utilizando
0 programa primersearch versao EMBOSS:6.6.0.0.

(http://emboss.sourceforge.net/apps/cvs/emboss/apps/primersearch.html).

As reacdes de gPCR foram realizadas utilizando o reagente HOT FIREPol
EvaGreen® gPCR Mix Plus (Solis Biodyne), seguindo o protocolo do fabricante.
Resumidamente, reagcdes com volume final de 10 pL foram feitas utilizando 2 pL do

reagente, 4 picomols de cada um dos primers (tabela 1) e 2 uL de cDNA diluido a 1:100.


http://www.pantherdb.org/
http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/
http://emboss.sourceforge.net/apps/cvs/emboss/apps/primersearch.html
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Tabela 1: Iniciadores utilizados no PCR quantitativo.

Gene Iniciador Tamanho
Senso: GAAAACCGCCGACTTACAAA
XRCC1 174
AAEL002782-RB )
Anti-senso: TCTTGAAGGCGCATATGAGAT
Senso: CTACGTTCCGAATTGGGCTA
PARP1 155
AAELO011815-RA )
Anti-senso: TCATCCTTTGGTTCGGACTT
Senso: TGTGCTCAGGTCATCAAGGA
RFC1 195
AAEL001324-RB )
Anti-senso: ACTGCCCTTCTTGGGAAGTC
XPB Senso: CCTGATTGCTATTTCCGAACC
AAEL013205-RA ) 151
Anti-senso; CGGGACCGTTGTCTTACTCA
XPC Senso: ATTGTGAATCAAGCCACTGC
AAEL018259-RB ) 150
Anti-senso: CAGTGCTTTCTCTAGCCATGC
Senso: CAAATGGGACCTCACCGTAG
TOPBP1 200
AAEL013962-RB )
Anti-senso;: CGACTTGTGCTGATTGAAGC
Senso: CGAACGTCCATCAGTCAGGC
RAD9 152
AAEL010759-RA )
Anti-senso: GGTAGTTCGCTTCGTCTTGG
) Senso: GCTATGACAAGCTTGCCCCCA
RP49 (enddgeno)
AAEL003396 ) 190
Anti-senso: AGCTGGAGGTGCTGATGA

As reagdes foram conduzidas em termociclador LineGene 9600 (Bioer) seguindo
0 esquema mostrado na tabela 2. As etapas 2 a 4 foram repetidas por 50 ciclos, seguidas

por curva de desnaturacao.
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Tabela 2: Esquema da reagdo utilizada no PCR quantitativo.

Etapa Temperatura (°C) Tempo (min)
1 95 15

2 95 00:15

3 60 00:20

4 72 00:20

A validacio das reacdes foi feita utilizando a inclinago e o valor de R? de curvas
de amplificacdo com diferentes quantidades de cDNA. Os pontos da curva foram
preparados atraves de diluicdo seriada de fator 5.

Os niveis de transcricdo de cada gene foram analisados através da diferenca de
expressao entre o gene alvo e o controle enddgeno (Rp49) de uma mesma amostra,
medido através do threshold cycle (Ct). A expressao relativa entre o grupo de larvas
tratadas com paraquat por 6h, 12h e 24 h e o grupo controle foi analisada atraves da
diferenca dos valores de Ct de cada amostra tratada contra a média de Ct do grupo controle
através da formula: 2 (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001).

4. RESULTADOS

4.1.Extracdo e dosagem de RNA

Para extracdo de RNA, as larvas de A.aegypti foram tratadas com 0,5 mM de
paraquat durante 6h, 12h e 24h, e posteriormente mantidas em RNAlater até 0 momento
da extracdo com TRIzol. O controle ndo tratado foi adicionado ao RNAlater logo apos a
amostra de 24h. As extracdes foram realizadas em triplicata, obtendo 12 amostras de RNA
(controle, 6h, 12h e 24h), todas com razdo 260/280 superior a 1,8 (tabela 3). A qualidade
foi aferida através de gel de agarose 1% (figura 16). A banda do RNA ribossomal 28S
néo foi detectada, condizente com o fenémeno hidden break, no qual a subunidade 28S
se degrada e migra proximo a banda da fragdo 18S. A literatura ja reportou a ocorréncia
desse fenbmeno na maioria dos insetos, incluindo A. aegypti (MACHARIA; OMBURA;
AROKO, 2015).
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As amostras de RNA total foram utilizadas para o preparo de bibliotecas de

cDNA, as quais foram sequenciadas em equipamento Illumina HiSeq 4000.

Tabela 3: Quantificacdo e razdo 260/280 das amostras de RNA.

Amostra Quantificacao (pug/pL) 260/280
CTRL-01_11 0,86 1,86
CTRL-04_11 1,10 1,92
CTRL-08_12 0,84 1,84
6h-01_11 1,67 1,86
6h-04_11 1,10 1,89
6h-08_12 2,90 1,85
12h-01_11 2,00 1,84
12h-04_11 1,22 1,80
12h-08_12 1,5 1,85
24h-01_11 1,16 1,82
24h-04_11 0,56 1,94
24h-08_12 0,85 1,85

P CTR 6h 12h 24h

1000 «— w o s s — RNA ~1000

Figura 16: Gel de agarose 1% utilizando corante gelred. A figura mostra apenas o gel para um lote de
amostras (controle, 6h, 12h e 12h). Padrdo de peso de 1kb.




4.2.Analise dos transcriptomas

4.2.2. Controle de qualidade e limpeza
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Ap0s o sequenciamento em plataforma Illumina Hiseq 4000, foram geradas 12

bibliotecas (triplicata de 4 condigdes), single-end, contendo reads com 50 pb. A limpeza

com Cutadapt objetivou a remoc¢&o de possiveis sequéncias de adaptadores e reads com

valor phred inferior a 35. O grafico apresentado na figura 17 relaciona os reads limpos

com o namero de reads removidos, mostrando que a remoc¢ao dos reads foi proporcional

ao tamanho da biblioteca (R? = 0,9942). Apos a limpeza, todas a bibliotecas apresentaram

boa qualidade. O total de reads de cada biblioteca, 0 nimero e a porcentagem de reads

removidos na etapa de limpeza, e o total de reads restantes estdo apresentados na tabela

4.

Tabela 4: Resumo do resultado do Cutadapt.

Biblioteca Total de reads Total c_ie reads Total de reads restantes
removidos
CTRL-01 11 24930232 604728 (2,4%) 24325504 (97,6%)
CTRL-04 11 43265769 1007818 (2,3%) 42257951 (97,7%)
CTRL-08 12 30113270 744427 (2,5%) 29368843 (97,5%)
6h-01 11 36591930 883065 (2,4%) 35708865
6h-04 11 36191728 858536 (2,4%) 35333192 (97,6%)
6h-08 12 39839867 986030 (2,5%) 38853837
12h-01 11 7482587 171603 (2,3%) 7310984 (97,7%)
12h-04 11 21619650 488654 (2,3%) 21130996 (97,7%)
12h-08 12 32427239 796023 (2,5%) 31631216 (97,5%)
24h-01 11 61193708 1424888 (2,5%) 59768820 (97,7%)
24h-04 11 35586858 824489 (2,3%) 34762369 (97,7%)
24h-08 12 33043420 780126 (2,4%) 32263294 (97,6%)




S7

8x107+

6x107

4x107+

2x107+

volume de dados limpos

0 5x10° 1x108 1.5x10¢
numero de reads removidos

Figura 17: Gréfico relacionando o nimero de reads removidos com o volume de dados limpos.
R?=0,9942.

4.2.3. Mapeamento e quantificagdo dos reads

O programa Bowtie2 foi utilizado para mapear 0s reads contra as sequéncias
codificantes de proteinas (do inglés coding sequences - CDS) versdo 5.1, obtidas no banco
de dados VectorBase. Aproximadamente 63% dos reads foram alinhados contra as CDS
(tabela 5). O Bowtie2 foi utilizado novamente para tentar mapear o0s reads ainda ndo
alinhados, agora utilizando a sequéncia do genoma soft-masked. A porcentagem de reads
que alinharam contra 0 genoma, mas ndo com os CDS, foi de aproximadamente 11%,
estes ndo foram utilizados nas analises, mas este resultado sugere que existam genes ainda
ndo identificados neste genoma.

A quantificacdo dos reads foi feita com o programa Salmon, que 1€ o arquivo
BAM do alinhamento, e como resultado, gera uma tabela contendo as contagens de reads
e de transcritos por milh&o (TPM) para cada CDS.



Tabela 5: Resultado do alinhamento com Bowtie2.
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Biblioteca

Porcentagem dos
reads alinhados nas
CDS

Porcentagem de reads que
n&o alinharam nas CDS
mas alinharam no genoma

CTRL-01_11_S9 L008 R1 001 |64.04% 10,53%
CTRL-04_11 S13 1008 _R1 001 |63.64% 11,26%
CTRL-08_12_S17_L008_R1 001 |63.86% 11,43%
6h-01_11_S10_L008_R1 001 64.15% 11,75%
6h-04_11 S14 L008_R1_001 63.68% 11,13%
6h-08_12_S18_L008_R1 001 63.93% 12,06%
12h-01_11_S11_L008 R1 001  |63.67% 11,71%
12h-04_11 S15_L008_R1 001  |63.28% 12,53%
12h-08_12_S19 L008 R1 001  |64.71% 12,36%
24h-01_11 S12 L008_R1 001  |63.26% 11,41%
24h-04_11_S16_L0O0S_R1 001  |63.57% 11,71%
24h-08_12_S20 _L0O0S_R1 001  |63.45% 11,94%

4.2.4. Genes diferencialmente expressos

O pacote do R DESeq2 foi empregado para encontrar os genes diferencialmente

expressos ao longo da curva temporal. Através do teste estatistico "LRT" foram

encontrados 1848 genes diferencialmente expressos (p-value < 0,05). Os indices de

expressdo (TPM) para estes genes, em toda a curva temporal, foram utilizados para

realizar um agrupamento ndo supervisionado pelo algoritmo click do programa Expander,

revelando 5 perfis de expressdao (figura 18). O grupo 1 corresponde a genes que

aumentaram a expressao mediante ao tratamento com paraquat; o grupo 2 inclui genes

que diminuiram a expressao em funcdo do tratamento; o grupo 3 possui genes que

apresentaram expressao transiente, ou que ndo tinham diferenca de expressao entre os

tempos 6h e 12h; o grupo 4 apresenta genes com expressao pronunciada em 6h; o grupo

5 agrupou genes com expressdo pronunciada em 12h.
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Figura 18: Blocos de perfis de expressdo dos 1848 genes diferencialmente expressos.

(A) Grupo 1: genes que aumentaram a expressdo em fungédo do tratamento com paraquat; (B) Grupo 2:
genes que reduziram a expressdo mediante ao tratamento com paraquat; (c) Bloco 3: genes com expressdo
pronunciada em 12h. (d) Bloco 4: genes com expressdo pronunciada em 24h. (e) Bloco 5: genes com
diminuicdo transiente. (f) Bloco 6: genes com diminuicéo.

4.2.5. Enriguecimento funcional

O enriquecimento funcional foi feito para os genes diferencialmente expressos
dos maiores grupos, sendo o grupo 1 com 809 genes e 0 2 com 798 genes. O Panther foi
empregado nas andlises, classificando os genes em 5 categorias: vias (figura 18), funcéo
molecular (figura 19), processo bioldgico (figura 20), componente celular (figura 21) e
classe proteica (figura 22).

No grupo 1, que apresenta genes com expressao aumentada nas larvas tratadas
com paraquat, encontram-se enriquecidos genes relacionados a transcricdo do DNA,
sintese de proteinas, autofagia da mitocondria, resposta ao estresse, reparo de DSB e aos
transportadores ABC.

Em relacédo aos transportadores ABC, na categoria ATP-binding cassette (ABC)
transporter (PC00003) foram encontrados 10 genes, incluindo 2 genes relacionados ao
efluxo de drogas: Multidrug resistance-associated protein 9 (ABCC12 - AAEL005043-
PA) e Multidrug resistance-associated protein 1 (ABCCl1 - AAEL004743-PO,
AAEL019847-PA). O aumento de expressdo destes genes indica um possivel mecanismo
de detoxificacdo, em uma tentativa da célula em remover o paraquat e evitar danos.

Foram encontrados 23 genes diferencialmente expressos na categoria enriquecida
cellular response to stress (GO:0033554) e 6 genes em double-strand break repair

(GO:0006302). Nestas categorias estdo inclusos genes de suma importancia na RDD
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como PARP1 (AAEL011815-PA), XPC (AAEL018259-PB), POLE2 (AAEL002785-
PA), KU80 (AAEL003684-PA), RAD9 (AAEL010759-PA), APLF (AAEL011254-
PA/B), LIG4 (AAEL021495-PA) e RPAL (AAEL012826-PA). Além de outros fatores
como histone parylation factor 1 (HPF1 - AAEL001300-PA), Ferritin (AAEL007383-
PE-G) e a chaperona DNAJ (AAEL003366-PA). Os resultados sugerem que a célula,
enquanto tenta remover o paraquat de seu interior atraves dos transportadores ABC, ativa
mecanismos de resposta ao estresse e aos danos no DNA, de forma a evitar e eliminar as
lesGes causadas por este herbicida.

O enriquecimento funcional também evidenciou o aumento de expressao de genes
relacionados a transcricdo do DNA e sintese de proteinas, indicando modificacGes
transcricionais em resposta ao paraquat. Além disso, genes envolvidos na autofagia da
mitocondria, denominada mitofagia, também foram encontrados diferencialmente
expressos, evidenciando uma tentativa em manter a homeostase através da eliminacédo de
mitocondrias danificadas.

No grupo 2, que contém genes com expressdo reduzida nas larvas tratadas, estdo
enriquecidos os genes envolvidos com a respiracdo celular, fosforilacdo oxidativa e
cadeia transportadora de elétrons, sintese de ATP, ciclo do &cido citrico, catabolismo de
acidos graxos, metabolismo de aminoacidos, carboidratos e pirimidinas.

Dos 108 genes encontrados no KEGG, que participam da cadeia transportadora
de elétrons e fosforilacdo oxidativa em A. aegypti, 55 foram encontrados diferencialmente
expressos (figura 24). Além disso, na figura 25 é possivel observar que a maioria dos
genes sofreram reducdo da expressdo nas larvas tratadas com paraquat durante 24h. A
supressao destes mecanismos, consequentemente, leva a diminuicdo da sintese de ATP e
do metabolismo energético. Dessa forma, em conjunto com o observado no resultado do
enriquecimento do grupo 1 acredita-se que o estresse oxidativo, gerado pelo paraquat,
acarreta a represséo de vias catabolicas que alimentariam a respiracéo celular, assim como
dela mesma; associada ao estimulo de mecanismos e vias de defesa ao estresse gerado,
como a mitofagia, transportadores ABC, a resposta ao estresse e reparo de DSB.

Curiosamente, a categoria response to oxidative stress (GO:0006979), presente na
classificacdo de processo bioldgico, foi encontrada enriquecida no grupo que teve
diminuicdo de expressdo (grupo 2). Entre os genes diferencialmente expressos neste
grupo estdo: superoxide dismutase [Mn], mitochondrial (Mn-SOD2 - AAEL025388-PA)
e catalase (CAT - AAEL013407-PB). Como o paraquat € um herbicida capaz de gerar
ERQOS, acreditava-se que ocorresse um aumento na transcri¢do de genes codificantes de
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enzimas antioxidantes. Para um olhar mais aprofundado sobre essa funcéo, o software
Expander foi utilizado para gerar o perfil de expressdo dos genes antioxidantes
encontrados em A. aegypti (figura 26).

As enzimas antioxidantes glutationa-S-transferase (GST) e glutationa peroxidase
(GPX) foram agrupadas em um unico heatmap (figura 26A). A expressdo de algumas
GST e GPX reduziu em funcdo do tratamento com paraquat, incluindo as variantes
diferencialmente expressas (grupo 2): GSTT4 (AAEL004229-RA), GSTE3
(AAEL007947-RA), GSTT1 (AAEL009017-RA) e GSTT3 (AAEL025929-RA).
Entretanto, outras variantes apresentaram aumento de expressdao em resposta ao
tratamento com o paraquat, incluindo GSTT2 (AAEL009016-RB), diferencialmente
expressa no grupo 1.

Como observado anteriormente, a expressdo do gene que codifica a enzima
antioxidante, catalase (AAEL013407-RB), reduziu em resposta ao tratamento com
paraquat. No entanto, a transcricdo da isoforma AAEL013407-RA aumentou nas
amostras tratadas com paraquat, durante 12h e 24h, indicando uma alterag&o na maturagéo
do RNAm, que com um padrao de splicing diferente levou a producéo de outra isoforma
(figura 26B).

A MnSOD2 (AAEL025388-RA) teve sua expressdo reduzida, com suporte
estatistico, em funcgdo do tratamento com paraquat, tendo sido observado um aumento nas
amostras tratadas por 6h seguido de uma drastica diminuicdo em 24h. O mesmo perfil de
expressao foi encontrado para CuSOD3 (AAEL019937-RA), enquanto a transcri¢do de
CuSOD1 (AAEL019759-RA), CuSOD2 (AAEL006271-RD) e CuSOD4 (AAEL019938-
RA) aumentou em 12h e 24h de tratamento (figura 26C).

Em relacdo ao sistema antioxidante tioredoxina, formado por tioredoxina (TRX)
e pelas enzimas tioredoxina peroxidase (TPX) e redutase (TRXR), a maioria dos genes
aumentaram a expressao nas larvas tratadas com paraquat, principalmente nas amostras
tratadas por 12h e 24h (figura 26D). Além disso, dois genes foram encontrados
diferencialmente expressos no grupo 1, thioredoxin-like (TRXL - AAEL008291-RA) e
thioredoxin peroxidase (TPX4 - AAEL002309-RA).
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Figura 19: Enriquecimento funcional - fungdo molecular.

O grafico em azul mostra o enriquecimento funcional na classificagdo funcdo molecular para os genes do
grupo 1 (aumento de expressao), enquanto o grafico amarelo contém o enriquecimento para os genes do
grupo 2 (diminuicdo de expressdo). A listagem com o valor de pvalue e FDR encontra-se no anexo 1 e
anexo 6 para 0s grupos 1 e 2, respectivamente.
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Figura 20: Enriquecimento funcional - processos bioldgicos.

O gréafico em azul mostra o enriquecimento funcional, na classificacdo processos biolégicos, para os genes
do grupo 1 (aumento de expressdo), enquanto o grafico amarelo contém o enriquecimento para os genes do
grupo 2 (diminuicdo de expressdo). Foram encontrados enriquecidos 322 genes nao classificados no grupo
2. A listagem com o valor de pvalue e FDR encontra-se no anexo 2 e anexo 7 para 0s grupos 1 e 2,

respectivamente.
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Grupo 1
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Figura 21: Enriquecimento funcional - componente celular.

O gréfico em azul mostra o enriquecimento funcional, na classificagdo componente celular, para os genes
do grupo 1 (aumento de expressdo), enquanto o grafico amarelo contém o enriquecimento para os genes do
grupo 2 (diminuicéo de expressdo). Foram encontrados enriquecidos 352 genes néo classificados no grupo
2. A listagem com o valor de pvalue e FDR encontra-se no anexo 3 e anexo 8 para 0s grupos 1 e 2,
respectivamente.
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Figura 22: Enriquecimento funcional - classe proteica.
O grafico em azul mostra o enriquecimento funcional, na classificacéo classe proteica, para 0s genes do

grupo 1 (aumento de expressdo), enquanto o grafico amarelo contém o enriquecimento para os genes do
grupo 2 (diminuigdo de expressdo). A listagem com o valor de pvalue e FDR encontra-se no anexo 4 e

anexo 9 para os grupos 1 e 2, respectivamente.
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Grupo 2 Down
Vias
Pyrimidine Metabolism (P02771) 3
ATP synthesis (P02721) 3
0 1 2 3

Figura 23: Enriquecimento funcional — vias.

O grafico mostra o enriquecimento funcional na classificacdo funcdo molecular para os genes do grupo 2
(diminuicdo de expressdo). No grupo 1 apenas genes ndo classificados (600) ndo classificados estavam
enriquecidos. A listagem com o valor de pvalue e FDR encontra-se no anexo 5.
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Figura 24: Cadeia transportadora de elétrons e fosforilacdo oxidativa.

Os genes em branco ndo estdo presentes em A. aegypti. Os genes em verde (108) e vermelho (55) estdo
identificados neste inseto, sendo os vermelhos diferencialmente expressos no grupo 2 (figura 18). Figura
obtida através da ferramenta KEGG MAPPER.
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Figura 25: Perfil de expressdo dos genes relacionados & cadeia transportadora de elétrons e fosforilagéo

oxidativa em A. aegypti.

(A) Heatmap. (B) Gréfico de perfil de expresséo.
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Figura 26: Perfil de expressdo de genes relacionados ao sistema antioxidante em A. aegypti.

(A) Heatmap de glutationa-S-transferase (GST) e glutationa peroxidase (GPX). (B) Heatmap de catalase
(CAT) e superdxido dismutase (SOD). (C) Heatmap de tioredoxina (TRX), tioredoxina peroxidase (TPX)
e tioredoxina redutase (TRXR).

4.3.Estudo das vias de reparo em A. aegypti

As proteinas relacionadas a RDD foram identificadas em A. aegypti, através da
metodologia de blast reciproco e comparadas com D. melanogaster e Homo sapiens. Em
seguida, o algoritmo Hierarchical clustering do Expander foi empregado para gerar 0s
perfis de expressdo das vias de sinalizagdo de ATR de DSB, recombina¢do homodloga
(HR), juncdo ndo homdloga de pontas (NHEJ), reparo por erro de pareamento (MMR),
reparo por excisao de base (BER) e de nucleotideo (NER).
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4.3.1. Sinalizacédo de ATR

4.3.1.1. Identificacdo de proteinas relacionados a sinalizacdo de ATR em A.

aegypti

Na via de sinalizacdo de ATR, inicialmente, o complexo RPA, formado por
RPAL, RPA2 e RPAS3, se liga a ssSDNA e interage com ATRIP, recrutando ATR. As trés
subunidades de RPA (RPA1l: AAEL001324-PB; RPA2: AAEL020929-PA; RPAS3:
AAEL007581-PA, AAEL024947-PA), ATR (AAEL010069-PB, AAEL024373-PA) e
ATRIP (AAEL002238-PA), foram encontradas em A. aegypti (figura 27). Em seguida o
complexo RAD17/RFC, constituido por RAD17, RFC2, RFC3, RFC4 e RFC5, é
responsavel por posicionar o complexo 9-1-1 (composto por RAD9, RAD1 e HUS1) na
juncéo ds/ssDNA. A subunidade RAD9 se liga a TOPBP1, recrutando-a para o local do
dano, a qual interage com ATRIP e ATR, promovendo a ativacdo completa de ATR e a
quinase CHKI1. Ortologos das proteinas do complexo RAD17/RFC (RADL7:
AAEL027380-PA; RFC2: AAEL020929-PA; RFC3: AAEL007581-PA, AAEL024947-
PA); RFC4: AAEL006788-PA e RFC5: AAEL009465-PA), do complexo 9-1-1 (RAD9:
AAEL010759-PA; RADI1: AAEL025383-P/B, AAEL009701-PB-D), de TOPBP1
(AAEL013962-PB) e de CHK1 (AAEL018254-PA/B), foram encontrados em A. aegypti
(figura 28). A presenca de ort6logos de todas as proteinas dessa via em A. aegypti, bem
como em D. melanogaster (figura 27B), evidencia a conservacdo da via de sinalizacdo de
ATR.
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Figura 27: Sinalizacdo de ATR - estresse de replicacdo em A. aegypti.

(A) Esquema da via de sinalizacéo de ATR. Os retangulos verdes representam genes que foram encontrados
em A. aegypti e os brancos mostram genes que nao foram encontrados. Os retdngulos que apresentam
contorno pontilhado correspondem a complexos, quando verdes significa que todos os genes do complexo
estdo presentes e quando azuis apenas alguns genes do complexo foram encontrados. (B) Heatmap
mostrando a presenca das proteinas de envolvidas na sinalizacdo de ATR em humanos (Hsa), D.
melanogaster (Dmel) e A. aegypti (Aag). Os quadrados azuis indicam presenga da proteina, enquanto 0s
amarelos auséncia. A lista completa das proteinas da sinalizacdo de ATR se encontra no anexo 10.

4.3.1.2. Analise de perfil de expresséo da via de sinalizacdo de ATR

O algoritmo Hierarchical clustering, do programa Expander, foi utilizado para
gerar o perfil de expresséo dos genes da via de sinalizagdo de ATR (figura 28). No
heatmap (figura 28A) é possivel observar que, com excec¢do de TOPBP1 e CHK1, o
tratamento com paraquat aumentou a expressao dos genes da cascata de sinalizagdo de
ATR. Além disso, através do grafico da figura 28B, que mostra o perfil global de
expressdo de todos os genes da via, observa-se uma maior expressao dos genes nas

amostras tratadas com paraquat. Trés genes desta via foram encontrados diferencialmente
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expressos: TOPBP1 (AAEL013962-RB) no grupo 2; RAD9 (AAEL010759-RA) e RPAL
(AAEL012826-RA), ambas no grupo 1. Atraves dos resultados obtidos pode-se sugerir
que o tratamento com paraquat causa danos que ativam a cascata de sinalizagéo de ATR.

A ¥ B
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Figura 28: Perfil de expresséo dos genes da cascata de sinalizacdo de ATR em A. aegypti.

(A) Heatmap de perfil de expressdo dos genes de ATR. Os genes sinalizados com asterisco estdo
diferencialmente expressos, o nimero ao lado corresponde ao grupo de perfil de expressdo (figura 18) no
qual ele se encontra. (B) Gréfico de perfil de expressao dos genes da via de sinalizagdo de ATR.

4.3.2. Sinalizacéo de DSB

4.3.2.1. Identificacdo de proteinas relacionados a sinalizacdo de DSB em A.

aegypti

Diversas proteinas participam da cascata de sinalizacdo de DSB, sendo ATM a
principal quinase transdutora desse processo, fosforilando CHK2, p53 e H2AX. Outras
proteinas importantes sdo: o complexo MRN, composto por RAD50, MRE11 e NBN,
envolvido na deteccdo de DSBs; MDC1, encarregada de recrutar RNF8 e RFN168; o
complexo BRCA1-A, constituido por BRCAL, BARD1, RAP80, ABRAXAS, BRCC3,
BRE, BABAML1, responsavel por estimular a ressec¢gdo dos terminais, junto com CtIP,
promovendo HR; TP53BP1, RIF1 e PAXIP1, que se associam para inibir a resseccao
favorecendo NHEJ.

Em A. aegypti foi possivel identificar as proteinas envolvidas na etapa inicial da
cascata de sinalizagdo, tendo sido encontrados os componentes que formam o complexo
MRN (NBN: AAEL023570-PA, AAEL014377-PA/B; MRE11l: AAEL023601-PA;
RAD5S0: AAELO011772-PA, AAEL005245-PB, AAEL026871-PA, AAEL020323-PA,
AAEL021668-PA, AAEL025895-PA), ATM  (AAEL014900-PB/C), CHK2
(AAEL007544-PA-C) e p53 (AAEL023585-PA-C).
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Nas analises realizadas neste trabalho foram encontradas, em A. aegypti, 94
histonas H2A. Para identificar o ortdlogo funcional de H2AX, foi feito um alinhamento,
no Clustal Omega web server, entre H2AX humana, H2Av de D. melanogaster (ortélogo
funcional nessa espécie) e as H2A encontradas em A. aegypti. Através do alinhamento foi
possivel identificar apenas uma sequéncia (AAEL012499-PA) que apresentava 0 motivo
SQ na regido C-terminal (local de fosforilacdo). A serina 134 (Ser134) de AAEL012499-
PA alinhou corretamente com as serinas fosforiladas da H2AX humana (Ser139) e da
H2Av de D. melanogaster (Ser138) (figura 30). Para reforcar a indicacao da Ser134 como
sitio de fosforilacdo e AAEL012499-PA como ort6logo funcional de H2AX foi feita uma
andlise de predicdo de fosforilacdo, utilizando o NetPhos 3.1 web prediction server. A
analise confirmou Ser134 como substrato de ATM, indicando também Ser140 de H2AX
humana e Ser138 de H2Av de D. melanogaster como sitios de fosforilagdo de ATM
(figura 30).

Ortélogo da proteina MDC1 (AAEL012508-PB), responsavel por amplificar o
sinal e recrutar RNF8 e RNF168, foi identificado em A. aegypti. Entretanto, este mosquito
possui apenas ortélogo de RNF168 (AAEL001357-PA), ndo tendo sido possivel
encontrar ortélogo para RNF8 (figura 29).

Em relacdo as SUMO E3 ligase PIAS4 e PIASL, envolvidas na sumoilacdo de
diversas proteinas que participam do reparo de DSB, apenas PIAS1 possui ortélogo em
A. aegypti (AAEL015099-PE/F) (figura 29).

As proteinas do complexo BRCAL e CtIP, responsaveis por induzir a ressec¢ao
dos terminais de DSB promovendo HR, ndo foram identificadas em A. aegypti e,
curiosamente, também estdo ausentes em D. melanogaster. Ademais, TP53BP1,
envolvida com a inibicdo da resseccdo e inducdo de NHEJ, ndo foi identificada em A.
aegypti. Entretanto, ortélogos de PAXIP1 (AAEL025635-PA) e RIF1 (AAEL021836-
PA-C) foram encontrados neste inseto (figura 29). Como é possivel observar no heatmap
da figura 30B, D. melanogaster também n&o possui ortdlogos para as proteinas do
complexo BRCA1-A e para TP53BP1. A auséncia destas proteinas aponta diferencas na

via de sinalizacdo de DSB entre estes insetos e humanos.
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Figura 29: Sinalizacdo de DSB em A. aegypti.

(A) Esquema da via de sinalizagdo de DSB. Os retangulos verdes representam genes que foram encontrados
em A. aegypti e 0s brancos mostram genes que ndo foram encontrados. Os retangulos que apresentam
contorno pontilhado correspondem a complexos, quando verdes significa que todos os genes do complexo
estdo presentes e quando azuis apenas alguns genes do complexo foram encontrados. (B) Heatmap
mostrando a presenca das proteinas de sinalizacdo de DSB em humanos (Hsa), D. melanogaster (Dmel) e
A. aegypti (Aag). Os quadrados azuis indicam presenca da proteina, enquanto os amarelos auséncia. A lista
completa das proteinas de sinalizagdo de DSB em A. aegypti se encontra no anexo 11.
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Figura 30: Identificacfo da histona H2AX (H2Av) em A. aegypti.

(A) Alinhamento multiplo entre H2AX de humano, o ortélogo funcional de D. melanogaster H2Av e as
histonas H2A encontradas em A. aegypti. As histonas idénticas de A. aegypti foram agrupadas e somente
uma sequéncia por grupo foi incluida no alinhamento. Os fundos cinza claro e escuro representam baixa e
alta conservacdo dos aminodcidos, respectivamente. O fundo preto com letras brancas indica o motivo SQ.
Os cadigos das proteinas de A. aegypti foram encurtados de AAEL00000-PA para 00000A para maior
clareza da figura. (B) Predicgéo de fosforilagdo do motivoSQ das histonas. Apenas quinases com score acima
do parametro de corte do NetPhos 3.5 (0,5) foram consideradas. O anexo 12 contém os cédigos das histonas
encontradas.

4.3.2.2. Analise de perfil de expresséo da via de sinalizacdo de DSB

O perfil de expresséo dos genes que participam da sinalizacdo de DSB foi gerado
através do algoritmo Hierarchical clustering do Expander.

A figura 32 apresenta o perfil de expressdo dos genes envolvidos na cascata de
sinalizacdo de DSB. No heatmap (figura 31A), é possivel observar o aumento da
transcricdo de praticamente todos os genes desta via, em funcdo do tratamento com

paraquat. Além disso, duas isoformas do gene RADS50 foram encontradas
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diferencialmente expressas, sendo elas: AAEL005245-RB (grupo 1) e AAEL025895-RA
(grupo 4). Com0O dito anteriormente, RAD50 é uma subunidade do complexo MRN,
envolvido na deteccdo de DSB. Apesar da auséncia de suporte estatistico, a expressdo dos
genes NBN (AAEL014337-RA, AAEL023570-RA) e MRE11 (AAEL023601-RA), que
codificam as outras duas subunidades do complexo MRN, aumentou em virtude do
tratamento, indicando presenca de DSB e ativagédo da cascata de sinaliza¢éo para corregéo
desses danos. O aumento de expressdo de outros genes que atuam na via apds o complexo
MRN, como ATM (AAEL14900-RC), p53 (AAEL023585-RA/B), MDC1
(AAEL012508-RB), RIF1 (AAEL021836-RB/C) e PAXIP1 (AAEL025635-RA) apesar
de ndo ter suporte estatistico também é semelhante a regulacdo dos outros genes desta
via. Embora a maioria dos genes tenha aumentado a transcri¢cdo em funcao do tratamento,
algumas isoformas diminuiram a expressdo mediante ao paraquat, sendo elas: ATM
(AAEL14900-RB), RIF1 (AAEL021836-RA) e p53 (AAEL023585-RC). Entretanto, as
isoformas de ATM (AAEL14900-RC), RIF1 (AAEL021836-RB/C), p53 (AAEL023585-
RA/B) tiveram sua expressdo aumentada (figura 31).

Por fim, o grafico apresentado na figura 31B consiste no perfil de expressao global
da cascata de sinalizacdo de DSB, e mostra 0 aumento de expressao nas amostras tratadas

com paraquat.
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Figura 31: Perfil de expressdo dos genes de sinalizagdo de DSB em A. aegypti.

(A) Heatmap de perfil de expressdo dos genes de DSB. Os genes sinalizados com asterisco estdo
diferencialmente expressos, o nimero ao lado corresponde ao grupo de perfil de expresséo (figura 18) no
qual ele se encontra. (B) Gréafico de perfil de expressao dos genes da via de sinalizagdo de DSB.
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4.3.3. Reparo por recombinacédo homéloga (HR)

4.3.3.1. Identificacdo de proteinas relacionados ao reparo por HR em A. aegypti

A HR é responsavel por reparar DSBs utilizando a regido homdéloga da cromatide
irmd como molde para o reparo, e tem inicio com a ressec¢do das extremidades de DSB,
pela proteina CtIP em associacdo com BRCA1 e o complexo MRN. Como ja abordado
no tépico 4.3.2.1, ortélogos de BRCAL e CtIP ndo foram encontrados em A. aegypti,
porém todas as proteinas que formam o complexo MRN (RAD50, MRE11 e NBN)
possuem ortodlogos neste inseto (figura 32). Em seguida a DSB sofre uma extensa
resseccdo mediada pelas proteinas EXO1 (AAEL006209-PA), DNA2 (AAEL000201-
PB-PE), BLM (AAEL004039-PA) e WRN (AAEL025042-PA AAEL025042-PB-A),
sendo todas encontradas em A. aegypti (figura 32). O complexo RPA (RPA1, RPA2 e
RPA3) se liga aos terminais estabilizando-os e ativando a sinalizacdo de ATR. Como
mencionado no topico 4.3.1.1, todas as subunidades do complexo RPA (RPA1:
AAEL012826-PA, RPA2: AAEL014250-PA, RPA3: AAEL007291-PA) estdo presentes
em A. aegypti (figura 32).

A proteina RAD51 desempenha papel chave em HR, formando os filamentos
invasivos de nucleoproteinas, em um processo facilitado por BRCA2 e PALB2. Os
filamentos gerados sdo estabilizados pelos pardlogos de RAD51 (RAD51B, RAD51C,
RAD51D, XRCC2 e XRCC3) e a invasao ocorre em coopera¢do com RAD54. RAD51
(AAELO006080-PA) esta presente em A. aegypti, entretanto apenas os paralogos RAD51C
(AAEL011307-PA), RAD51D (AAELO015060-PA) e XRCC3 (AAEL027245-PA,
AAEL005399-PA) foram encontrados neste mosquito. Além disso, A. aegypti possui
ortdlogo de BRCA2 (AAEL014774-PA) mas ndo foi possivel identificar ortélogo para
PALB2 (figura 32). RAD51B e PALB2 também estdo ausentes em D. melanogaster
(figura 32). Através das andlises de blast reciproco também foram encontrados dois
ortélogos de RAD54, RAD54-like (AAEL002647-PA) e RAD54B (AAEL002341-PB)
(figura 32), enquanto D. melanogaster possui apenas 1 (figura 33B).

Apos a invasdo a fita ¢ estendida pelas DNA polimerases replicativas (POL 9, €)
ou de transcrigdo (POL m, «), formando uma estrutura denominada D-loop. As
polimerases replicativas POL & (POLD1 - AAEL027722-PA; POLD2 - AAEL007541-
PB, AAEL007541-PA; POLD3 - AAEL003935-PA) e POL ¢ (POLE - AAEL002800-
PA; POLE2 - AAEL002785-PA; POLE3 - AAEL001764-PA; POLE4 - AAEL010085-
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PA) possuem ortologos em A. aegypti, contudo néo foi possivel identificar a subunidade
4 de POL & (POLD4). Em relagdo as polimerases de transcri¢do, apenas POL 1
(AAEL004562-PA) foi encontrada neste inseto.

Trés sub vias distintas podem resolver o D-loop gerado, sendo elas: reparo de
quebra na fita dupla (DSBR), anelamento de fita dependente de sintese (SDSA) ou
replicacéo induzida por quebra (BIR).

As proteinas que participam da DSBR sdo: TOP3A (AAEL007683-PA), RMI1
(AAEL007058-PA), RMI2, SLX1 (AAEL018312-PA/B), SLX4, MUS81
(AAEL011993-PA-C), EME1 (AAEL009999-PA) e GEN1 (AAEL000425-PA). Com
excecgdo de SLX4, todas as proteinas possuem ort6logos em A. aegypti (figura 32).

Na SDSA, a fita invasora se dissocia da croméatide irm& e anela com a fita
complementar na outra extremidade da quebra, em um processo mediado pelas helicases
RTEL1 (AAEL008960-PA) ou BLM (AAEL004039-PA), ambas presentes em A. aegypti
(figura 32).

A BIR, € orquestrada por Pol 32 (ortélogo POLD3) e as helicases PIF1 e MCM2-
7. Exceto a subunidade MCM4, todas as proteinas estdo presentes em A. aegypti (POLD3
- AAEL003935-PA; PIF1 - AAEL017186-PA; MCM2 - AAEL007007-PA; MCM3 -
AAELO011811-PA; MCM5 - AAEL002810-PA; MCM6 - AAEL012546-PA; MCM7 -
AAELO000999-PA) (figura 32).

Na SSA, via que repara DSBs independentemente de RAD51, os terminais
complementares sdo anelados em um processo facilitado por RAD52, proteina que se

encontra ausente em A. aegypti e em D. melanogaster (figura 32B).



78

A Etapas da via |auebra na fia dupla (DSB)
Metazoa

]
5" 3
¥ 1] v Diptera
complexa MRN
Resogio das exremidades ‘ oo !
o WRN' 3 EQ
[ et | s E NBN
RPA MREN
Y
i ) ? —— VA RADS0
S
s sese E P BRCAT
Formagéo dos filamentos PALBZ cTP
BRCAZ EXO1
rod et on | s
DSS1 DNA2
BLM
N P R — WRN
3,| | | | . RADS1
\RAW @ Anelamento de fita simples (SSA) RPA
PALB2
BRCA2
5 ctesew 3 Dsst
5 PP — RADS1B
5 3 RADS1C
? ¢ RADS1D
Invasao XRCG2
RADS4B
5 etetes ]

5 RADS4L
’ RFC

3 PCNA

*POLD
POLE
POLK

POLH
TOP3A

Sintese de DNA

Holliday junction RMI
— e — —
—_— — JE— RMIZ
N GEN1
[BTR complex | - — SLX1
-
AAELOD7683- P | ARELDOTO58-PA [AAELOND4Z5-PA SLxa MEENM,E;“ MUS81
EME1
/ RTEL1
i [
- Replicagao induzida por quebra {BIR) MCM
RTEL1
_______ . = | emm o o IS

® Reparo de quebra na fita dupla (DSBR) @ Anelamento de fila dependente de sintese (SDSA)

Figura 32: Reparo por recombinagdo homdloga (HR) em A. aegypti.

(A) Esquema da via de reparo por HR. Os retangulos verdes representam genes que foram encontrados em
A. aegypti e os brancos mostram genes que ndo foram encontrados. Os retdngulos que apresentam contorno
pontilhado correspondem a complexos, quando verdes significa que todos os genes do complexo estdo
presentes e quando azuis apenas alguns genes do complexo foram encontrados. (B) Heatmap mostrando a
presenca das proteinas de recombina¢do homéloga em humanos (Hsa), D. melanogaster (Dmel) e A.
aegypti (Aag). Os quadrados azuis indicam presenca da proteina, enquanto os amarelos auséncia.
*Subunidades ndo identificadas: MCM4 (complexo MCM) em A. aegypti e POLD4 (POLS) em A. aegypti
e D. melanogaster. A lista completa das proteinas de HR se encontra no anexo 13

4.3.3.2. Analise de perfil de expressdo da via de reparo por HR

A figura 34 apresenta o perfil de expressdo dos genes envolvidos no reparo por
HR, gerado pelo algoritmo Hierarchical clustering no Expander.

Através do heatmap, apresentado na figura 33A, € possivel observar que, de uma
maneira geral, os genes de HR aumentaram a expressdo mediante ao tratamento com
paraquat. Como mostrado no tépico 4.3.2.2 duas isoformas de RAD50 (AAEL025895-

RA e AAEL005245-RB) foram encontradas diferencialmente expressas, e junto com o



79

aumento na transcricdo de MBN (AAEL014377-RA e AAEL023570-RA) e MRE11
(AAEL023601-RA) sugere presenca e deteccdo de DSBs.

As DSBs podem ser reparadas por HR ou NHEJ, sendo RAD51 a principal
envolvida no reparo por HR. Apesar da auséncia de suporte estatistico, RAD51
(AAEL006080-RA) teve sua expressao aumentada nas amostras tratadas com paraquat.
Além disso, fatores importantes para HR, como as duas isoformas de RAD54, RAD54L
(AAEL002647-RA) e RAD54B (AAEL002341-RB), e BRCA2 (AAEL014774-RA),
também apresentaram elevacao na transcri¢do em virtude do tratamento.

Entre os genes diferencialmente expresso em HR foi encontrado MCM2
(AAELO07007-PA), que participa do complexo MCM, envolvido na sub via replicagdo
induzida por quebra (BIR). Além disso, observou-se aumento de expressao (sem suporte
estatistico) nas outras subunidades do complexo MCM: MCM2 (AAEL007007-PA),
MCM3 (AAEL011811-PA), MCM5 (AAEL002810-PA), MCM6 (AAEL012546-PA),
MCM7 (AAEL000999-PA). Dessa forma, o aumento de expressdo dos genes do
complexo MCM sugere a participacdo da sub via BIR para reparar DSBs geradas pelo
paraquat.

Além de RAD50 e MCM2, outros genes envolvidos em HR foram encontrados
diferencialmente expressos, sendo eles: a subunidade de POL ¢, POLE2 (AAEL002785-
PA); a subunidade de POL 6, POLD2 (AAEL007541-RB); RPA1 (AAEL012826-PA) e
RFC1 (AAEL001324-PB). Entretanto, esses genes estdo envolvidos em mais de uma via
de reparo, nao sendo especificos de HR.

Também é possivel observar no heatmap (figura 33A) a reducao na expressao de
uma isoforma de DNA2 (AAEL000201-RE); RMI1 AAEL007058-RA); e da subunidade
da POLe, POLE (AAEL002800-RA), nas amostras tratadas com paraquat. DNA2 possui
outra isoforma (AAEL000201-RB) que aumentou a expressédo em fung¢do do paraquat,
além disso, a proteina codificada por este gene realiza a extensa ressec¢do dos terminais
de DSB em conjunto com BLM (AAEL004039-PA) ou WRN (AAEL025042-RA), e
ambos apresentaram elevagéo da transcricdo nas amostras tratadas. RMI1 participa do
complexo BTR, envolvido na dissolucdo do D-loop. Outros genes que compdem este
complexo sdo BLM (AAEL004039-PA), que, como ja mencionado, auxilia na resseccao
dos terminais, e TOP3A (AAEL007683-RA). Ambos aumentaram a expressao em fungéo
do tratamento com paraquat. Em relacdo a POLg, € possivel observar que somente a
subunidade POLE (AAELO002800-PA) apresentou reducdo na expressdo devido ao
tratamento com paraquat. As subunidades POLE2 (AAEL002785-PA), POLE3
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(AAEL001764-PA) e POLE4 (AAELO010085-PA) apresentaram expressdo elevada nas
amostras que sofreram tratamento com paraquat. Além disso, POLE2 foi encontrada
diferencialmente expressa no grupo 1, indicando participagdo da POLe no reparo dos

danos causados pelo paraquat.
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Figura 33: Perfil de expressdo dos genes de HR em A. aegypti.
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(A) Heatmap dos genes de HR. (B) Gréafico de perfil de expressdo dos genes de HR. (C) Heatmap dos genes
de DSBR. (D) Gréfico de perfil de expressdo dos genes de DSBR. (E) Heatmap dos genes de SDSA. (F)
Gréfico de perfil de expressao dos genes de SDSA. (G) Heatmap dos genes de BIR. (H) Gréfico de perfil
de expressdo dos genes de BIR. Os genes sinalizados com asterisco estdo diferencialmente expressos, o
ntmero ao lado corresponde ao grupo de perfil de expressdo (figura 18) no qual ele se encontra.
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4.3.4. Reparo por juncdo ndo homdloga de pontas (NHEJ)

4.3.4.1. Identificacdo de proteinas relacionados a NHEJ em A. aegypti

A NHEJ se inicia com a ligacdo do complexo Ku (KU70 e KU80) as extremidades
da DSB, evitando a ressecgdo e recrutando a quinase DNAPKcs. Através das analises
conduzidas neste trabalho foi possivel encontrar, em A. aegypti, ortélogos para KU70
(AAEL019404-PA/B), KU80 (AAEL003684-PA) e DNAPKcs (AAEL024736-PA)
(figura 34). Em D. melanogaster, apesar da importancia da DNAPKcs em NHEJ, ndo foi
encontrado na literatura ortélogo para esta proteina.

Subsequentemente, DNAPKcs fosforila ARTEMIS, responsavel por remover
nucleotideos das extremidades. Outras proteinas envolvidas, em menor escala, nesse
processo sdo APLF, PNKP, APTX, TDP1 e TDP2. A proteina APLF também
desempenha um importante papel em NHEJ, estando envolvida no recrutamento de
XRCC4-LIG4 e XLF. Através das analises de blast reciproco foi possivel encontrar
ortélogos para ARTEMIS (AAEL026758-PA), APLF (AAEL011254-PA-H), PNKP
(AAEL014945-PB-D), APTX (AAEL025882-PA) e TDP1 (AAEL011629-P-C).
Curiosamente, D. melanogaster ndo possui ortélogo de ARTEMIS.

O processamento continua com a adi¢do de nucleotideos pelas polimerases da
familia X: POL p, POL A e TDT. Nenhum membro das polimerases da familia X foi
encontrado em A. aegypti, estando ausentes também em D. melanogaster.

A ligacdo é catalisada pelo complexo XRCC4-LIG4 em associacdo com XLF.
Ortélogos de LIG4 (AAEL021495-PA) e XLF (AAEL021206-PA) foram encontradas

em A. aegypti, entretanto XRCC4 esta ausente neste inseto.
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Figura 34: Juncdo ndo homdloga de pontas (NHEJ) em A. aegypti.

(A) Esquema da via de NHEJ. Os retangulos verdes representam genes que foram encontrados em A.
aegypti e os brancos mostram genes que ndo foram encontrados. (B) Heatmap mostrando a presenga das
proteinas de NHEJ em humanos (Hsa), D. melanogaster (Dmel) e A. aegypti (Aag). Os quadrados azuis
indicam presenca da proteina, enquanto os amarelos auséncia. A lista completa dos genes de NHEJ se
encontra no anexo 14.

4.3.4.2. Analise de perfil de expressdo de NHEJ em A. aegypti

O perfil de expressao de NHEJ (Figura 35) foi gerado pelo algoritmo Hierarchical
clustering no Expander.

O grafico de perfil global de expressdo de NHEJ (Figura 35B) indica um aumento,
expressivo, na transcricdo dos genes que participam desta via nas amostras tratadas com

paraquat.
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O heatmap de expressdo dos genes de NHEJ (Figura 35A) mostra que a
transcri¢cdo de todos os genes, envolvidos nesta via, aumentou em funcdo do tratamento
com paraquat. Além disso, KU80 (AAEL003684-RA), componente do complexo Ku, que
desempenha papel crucial nesta via, foi encontrado diferencialmente expresso no grupo
1. Outro importante gene de NHEJ, LI1G4 (AAEL021495-RA), também foi encontrado
diferencialmente expresso (grupo 1), tendo aumentado a expressao nas larvas tratadas
com paraquat. LIG4 interage com XRCC4 e XLF para catalisar a ligacdo das
extremidades, restaurando a integridade do DNA. Ademais, duas isoformas de APLF

(AAEL011254-RA/B) também foram encontradas diferencialmente expressas no grupo
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Figura 35: Perfil de expressdo dos genes de NHEJ em A. aegypti.

(A) Heatmap dos genes de NHEJ. Os genes sinalizados com asterisco estdo diferencialmente expressos, o
namero ao lado corresponde ao grupo de perfil de expresséo (figura 18) no qual ele se encontra. (B) Gréafico
de perfil de expressdo dos genes de NHEJ.

4.3.5. Reparo por erro de pareamento (MMR)

4.35.1. Identificacdo de proteinas relacionados a MMR em A. aegypti

A deteccdo do mal pareamento ocorre, em eucariotos, através dos homologos de
MutS (MSH2, MSH3 e MSH6), que formam os heterodimeros MutSo (MSH2-MSH6) e
MutSp (MSH2-MSH3). Em A. aegypti, apenas o homologo MSH3 né&o foi encontrado,
estando ausente também em D. melanogaster (figura 36). Além de MSH2, MSH3 e
MSHS6, outros 5 homdélogos de MutS sdo encontrados em eucariotos: MSH1, envolvido
no reparo mitocondrial em fungos; MSH4 e MSHS5, relacionados a recombinacdo

homologa durante a meiose; MSH7, encontrada em plantas e MSH8 identificada em
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Euglenozoa. Em A. aegypti, foram encontrados os homoélogos MSH4 (AAEL001140-PB)
e MSH5 (AAEL005494-PA) (anexo 15).

Ap0s a detecgdo, o heterodimero MutL é recrutado, formando um complexo com
MutS. Os homoélogos de MutL formam trés heterodimeros funcionais, sendo eles: MutLa
(MLH1-PMS2), MutLp (MLHI-MLH3) e MutLy (MLH1-PMS1). Em A. aegypti, ndo
foram identificados os homologos MLH3 e PMSL1, sendo assim, provavelmente apenas o
heterodimero MutLa estd presente neste inseto. Ambas auséncias também acontecem em
D. melanogaster.

Em seguida, o mau pareamento ¢ removido pela agdo da EXO1, a POLSJ realiza a
sintese de uma nova sequéncia de nucleotideos e a LIG1 catalisa ligacdo do DNA. Em A.
aegypti, todas a proteinas citadas acima estdo presentes, com excecdo da subunidade 4 de

POL 6 [auséncia ja citada na figura 32], (figura 36).
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Figura 36: Reparo por erro de pareamento (MMR) em A. aegypti.

(A) Esquema da via de reparo por erro de pareamento. Os retangulos verdes representam genes que foram
encontrados em A. aegypti e os brancos mostram genes que ndo foram encontrados. Os retangulos que
apresentam contorno pontilhado representam complexos, quando verdes significa que todos os genes do
complexo estdo presentes e quando azuis apenas alguns genes do complexo foram encontrados. (B)
Heatmap mostrando a presencga das proteinas do reparo por erro de pareamento em humanos (Hsa), D.
melanogaster (Dmel) e A. aegypti (Aag). Os quadrados azuis indicam presenga da proteina, enquanto 0s
amarelos auséncia. A lista completa dos genes de MMR se encontra no anexo 15.

4.3.5.2. Andlise de perfil de expressdo de MMR

O algoritmo Hierarchical clustering foi utilizado, no Expander, para analisar o
perfil de expresséo dos genes de MMR (figura 37).

O grafico de perfil de expressédo de MMR sugere aumento na transcri¢cdo dos genes
desta via (figura 37B).

O heatmap dos genes de MMR, encontrado na figura 37A, mostrou que todos os
genes, com exce¢do de MSH6 (AAEL011780-RA), apresentam um aumento de expressdo

nos grupos de larvas tratadas com paraquat em relacdo ao grupo controle (ndo tratado).
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Entretanto, apesar do aumento de expressdo, nenhum gene especifico de MMR foi
encontrado diferencialmente expresso, apenas RPA1l (AAEL012826-RA), RFC1
(AAEL001324-RB) e POLD2 (AAEL007541-RB) que também participam de outras vias.
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Figura 37: Perfil de expressdo dos genes de MMR em A. aegypti.

(A) Heatmap dos genes de MMR. Os genes sinalizados com asterisco estdo diferencialmente expressos, 0
ntmero ao lado corresponde ao grupo de perfil de expressao (figura 18) no qual ele se encontra. (B) Grafico
de perfil de expressdo dos genes de MMR.

4.3.6. Via de reparo por exciséo de base (BER)

4.3.6.1. Identificacdo de proteinas relacionados a BER em A. aegypti

A BER se inicia com o reconhecimento e exciséo da base lesionada por uma DNA
glicosilase. Humanos possuem onze DNA glicosilases: UNG, TDG, SMUG, MBD4,
MPG, OGG, MUTY, NTH, NEIL1, NEIL2 e NEIL3. Em A. aegypti apenas 3 DNA
glicosilases foram encontradas, sendo elas SMUG (AAEL013286-PC) (monofuncional)
e as glicosilases bifuncionais OGG (AAEL013179-PA, AAEL008148-PA/B) e NTH
(AAEL003906-PA).

O préximo passo consiste na clivagem do DNA, na regido do sitio abasico, pela
endonuclease APE, formando uma quebra na fita simples (SSB). No caso de remogéo da
base por uma glicosilase bifuncional APE e PNKP precisam substituir 3’-PUA ou 3’-P
por (3°-OH). Além disso, BER também repara SSBs diretamente, as quais podem ser
processadas por APTX, TDP1 e PNKP. Em humanos existem dois ortélogos de APE,
APE1 e APE2, entretanto, A. aegypti possui apenas um ortélogo de APE (AAEL010781-



88

PA/B). Ortologos de PNKP (AAEL025882-PA), APTX (AAEL014945-PB-D) e TDP1
(AAEL011629-PB/C) também foram encontrados em A. aegypti.

Os proximos passos de BER podem prosseguir por duas vias: a via curta (SP-
BER) e a via longa (LP-BER). Na via curta a POLp sintetiza um novo nucleotideo e 0
complexo XRCC1-LIG3 finaliza o reparo ligando as extremidades. Como mostrado
anteriormente (topico 4.3.4.1), as polimerases da familia X, incluindo POL, ndo foram
encontrados em A. aegypti. Nas andlises realizadas neste trabalho também ndo foi
possivel encontrar LIG3, tendo sido identificado apenas ortdlogo para XRCC1
(AAEL002782-PB). Na via longa de 2-10 nucleotideos sdo deslocados e removidos da
fita de DNA, e uma nova cadeia nucleotidica é sintetizada e incorporada ao DNA.
Diversas proteinas participam da via longa, incluindo FEN1, PCNA, RFC, RPA,
PARP1/2, LIG1 e POL&/e/B. Em A. aegypti, foram encontrados ortologos para FEN1
(AAEL005870-PB), LIG1 (AAEL017566-PB/C), PCNA (AAEL012545-PA) e todas as
subunidades dos complexos RFC (RFC1 - AAEL001324-PB; RFC2 - AAEL020929-PA,
RFC3 - AAELO007581-PA, AAEL024947-PA; RFC4 - AAEL006788-PA; RFC5 -
AAEL009465-PA), RPA (RPAL - AAEL012826-PA; RPA2 - AAEL014250-PA; RPA3
- AAEL007291-PA) e POLe (POLE - AAEL002800-PA; POLE2 - AAEL002785-PA,;
POLE3 - AAELO001764-PA; POLE4 - AAEL010085-PA). Entretanto, do complexo
POLS (POLD1 - AAEL027722-PA; POLD2 - AAELO007541-PA/B; POLD3 -
AAEL003935-PA), apenas a subunidade POLD4 ndo foi identificada. Somente um
ortdlogo de PARP (AAEL011815-PA) foi encontrado, o qual se mostrou mais similar a
PARPL1.
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brancos mostram genes que ndo foram encontrados. Os retdngulos que apresentam contorno pontilhado

representam complexos, quando verdes significa que todos os genes do complexo estdo presentes e quando
azuis apenas alguns genes do complexo foram encontrados. (B) Heatmap mostrando a presenca das
proteinas do reparo por excisdo de base em humanos (Hsa), D. melanogaster (Dmel) e A. aegypti (Aag).

Os quadrados azuis indicam presenca da proteina, enquanto os amarelos auséncia. A listagem completa das

(A) Esquema de BER. Os retadngulos verdes representam genes que foram encontrados em A. aegypti e os
proteinas de BER se encontra no anexo 16.

Figura 38: Reparo por excisdo de base (BER) em A. aegypti.
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4.3.6.2. Analise de perfil de expressdo de BER

O Expander foi empregado para gerar o perfil de expressdo de BER, tendo sido
utilizado o algoritmo Hierarchical clustering.

A figura 39 mostra o heatmap e o grafico de perfil de expressdo dos genes de
BER, sendo possivel observar um aumento na transcri¢cdo dos genes relacionados a esta
via.

Através do heatmap (figura 39A) é possivel observar que a maioria dos genes
aumentaram a expressao nas amostras tratadas com paraquat. Além disso, genes cruciais
para BER e RDD foram encontrados diferencialmente expressos, sendo eles PARP
(AAEL011815-PA) e XRCC1 (AAEL002782-PB). PARP é responsavel por reconhecer
regibes de SSB e DSB e sintetizar cadeias de polimeros de ADP-ribose (pAR), que
funciona para o recrutamento da proteina de ancoragem XRCC1. Dessa forma, 0 aumento
de expressao, com suporte estatistico, de PARP e XRCC1, pode indicar a ativacao de LP-
BER.

Entre os genes diferencialmente expressos, como mencionado anteriormente,
foram encontradas as subunidades RFC1 (AAEL001324-PB) e RPA1l (AAEL012826-
RA) apresentando aumento na expressdo em 6h (grupo 4) e em 24h (grupo 1),
respectivamente. POLD2 (AAEL007541-RB) também foi encontrada diferencialmente
expressa no grupo 1.

Todavia, foi observada a reducdo na expressao de alguns genes, sendo eles: as
isoformas de APE1 (AAEL010781-RA) e HMGB1 (AAEL011414-RF), e a unidade de
Pole, POLE (AAEL002800-RA), j& mencionado anteriormente. Poréem, como é possivel
observar, as isoformas APEl (AAEL010781-RB) e HMGB1 (AAEL011414-RE)
aumentaram a expressdo mediante ao tratamento com paraquat. Como ja dito
anteriormente, as subunidades POLE2 (AAEL002785-PA), POLE 3 (AAELO001764-PA)
e POLE4 (AAEL010085-PA) elevaram a transcri¢do nas amostras tratadas com paraquat.
Além do mais, POLE2 foi encontrada diferencialmente expressa no grupo 1, sugerindo

participagdo da POLe no reparo dos danos oxidativos gerados pelo paraquat.
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Figura 39: Perfil de expressdo dos genes de BER em A. aegypti.

(A) Heatmap dos genes de BER. Os genes sinalizados com asterisco estdo diferencialmente expressos, o
namero ao lado corresponde ao grupo de perfil de expressao (figura 18) no qual ele se encontra. (B) Gréafico
de perfil de expressdo dos genes de BER.

4.3.7. Viade reparo por excisdo de nucleotideo (NER)

4.3.7.1. Identificacdo de proteinas relacionados a BER em A. aegypti

Em NER o reconhecimento do dano pode ocorrer por duas sub vias, o reparo do
genoma global (GG-NER) e o reparo acoplado a transcricdo (TC-NER). A GG-NER, é
orquestrada por dois complexos: XPC (XPC, HR23B e CENT2) e UV-DDB (XPE),
constituido por DDB1, BBD2, CUL4 e RBX1. Em A. aegypti, foram encontrados
ortdlogos para XPC (AAEL003897-PB, AAEL003893-PA, AAEL018259-PB,
AAEL003868-PA) e HR23B (AAEL002077-PA) do complexo XPC, e DDB1
(AAEL002407-PB), CUL4 (AAEL003466-PC-K) e RBX1 (AAEL004691-PA/B) de
UV-DDB. Néo foram encontrados ortdlogos para as subunidades CENT2 e DDB2 dos
complexos XPC e UV-DDB, respectivamente. Em TC-NER o bloqueio da elongagéo da
RNA polimerase serve como um sinal para o recrutamento de CSA e CSB, iniciando
NER. Curiosamente, ambas ndo foram encontradas em A. aegypti.

A proxima etapa (comum as sub vias) consiste no recrutamento do complexo
TFIIH, o qual é composto por dez subunidades, compreendendo um nucleo central (XPB,
XPD, TTDA, TFIIH1, TFIIH2, TFIIH3, TFIIH4) associado ao subcomplexo CAK
(CDK7, CCNH, MNAT1). Ortologos para todas as subunidades de TFIIH foram
identificados em A. aegypti.
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A exciséo do dano ¢é catalisada pelo complexo XPF-ERCCI1 (5°) e por XPG (3°).

POL 6, € ou « sintetiza um novo fragmento, enquanto a ligacdo ¢ catalisada por LIG1 ou

pelo complexo XRCC1-LIG3. Com excec¢dao da subunidade 4 de POL & e de LIG3

(mostrado no tdpico 4.3.6.1), todas as proteinas estdo presentes em A. aegypti (figura 40).
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Figura 40: Reparo por excisdo de nucleotideo (NER) em A. aegypti.
(A) Esquema de NER. Os retdngulos verdes representam genes que foram encontrados em A. aegypti e os
brancos mostram genes que ndo foram encontrados. Os retdngulos de contorno pontilhado representam
complexos, quando verdes significa que todos os genes do complexo estdo presentes e quando azuis apenas
alguns genes do complexo foram encontrados. (B) Heatmap mostrando a presenca das proteinas do reparo
por excisdo de nucleotideo em humanos (Hsa), D. melanogaster (Dmel) e A. aegypti (Aag). Os quadrados
azuis indicam presenca da proteina, enquanto os amarelos auséncia. A tabela completa contando os codigos
das proteinas encontradas esta no anexo 17.
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4.3.7.2. Analise de perfil de expressdo de NER

O perfil de expressdo dos genes envolvidos em NER foi gerado através do
algoritmo Hierarchical clustering, no Expander.

O heatmap dos genes de NER e o grafico de perfil de expressdo dos genes de NER
encontram-se na figura 41. E possivel observar que a expressdo dos genes de NER
aumentou nas amostras tratadas com paraquat (figura 41B). Todos os genes de NER, com
excecdo, da ja citada, subunidade de POLe, POLE (AAEL002800-RA), e uma isoforma
de CUL4 (AAEL003466-RC), apresentaram aumento de expressao nas amostras que
sofreram tratamento com paraquat.

Além disso, trés genes essenciais que possuem papel crucial para NER, foram
encontrados diferencialmente expressos (grupo 1), sendo eles: XPC (AAEL018259-RB),
HR23B (AAEL002077-RA) e XPB (AAEL013205-RA). XPC e HR23B interagem
formando o complexo XPC, responsavel por detectar danos que causam alteracdes
estruturais na sub via GG-NER. XPB ¢é uma helicase componente do complexo TFIIH,
que juntamente com XPD realiza a abertura da fita em torno do dano. Apesar da auséncia
de suporte estatistico, é possivel observar elevacdo da transcricdo dos genes de NER,
incluindo XPD. Ademais, como mencionado anteriormente, as subunidades RPA1 (grupo
1), RFC1 (grupo 4) POLD2 (AAEL007541-RB) e POLE2 (AAEL002785-RA) também
se encontram diferencialmente mais expressas, além de XRCC1 (grupo 1).

O grafico de perfil de expressdo de NER (figura 41B) também aponta para
aumento na transcricdo dos genes de NER. Sendo assim, os resultados indicam ativagédo
desta via em funcdo do tratamento com paraquat.
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Figura 41: Perfil de expressdo dos genes de NER em A. aegypti.

(A) Heatmap dos genes de NER. Os genes sinalizados com asterisco estdo diferencialmente expressos, 0
namero ao lado corresponde ao grupo de perfil de expressao (figura 18) no qual ele se encontra. (B) Grafico
de perfil de expressdo dos genes de NER.

4.4.PCR quantitativo (qPCR)

O gPCR foi feito para validar alteraces de expressdo identificadas no
transcriptoma. Dessa forma, 7 genes de RDD, diferencialmente expressos, foram
escolhidos, sendo deles: RAD9 (AAEL010759-RA), XPC (AAEL018259-RB), XPB
(AAEL013205-RA), XRCC1 (AAEL002782-RB), PARP (AAEL011815-PA), TOPBP1
(AAEL013962-RB) e RFC1 (AAEL001324-RB).

O resultado do gPCR encontra-se nas figuras 42, 43 e 44. Os genes RAD?9 (figura
43A), XRCC1 (figura 42B), PARP1 (figura 42C) e XPC (figura 42D) apresentaram
expressdo semelhante ao observado no transcriptoma, entretanto o perfil de expresséo de
XPB (figura 42E), TOPBP1 (figura 43) e RFC1 (figura 44) foi diferente do encontrado
no transcriptoma.

No transcriptoma o gene XPB apareceu diferencialmente expresso no grupo 1,
indicando aumento de expressdo em 24h de tratamento. Todavia, no qPCR, a expresséo
de XPB (figura 42E) ndo variou, uma vez que ndo demonstrou alteracdo de expressao
entre as amostras tratadas e a controle.

No caso de TOPBP1, o transcriptoma demonstrou reducdo da expressdo em

24h, uma vez que este gene foi encontrado diferencialmente expresso no grupo 2. Em
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contrapartida, o qPCR indica baixa expressdo deste gene no controle, um aumento na
transcri¢cdo nos tempos 6h e 12h, seguido da reducdo de expressdo em 24h.

Em relagdo a RFC1, diferencialmente expressa no grupo 4, o transcriptoma
mostrou uma expressao proeminente em 6h e posterior reducdo na transcricdo em 12h e
24h. Entretanto, o qPCR indica um aumento de expressivo, condizente com o perfil do

grupo 1.
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Figura 42: Gréficos de gPCR para os genes diferencialmente expressos no grupo 1.
(A) RADO9. (B) XRCCL. (C) PARP1. (D) XPC. (E) XPB. Os graficos de barras representam média e erro
padréo de trés experimentos independentes realizados em triplicata. O asterisco indica suporte estatistico

em relacdo ao controle (p<0,05).
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Figura 43: Gréfico de gPCR para TOPBP1 diferencialmente expressa no grupo 2.

O grafico de barras representa média e erro padrdo de trés experimentos independentes realizados em
triplicata.
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Figura 44: Gréfico de gPCR para RFCL1, diferencialmente expresso no grupo 4.
O gréfico de barras representa média e erro padrdo de trés experimentos independentes realizados em
triplicata. O asterisco indica suporte estatistico em relagdo ao controle (p<0,05).
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5. DISCUSSAO

O A. aegypti é atualmente um dos insetos vetores de maior importancia na sadude
publica mundial, devido a sua capacidade de transmitir as arboviroses Dengue, Zika,
Chikungunya, febre amarela e Mayaro (ALONSO-PALOMARES et al., 2019; POWELL,
2018). Este diptero da familia Culicidae é encontrado em regiGes tropicais e subtropicais,
estando completamente adaptado ao ambiente urbano (CLEMONS et al., 2010). A
transmisséo de doencas ocorre durante o repasto sanguineo, realizado pelas fémeas, para
garantir o desenvolvimento e maturacdo dos ovos (VALLE; NACIF PIMENTA;
AGUIAR, 2016).

Devido a sua importancia médica, estudos com o objetivo de entender sua biologia
e outros aspectos sdo fundamentais para o maior conhecimento deste vetor e
melhoramento de técnicas de controle.

No presente trabalho, larvas do mosquito A. aegypti foram submetidas ao estresse
oxidativo gerado pelo paraquat, e analisadas através da metodologia de RNA-seq. O
paraquat (1,1'-dimethyl-4,4'-bipyridinium) é um herbicida que atua induzindo o estresse
oxidativo através do aumento na producao de radicais livres, associado a deple¢do dos
mecanismos antioxidantes. A reducdo do paraquat durante o ciclo redox forma o radical
PQ* que é rapidamente re-oxidado formando PQ?*, gerando anion superoxido (0%). A
subsequente reducdo do anion superoxido acarreta na geracao de perdxido de hidrogénio
(H202) e radicais hidroxila (OH) (FUKUSHIMA et al., 2002; GAWARAMMANA,
BUCKLEY, 2011). Este herbicida é comumente utilizado para estudar estresse oxidativo
em diversos modelos, ja tendo sido amplamente empregado, em D. melanogaster, para
mensurar a resisténcia adquirida ao estresse oxidativo (HOSAMANI; MURALIDHARA,
2013; RZEZNICZAK et al., 2011).

O tratamento com paraquat alterou significativamente a expressdo de 1848 genes,
0s quais foram agrupados em cinco perfis de expresséo (figura 18). Devido a diferenca
de expressao entre os genes do controle e das amostras tratadas por 24h nos grupos 1, 2 e
5, é possivel sugerir que estas modificacdes ocorreram em virtude do tratamento com
paraquat. Todavia, em relagdo aos grupos 3 e 4, devido a semelhanca entre as amostras
controle e 24h, ndo e possivel afirmar que as alteracdes transcricionais visualizadas ao
longo do tempo ocorreram devido ao paraquat. Apesar desta ser uma das possibilidades,

uma variagdo causada pelo préprio desenvolvimento da larva também é possivel.
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Em virtude do seu mecanismo de acdo, 0 paraquat € toxico para a mitocondria.
Sua reducdo pelo complexo I, também denominado NADH desidrogenase, promove 0
aumento da producdo de superdxido acarretando na despolarizacdo da membrana interna
e no aumento de volume da matriz mitocondrial (GAWARAMMANA; BUCKLEY,
2011). As larvas de A. aegypti, tratadas com paraquat, sofreram uma drastica reducéo na
transcricdo de genes envolvidos na cadeia transportadora de elétrons e fosforilagdo
oxidativa, associado ao aumento da expressao de genes relacionados a mitofagia (figuras
20-24). De fato, alguns estudos ja demonstraram a influéncia do paraquat no metabolismo
energético. No hipocampo de ratos tratados com paraquat (8 mg/kg) a concentracdo de
ATP reduziu significativamente em comparacdo com o controle, sugerindo uma
disfungdo mitocondrial causada pelo paraquat (CHEN et al., 2010). A mitofagia consiste
no mecanismo de autofagia da mitocondria, sendo um processo crucial para a manutencao
da qualidade destas organelas e homeostase do organismo. A inducdo da mitofagia pelo
paraquat ocorre em resposta a producdo excessiva de superéxido e a consequente
despolarizacdo da mitocondria (GEORGAKOPOULOS; WELLS; CAMPANELLA,
2017). Além disso, o excesso de EROs acarreta a disfungdo mitocondrial, acionando a
mitofagia para eliminar mitocéndrias danificadas e manter a homeostasia, fato que
explica 0 aumento da transcricdo de genes envolvidos com o processo de autofagia
mitocondrial.

A supressdo da fosforilagdo oxidativa ocorreu em conjunto com a diminuicéo da
expressao de genes envolvidos no ciclo do acido citrico, no catabolismo de acidos graxos
e no metabolismo de carboidratos e aminoacidos. Essas modificagdes mostram uma
I6gica metabdlica de diminuicdo na producdo de precursores da cadeia transportadora de
elétrons (NADH e FADH2) por vaérias abordagens: 1) diretamente pela diminui¢do do
ciclo do &cido citrico e do catabolismo de &cidos graxos, 2) pela diminuicdo de
precursores do ciclo do é&cido citrico atraves da diminuicdo do metabolismo de
carboidratos e 3) pela diminuicdo de intermediarios do ciclo do &cido citrico pela
diminuicdo do metabolismo de aminoacidos. A supressdo do ciclo do &cido citrico em
funcdo do paraquat ja foi demonstrada em D. melanogaster. A exposicao aguda de moscas
adultas ao paraquat (20 mM e 40 mM) reduziu a atividade das enzimas succinato
desidrogenase e citrato sintase (HOSAMANI; MURALIDHARA, 2013).

O metabolismo de pirimidinas também foi suprimido em funcdo do estresse
oxidativo gerado pelo paraquat. A biossintese de novo de pirimidinas € um processo
catalisado pela enzima diidroorotato desidrogenase (DHODH), uma flavoproteina
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presente na membrana mitocondrial interna, que necessita do complexo Il para exercer
sua funcdo (KHUTORNENKO et al., 2010). Como discutido anteriormente, o paraquat
acarretou a reducgéo da expressao de genes relacionados a fosforilagdo oxidativa e cadeia
transportadora de elétrons, incluindo genes do complexo 11 (figuras 25 e 26). Dessa
forma, a reducdo na transcricao de genes envolvidos no metabolismo de pirimidinas pode
ter ocorrido em virtude da supressao destes processos. Além disso, ja foi demonstrado
que a reducdo da biossintese de novo de pirimidina desencadeia a ativacdo do p53 em
resposta aos inibidores do complexo I, sugerindo que a supressdo destas vias é
importante para ativacdo da RDD (KHUTORNENKO et al., 2010).

Dessa forma, a alteracdo na expressdo dos genes envolvidos no metabolismo
energético e metabolismo de nitrogénio, associado aos genes de mitofagia mostram um
quadro celular de dano mitocondrial relacionado ao aumento na producdo de EROs, em
virtude do tratamento com paraquat.

O tratamento com paraquat também influenciou na expressao de genes envolvidos
na transcricdo do DNA e sintese de proteinas, indicando uma resposta transcricional para
combater os possiveis danos. Como dito anteriormente, a RDD ativa diversas respostas
celulares como o arresto do ciclo celular, ativacéo transcricional de genes, senescéncia e
apoptose (SIRBU; CORTEZ, 2013). A auséncia de vias de apoptose entre as categorias
enriquecidas, e 0 aumento de expressao de genes envolvidos no reparo e na resposta ao
estresse, sugerem uma tentativa das larvas em lidar com os danos gerados sem acionar
mecanismos de morte celular programada. Além disso, 0 aumento na expressao de genes
envolvidos na transcricdo do DNA e sintese de proteinas, indicam que as larvas estdo
tentando se adaptar ao ambiente rico em ROS ao invés de ativar apoptose.

Além de danos mitocondriais 0 aumento da producdo de EROs pode ocasionar
outras complicacdes celulares como lesdes ao DNA, proteinas e peroxidacao de lipideos
(GRACA-SOUZA et al., 2006). Nas larvas de A. aegypti, o tratamento com 0,5 mM de
paraquat, durante 6h, 12h e 24h acarretou a ativacdo dos mecanismos de resposta ao
estresse e resposta ao dano ao DNA (RDD) que seréo discutidos adiante.

Entre os genes relacionados com a resposta ao estresse foram encontradas trés
isoformas de ferritina (AAEL007383-PE-G) e a proteina de choque térmico DNAJ
(AAEL003366-PA). A ferritina € uma proteina armazenadora de ferro que possui um
papel importante na regulacéo do estresse oxidativo. Primeiramente, ela evita a formacéo
de EROs através da regulacdo da concentracdo celular de ferro livre, o qual catalisa a
producdo de de EROs através da reacdo de Fenton. Além disso, em resposta ao estresse
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oxidativo, a ferritina é capaz de se ligar a p53 estimulando a sua atividade transcricional;
e ao DNA, protegendo-o de danos oxidativos (LEE et al., 2009). O aumento da expresséo
de ferritina mediante ao tratamento com paraquat j& foi demonstrado em D. melanogaster
(GIRARDOT; MONNIER; TRICOIRE, 2004). Além disso, a ferritina também
apresentou aumento da transcri¢cdo em células da linhagem Aag2 de A. aegypti tratadas
com heme e no intestino de fémeas alimentadas com sangue (BOTTINO-ROJAS et al.,
2015). O heme é o grupamento prostético da hemoglobina, principal proteina do sangue,
sendo formado por um anel de protoporfirina IX e um atomo de Fe?* (BELCHER et al.,
2010). Nos intestinos de fémeas a hemoglobina é digerida acarretando na liberacao de
heme, que quando livre torna-se toxico devido ao seu potencial pr6 oxidante (OLIVEIRA
et al., 2011; PAIVA-SILVA et al., 2006). Em adicéo, a degradagdo do heme pela heme
oxigenase liberta o ferro que, como discutido anteriormente, produz EROs através da
reacao de Fenton (LIMA et al., 2012). Dessa forma, é possivel afirmar que 0 aumento da
expressao de ferritina, mediante ao tratamento com paraquat consiste, em um mecanismo
adaptativo em resposta a elevacdo de EROs. Como dito anteriormente, a proteina de
choque térmico, DNAJ também teve sua expressdao aumentada nas larvas tratadas com
paraquat. A elevacao da expressdo de proteinas de choque térmico em funcao do estresse
oxidativo, gerado pelo heme, ja foi demonstrado (BOTTINO-ROJAS et al., 2015).
Ademais, a interacdo entre a DNAJ e a proteina PCNA, ja identificada na planta Oryza
sativa, sugere participacdo de DNAJ na RDD (YAMAMOTO et al., 2005).

Um dos principais mecanismos de defesa contra o estresse oxidativo consiste no
sistema antioxidante enzimatico, formado pelas enzimas superdxido dismutase, catalase,
glutationa-S-transferase (GST), glutationa peroxidase (GPX), tioredoxina, tioredoxina
peroxidase e tioredoxina redutase. O aumento de expressao destas enzimas em funcdo do
tratamento com paraquat e com heme ja foi demonstrado em células da linhagem Aag de
A. aegypti e D. melanogaster (BOTTINO-ROJAS et al., 2015; GIRARDOT; MONNIER;
TRICOIRE, 2004). Entretanto um estudo realizado em células do epitélio renal de ratos
(linhagem NRK-52E) mostrou uma diminui¢do na atividade total de catalase e SOD
(associado a reducdo da expressao) apos tratamento com paraquat (SAMAI et al., 2011).
Condizente com a literatura, diversas variantes de GST e GPX aumentaram de expressao
nas larvas tratadas com paraquat, incluindo GSTT2 (AAEL009016-RB) que esta
diferencialmente expressa no grupo 1. Entretanto, foi observado a reducéo na expressao
de outras variantes, como a GSTT4 (AAEL004229-RA), GSTE3 (AAEL007947-RA),
GSTT1 (AAEL009017-RA) e GSTT3 (AAEL025979-RA), diferencialmente expressas
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no grupo 2. Este resultado sugere que as variantes de GST e GPX possuem uma regulacao
independente em resposta ao estresse oxidativo. Ademais, os diferentes perfis de
expressdo das GSTs e GPXs indicam atuacdo das variantes em funcdo do acumulo de
danos. A enzima superoxido dismutase (SOD), como o proprio nome diz, catalisa a
dismutacdo de superéxido em peréxido de hidrogénio (H202) e oxigénio (O2). A
MnSOD2 (AAEL025388-RA) teve sua expressdo reduzida, com suporte estatistico, em
funcdo do tratamento com paraquat, tendo sido observado um aumento nas amostras
tratadas por 6h seguido de uma drastica diminuicdo em 24h. O mesmo perfil de expressédo
foi encontrado para CuSOD3 (AAEL019937-RA), enquanto a transcricdo de CuSOD1
(AAEL019759-RA), CuSOD2 (AAEL006271-RD) e CuSOD4 (AAEL019938-RA)
aumentou em 12h e 24h de tratamento. Dessa forma, por ser uma enzima mitocondrial,
MnSOD?2 ¢, possivelmente, a defesa inicial contra EROs gerados pelo paragquat, uma vez
que a mitocdndria é o principal sitio de producdo de EROs induzida por este herbicida.
Ademais, a posterior redugdo na transcricdio de MnSOD2 pode estar associada a
mitofagia, uma vez que MnSOD?2 apresenta um perfil de expressao semelhante aos genes
relacionados a fosforilacdo oxidativa e cadeia transportadora de elétrons. Outra
importante enzima antioxidante, a catalase (AAELO013407-RB), responsavel por
converter H,0O2 em H,0 e Oz, também foi encontrada diferencialmente expressa no grupo
2. Todavia outra isoforma (AAEL013407-RA) teve sua transcricdo aumentada em virtude
do tratamento com paraquat, sugerindo uma alteracéo na regido de splicing em funcéo do
estresse oxidativo. O sistema antioxidante tioredoxina é formado pelas enzimas
tioredoxina peroxidase e redutase. A maioria dos genes deste sistema aumentaram a
expressao nas larvas tratadas com paraquat, principalmente nas amostras tratadas por 12h
e 24h (figura 27C). Ademais, TRXL (AAEL008291-RA) e TPX4 (AAEL002309-RA)
foram encontrados diferencialmente expressos no grupo 1. O aumento de expressdo em
funcdo do tratamento com paraquat sugere participacdo do sistema tioredoxina no
combate aos EROs gerados por este herbicida, principalmente nos tempos 12h e 24h.
Outro importante mecanismo de detoxificagdo consiste no efluxo de substancias
danosas pelos transportadores de cassetes de ligacdo ao ATP (transportadores ABC).
Estes transportadores estdo envolvidos no transporte de substancias através das
membranas, e encontram-se enriquecidos no grupo 1. O aumento de transcricdo dos
transportadores ABC em resposta ao paraquat ja foi demonstrado em espécies de plantas
do género Conyza (MORETTI et al., 2017). Além disso, em D. melanogaster, o paraquat

induz aumento de expressdo do gene que codifica a proteina multidrug resistance-
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associated protein 4 (MRP4). Esta proteina € um componente da subfamilia MRP/ABCC
de transportadores ABC, e ja foi relacionada com processos de detoxificagdo. Os genes
que codificam membros da subfamilia ABC, MPR1 (AAEL004743-PO, AAEL019847-
PA) e MPR9 (AAEL005043-RA) tiveram sua expressao elevada nas larvas tratadas com
paraquat durante 24h, indicando uma tentativa de remocdo do paraquat do meio
intracelular.

Apesar do esfor¢o celular em evitar danos gerados pelo paraquat através dos
mecanismos de detoxificacdo, dos transportadores ABC e da regulacdo metabdlica para
diminuir a respiracdo celular, o metabolismo de nitrogénio e a ativacdo da mitofagia; a
presenca de genes fundamentais para RDD evidencia o combate a lesdes no DNA. Entre
0S genes encontrados nestas categorias estdo PARP (AAELO011815-RA) e HPF1
(AAEL001300-RA), que desempenham papel crucial na RDD. PARP promove o
recrutamento de diversas proteinas de reparo, através do reconhecimento de regifes de
SSB e DSB e da sintese de cadeias de polimeros de ADP-ribose (ADPr) (YELAMOS et
al., 2011). Recentemente HPF1 foi identificado como parceiro de PARP, e sua auséncia
implica na perda de eficiéncia desta proteina (GIBBS-SEYMOUR et al., 2016). Estudos
demonstraram que, em resposta ao dano ao DNA, PARP e HPF1 interagem promovendo
a sintese de serina-ADPr (Ser-ADPr), sendo a serina o principal residuo modificado por
ADPr em funcdo de danos ao DNA (BONFIGLIO et al., 2017). Dessa forma, a presenca
de PARP e HPF1 nas categorias enriquecidas, sugere a presenca de danos ao DNA e
evidencia 0 aumento de expressdo destes genes para corrigir os danos gerados pelo
paraquat.

Genes relacionados ao reparo de DSB também foram encontrados
diferencialmente expressos. As DSBs sdo lesdes potencialmente danosas, que podem
acarretar instabilidade gendémica (IYAMA; WILSON, 2013). A correcdo desse tipo de
dano pode ocorrer através de HR ou NHEJ, sendo a ultima a principal via de reparo de
DSB em eucariotos (RODGERS; MCVEY, 2016). Como DSB consiste em um dos tipos
de danos ocasionados por estresse oxidativo, a alteracdo de expressdao de genes
relacionados a NHEJ era esperado. De fato, KU80 (AAEL003684-RA), APLF
(AAEL011254-RA/B) e LIG4 (AAEL021495-RA), foram encontrados diferencialmente
expressos, evidenciando a participacdo de NHEJ no reparo de DSBs geradas pelo
paraquat.

Outros genes importantes na RDD também foram encontrados diferencialmente
expressos, sendo eles: RAD9 (AAEL010759-RA), XPC (AAEL018259-RB), XPB
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(AAEL013205-RA), POLE2 (AAEL002785-RA) e RPA1 (AAEL012826-RA). O perfil

de expressao dos genes de RDD serdo discutidos com maior profundidade a seguir.

5.1.Estudo da RDD em A. aegypti

Com o crescimento da tecnologia de edi¢do de genomas, o uso desta metodologia
para controle e criagdo de insetos que ndo sejam capazes de propagar doencas vem se
expandindo. Alguns métodos de engenharia gendmica ja foram aplicados em A. aegypti,
como por exemplo ZFNs, HEs, TALENs e CRISPR-Cas9 (ARYAN et al., 2013b;
ARYAN; MYLES; ADELMAN, 2014; DEGENNARO et al., 2013; KISTLER,;
VOSSHALL; MATTHEWS, 2015; MA et al., 2014; MCMENIMAN et al., 2014). Essas
técnicas introduzem uma quebra na dupla fita (DSB) no genoma que, posteriormente, sera
reparada pelos mecanismos de reparo de DSB. Sendo assim, as vias de reparo que
corrigem DSB, HR e NHEJ, sdo fundamentais para as técnicas de manipulacdo genémica.
Em virtude das peculiaridades de cada via, o resultado depende de qual via serd utilizada
para reparar a DSB. Na NHEJ o reparo ocorre através da unido das extremidades
quebradas, sendo mais propenso a erros, resultando na introducdo de pequenas insercdes
ou delecdes na regido da quebra. Dessa forma, NHEJ é eficiente para nocautear genes de
interesse. O reparo por HR é mais preciso, uma vez que a regido homdéloga da cromatide
irma é utilizada como molde, conferindo maior acuracia ao processo. Logo, HR é
empregada na adicdo de transgenes através de um modelo e na correcdo de genes
contendo mutagcdes (CHANDRASEGARAN; CARROLL, 2016). Em eucariotos, a NHEJ
é a principal via de reparo de DSB, ocorrendo em todas as fases do ciclo celular, enquanto
HR é viavel apenas nas fases S e G2 do ciclo, quando a cromatide irmé esta disponivel
para servir como molde (I'YAMA; WILSON, 2013). Um dos principais desafios das
técnicas de edicdo genética € a regulacdo das vias de DSB, e o direcionamento para HR
quando o objetivo for a adicdo de genes especificos ao genoma. Por exemplo, o uso de
HE e TALENSs para edi¢do genética em A. aegypti induz o reparo via NHEJ e SSA
(ARYAN et al., 2013a). Tentativas de silenciar NHEJ para que o reparo ocorra por HR ja
foram feitas para A. aegypti, porém ndo obtiveram sucesso (BASU et al., 2015). Apesar
do uso crescente de técnicas de edi¢do de genomas em insetos vetores pouco se sabe sobre
a RDD nestes organismos. Dessa forma, conhecer as vias de reparo e sua regulagéo é de

suma importancia para o correto estabelecimento das técnicas de manipulagdo genémica.
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A RDD consiste em um complexo sistema de mecanismos encarregado de manter
a integridade gendmica. De uma maneira geral, a RDD é coordenada por proteinas
“sensores”’, mediadoras, transdutoras, e efetoras, que sdo responsaveis por detectar danos
a estrutura do DNA, sinalizar e ativar as vias de reparo, 0s mecanismos de controle do
ciclo celular e, quando necessario, apoptose (SIRBU; CORTEZ, 2013).

A quinase ATR é uma das principais proteinas transdutoras de sinal em DDR,
sendo capaz de reconhecer regidoes de sSDNA-RPA, estrutura gerada pelo estresse de
replicacdo e durante a resseccdo dos terminais de DSB, necessaria para iniciar HR. As
proteinas envolvidas na sinalizacdo de ATR emergiram em eucariotos basais, com
excecdo de ATRIP que surgiu em plantas e CHK1 que apareceu antes da separacao entre
animais e fungos (ARCAS et al., 2014). A conservacao dessa via de sinalizagéo justifica
todas as proteinas terem sido encontradas em A. aegypti, as quais também estao presentes
em D. melanogaster, sugerindo que essa via seja funcional em A. aegypti.

De maneira geral, a expressdo dos genes de RDD aumentou em virtude do
tratamento com paraquat, indicando ativacdo desta via. A subunidade RPAl
(AAEL012826-RA), do complexo RPA, foi encontrada diferencialmente expressa, com
expressao pronunciada em 24h (grupo 1). O complexo RPA desempenha um papel crucial
na via de sinalizacdo de ATR, ele se liga a regides de ssSDNA, estabilizando-as e
coordenando o recrutamento de ATR através de ATRIP (ZOU; LIU; ELLEDGE, 2003).
Ademais, dois importantes genes foram encontrados diferencialmente expressos, sendo
eles RAD9 (AAEL010759-RA) e TOPBP1 (AAEL013962-RB). RAD9 teve sua
expressao aumentada em larvas tratadas com paraquat por 24h (grupo 1), enquanto,
curiosamente, TOPBP1 diminuiu sua expressao em fungédo do tratamento com paraquat
(grupo 2). RAD9 consiste em uma subunidade do complexo sensor 9-1-1, constituido por
RAD9, RAD1 e HUS1, que recruta TOPBP1, necessaria para completa ativagdo de ATR.
A interacdo entre o complexo 9-1-1 e TOPBP1 se d4, justamente, por RAD9 fosforilada
e o triplete de BRCT presente na por¢do C-terminal de TOPBP1 (RAPPAS; OLIVER;
PEARL, 2011). Dessa forma, por serem proteinas parceiras e devido a importancia de
TOPBP1 para a cascata de sinalizacdo de ATR, era esperado que este gene aumentasse a
sua expressdo como RAD?9. Sendo assim, para confirmar as alteracdes de expresséo de
RAD9 e TOPBP1 foram desenhados iniciadores de gPCR para esses genes. Atraves do
gPCR foi possivel validar o aumento de expressdao de RAD9, porém o resultado obtido
para TOPBP1 foi diferente do encontrado no transcriptoma. O gPCR mostrou aumento
da expressdo de TOPBP1 nas amostras tratadas com paraquat durante 6h e 12h e uma
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reducao, a niveis semelhantes ao do controle em 24h de tratamento. Como TOPBP1 é um
fator importante para completa ativacdo de ATR, além de interagir com RAD9, o
resultado do qPCR é mais condizente com a funcdo de TOPBP1 e com o tipo de
tratamento que as larvas receberam.

Outra importante proteina transdutora de sinal é quinase ATM, a qual é ativada
em virtude que DSB, estando envolvida na fosforilacdo de diversas proteinas da cascata
de sinalizacdo de DSB (CICCIA; ELLEDGE, 2010). Essa via possui varias etapas de
regulacdo, que se originaram de maneira modular, uma vez que seus componentes
emergiram em periodos evolutivos diferentes (ARCAS et al., 2014). Em A. aegypti
algumas proteinas importantes da sinalizacdo de DSB néo foram encontradas, como:
RNF8, PIAS4, TP53BP1, CtIP, e as proteinas que formam o complexo BRCA1-A
(BRCA1, BARD1, RAP80, ABRAXAS, BRCC3, BRE, BABAML).

A RNF8 participa do processo de ubiquitinacdo inicial de H2A/H2AX, servindo
como um sinal para a poliubiquitinacéo realizada por RNF168 (COSTER; GOLDBERG,
2010; DOIL et al., 2009; HUEN et al., 2007). Arcas et. al detectou RNF8 em eucariotos
basais, entretanto, observou a presenca de RNF168 apenas em Chordata. Além disso,
ambas estdo ausentes em D. melanogaster (ARCAS et al., 2014). Curiosamente, em A.
aegypti foi encontrado apenas ortélogo para RNF168 (AAEL001357-PA), sugerindo que
talvez esta possa estar fazendo o papel de RNF8 neste inseto.

As proteinas do complexo BRCA1-A, CtIP e TP53BP1 estdo diretamente
envolvidas na escolha entre HR e NHEJ. Nas fases S e G2 do ciclo celular CtIP e BRCA1
se associam, promovendo HR. CtIP emergiu em Bilateria, entretanto, D. melanogaster
possui ortélogo desta proteina (ARCAS et al., 2014; SEKELSKY, 2017). Na levedura
Saccharomyces cerevisiae, 0 gene Sae2 codifica uma proteina homologa de CtIP, que
inicia a ressecc¢ao de DSB junto com a subunidade MRE11 do complexo MRX (MRN em
humanos) (APARICIO; BAER; GAUTIER, 2014). Como CtIP se originou apenas em
Bilateria (ARCAS et al.,, 2014), e outros organismos como D. melanogaster e S.
cerevisiae possuem ortélogos funcionais de CtIP, é possivel que A. aegypti também
possua um ort6logo funcional de CtIP, ou seja, uma endonuclease que desempenhe esse
papel, mas que nao foi encontrada. O complexo BRCA1-A é bastante conservado, e seus
componentes BRCAL, BRE e BRCC3, emergiram em eucariotos basais, enquanto NBA1
e BARDL1 se originaram antes da diviséo de planta. Apenas RAP80 possui origem tardia,
aparecendo apenas apés a divisao de vertebrados (ARCAS et al., 2014). Esse complexo

também esta ausente em D. melanogaster e sua auséncia em Diptera ja foi reportada
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(ARCAS et al., 2014; SEKELSKY, 2017). Apesar da inexisténcia das proteinas do
complexo BRCAL-A, existe evidéncia de HR nesses insetos (RONG; GOLIC, 2003;
STAEVA-VIEIRA; YOO; LEHMANN, 2003; YOO; MCKEE, 2005), sugerindo que
dipteros possuem outro mecanismo, ainda desconhecido, envolvido na ativacéo de HR.
A NHEJ pode ocorrer em todas as fases do ciclo celular, sendo preferencial em G1. A
proteina TP53BP1 se associa a PAXIP1 e RIF1 para inibir a ressec¢cdo dos terminais e
favorecer NHEJ. TP53BP1 se originou em Metazoa, enquanto PAXIP1 e RIF1
emergiram em eucariotos basais (ARCAS et al., 2014), e possuem ortologos em A.
aegypti. Testes in vitro com células HeLa demonstraram que o dano ao DNA pode induzir
uma associacdo entre PAXIP1 e ARTEMIS. Essa interacdo ocorre posteriormente a
TP53BP1 na via e promove cortes nas extremidades do DNA, evitando a extensa
resseccdo, facilitando NHEJ. Experimentos com ceélulas knockout para TP53BP1 e
PAXIP1 demonstraram que a retencdo de ARTEMIS na regido do dano é dependente de
ambas proteinas (WANG et al., 2014). Como somente ARTEMIS e PAXIP1 estdo
presentes em A. aegypti, pode-se especular que talvez apenas PAXIP1 seja suficiente para
reter ARTEMIS nos sitios de dano e que o mecanismo funcione sem a presenca de
TP53BP1. De fato, PAXIP1 (AAEL025635-RA) e RIF1 (AAEL021836-RA-C)
aumentaram a expressao em virtude do estresse oxidativo gerado pelo paraquat, sugerindo
a participacdo de ambos na ativacdo de NHEJ.

A SUMO E3 ligase PIAS4 ndo foi identificada em A. aegypti e, também, nédo é
encontrada em D. melanogaster. Em vertebrados, esta proteina, junto com a SUMO E3
ligase PIAS1, esta envolvida na sumoilagdo de diversas proteinas de RDD, como HERC2,
RNF168, BRCA1 e TP53BP1 (BEKKER-JENSEN; MAILAND, 2011; DANIELSEN et
al., 2012; GALANTY et al., 2009). Como PIAS1 emergiu antes da divisdo de plantas, e
PIAS4 é encontrada apenas em vertebrados (ARCAS et al., 2014), PIAS1 deve cumprir
0 papel de PIAS4 nesses organismos.

Uma etapa importante na via de sinalizacdo de DSB é a fosforilagdo de
H2A/H2AX, por ATM, gerando YH2AX (CICCIA; ELLEDGE, 2010). A regido de
fosforilagdo consiste em um motivo conservado denominado SQ, sendo a Serl39 e
Ser138 fosforiladas em humanos e no ortélogo funcional de D. melanogaster (H2Av),
respectivamente (MADIGAN, 2002). Nas analises conduzidas no presente trabalho foi
possivel identificar, em A. aegypti, a sequéncia (AAEL012499-PA) contendo o motivo
SQ (figura 31). Além disso, a predicao de fosforilagdo, realizada pelo NetPhos, indicou a
Ser134 como sitio de fosforilagdo de ATM em AAEL012499-PA. Dessa forma, os
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resultados obtidos sugerem que AAEL012499-PA consiste em um ort6logo funcional de
H2AX de humanos e de H2Av de D. melanogaster. A fosforilagdo de H2A/H2AX
permite o recrutamento de MDC1, proteina envolvida na amplificacdo da cascata de
sinalizacdo (STUCKI et al., 2005). Arcas et al, 2014, sugeriu que MDCL1 surgiu em
vertebrados (ARCAS et al., 2014), entretanto D. melanogaster possui ortélogo funcional
para essa proteina, e atraves das analises empregadas neste trabalho, foi possivel também
identificar ortélogo em A. aegypti. Dessa forma, MDC1 possivelmente tem origem
anterior a vertebrados, sendo necessarios mais estudos para confirmar sua presenca em
outros organismos.

De uma maneira geral, a expressdo dos genes da via de sinalizacdo de DSB
aumentou em funcdo do tratamento com paraquat (figura 31). Além disso, duas isoformas
de RAD50 foram encontradas diferencialmente expressas, AAEL005245-RB com
expressao proeminente em 24h (grupo 1), e AAEL025895-RA com aumento de expressdo
em 6h (grupo 4). RAD50 consiste em uma subunidade do complexo MRN, o qual esta
envolvido no reconhecimento de DSBs e na ativacdo de ATM, além de promover a
resseccdo inicial de DSB, em associacdo com CtIP, facilitando HR. Através das figuras
32 e 34, é possivel observar que, apesar da auséncia de suporte estatistico, 0s outros
componentes de MRN apresentaram um perfil de expressdo semelhante a RAD50. O
aumento de expressao de RAD50 (AAEL005245-RB e AAEL025895-RA com suporte
estatistico), MRE11 (AAEL023601-RA) e NBN (AAEL014377-RA e AAEL023570-
RB), indica que o paraquat esta causando quebras na dupla fita do DNA. Além disso,
mesmo ndo estando diferencialmente expressos, a maioria dos genes envolvidos na
cascata de sinalizacdo de DSB aumentaram a expresséo, sugerindo ativacao desta via.

Apbs a sinalizacdo de DSB o dano pode ser reparado por HR ou NHEJ. A HR
ocorre nas fases S e G2 do ciclo celular e requer resseccdo das extremidades de DSB,
realizada inicialmente pela subunidade MRE11 do complexo MRN em associagéo a CtIP
e BRCA1 (KREJCI et al., 2012). Em seguida, a resseccdo extensa € mediada por EXO1
ou DNA2, em um processo facilitado por BLM ou WRN (CHEN et al., 2008;
NIMONKAR et al., 2008, 2011; SARTORI et al., 2007; STURZENEGGER et al., 2014).
Como discutido anteriormente, BRCA1 esta ausente e CtIP ndo foi encontrada em A.
aegypti e ainda ndo se sabe como este inseto lida com isso. EXO1, DNA2 e WRN
emergiram em eucariotos basais, e BLM é encontrada em procariotos (ARCAS et al.,
2014). A. aegypti possui ortdlogo para as quatro proteinas, porém, ainda ndo se sabe
como a ressecgdo inicial seria feita sem a participacdo inicial de CtIP. Como dito
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anteriormente, duas isoformas de RAD50 foram encontradas diferencialmente expressas
nos grupos 1 e 4, evidenciando a formagao de DSB atraves do estresse oxidativo gerado
pelo paraquat, e sua deteccéo pelo complexo MRN.

RAD51 é uma proteina conservada, encontrada em procariotos e em eucariotos,
que desempenha um papel fundamental em HR através da formacéo dos filamentos de
nucleoproteinas. Um ortélogo de RAD51 (AAELO006080-PA) foi encontrado em A.
aegypti, evidenciando a conservacao desta via neste inseto. BRCA2 e PALB2 medeiam
a troca de RPA por RADS51 facilitando a formacdo dos nucleofilamentos, que séo
estabilizados pelos paralogos de RAD51. BRCA2 emergiu em eucariotos basais (ARCAS
et al., 2014), estando presente em A. aegypti. Entretanto ndo foi encontrado ortélogo para
PALB2, que surgiu apenas em vertebrados e encontra-se ausente também em D.
melanogaster (ARCAS et al., 2014). Humanos possuem cinco paralogos de RAD51,
sendo eles: RAD51B, RAD51C, RAD51D, XRCC2 and XRCC3. Estes paralogos
formam os complexos: BCDX2 (RAD51B-RAD51C- RAD51D-XRCC2) e CX3
(RAD51C-XRCC3) (SUWAKI; KLARE; TARSOUNAS, 2011). A. aegypti ndo possui
ortdlogo para RAD51B e XRCC2, indicando que este mosquito ndo é capaz de formar o
complexo BCDX2. De fato, RAD51B esta ausente em Ecdysozoa, porém, ortélogos de
XRCC2 estdo presentes em D. melanogaster e nos mosquitos A. gambiae e C.
quinquefasciatus (KEGG orthology group K10879 — taxonomy link). A proteina RAD54,
que auxilia na invasdo da cromatide irma, possui dois ort6logos em humanos (GOYAL
et al., 2018; KIIANITSA; SOLINGER; HEYER, 2006). Ambas isoformas de RAD54
(RAD54B - AAEL002341-PB e RAD54L - AAEL002647-PA) foram encontradas em A.
aegypti, apesar da isoforma RAD54B ter sido perdida em muitos insetos (SEKELSKY,
2017).

As DNA polimerases replicativas (POL 6, €) ou de translesdo (POL n, k) estendem
a fita do DNA gerando uma estrutura denominada D-loop (SEBESTA et al., 2013). As
DNA polimerases replicativas POL 6 and € sdo complexos, ambos compostos por quatro
subunidades. A POL 6 ¢ formada por uma subunidade catalitica POLDI1 (p125) e trés
subunidades acessorias: POLD2 (p50), POLD3 (P66) e POLD4 (p12) Ortdlogo para
POLD4 néo foi identificado em A. aegypti, e ja foi demonstrado que insetos ndo possuem
ortologo para esta subunidade (ZHANG et al., 2016). Alem disso, estudos indicaram que,
em humanos, a subunidade POLD4 é degradada em resposta ao dano ao DNA,
convertendo o heterotetramero em um heterotrimero, denominado POLS3. Acredita-se

que POLD4 seja uma subunidade regulatéoria de POLS. De fato, POLS3 apresenta
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propriedades distintas a POLS, impactando na manuteng¢do da integridade gendmica,
replicacéo celular e no reparo ao DNA. Dessa forma, em A. aegypti, POL 6 deve possuir
sua funcdo conservada mesmo com a auséncia da subunidade POLD4. Em relacéo as
DNA polimerases de translesdo, apenas POL n foi identificada em A. aegypti. A POL «
ndo foi encontrada, estando ausente também em D. melanogaster e em diversos insetos
(SEKELSKY, 2017).

A DSB pode ser reparada por uma via independente de RAD51, denominada
anelamento de fita simples (SSA). O reparo por SSA é mediado pela proteina RAD52,
que néo foi encontrada em A. aegypti e, também, ndo possui ortélogo em D. melanogaster
(SEKELSKY, 2017). Experimentos conduzidos em células MCF-7 demonstraram que a
deplecdo de RADS52 é sinteticamente letal em células deficientes em BRCAL ou PALB2
(LOK et al., 2013). Como ja discutido neste trabalho, A. aegypti e D. melanogaster
também ndo possuem ortélogos para BRCA1 e PALB2, e ainda néo se sabe como dipteros
lidam com essas perdas (SEKELSKY, 2017). Todavia, apesar da auséncia de RAD52,
SSA ocorre normalmente em D. melanogaster, e em A. aegypti, sugerindo que outras
proteinas desempenham o papel de RAD52 nestes insetos.

Foi possivel observar aumento de expressdo da maioria dos genes que participam
de HR (figura 34). Entre 0s genes que aumentam a expressao, com suporte estatistico,
estdo as subunidades POLD2 (AAELO007141-RA) e POLE2 (AAEL002785-RA) das
polimerases replicativas POLS e POLg (grupo 1); a subunidade do RFC1 (AAEL001324-
RB) complexo RFC (grupo 4); e duas isoformas de RAD50 (grupo 1 e grupo 4) (figura
33A). Entretanto, como estes genes participam de outras vias de reparo, 0 aumento de
expressdo deles ndo pode ser atribuido apenas a ativacdo de HR. Como RFC1 codifica
uma importante proteina de RDD, que esta envolvida em diversas vias de reparo, 0 gJ°PCR
foi feito para validar a alteracdo de expressdo. Apesar de ambas técnicas indicarem
aumento de expressao de RFC1 em fungéo do paraquat, 0 RNAseq sugeriu uma elevagédo
na transcricdo em 6h seguido de uma redugdo em 12h e 24h, enquanto, o gPCR mostrou
um aumento de expressao com suporte estatistico para 24h (figura 43G). O perfil
encontrado no qPCR condiz mais com a funcéo de RFCL.

Além disso, a subunidade MCM2 (AAEL007007-RA), do complexo MCM, foi
encontrada diferencialmente expressa (grupo 1). O complexo MCM consiste em uma
DNA helicase essencial para a replicacdo do DNA gendmico. Este complexo também esta
envolvido com o reparo de DSB através da sub via de HR, BIR. Um estudo com extrato
de ovos de Xenopus mostrou que a subunidade MCM2 ¢ fosforilada por ATM e ATR, em
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Ser92, em resposta ao bloqueio da replicacdo e DSB (HAE et al., 2004). Dessa forma, o
aumento de expressdo de MCM2, com suporte estatistico, indica ativacdo de BIR.

A NHEJ consiste na principal via de reparo de DSB em eucariotos, e ortdlogos
para a maioria das proteinas desta via foram encontrados em A. aegypti. As proteinas do
completo Ku, KU70 e KUS80, bem como a quinase DNAPKcs se originaram em
eucariotos basais (ARCAS et al., 2014) e ortdlogos foram encontrados em A. aegypti.
Entretanto, curiosamente, DNAPKGcs estd "ausente” em D. melanogaster e em varios
insetos (SEKELSKY, 2017). A endonuclease ARTEMIS, responsavel por processar a
DSB para encontrar nucleotideos complementares, esta ausente em D. melanogaster e ja
foi sugerido que dipteros perderam este gene (SEKELSKY, 2017). Entretanto, um
ortélogo de ARTEMIS (AAEL026758-PA) foi encontrado em A. aegypti, derrubando a
hipdtese de que dipteros ndo possuem ARTEMIS. Em A. aegypti, também foi possivel
encontrar ortélogo para APLF (AAEL011254-PA-H).

As DNA polimerases da familia X atuam no processamento das extremidades de
DSB, inserindo nucleotideos para preencher pequenos gaps. POL p, POL A fazem parte
desta familia e sdo capazes de inserir nucleotideos de maneira dependente ou
independente de um molde. Outros membros desta familia sdo a POL B, que ndo possui
0 dominio BRCT que medeia a interagcdo com o complexo Ku (CHANG et al., 2017) e
TDT que é majoritariamente expresso em linfcitos (humanos) estando envolvido na
recombinacdo V(D)J (MOTEA; BERDIS, 2010). Em A. aegypti, ndo foram encontrados
ortdlogos para as polimerases da familia X, sugerindo que o processamento das
extremidades ocorra sem a insercdo de nucleotideos. Como outras polimerases podem
inserir nucleotideos de maneira dependente de um molde, também € possivel que seja
funcdo esteja sendo realizada por outra polimerase (CHANG et al., 2017). Ademais, as
polimerases da familia X estdo ausentes na maioria dos insetos, incluindo D.
melanogaster (SEKELSKY, 2017).

O complexo que catalisa a ligacdo das extremidades em NHEJ é formado por
XLF, XRCC4 e LIG4. Apesar de ter emergido antes da divisdo de plantas, e possuir
ortdlogos em D. melanogaster e em varios dipteros (ARCAS et al., 2014; GORSKIl et al.,
2003; SEKELSKY, 2017), XRCC4 ndo foi encontrada em A. aegypti neste estudo. Em
ratos, o knockout de XRCC4 reduz em 20 vezes a via de NHEJ, induzindo a degradacao
dos terminais e o reparo por micro homologia (SCHULTE-UENTROP et al., 2008).
Como XRCC4 consiste em uma importante proteina de NHEJ, mais estudos sdo
necessarios para determinar como a etapa de ligacdo em NHEJ ocorre na auséncia de
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XRCC4, ou mesmo se ha um ortélogo funcional (dissimilar a nivel de sequéncia de
aminoacidos) ainda ndo identificado. Ambas XLF (AAEL021206-PA) e LIG4
(AAEL021495-PA) foram encontradas neste mosquito.

Os genes envolvidos em NHEJ, KU80 (AAEL003684-RA) e LIG4
(AAEL021495-RA), estdo diferencialmente expressos, observando um aumento de
expressao semelhante ao perfil do grupo 1 (figura 36). KUS8O0 participa do complexo Ku,
que se liga as extremidades das fitas danificadas, protegendo a regido da acdo das
exonucleases (IYAMA; WILSON, 2013). LIG4, em associacdo com XRCC4 e XLF,
catalisa a ligacdo do DNA, finalizando o reparo. Além disso, duas isoformas da nuclease
APLF (AAEL011254-RA/B), também foram encontradas diferencialmente expressas com
aumento de expressdo em 24h (grupo 1). APLF esta envolvida com o reparo de SSBs e
DSBs, e em associacdo com PARP3, promove a retencdo de LIG4-XRCC4 na cromatina
acelerando a etapa de ligacdo do DNA (RULTEN et al., 2011). Além disso, PARP recruta
a proteina de ancoragem XRCC1, que é capaz de interagir com APLF (HNIZDA;
BLUNDELL, 2019). PARP1 (AAEL011815-RA) e XRCC1 (AAEL002782-RB) também
foram encontradas diferencialmente expressas (vide figura 40 de BER). Dessa forma, o
aumento de expressdo, com suporte estatistico, de KU80 (AAEL003684-RA), LIG4
(AAEL021495-RA), APLF (AAEL011254-RA/B), PARP1 (AAELO011815-RA) e
XRCC1 (AAEL002782-RB) sugere, que NHEJ esta sendo ativada em resposta ao
tratamento com paraquat. Apesar da auséncia de suporte estatistico para KU70
(AAEL019404-RA/B), ARTEMIS (AAEL026758-RA), DNAPKcs (AAEL024736-RA)
e XLF (AAEL021206-RA), é possivel observar o aumento de expressao dessas proteinas
em funcdo do estresse oxidativo gerado pelo paraquat, reforcando a hip6tese de ativacdo
de NHEJ. Os resultados também indicam que NHEJ é funcional em A. aegypti, mesmo
com a auséncia de XRCC4, levantando a hip6tese de que este inseto possui um ortélogo
funcional desta proteina que ainda néo foi possivel de ser identificado.

Danos a fita simples como bases oxidadas, dimeros de pirimidina e mal
pareamento de bases, sdo corrigidos pelas vias de reparo por excisédo de base (BER),
nucleotideo (NER) e erro de mal pareamento (MMR). De uma maneira geral 0s
mecanismos destas vias podem ser divididos em: detec¢do do dano, processamento do
dano, sintese de nucleotideos e ligacdo. O que difere uma via da outra é a maquinaria
enzimatica utilizada por cada uma. A MMR é uma via evolutivamente conservada, sendo
orquestrada, em eucariotos, por homdlogos das proteinas procariéticas (MutS MSH2,
MSH3 e MSH6) e MutL (MLH1, MLH3, PMS1 e PMS2) (GROOTHUIZEN; SIXMA,
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2016). Em A. aegypti, ndo foram encontrados ortélogos das proteinas MSH3, MLH3 e
PMS1, os quais também ndo estdo presentes em D. melanogaster e parecem terem sido
perdidos em dipteros (SEKELSKY, 2017). O homdlogo de MutS, MSH3, interage com
MSH2 para formar o complexo MutSp, envolvido na deteccao de inser¢des e delecdes
contendo mais de duas bases. Como dipteros ndo possuem MSH3, possivelmente, eles
conseguem formar apenas o complexo MutSa ¢ ainda nao se sabe se inserc¢oes e delecdes
com mais de duas bases sdo reparadas nestes insetos por esta via. A auséncia de MLH3 e
PMSI1 pode nao ser prejudicial a estes insetos, uma vez que o complexo MutLa (MLH1-
PMS?2) é o principal envolvido em MMR (ERIE; WENINGER, 2014; WESSBECHER,;
BRIEGER, 2018).

Apesar do aumento de expressdo dos genes de MMR, nenhum gene especifico
desta via foi encontrado diferencialmente expresso, apenas RPAL1 (AAEL012826-RA) e
RFC1 (AAEL001324-RB) que participam de outras vias de reparo. Os danos reparados
por MMR ocorrem durante a replicacéo e sdo aqueles que escapam da deteccao pela DNA
polimerase, como bases mal pareadas e loops causados por pequenas insergcdes ou
delecdes (HSIEH; YAMANE, 2008; IYAMA; WILSON, 2013). Entretanto, apesar da
auséncia de suporte estatistico ndo € possivel afirmar que MMR néo é ativada mediante
ao tratamento com paraquat, uma vez que € possivel observar alteracdo de expressdo da
maioria dos genes. Além disso, observando o perfil de expresséo de MSH2
(AAEL027688-RA), MLH1 (AAEL005858-RA) e PMS2 (AAEL026487-RA) é possivel
observar uma resposta tardia, iniciando em 12h e 24h, sugerindo que MMR néo é a
primeira escolha para reparar danos oxidativos, mas que é ativada em virtude do acimulo
de danos.

Em BER, a deteccdo do dano ocorre através de DNA glicosilases que podem ser
mono ou bifuncionais. Humanos possuem onze glicosilases, entretanto em A. aegypti s6
foram encontradas trés: SMUG (AAELO013286-PC), OGG (AAELO013179-PA,
AAELO008148-PA/B) e NTH (AAEL003906-PA). As glicosilases monofuncionais UNG,
MUTY e MPG estdo ausentes em dipteros e MBD4 esta presente apenas em algumas
espécies dessa ordem, como D. melanogaster. A auséncia de UNG (a principal uracil
DNA glicosilase) em D. melanogaster, e a regulagéo negativa de desoxiuracil trifosfatase
(dUTase) ja foram correlacionadas com altos niveis de incorporacdo de uracil no DNA
de larvas. Em larvas de D. melanogaster altos niveis de DNA contendo uracil sdo bem
tolerados, entretanto corrigidos durante o desenvolvimento (MUHA et al., 2012;
SEKELSKY, 2017). De fato, D. melanogaster possui uma proteina denominada
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degrading factor (UDE) capaz de degradar DNA contendo uracil (BEKESI et al., 2007).
Essa proteina esta presente em insetos holometébolos, incluindo A. aegypti, indicando
que este mosquito lida com uracil no DNA da mesma forma que D. melanogaster. A
endonuclease APE atua apos a DNA glicosilase, sendo responsavel formar os terminais
5’ desoxirribose fosfato (5’-dRP) e 3’-hidroxila (3’-OH) (CARTER; PARSONS, 2016).
Humanos possuem duas isoformas da endonuclease APE, APE1 e APE2, todavia a
literatura reporta que dipteros apresentam apenas um ortologo para APE1 (SEKELSKY,
2017). De fato, nas analises realizadas neste trabalho apenas ortdlogo de APEL
(AAEL010781-PA/B) foi identificado em A. aegypti.

A via curta de BER (SP-BER) requer a POL f§ ¢ o complexo XRCC1-LIG3 para
catalisar a sintese de nucleotideos, e a ligacdo do DNA, respectivamente. Como discutido
anteriormente, dipteros ndo possuem ortologo de POL j, dessa forma, ja foi sugerido que
estes insetos utilizam apenas a via longa (LP-BER) (ARCAS et al., 2014). Além disso, A.
aegypti ndo possui ortdlogo de LIG3, apesar de ser encontrado em diversos dipteros,
incluindo D. melanogaster, reforcando a hipo6tese de que este inseto utiliza apenas LP-
BER. Entretanto, A. aegypti apresenta ortélogos para XRCC1 (AAEL002782-PB).

Como jéa citado, PARP € uma importante proteina na RDD, sendo responsavel por
promover o recrutamento de diversas proteinas de reparo, através do reconhecimento de
regides de SSB e DSB e da sintese de cadeias de polimeros de ADP-ribose (pAR). Em
humanos os homdlogos de PARP, PARP1 e PARP2, estdo envolvidos em BER,
entretanto, em A. aegypti, apenas ortdlogo de PARP1 (AAEL011815-PA) foi encontrado
em A. aegypti. Apesar de ambas possuirem fungdes especificas, alguns de seus papéis se
sobrepdem (HANZLIKOVA et al., 2017; YELAMOS et al., 2011). Considerando que
PARP2 estd ausente em artropodes (ARCAS et al., 2014) é possivel que PARP1
desempenhe as func¢des de PARP2 nestes organismos.

Alguns genes envolvidos em BER foram encontrados diferencialmente expressos,
sendo eles: PARP1 (AAELO011815-RA), XRCC1l (AAEL002782-RB), POLE2
(AAEL002785-RA), POLD2 (AAEL007541-RB), RFC1 (AAEL001324-RB) e RPA1
(AAEL012826-RA). Como ja abordado anteriormente, POLE2, POLD2, RFC1 e RPA1
participam de outras vias, ndo sendo possivel correlacionar o aumento na transcrigdo
destes genes com apenas uma via de reparo. PARP1, como citado acima, reconhecem e
se ligam a regides de SSB e DSB, onde, ap6s uma mudanca estrutural, se ativam e iniciam
a sintese de cadeias de polimeros de ADP-ribose (pAR). O acimulo de pAR funciona

como um sinal que leva ao recrutamento de XRCC1, que também foi encontrada
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diferencialmente expressa (grupo 1). XRCC1 serve de ancoragem para o recrutamento de
outras proteinas relacionadas ao reparo do DNA, como POL B e LIG3 (REYNOLDS et
al., 2015; WEI et al., 2013). Todavia, como ja discutido neste trabalho, ndo foi possivel
identificar ortdlogos de POL B e LIG3 em A. aegypti, levando a crer que a SP-BER néo
é funcional neste mosquito. Entretanto, XRCC1 interage com outras proteinas envolvidas
em BER e no reparo de SSB como: PNPK, APTX, APE e as DNA glicosilases, sugerindo
reparo de bases oxidadas e SSB, e a consequente ativacdo de LP-BER. Além disso, o
aumento da expressao de RAD9 (AAEL010759-RA) em 24h (vide sinalizacdo de ATR,
figura 28), com suporte estatistico, reforca a hipotese de ativacdo de LP-BER. Como dito
anteriormente, RAD9 é um componente do complexo 9-1-1, que participa da via de
sinalizacdo de ATR, estando envolvido na ativagdo dos pontos de checagem do DNA.
Entretanto, diversos estudos ja sugeriram o envolvimento do complexo 9-1-1 com LP-
BER, através da interacdo com diversas proteinas dessa via. O complexo 9-1-1 é capaz
de se ligar e aumentar a atividade de APE, FEN1, POL B, LIG1 e das glicosilases MUTY,
NEIL1, TDG e OGG, estimulando LP-BER (HWANG et al., 2015; PARK et al., 2009;
SMIRNOVA et al., 2005; TOUEILLE et al., 2004; WANG et al., 2004). Dessa forma, o
aumento de expressdo da maioria dos genes de BER e de PARP1 (AAEL011815-RA),
XRCC1 (AAEL002782-RB), RAD9 (AAEL010759-RA), além de POLE2
(AAEL002785-RA), POLD2 (AAEL007541-RB), RFC1 (AAEL001324-RB) e RPA1
(AAEL012826-RA), com suporte estatistico, indica participacdo desta via na corre¢do de
danos oxidativos gerados pelo paraquat. Ademais, as alteracdes de expressdo de PARP1
e XRCC1 foram validadas através do gPCR.

Em NER a deteccdo do dano pode ocorrer pelo reparo do genoma global (GG-
NER) ou pelo reparo acoplado a transcricdo (TC-NER). Em GG-NER a deteccdo ocorre
através da ligacdo do complexo XPC a fita ndo danificada, e do complexo UV-DDB que
auxilia na retencdo das proteinas ao redor do dano. A subunidade do complexo XPC,
CENT?2 néo foi identificada em A. aegypti, estando ausente também em D. melanogaster.
No entanto, apesar de CENT2 aumentar a atividade de XPC-HR23B, néo é essencial para
NER (NISHI et al., 2005), sugerindo que a auséncia de ortélogo para essa proteina em A.
aegypti ndo deve afetar GG-NER. Além disso, o complexo XPC é capaz de reconhecer o
dano na auséncia do complexo UV-DDB (OH et al., 2011), dessa forma, a inexisténcia
da subunidade DDB2, em A. aegypti, ndo deve inviabilizar GG-NER.

Em TC-NER, o bloqueio da RNA polimerase Il por lesdes que distorcem a
estrutura do DNA, recruta as proteinas CSA e CSB. Ambas ndo foram encontradas em A.
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aegypti e parecem ter sido perdidas em dipteros (CSA esta ausente também em
holometabolos) (SEKELSKY, 2017). Em humanos, mutacdes em CSA e CSB acarretam
a Sindrome de Cockayne, uma doenca autossdmica recessiva, caracterizada por
microcefalia, fotossensibilidade, envelhecimento precoce, baixa estatura e atraso de
aprendizagem e desenvolvimento (KARIKKINETH et al., 2017). Apesar do prejuizo
causado pela mutagdo destes genes em humanos, evidéncias da funcionalidade de TC-
NER néo foram identificadas em D. melanogaster (SEKELSKY, 2017), e ainda néo se
sabe como dipteros lidam com estas perdas.

As outras proteinas que participam de NER, com excec¢do de LIG3, foram
encontradas em A. aegypti, sugerindo que GG-NER seja funcional neste inseto.

Em NER foram encontrados diferencialmente expressos XPC (AAEL018259-
RB), HR23B (AAEL002077-RA) e XPB (AAEL013205-RA). O aumento de expressao
de XPC e HR23B indica ativacdo de GG-NER. O complexo XPC também é responsavel
pelo recrutamento de TFIIH (FAGBEMI; ORELLI; SCHARER, 2011), complexo ao qual
pertence a helicase XPB. Juntamente com XPD, XPB é responsavel pela abertura da dupla
fita de DNA em torno da lesdo, o que permite o recrutamento de outros fatores, como por
exemplo o complexo RPA (FUSS; TAINER, 2011). Outros genes que participam de NER
também foram encontrados diferencialmente, sendo eles: RPA1 (AAEL012826-RA),
RCF1 (AAEL001324-RB), POLE2 (AAEL002785-RA), POLD2 (AAEL007541-RB) e
XRCC1 (AAEL002782-RB).

Para confirmar as alteracdes de expressdo com suporte estatistico gPCR foi feito
para os genes XPC e XPB. O aumento de expressao de XPC foi validado, entretanto, a
expressao de XPB ndo variou no qPCR. Todavia, a auséncia de variacdo na expresséo de

XPB néo invalida a hipdtese de ativacdo de NER mediante ao tratamento com paraquat.

Como discutido anteriormente, o paraquat é um agente pré oxidante, e gerou
modificagfes transcricionais nas larvas, diminuindo o metabolismo energético e
aumentando a expressdo de genes relacionados a processo de detoxificagao e reparo.

De uma maneira geral, foi possivel observar aumento de expressdo da maioria dos
genes envolvidos nas vias de reparo, sugerindo que os danos oxidativos gerados pelo
paraquat estdo sendo reconhecidos e reparados pelos mecanismos da RDD. Alem disso,
genes de RDD foram encontrados diferencialmente expressos, evidenciando a ativagédo

destas vias.
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Como ja abordado, 0 aumento na transcricdo, com suporte estatistico, de duas
isoformas de RADS50 evidencia a presenca e detec¢do de DSBs. Os genes de HR e NHEJ
apresentaram aumento de expressao em virtude do tratamento com paraquat, sugerindo
ativacdo de ambas as vias. Todavia, KU80, APLF e LIG4, genes que desempenham papel
crucial em NHEJ, foram encontrados diferencialmente expressos, indicando que NHEJ é
a via preferencial para reparo de DSBs, dado que condiz com a literatura.

Danos oxidativos como SSBs e oxidacdo de bases nitrogenadas séo,
majoritariamente, reparados por BER. De fato, foi possivel observar aumento de
expressao dos genes de BER, apesar de nenhuma glicosilase ter sido encontrada
diferencialmente expressa. Entretanto, 0 aumento de expressao dos genes especificos de
NER, XPC, HR23B e XPB, sugere que NER esté sendo ativada em func¢éo do tratamento
com paraquat, apesar desta via ndo estar diretamente envolvida no reparo de lesdes
oxidativas. NER esta relacionada com o reparo de lesbes volumosas causadas por
radiacdo ultravioleta, como dimeros de pirimidina. Dessa forma, os dados obtidos neste
trabalho sugerem que tanto BER quanto NER estdo envolvidas no reparo de danos

oxidativos gerados pelo paraquat.

6. CONCLUSAO

No presente trabalho a RDD foi estudada em larvas do mosquito A. aegypti,
tratadas com 0,5 mM de paraquat durante 6h, 12h e 24h, através da metodologia de
RNAseq. Foi possivel concluir que este tratamento ocasionou alteracfes significativas
em 1848 genes.

A analise de enriquecimento funcional dos resultados globais do transcriptoma
permitiu concluir que o tratamento com paraquat acarretou no aumento da expressao de
genes envolvidos na resposta ao estresse, reparo de DSB, transcricdo do DNA,
metabolismo de aminoacidos, sintese de proteinas, autofagia da mitocondria e
transportadores ABC. Enquanto genes relacionados a respiragdo celular, fosforilagéo
oxidativa e cadeia transportadora de elétrons, sintese de ATP, ciclo do &cido citrico,
catabolismo de &cidos graxos, metabolismo de aminoacidos e carboidratos, reduziram sua
expressdo em fungéo do tratamento com paraquat.

Através do aumento da transcri¢cdo, com suporte estatistico, dos transportadores
ABC, ferritina e DNAJ foi possivel concluir que as larvas ativaram mecanismos de

detoxificacdo para lidar com EROs gerados pelo paraquat. Além disso, o aumento da
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expressao de genes relacionados ao reparo demonstrou que as vias de reparo estdo sendo
acionadas para reparar os danos oxidativos provocados pelo paraquat.

Através do resultado do enriquecimento, também foi possivel concluir que o
tratamento com paraquat diminuiu 0 metabolismo energético nas larvas, através da
reducdo da transcricdo de genes relacionados a cadeia transportadora de elétrons e
fosforilagdo oxidativa. Ademais, o aumento na expressdo de genes relacionados a
mitofagia indica uma tentativa das larvas em manter a homeostase atraves da eliminagéo
das mitocondrias danificadas pelo paraquat.

A ativacdo de genes envolvidos na transcricdo, metabolismo de aminoacidos e
proteinas permitiu concluir que o tratamento com paraquat induz uma resposta
transcricional.

As andlises de bioinformatica, conduzidas neste trabalho, foram capazes de
identificar, em A. aegypti, ortélogos para diversas proteinas cruciais para a RDD, como:
RAD51, RAD50, MRE11, NBN, KU80, KU70, LIG4, XLF, XPA, XPC, XPB, XPD,
XPE, XPF, XPG, MSH2, MSH6, PMS2, MLH1, SMUG, OGG and NTH. Além disso,
foi possivel encontrar o ortélogo funcional de H2AX humana (Drosophila H2Av),
histona envolvida na RDD. Dessa forma, os resultados indicam que a sinalizacdo de ATR
e de DSB sdo funcionais neste inseto, bem como as vias de reparo HR, NHEJ, MMR, LP-
BER e GG-NER.

Todavia, ndo foi possivel identificar ortélogos para algumas proteinas de RDD,
sendo elas: BRCAL e seus parceiros do complexo BRCA1-A, TP53BP1, CtIP, DSS1,
PALB2, XRCC2, SLX4, POLk, POLB, XRCC4 e LIG3. Em humanos, praticamente todas
sdo essenciais, afetando a sinalizacdo de DSB, HR, NHEJ, GG-NER e SP-BER. As
proteinas do complexo BRCA1-A e TP53BP1 estdo ausentes também em dipteros, e
ainda ndo se sabe como estes organismos lidam com a escolha entre HR e NHEJ.
Entretanto, ambas s@o funcionais nestes insetos, sugerindo que exista outro mecanismo,
porém mais estudos sao necessarios para confirmar esta hipotese. Apesar da auséncia de
XRCC4, NHEJ é funcional em A. aegypti, sugerindo que este inseto possui ortdlogo de
XRCC4 que ainda ndo foi encontrado. A auséncia de CSA e CSB, em A. aegypti e
dipteros, indica que a sub via GG-NER n&o é funcional nestes insetos, visto que séo
essenciais para o reconhecimento do dano em GG-NER. Dipteros também ndo possuem
ortdlogos das polimerases da familia POLS, além disso, ndo foi possivel identificar LIG3
em A. aegypti. Uma vez que ambas sdo fundamentais para SP-BER, possivelmente esta

sub via de BER néo é funcional em A. aegypti.
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Os perfis de expressdo dos genes de RDD encontrados mostraram que a maioria
das vias estéo sendo ativadas em fungdo do estresse oxidativo gerado pelo paraquat. Além
disso, genes de RDD foram encontrados diferencialmente expressos, reforcando a
hipdtese de ativacao destas vias.

Através do aumento de expressdo de MRE11, NBN e de duas isoformas de
RAD50 (com suporte estatistico) pode-se concluir que o tratamento com paraquat
ocasionou DSBs, as quais estdo sendo detectadas pelo complexo MRN, ativando a cascata
de sinalizacdo de DSB. Ademais, 0 aumento na transcri¢ao dos genes de NHEJ, incluindo
KUB80, APLF e LIG4 com suporte estatistico, levou a conclusdo de que NHEJ, como
esperado, € a via de escolha para reparo de DSBs em A. aegypti.

O aumento na transcri¢cdo de RAD9, com suporte estatistico, indicou que a via de
sinalizacdo de ATR estd sendo ativada em virtude do estresse oxidativo gerado pelo
paraquat. Entretanto, a reducdo na expressdo de TOPBP1 sugeriu 0 oposto. Porém, o
gPCR de TOPBP1 apresentou um perfil de expressao distinto ao RNAseq, mostrando um
aumento da transcricdo de TOPBP1 em 6h e 12h. Dessa forma, foi possivel concluir que
a via de ATR possivelmente esta sendo ativada em virtude do paraquat.

RAD9 também desempenha importante funcdo em BER, sendo capaz de se ligar
e aumentar a atividade de diversos componentes de BER. Dessa forma, junto com o
aumento de expressdo de PARP1 e XRCC1, dois fatores cruciais em BER, foi possivel
concluir que esta via estd sendo ativada para reparar lesGes oxidativas geradas pelo
paraquat.

Através do aumento de expressdo de XPC, HR23B e XPA, com suporte
estatistico, foi possivel concluir que NER esta sendo ativada para corre¢cdo de danos
oxidativos gerados pelo paraquat.

A auséncia de genes especificos de MMR diferencialmente expressos ndo permite
concluir que esta via esta sendo ativada. Porém, o aumento da transcri¢ao dos genes desta
via nas larvas tratadas durante 12h e 24h sugere ativacdo de MMR em condicdes de
acumulo de danos.

Dessa forma, tendo em vista os resultados obtidos, o presente trabalho forneceu
uma visao inicial geral de RDD em A. aegypti. Entender a RDD neste mosquito pode
contribuir para os estudos da biologia de A. aegypti, bem como auxiliar no
estabelecimento de técnicas de manipulagdo genética.
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8. ANEXOS

Anexo 1: Enriquecimento funcional do grupo 1 - Fungdo molecular.
DEG: genes diferencialmente expressos. NonDEG: genes ndo diferencialmente expressos. FDR: false

Discovery rate.

PANTHER GO-Slim Molecular | heo | N\onpEG | Fisherp | FDR10%
Function

ligase activity (GO:0016874) 24 264 4,914x10° | 0,000198
catalytic activity, acting on RNA 5
(G0:0140098) 17 168 3,312x10~ | 0,000396
identical protein binding

(G0:0042802) 6 23 0,0001612 | 0,0005941
nucleotidyltransferase activity

(GO:0016779) 9 70 0,0004857 | 0,0007921
ubiquitin-like protein conjugating

enzyme activity (GO:0061650) 1 105 0,000595 | 0,0009901




Anexo 2: Enriquecimento funcional do grupo 1 - Processo bioldgico.
DEG: genes diferencialmente expressos. NonDEG: genes ndo diferencialmente expressos. FDR: false

Discovery rate.
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PANTHER GO-Slim Biological

organization (GO:0007007)

DEG | NonDEG | Fisher.p FDR10%
Process
cellular amino acid metabolic 9 05
orocess (GO:0006520) 18 95 7,38x10 5,568x10
organonitrogen compound 6
metabolic process (GO:1901564) 22 211 2,33x10 0,0001114
tRNA metabolic process 5
(GO:0006399) 11 70 2,856x10™ | 0,000167
cellular response to stress 5
(G0:0033554) 23 279 4,612x10~ | 0,0002227
endosome organization 5
(G0:0007032) 4 5 8,756x10™ | 0,0002784
cellular response to starvation
(GO:0009267) 7 33 0,0001619 | 0,0003341
formation of translation initiation
ternary complex (GO:0001677) 21 274 0,000244 | 0,0003898
translational elongation
(GO:0006414) 21 274 0,000244 | 0,0004454
translational termination
(GO:0006415) 21 274 0,000244 | 0,0005011
autophagy (G0:0006914) 8 49 0,0002755 | 0,0005568
process utilizing autophagic
mechanism (GO:0061919) 8 49 0,0002755 | 0,0006125
translation (GO:0006412) 23 321 0,000314 | 0,0006682
double-strand break repair
(GO:0006302) 6 27 0,0003842 | 0,0007238
autophagy of mitochondrion
(G0:0000422) 7 44 0,0007563 | 0,0007795
inner mitochondrial membrane 4 11 0,0008219 | 0,0008352

Anexo 3: Enriquecimento funcional do grupo 1 - Componente celular.

DEG: genes diferencialmente expressos. NonDEG: genes ndo diferencialmente expressos. FDR: false

Discovery rate.

PANTHER GO-Slim Cellular

DEG | NonDEG | Fisher.p FDR10%
Component
cell wall (GO:0005618) 4 3 2,727x10° | 0,0002232
external encapsulating structure 5
(G0:0030312) 4 3 2,727x10 0,0004464
cytoplasmic part (GO:0044444) 100 2204 0,0002594 | 0,0006696




Anexo 4: Enriquecimento funcional do grupo 1 - Classe proteica.
DEG: genes diferencialmente expressos. NonDEG: genes ndo diferencialmente expressos. FDR: false

Discovery rate.
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PANTHER Protein Class DEG | NonDEG | Fisher.p FDR10%
?;négg?)%)-tRNA synthetase ; 57 4167%10° (1),000465
?;stigrlﬁg(c:i 88025': g)per transcription 4 10 00005268 (2),000930
fansporter (Peono0s) |10 |91 |ooooear |37
Eglg(s)lgéi;r) initiation factor 9 81 00010926 2,001860
translation factor (PC00223) 10 | 101 0001325 | 0025
ligase (PC00142) 20 |313 00016011 | 59970
decarboxylase (PC00089) 4 16 0,0022247 g,003255

Anexo 5: Enriquecimento funcional do grupo 2 - Vias.
DEG: genes diferencialmente expressos. NonDEG: genes ndo diferencialmente expressos. FDR: false

Discovery rate.

PANTHER Pathways DEG NonDEG | Fisher.p FDR10%

Unclassified (UNCLASSIFIED) | 538 20046 9,611x10° | 0,0006098
ATP synthesis (P02721) 3 2 0,0001332 | 0,0012195
Pyrimidine Metabolism (P02771) |3 5 0,0007067 0,0018293




Anexo 6: Enriquecimento funcional do grupo 2 — Funcdo molecular.
DEG: genes diferencialmente expressos. NonDEG: genes ndo diferencialmente expressos. FDR: false

Discovery rate.
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PANTHER GO-Slim Molecular

. DEG NonDEG | Fisher.p FDR10%
Function
oxidoreductase activity 31
(GO:0016491) 80 558 1,675x10 0,000198
proton transmembrane transporter 19
activity (GO:0015078) 32 131 2,9735x10™ | 0,000396
catalytic activity (G0O:0003824) 220 5070 8,7802x10 | 0,0005941
monovalent inorganic cation
transmembrane transporter activity | 34 276 1,5382x107*? | 0,0007921
(G0O:0015077)
?gg:%’gogggss‘;er activity 9 9 1,7878x10°2° | 0,0009901
oxidoreductase activity, acting on
diphenols and related substances 6 4 5,2849x10% | 0,0011881
as donors (GO:0016679)
ion transmembrane transporter 7
activity (GO:0015075) 46 731 1,9551x10" | 0,0013861
proton-transporting ATP synthase
activity, rotational mechanism 6 6 2,2252x107 | 0,0015842
(G0O:0046933)
cation transmembrane transporter 7
ativity (GO:0008324) P 39 584 4,0853x107 | 0,0017822
inorganic cation transmembrane 7
transporter activity (GO:0022890) 37 557 8,9869x10 | 0,0019802
oxidoreductase activity, acting on
the CH-OH group of donors, NAD 9 36 17501x10% | 0.0021782
or NADP as acceptor ' '
(G0O:0016616)
oxidoreductase activity, acting on
CH-OH group of donors 9 37 2,1264x10° | 0,0023762
(G0O:0016614)
hydrolase activity (GO:0016787) | 91 2147 1,2513x10° | 0,0025743
Eggs:rggggg‘%e transporter activity | 5, 1034 1,615x105 | 0,0027723
fggfggg?fz'g)ox'dase activity 5 10 2,6167x10% | 0,0029703
oxidoreductase activity, acting on
the CH-CH group of donors 6 27 0,00016842 | 0,0031683
(G0O:0016627)
ligase activity (GO:0016874) 19 269 0,00018239 | 0,0033663
ligase activity, forming carbon-
sulfur bonds (GO:0016877) 10 92 0,00029151 | 0,0035644
transporter activity (G0O:0005215) | 53 1222 0,00045948 | 0,0037624




Anexo 6: Enriquecimento funcional do grupo 2 — Funcdo molecular.
DEG: genes diferencialmente expressos. NonDEG: genes ndo diferencialmente expressos. FDR: false

Discovery rate. Continuag&o.
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PANTHER GO-Slim Molecular

(GO:0070011)

. DEG NonDEG | Fisher.p FDR10%
Function
peptidase activity, acting on L-
amino acid peptides 28 535 0,00075401 | 0,0039604
(G0O:0070011)
lipid binding (GO:0008289) 4 14 0,00097301 | 0,0041584
hydrolase activity, acting on
carbon-nitrogen (but not peptide) |8 72 0,00101285 | 0,0043564
bonds (G0:0016810)
peptidase activity (GO:0008233) | 29 576 0,00108189 | 0,0045545
dioxygenase activity
(G0-0051213) 3 6 0,00124344 | 0,0047525
solute:proton symporter activity
(GO:0015295) 7 59 0,00146496 | 0,0049505
ATPase activity, coupled to
transmembrane movement of 11 137 0,00154349 | 0,0051485
substances (G0:0042626)
flavin adenine dinucleotide
binding (GO:0050660) 5 29 0,00162105 | 0,0053465
inorganic anion transmembrane
transporter activity (G0O:0015103) 6 44 0,0016715 1 0,0055446
dicarboxylic acid transmembrane
transporter activity (G0O:0005310) 3 ! 0,00174265 | 0,0057426
carbohydrate transmembrane
transporter activity (G0O:0015144) ! 61 0,00174517 1 0,0059406
ATPase activity, coupled to
movement of substances 11 159 0,00450973 | 0,0061386
(G0:0043492)
cofactor binding (G0O:0048037) 6 58 0,00583714 | 0,0063366
metallopeptidase activity
(GO:0008237) 11 167 0,00632952 | 0,0065347
peptidase activity, acting on L-
amino acid peptides 28 535 0,00075401 | 0,0039604
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Anexo 7: Enriquecimento funcional do grupo 2 — Processo biologico.
DEG: genes diferencialmente expressos. NonDEG: genes ndo diferencialmente expressos. FDR: false

Discovery rate.

PANTHER GO-Slim Biological DEG | NonDEG | Fisher.p EDR10%
Process '

organic substance catabolic process 19 i
(GO:1901575) 35 194 9,629x10° | 5,5679E-05
oxidation-reduction process 18
(GO:0055114) 29 127 3,688x10° | 0,00011136
catabolic process (GO:0009056) 36 263 7,629x107° | 0,00016704
carboxylic acid catabolic process A5
(GO:0046395) 20 61 1,718x10 | 0,00022272
organic acid catabolic process A5
(GO:0016052) 20 61 1,718x10 | 0,0002784
ATP synthesis coupled proton A5

transport (GO:0015986) 16 29 1,803x10 | 0,00033408
energy coupled proton transport,

down electrochemical gradient 16 |29 1,803x10%° | 0,00038976
(G0:0015985)

oxidative phosphorylation 15
(GO:0006119) 16 33 8,566x10* | 0,00044543
ATP metabolic process 14
(GO:0046034) 16 34 1,233x10* | 0,00050111
proton transmembrane transport 13
(GO:1902600) 17 55 4,885x10* | 0,00055679
mitochondrial ATP synthesis

coupled electron transport 12 18 1,155x10%2 | 0,00061247
(GO:0042775)

ATP synthesis coupled electron 12

transport (GO:0042773) 12 19 1,845x10*~ | 0,00066815
purine ribonucleotide metabolic 12

orocess (GO:0009150) 16 56 6,418x10~ | 0,00072383
cellular respiration (GO:0045333) | 21 116 7,216x10* | 0,00077951
energy derivation by oxidation of 12

organic compounds (G0:0015980) 21 116 7,216x10 0,00083519
ribonucleotide metabolic process 12
(GO:0009259) 16 57 8,044x10* | 0,00089087
fatty acid catabolic process 11
(GO:0009062) 12 23 1,002x10* | 0,00094655
ribose phosphate metabolic process 10
(GO:0019693) 16 71 1,338x10" | 0,00100223
lipid metabolic process 10
(GO:0006629) 19 124 8,687x10" | 0,00105791
inorganic cation transmembrane .09

transport (GO:0098662) 17 114 9,462x10 | 0,00111359
inorganic ion transmembrane -09

transport (GO:0098660) 17 114 9,462x10™ | 0,00116927
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Anexo 7: Enriquecimento funcional do grupo 2 — Processo biologico.
DEG: genes diferencialmente expressos. NonDEG: genes ndo diferencialmente expressos. FDR: false

Discovery rate.

PANTHER GO-Slim Biological | - | NonDEG | Fisher.p | FDR10%
Process

ion transmembrane transport 209
(G0:0034220) 17 114 9,462x10™ | 0,00122494
respiratory electron transport chain 07
(G0:0022904) 13 76 1,244x10™" | 0,00128062
ion transport (GO:0006811) 21 234 5,581x10°" | 0,0013363
aerobic respiration (GO:0009060) | 9 36 7,006x10°7 | 0,00139198
carbohydrate derivative metabolic 07

orocess (GO-1901135) 24 306 8,643x10™" | 0,00144766
mitochondrial electron transport,

ubiquinol to cytochrome ¢ 5 6 2,542x10 | 0,00150334
(G0O:0006122)

mitochondrial electron transport,

cytochrome ¢ to oxygen 5 7 4,275x10°% | 0,00155902
(GO:0006123)

coenzyme metabolic process 06
(GO:0006732) 11 75 4,371x10™ | 0,0016147
carbohydrate metabolic process 06

(GO:0005975) 19 232 6,46x10 0,00167038
organonitrogen compound .06

metabolic process (GO:1901564) 18 214 7,982x107" | 0,00172606
steroid metabolic process -06
(GO:0008202) 7 26 8,127x10™ | 0,00178174
metabolic process (GO:0008152) 150 | 4418 8,172x10% | 0,00183742
establishment of localization 05
(GO:0051234) 51 1172 4,081x10® | 0,0018931
transport (GO:0006810) 51 1172 4,081x10% | 0,00194878
cellular amino acid catabolic .05

orocess (GO:0009063) 7 37 5,856x10™ | 0,00200445
drug metabolic process 05
(G0O:0017144) 11 105 7,535x10™ | 0,00206013
cellular amino acid biosynthetic

process (GO:0008652) 8 58 0,0001292 | 0,00211581
cellular metabolic process

(G0:0044237) 67 1761 0,0001428 | 0,00217149
organonitrogen compound

catabolic process (GO:1901565) 10 % 0,0001524 10,00222717
cofactor metabolic process

(GO:0051186) 13 158 0,0001697 | 0,00228285
monovalent inorganic cation

homeostasis (GO:0055067) 8 65 0,0002627 1 0,00233853
cellular amide metabolic process

(G0:0043603) 5 22 0,0003276 | 0,00239421
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Anexo 7: Enriquecimento funcional do grupo 2 — Processo biologico.
DEG: genes diferencialmente expressos. NonDEG: genes ndo diferencialmente expressos. FDR: false

Discovery rate. Continuag&o.

PANTHER GO-Slim Biological DEG | NonDEG | Fisher.p FDR10%
Process

carboxylic acid metabolic process

(GO:0019752) 6 39 0,0005343 | 0,00244989
oxoacid metabolic process

(G0:0043436) 6 42 0,0007595 | 0,00250557
purine nucleobase biosynthetic

process (GO:0009113) 4 15 0,0007976 | 0,00256125
cellular catabolic process

(G0:0044248) 9 98 0,0008014 | 0,00261693
regulation of cellular pH

(G0:0030641) 6 43 0,0008489 | 0,00267261
regulation of pH (G0O:0006885) 6 43 0,0008489 | 0,00272829
aromatic amino acid family

catabolic process (GO:0009074) 3 6 0,0008998 | 0,00278396
organic acid metabolic process

(GO:0006082) 6 44 0,0009462 | 0,00283964
amide biosynthetic process

(GO:0043604) 4 16 0,000979 | 0,00289532
cellular response to oxidative stress

(G0:0034599) 4 16 0,000979 | 0,002951
response to oxidative stress

(GO:0006979) 5 29 0,0009893 | 0,00300668
tricarboxylic acid cycle 5 29 0.0009893 | 0.00306236
(GO:0006099) ’ ’

primary metabolic process

(G0:0044238) 22 436 0,001029 | 0,00311804
cellular modified amino acid

metabolic process (GO:0006575) ! 63 0,0010954 1 0,00317372
carboxylic acid biosynthetic

process (GO:0046394) 8 84 0,0012438 | 0,0032294
organic acid biosynthetic process

(GO:0016053) 8 84 0,0012438 | 0,00328508
organophosphate catabolic process

(G0:0046434) 4 18 0,0014254 | 0,00334076
lipid homeostasis (GO:0055088) 4 20 0,0019968 | 0,00339644
Unclassified (UNCLASSIFIED) 322 | 11811 0,0026632 | 0,00345212
cellular nitrogen compound

metabolic process (G0:0034641) S 39 0,0031997 1 0,0035078




Anexo 8: Enriquecimento funcional do grupo 2 — Componente celular.
DEG: genes diferencialmente expressos. NonDEG: genes ndo diferencialmente expressos. FDR: false

Discovery rate. Continuag&o.
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PANTHER GO-Slim Cellular

(G0:0098798)

DEG | NonDEG | Fisher.p FDR10%
Component
mitochondrial respiratory chain 21
(GO:0005746) 19 21 3,758x10 0,0002232
mitochondrial inner membrane 16
(GO:0005743) 26 125 9,263x10 0,0004464
organelle inner membrane 15
(G0:0019866) 26 126 1,094x10 0,0006696
mitochondrial respiratory chain 15
complex 1 (GO:0005747) 12 9 3,952x10 0,0008929
proton-transporting two-sector 15
ATPase complex (GO:0016469) 14 19 4,448x10 0,0011161
organelle envelope (GO:0031967) | 29 181 8,682x10*° | 0,0013393
mitochondrion (GO:0005739) 26 274 6,832x10%° | 0,0015625
proton-transporting ATP synthase 07
complex (GO:0045259) 6 8 3,304x10 0,0017857
membrane-bounded organelle 07
(G0:0043227) 38 656 7,142x10 0,0020089
mitochondrial respiratory chain 05
complex 111 (GO:0005750) 4 4 1.661x10° 1 0,0022321
mitochondrial proton-transporting
ATP synthase complex 4 5 2,936x10% | 0,0024554
(G0O:0005753)
Unclassified (UNCLASSIFIED) 352 12632 0,0001007 | 0,0026786
vacuolar membrane (GO:0005774) |5 30 0,0010601 | 0,0029018
lysosome (GO:0005764) 6 48 0,0013193 | 0,003125
Iytic vacuole (GO:0000323) 6 48 0,0013193 | 0,0033482
lipid droplet (GO:0005811) 4 19 0,0016048 | 0,0035714
extracellular region (GO:0005576) | 27 624 0,0020551 | 0,0037946
extracellular region part
(GO:0044421) 25 567 0,0023241 | 0,0040179
membrane protein complex
(GO:0098796) 16 302 0,0025693 | 0,0042411
mitochondrial proton-transporting
ATP synthase complex, coupling 2 2 0,0029432 | 0,0044643
factor F(0) (GO:0000276)
plasma membrane respiratory chain
complex 1 (GO:0045272) 2 2 0,0029432 | 0,0046875
bounding membrane of organelle
(G0:0098588) 5 44 0,0048078 | 0,0049107
mitochondrial protein complex 3 13 0,0051085 | 0,0051339




Anexo 9: Enriquecimento funcional do grupo 2 — Classe proteica.
DEG: genes diferencialmente expressos. NonDEG: genes néo diferencialmente expressos. FDR: false

Discovery rate. Continuag&o.
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PANTHER Protein Class DEG NonDEG | Fisher.p FDR10%
oxidoreductase (PC00176) 83 427 2,338x10°%7 | 0,0004651
dehydrogenase (PC00092) 42 175 1,822x102% | 0,0009302
ATP synthase (PC00002) 16 23 5,157x10" | 0,0013953
oxygenase (PC00177) 21 76 6,166x10* | 0,0018605
hydrolase (PC00121) 97 1511 1,635x10** | 0,0023256
reductase (PC00198) 20 93 1,069x10° | 0,0027907
protease (PC00190) 51 757 3,09x1077 0,0032558
oxidase (PC00175) 16 116 1,692x10% | 0,0037209
cation transporter (PC00068) 23 242 4,007x10 | 0,004186
metalloprotease (PC00153) 20 227 4,506x10% | 0,0046512
acyltransferase (PC00042) 13 137 0,000487 0,0051163
serine protease (PC00203) 20 276 0,0005048 0,0055814
lyase (PC00144) 11 103 0,0005272 0,0060465
isomerase (PC00135) 7 44 0,0006758 0,0065116
carbohydrate transporter

(PC00067) 10 90 0,000705 0,0069767
transporter (PC00227) 46 940 0,0014329 0,0074419
anion channel (PC00049) 4 14 0,0016029 0,007907
acetyltransferase (PC00038) 9 91 0,0026756 0,0083721
phosphodiesterase (PC00185) 5 33 0,0047746 0,0088372
glucosidase (PC00108) 4 21 0,0056341 0,0093023
hydratase (PC00120) 3 10 0,0057251 0,0097674
epimerase/racemase (PC00096) 4 23 0,0074642 0,0102326
extracellular matrix linker protein

(PC00101) 4 24 0,00851 0,0106977
growth factor (PC00112) 4 25 0,0096472 0,0111628




Anexo 10: Lista de proteinas envolvidas na cascata de sinalizagdo de ATR em A. aegypti.

Proteinas da via de sinalizacdo de ATR A. aegypti
MTA2 X
NR4A2 AAEL022402-PA
AAEL022402-PB
AAEL022402-PC
TIPIN AAEL003648-PC
AAEL003648-PD
TIMELESS AAEL019522-PA
CLSPN AAELO027754-PA
AAEL000154-PA
ATR AAEL010069-PB
AAEL024373-PA
ATRIP AAEL002238-PA
SMARCAL1 AAEL006963-PA
RPA1 AAEL012826-PA
RPA2 AAEL014250-PA
RPA3 AAEL007291-PA
RAD17 AAEL027380-PA
RFC1 AAEL001324-PB
RFC2 AAEL020929-PA
RFC3 AAEL007581-PA
AAEL024947-PA
RFC4 AAEL006788-PA
RFC5 AAEL009465-PA
RAD9 AAEL010759-PA
RAD1 AAEL025383-PA
AAEL025383-PB
AAEL009701-PB
AAEL009701-PC
AAEL009701-PD
HUS1 AAEL006107-PA
RHINO X
UBR5 X
TOPBP1 AAEL013962-PB
CHK1 AAEL018254-PA
AAEL018254-PB
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Anexo 11: Lista de proteinas envolvidas na sinalizacdo de DSB em A. aegypti.

Proteinas da via de sinalizacdo de DSB | A. aegypti
AAEL023570-PA
NBN AAELO014377-PA
AAEL014377-PB
MRE11 AAEL023601-PA
AAEL011772-PA
AAEL005245-PB
AAEL026871-PA
RADS0 AAEL020323-PA
AAEL021668-PA
AAEL025895-PA
KPNA2 AAEL012960-PA
AAEL014900-PB
ATM AAEL014900-PC
H2AX AAEL012499-PA
KATS5 AAEL014072-PB
AAEL007544-PA
CHK2 AAELO007544-PB
AAEL007544-PC
SMARCAS AAEL003950-PA
BAZ1B X
H2AX X
MDC1 AAEL012508-PB
AAEL019952-PA
EYAL AAEL019952-PB
EYA2 X
EYA3 X
EYA4 X
APBB1 X
AAEL008634-PC
AAEL008634-PD
AAEL008634-PE
AAEL008634-PF
MAPKS AAEL008634-PG
AAEL008634-PH
AAEL008634-PI
AAEL008634-PJ
KDM4A X
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Anexo 11: Lista de proteinas envolvidas na sinalizagdo de DSB em A. aegypti. Continuacéo.

AAEL008260-PA
AAEL008260-PB
AAEL008260-PC
AAEL008260-PD
KDM4B AAEL008260-PE
AAEL008260-PF
AAEL010522-PA
AAEL008266-PB
AAEL008266-PC

RNF8 %
AAEL015099-PE
PIASL AAEL015099-PF
PIASA X
AAEL025779-PA
UBC9 AAEL027903-PA
HERC2 AAEL002306-PA
SUMO1 X
AAELO011873-PA
UBE2V?2 AAEL011873-PB
AAEL011873-PC
UBE2N AAEL014642-PB
RNF168 AAEL001357-PA

AAEL026428-PA
AAEL017357-PB
AAEL017357-PC

TRIP12 AAEL017357-PD
AAELO017357-PE
AAEL017357-PF

TP53BP1 %
AAEL021836-PA

RIF1 AAEL021836-PB
AAEL021836-PC

PAXPL AAEL025635-PA
AAEL007672-PA

KATS AAEL007672-PB
AAEL013536-PB

RPS27A AAEL013536-PC
AAEL013536-PD

PPP5C AAEL005080-PA

UIMCL (RAPS0) X

ABRAXAS (FAM175A) X

BRCAL X

BARDL X

BRCC3 (BRCC36) X

BABAMI (NBA1) X

BRE (BRCC45) X




AAEL023585-PA

p53 AAEL023585-PB
AAEL023585-PC

SMC1A AAEL005802-PA

UBP11 (USP11) X

SIRT1 X

RAD18 X

Anexo 12: Lista de histonas H2A encontradas em A. aegypti.

Histonas H2A encontradas em A. aegypti

AAEL000518-PB

AAEL003669-PA

AAELO003687-PB

AAEL003706-PB

AAELO007005-PA

AAEL012499-PA

AAELO020050-PA

AAEL020066-PA

AAEL020249-PA

AAEL020309-PA

AAEL020348-PA

AAEL020601-PA

AAEL020605-PA

AAEL020675-PA

AAEL020887-PA

AAEL020927-PA

AAEL021053-PA

AAEL021158-PA

AAEL021193-PA

AAEL021347-PA

AAEL021459-PA

AAEL021518-PA

AAEL021635-PA

AAEL021638-PA

AAEL021644-PA

AAEL021778-PA

AAEL022062-PA

AAEL022071-PA

AAEL022161-PA

AAEL022197-PA

AAEL022584-PA

AAEL022643-PA

AAEL022701-PA

AAEL022702-PA

AAEL022745-PA

AAEL022751-PA

AAEL022752-PA
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Anexo 12: Lista de histonas H2A encontradas em A. aegypti. Continuacdo

AAEL022755-PA

AAEL022789-PA

AAEL022789-PB

AAEL022814-PA

AAEL022843-PA

AAEL022959-PA

AAEL023008-PA

AAEL023191-PA

AAEL023224-PA

AAEL023269-PA

AAEL023293-PA

AAEL023343-PA

AAEL023453-PA

AAEL023603-PA

AAEL023656-PA

AAEL023805-PA

AAEL023912-PA

AAEL024065-PA

AAEL024392-PA

AAEL024397-PA

AAEL024542-PA

AAEL024574-PA

AAEL024783-PA

AAEL025056-PA

AAEL025121-PA

AAEL025148-PA

AAEL025292-PA

AAEL025302-PA

AAEL025430-PA

AAEL025482-PA

AAEL025599-PA

AAEL025751-PA

AAEL025791-PA

AAEL025828-PA

AAEL025875-PA

AAEL026148-PA

AAEL026152-PA

AAEL026178-PA

AAEL026206-PA

AAEL026212-PA

AAEL026250-PA

AAEL026317-PA

AAEL026505-PA

AAEL026515-PA

AAEL026533-PA

AAEL026686-PA

AAEL026772-PA
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Anexo 12: Lista de histonas H2A encontradas em A. aegypti. Continuacéo

AAEL026786-PA

AAEL026854-PA

AAEL026947-PA

AAEL027168-PA

AAELQ27306-PA

AAEL027480-PA

AAEL027513-PA

AAEL027645-PA

AAEL027969-PA

AAEL028217-PA

Anexo 13: Lista de proteinas de HR encontradas em A. aegypti.

Proteinas da via de HR

A. aegypti

NBN

AAEL023570-PA
AAELO014377-PA
AAEL014377-PB

MRE11

AAEL023601-PA

RAD50

AAELO011772-PA
AAEL005245-PB
AAEL026871-PA
AAEL020323-PA
AAEL021668-PA
AAEL025895-PA
AAEL021133-PA

BRCA1

X

RBBPS (CtIP)

X

SIRT6

AAEL011473-PB

DSS1 (SEM1)

X

CCNAZ2

AAEL000672-PA

CCNA1

X

CDK2

AAEL012339-PC
AAEL023423-PA

EXO1

AAEL006209-PA

DNA2

AAEL000201-PB
AAEL000201-PC
AAEL000201-PD
AAEL000201-PE

BLM

AAEL004039-PA

WRN

AAEL025042-PA
AAEL025042-PB
AAEL026343-PA

BRIP1

X

RPA1

AAEL012826-PA

RPA2

AAEL014250-PA
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Anexo 13: Lista de proteinas de HR encontradas em A. aegypti. Continuagao

RPA3 AAEL007291-PA
PPPAC AAEL004040-PA
PPP4R2 AAEL001129-PA
RAD51 AAEL006080-PA
BRCAZ? AAEL014774-PA
PALB?2 X
RAD51AP1 X
RAD51B X
RAD51C AAEL011307-PA
RAD51D AAEL015060-PA
XRCC2 X
XRCC3 AAEL027245-PA
AAELO005399-PA
RAD5S4L AAEL002647-PA
RAD54B AAEL002341-PB
PCNA AAEL012545-PA
RFC1 AAEL001324-PB
RFC2 AAEL020929-PA
RFC3 AAELO007581-PA
AAEL024947-PA
RFC4 AAELO006788-PA
RFC5 AAEL009465-PA
POLE AAEL002800-PA
POLE2 AAEL002785-PA
POLE3 AAEL001764-PA
POLE4 AAEL010085-PA
POLD1 AAEL027722-PA
POLD2 AAEL007541-PB
AAELO007541-PA
POLD3 AAEL003935-PA
POLDA4 X
POLK X
POLH AAEL004562-PA
EME1 AAEL009999-PA
EME?2 X
MUS81 AAELO011993-PA
AAEL011993-PB
AAEL011993-PC
SLX1 AAELO018312-PA
AAEL018312-PB
SLX4 X
TOP3A AAEL007683-PA
RMI1 AAEL007058-PA
RMI2 X
SPIDR X
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Anexo 13: Lista de proteinas de HR encontradas em A. aegypti. Continuagao

GEN1 AAEL000425-PA
RTEL1 AAEL008960-PA
PIF1 AAEL017186-PA
MCM?2 AAEL007007-PA
MCM3 AAEL011811-PA
MCM4 X
MCM5 AAEL002810-PA
MCM6 AAEL012546-PA
MCM7 AAEL000999-PA
RAD52 X
ABL1 AAELO08777-PB
AAEL008777-PC
AAELO008777-PD
AAELO008777-PE
SMC5 AAEL010913-PB
SMC6 AAEL002581-PA
NSMCE?2 AAEL001425-PA

Proteinas da via de HR

A. aegypti

NBN

AAEL023570-PA
AAELO014377-PA
AAELO014377-PB

MRE11 AAEL023601-PA

RAD50 AAELO011772-PA
AAEL005245-PB
AAEL026871-PA
AAEL020323-PA
AAEL021668-PA
AAEL025895-PA
AAEL021133-PA

BRCAL X

RBBPS (CtIP) X

SIRT6 AAEL011473-PB

DSS1 (SEM1) X

CCNA2 AAEL000672-PA

CCNAL X

CDK2 AAEL012339-PC
AAEL023423-PA

EXO1 AAEL006209-PA

DNA2 AAEL000201-PB
AAEL000201-PC
AAEL000201-PD
AAEL000201-PE

BLM AAEL004039-PA

WRN AAEL025042-PA

AAEL025042-PB
AAEL026343-PA

150



Anexo 13: Lista de proteinas de HR encontradas em A. aegypti. Continuagao

BRIP1 X

RPA1 AAEL012826-PA
RPA2 AAEL014250-PA
RPA3 AAEL007291-PA
PPPAC AAEL004040-PA

Anexo 14: Lista de proteinas de NHEJ encontradas em A. aegypti.

Proteinas da via de NHEJ

A. aegypti

KUS0 (XRCC5)

AAEL003684-PA

KU70 (XRCC6)

AAEL019404-PA
AAEL019404-PB

DNAPKCS (PRKDC)

AAEL024736-PA

Artemis (DCLRE1C)

AAEL026758-PA

APLF

AAELO011254-PA
AAELO011254-PB
AAEL011254-PC
AAEL011254-PD
AAEL011254-PE
AAEL011254-PF
AAELO011254-PG
AAEL011254-PH

APTX AAEL014945-PB
AAEL014945-PC
AAEL014945-PD

PNKP AAEL025882-PA

TDP1 AAEL011629-PB
AAEL011629-PC

TDP2 X

POLM X

POLL X

TDT X

XRCC4 X

XLF (NHEJ1) AAEL021206-PA

LIG4

AAEL021495-PA
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Anexo 15: Lista de proteinas de MMR encontradas em A. aegypti.

Proteinas da via de MMR | A. aegypti
MSH?2 AAEL027688-PA
MSH3 X
MSH6 AAEL011780-PA
MLH1 AAEL005858-PA
MLH3 X
PMS2 AAEL026487-PA
AAEL026487-PB
PCNA AAEL012545-PA
RFC1 AAEL001324-PB
RFC2 AAEL020929-PA
RFC3 AAELO007581-PA
AAEL024947-PA
RFC4 AAEL006788-PA
RFC5 AAEL009465-PA
EXO1 AAEL006209-PA
RPAL AAEL012826-PA
RPA2 AAEL007291-PA
RPA3 AAEL014250-PA
POLD1 AAELO027722-PA
POLD2 AAEL007541-PB
AAEL007541-PA
POLD3 AAEL003935-PA
POLD4 X
LIG1 AAEL017566-PB
AAEL017566-PC
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Anexo 16: Lista de proteinas de BER encontradas em A. aegypti.

Proteinas da via de BER | A. aegypti

SMUG AAEL013286-PC

UNG X

MPG X

MUTYH X

MBDA4 X

TDG X

0GG1 AAEL013179-PA
AAEL008148-PA
AAEL008148-PB

NTH AAEL003906-PA

NEIL1 X

NEIL2 X

NEIL3 X

APTX AAEL014945-PB
AAEL014945-PC
AAEL014945-PD

TDP1 AAEL011629-PB
AAEL011629-PC

PNKP AAEL025882-PA

APE1 AAEL010781-PA
AAEL010781-PB

APE2 X

HMGB1 AAEL011414-PE
AAEL011414-PF

POLL X

POLB X

PARP1 AAEL011815-PA

PARP2 X

XRCC1 AAEL002782-PB

LIG3 X

PCNA AAEL012545-PA

RFC1 AAEL001324-PB

RFC2 AAEL020929-PA

RFC3 AAEL007581-PA
AAEL024947-PA

RFC4 AAEL006788-PA

RFC5 AAEL009465-PA

RPA1l AAEL012826-PA

RPA2 AAEL014250-PA

RPA3 AAEL007291-PA

FEN1 AAEL005870-PB

POLE AAEL002800-PA

POLE2 AAEL002785-PA

POLE3 AAELO001764-PA
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Anexo 16: Lista de proteinas de BER encontradas em A. aegypti. Continuacéo.

POLE4 AAEL010085-PA

POLD1 AAEL027722-PA

POLD2 AAEL007541-PB
AAELO007541-PA

POLD3 AAEL003935-PA

POLD4 X

LIG1 AAEL017566-PB
AAEL017566-PC

Anexo 17: Lista de proteinas de NER encontradas em A. aegypti.

Proteinas da via de NER

A. aegypti

XPC

AAEL003897-PB
AAELO003893-PA
AAEL018259-PB
AAEL003868-PA

RAD23A X
RAD23B AAEL002077-PA
CETN?2 X
RBX1 AAELO004691-PA
AAEL004691-PB
CUL4A AAEL003466-PC
AAEL003466-PD
AAEL003466-PE
AAEL003466-PF
AAEL003466-PG
AAEL003466-PH
AAEL003466-PI
AAEL003466-PJ
AAEL003466-PK
CUL4B X
DDB1 AAEL002407-PB
DDB?2 X
INO8O AAEL012355-PB
INO80OB AAEL014237-PA
INO8OC AAEL001805-PA
INO80OD AAEL025976-PA
AAEL025976-PB
AAEL025976-PC
INOBOE AAEL002139-PA
ACTL6A AAEL011317-PA
ACTR5 AAEL002822-PA
ACTRS AAEL010762-PA
AAEL010762-PB
NFRKB AAEL022135-PB
MCRS1 AAELO000594-PA
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Anexo 17: Lista de proteinas de NER encontradas em A. aegypti. Continuag&o.

TFPT

X

RUVBL1

AAEL004686-PA

YY1

AAEL022478-PA
AAEL022478-PB

GPS1

AAEL021784-PA

COPS2

AAEL005730-PA

COPS3

AAEL002271-PA

COPS4

AAEL001874-PA

COPS5

AAEL022505-PA

COPS6

AAEL014282-PA

COPS7A

X

COPS7B

AAELO000635-PA
AAEL000635-PC

COPS8

AAEL007821-PA

PARP1

AAEL011815-PA

PARP2

X

POLR2A

AAEL017363-PA

POLR2B

AAEL017156-PA

POLR2C

AAEL008755-PA

POLR2D

AAELO006661-PA

POLR2E

AAEL011087-PA

POLR2F

AAEL003552-PA

POLR2G

AAEL003401-PA

POLR2H

AAEL000677-PA

POLR2I

AAEL001831-PA

POLR2]

AAEL013700-PA

POLR2L

AAEL014831-PA

XAB2

AAEL025600-PA

PRPF19

AAEL015199-PB

PPIE

AAEL007273-PA

AQR

AAEL019447-PA

ZNF830

X

ISY1

AAEL007203-PA

EP300

AAEL017391-PA
AAEL017391-PB
AAEL017391-PC
AAEL017391-PD
AAEL017391-PE
AAEL017391-PF
AAELO017391-PG

UBAS52

AAEL006511-PA

UBB

AAELO003888-PA
AAEL003888-PC

UBC9

AAEL025779-PA
AAELO027903-PA
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Anexo 17: Lista de proteinas de NER encontradas em A. aegypti. Continuag&o.

UBE2?I

X

RPS27A

AAELO013536-PB
AAEL013536-PC
AAELO013536-PD

ERCC6 (CSB) X

ERCCS (CSA) X

UVSSA X

USP7 AAEL019825-PA
AAEL019825-PB
AAEL019825-PC
AAEL019825-PD
AAEL019825-PE
AAEL019825-PF

HMGNL1 X

TCEAL AAEL001496-PA
AAEL001496-PB

CDK7 AAEL001038-PA

MNAT1 AAEL008850-PA

CCNH AAEL013248-PE

AAEL013248-PF
AAEL013248-PG

XPB (ERCC3)

AAEL013205-PA

XPD (ERCC2)

AAELO000404-RA
AAEL025524-RA

GTF2H1 AAELO012750-PA
AAELO012750-PB
GTF2H2 AAELO007056-PA
GTF2H3 AAEL012523-PA
GTF2H4 AAEL006356-PA
GTF2H5 AAEL019792-PA
XPA AAEL011057-PA
RPA1 AAEL012826-PA
RPA2 AAEL014250-PA
RPA3 AAEL007291-PA
CHDI1L AAEL003968-PA
AAEL004716-PA
AAEL004716-PB
SUMO1 X
SUMO2 X
SUMO3 AAEL015064-PB
PIAS1 AAEL015099-PE
AAEL015099-PF
PIAS3 X
RNF111 X
UBE2N AAEL014642-PB

UBE2V?2

AAEL011873-PA
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Anexo 17: Lista de proteinas de NER encontradas em A. aegypti. Continuag&o.

ERCC1 AAEL022595-PA
XPF (ERCC4) AAEL002098-PA
XPG (ERCC5) AAEL026470-PA
AAEL026470-PB
USP45 AAEL018212-PA
PCNA AAEL012545-PA
RFC1 AAEL001324-PB
RFC2 AAEL020929-PA
RFC3 AAELO007581-PA
AAEL024947-PA
RFC4 AAELO006788-PA
RFC5 AAEL009465-PA
POLD1 AAEL027722-PA
POLD2 AAEL007541-PB
AAELO007541-PA
POLD3 AAEL003935-PA
POLD4 X
POLE AAEL002800-PA
POLE2 AAEL002785-PA
POLES AAEL001764-PA
POLE4 AAEL010085-PA
POLK X
POLR2K AAEL017317-PB
XRCC1 AAEL002782-PB
LIG1 AAELO017566-PB
AAEL017566-PC
LIG3 X
ELL AAEL006035-PB
AAEL006035-PC
AAEL006035-PD
AAEL006035-PE
AAEL006035-PF
AAEL006035-PG
AAEL006035-PH
AAEL006035-PI
AAEL006035-PJ
AAEL006035-PK
AAEL006035-PL
AAEL006035-PM
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