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Revisio 1. Tipos de Lesdo de DNA x de Sistema de Reparo

2. Revisando 3 sistemas de reparo de DNA

- 3. Potencializadores que inibem genes de sistemas de
emplos | reparo e aumentam a eficacia de drogas anti-tumorais

em cancer
4. Sistema de reparo direto MGMT e inibidor BG

5. Mecanismos de resisténcia a drogas e
desenvolvimento de novas drogas

6. Tricophyton: Nucleotide Excision Repair (NER)

Exemplos
em Fungos

7. Projeto: analisar a modulacao de genes que codificam
fatores de transcricao e genes de reparo em Trichophyton




1. Tipos de les@do no DNA x Sistemas de Reparo
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1. Sistemas de Reparo X Tipos de lesdo no DNA
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1. Tipos de Sistemas de Reparo

1. Reparo Direto: MGMT

2. Reparo de malpareamento ou pareamento
erroneo (MMR)

3. Reparo de Excisdo de Base (BER)
4. Reparo de Excisdo de Nucleotideo (NER)

5. Reparo de quebra da fita-dupla de DNA

5.1. Reparo por juncao das extremidades nao
homélogas (NHEJ)

5.2. Reparo por recombinagdo homoéloga
(HRR)




1. Tipos de Sistemas de Reparo
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1. Sistemas de Reparo X Tipos de lesdo no DNA
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1. Sistemas de Reparo X Tipos de lesdo no DNA

BER:
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Expression level: 2 TPM
Number of biological replicates: 4

Organism part: small intestine

. 50
cs

Expression level in TPM
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1. Sistemas de Reparo X Tipos de les@do no DNA

BER:

Dados de RNAseq de 122 individuos em 32 tecidos para os genes do sistema BER.




1. Sistemas de Reparo:
M M Rto Expression level in TPM
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Dados de RNAseq de 122 individuos em 32 tecidos para os genes do sistema MMR.




1. Sistemas de Reparo
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1. Sistemas de Reparo
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1. Sistemas de Reparo
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1. Sistemas de Reparo

I Reparo de quebra de dupla-fita:

NONHOMOLOGOUS END-JOINING (NHEJ)

DNA DOUBLE STRAND BREAK RESPONSE

K -

DNA DOUBLE-STRAND BREAK

HOMOLOGY DIRECTED REPAIR




2. Reparo de DNA x Ciclo Celular

G1/S checkpoint

C|C|o ce|U|ar Cell monitors size and
DNA integrity
versus
G1 S
ReparO de DNA Decision to reenter \ [
cell cycle

&

sA Go

o\ | |
2

Decision to exit
G1
cell cycle

G2/M checkpoint
Cell monitors DNA
synthesis and damage

M checkpoint
Cell monitors
spindle formation
and attachment to
kinetochores

No ciclo celular ha 2 checkpoints G1/S e G2/M em que a célula monitora a
integridade do DNA. Se o DNA estiver lesionado, o ciclo celular é
interrompido, o sistema de reparo ativado antes que o ciclo celular prossiga.

In Klug et al, 2019 — Concepts of Genetics — Chapter 24




2. Reparo de DNA x Ciclo Celular

| DN Mutagdo versus
Reparo de DNA

DNA
replication

iotator]

Mutacao no DNA ¢ estabelecida somente se os sistemas de
reparo de DNA nao corrigirem a lesao do DNA antes do
proximo ciclo de replicagao do DNA.

In Hartwell et al, 2018 — Genetics: from Genes to Genome — Chapter 7



3. Potencializadores da resposta as drogas anti-tumorais
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3. Reparo Direto: MGMT

Reacgéao realizada por uma Unica enzima que
reconhece a base modificada e transfere a lesdao
para o seu sitio ativo.

Cys—SH (‘\s S—CH,4
/(1)3{3 active ma(tlw
j\'\/ "”I\g \\mcth\ltmn sferase )I \>
H,N \N/"‘}' HzN/\
R
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0 Responde a lesdes frente a agentes alquilantes.



3. Reparo Direto: MGMT
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¢ Pegg et al. Prog. Nucleic. Acid. Res. Mol. Biol. 51:167-223 (1995)



3. Reparo Direto: MGMT

Papel de agentes alquilantes na lesao do DNA

TEMOZOLOMIDE
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4. Reparo Direto: MGMT

Em algumas células tumorais 0 mecanismo de resisténcia aos
agentes alquilantes € a super-expressao de MGMT.

Silenciamento de MGMT em tumores cerebrais

Glioma with methylated MGMT Chemosensitive tumor

s
:"\:\.‘
S
Methy|
group
" ti ” t?I I-ﬁi-“;?,?? Carmustine cross-links DNA
/R \’/u/lul/\!/\\?/\,(_);\‘,_[_}_'C_{_}_'I_[_,\b\( \\ strands, and there is no active DNA remains cross-linked,
MGMT promoter Gene inactivation MGMT to repair it and tumor cells die

> Metilacao da regiao promotora do gene MGMT em gliomas confere
uma boa resposta a agentes alquilantes




3. Potencializadores da resposta as drogas anti-tumorais

06-Benzilguanina liga-se no sitio ativo da AGT humana

AGT PROTEIN AGT PROTEIN
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¢+ Dolan and Pegg. Clin. Cancer Res. 3:837-847 (1995)




3. Potencializadores da resposta as drogas anti-tumorais

Metoxiamina:

Viability (%)

1001

50+

Fekkk
*kkk
i =

S
=

ol (TR ARRRTIE

0.8'34
MX (mg/mL)
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Hl H99

apnlA

= apn2A

B3 apnlAapn2A

ApOs a exposicao por 1
hora com 1.67 mg/ml de
metoxiamina a viabilidade

celular foi afetada em
linhagens mutantes para o
locus apn2.

Em Cryptococcus neoformans, os loci apn1 e apnZ2 do sistema de reparo

BER podem estar envolvidos na resposta ao dano por agentes

alquilantes ou a radiacao UV e a combinacao de metoxiamina com um
agente anti-fungico convencional pode consistir uma nova abordagem

terapéutica no combate a esse tipo de infeccao.

¢ Oliveira et al 2021. J. Fungi 7:133




3. Potencializadores da resposta as drogas anti-tumorais

Questoes:

Pacientes em terapia anti-tumoral ou submetidos a diferentes
condicoOes cirurgicas, ou ainda transplante de orgaos sao mais
susceptiveis a infeccdes fungicas. A compreensao da modulagao de
genes de reparo apos a exposicao a drogas anti-fungicas pode
auxiliar no tratamento desse tipo de infeccao?

Combinacgdes sinergisticas de agentes anti-fungicos e inibidores
de genes de reparo podem ser utilizados no tratamento para
combate a esse tipo de infeccao?

Qual o ciclo de vida de Tricophyton”? Produtos do
metabolismo do fungo podem modular genes de reparo?




4. Infeccoes fungicas x Genes de Reparo

Questoes:

Inibicao da expressao dos genes de reparo: pode ser um
mecanismo para conferir resisténcia a compostos anti-fungicos?

Qual a frequéncia de mutacdes espontaneas x mutacoes induzidas
apos a exposicao a drogas anti-fungicas?

¥

A identificacao da modulagao de genes de reparo
apos o tratamento com drogas anti-fungicas
pede auxiliar no tratamento do hespedeiro?

A identificacao alelos mutantes dos genes de
repare em funges deve ser um biemarcador em
protocolos clinices da terapia anti-fungica?




9. Infeccoes flungicas x Genes de Reparo

Exemplo: C. glabrata™sh?Ae C. glabrata'@@>%A
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Linhagens C. glabrata mutantes para os loci msh e rad50 sao 82 x e 9 x
mais resistentes a caspofungina e anfotericina B respectivamente, quando
comparada a linhagens selvagens.

¢+ Healy et al 2016. Nature Comun. 7:11128




6. Nucleotide excision repair: Trichophyton

Journal of Medical Microbiology (2014), 63, 642-648 DOI 10.1099/jmm.0.059386-0

Analysis of gene expression changes In
Trichophyton rubrum after skin interaction

Tao Liu, Xingye Xu, Wenchuan Leng, Ying Xue, Jie Dong and Qi Jin

Correspondence MOH Key Laboratory of Systems Biology of Pathogens, Institute of Pathogen Biology, Chinese
Qi Jin Academy of Medical Sciences & Peking Union Medical College, Beijing 100730, PR China
zdsys@\yvin sina.com
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Analise do perfil de expressao de 768 genes em 1. rubrum em
diferentes tempos apés o cultivo com fragmentos de pele humana.




6. Nucleotide excision repair: Trichophyton

Table S6. Function annotation and cluster distribution of genes induced by
human skin sections that are involved in cell cycle.

Accession Cluster Tentative annotation GO biological process
DW705025 1 translationally controlled tumor protein-like variant I nucleotide-excision repair;
DW691497 IV Ul snRNP component regulation of transcription
DW686862 I UV-endonuclease UVE-1 nucleotide-excision repair;
DW702899 1 zinc ion binding; protein binding,regulation of transcription, transcription;

EL789985 I DNA binding protein transcription;

cell cycle; biosynthetic
DW707253 1 GDP-mannose pyrophosphorylase A
process;

Exemplos de genes do sistema em reparo NER que foram
modulados em T. rubrum em diferentes tempos apds o cultivo com
fragmentos de pele humana.




PROJETO

1. Determinar a homologia (% identidade) de genes de reparo
de Trichophyton e Homo sapiens a nivel de DNA e de proteina;

2. Determinar a estrutura primaria de determinado gene de
reparo em Trichophyton e comparar com humano.




