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Tardigrados sio diminutos animais capazes de faganhas hercileas, tais como tolerar

temperaturas proximas ao zero absoluto, dessecaqéo extrema, vacuo e radiagio. Pesquisadores
japoneses identificaram um gene exclusivo de tardigrados denominado Dsup. A proteina
Dsup pode interagir com o0 DNA em algumas situagdes, além de protegé-lo contra os efeitos
nocivos da luz ultravioleta e raios-X. Este artigo descreve o que ja se sabe sobre o gene Dsup

e os mecanismos por meio dos quais a proteina Dsup é capaz de promover radioprotecio

quando expressa em diferentes espécies.

Tardigrados e

poliextremotolerancia

Tardigrados (do Latim, tardi: lento; gradus:
passo - aquele que anda lentamente) sdo pe-
quenos animais invertebrados, cujos tama-
nhos variam de 0,1 a 1,2 mm, e que habitam
diversas partes do globo, incluindo ambien-
tes limnoterrestres, marinhos e de dgua

doce. Seus corpos sio segmentados, cons-
tituidos por cabeca, tronco e quatro pares
de membros (pernas). Eles sio comumente
conhecidos como “ursos d'’4gua” (Figura 1), e
atualmente sdo descritas aproximadamente
1200 espécies.

|

Tipicamente, os tardigrados sio conhecidos
como os ‘organismos mais resistentes do
mundo” pelo fato de serem capazes de tole-
rar frio e calor extremos, fortes secas, radia-
¢do, pressdo hidrostdtica, vicuo e condicdes
do espaco. Entretanto, essa poliextremoto-
lerdncia ocorre apenas quando eles entram
em um estado de animagio suspensa, de-
nominado anidrobiose (vide artigo O gene
Tps1 e seu papel na anidrobiose, publicado
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nessa revista, (v. 16,n1,2021). A anidrobio-
se é um estado especial em que o organismo
nio apresenta sinais observéveis de metabo-
lismo, e se torna tolerante a diversos tipos
de estresses fisico-quimicos. Entretanto, os
tardigrados nio sio os tinicos seres capazes
de entrar em anidrobiose. Espécies anidro-
biontes sio encontradas entre as bactérias,
leveduras, nematédeos, crusticeos, mosqui-
tos e plantas.

Radioprotecdo - protecdao
contra radiagoes.

Poliextremotolerancia -
tolerancia a diversos tipos de
condigdes extremas, tal como
extremos de temperatura, de
pressdo, radiagdo e vacuo.

Limnoterrestre - ambientes
terrestres imidos, que estao

sujeitos a periodos de seca e de
imersao em agua.

Figura 1.

Microscopia eletrénica de
varredura do tardigrado
Ramazzottius varieornatus
em seu estado hidratado (a)
e em seu estado dessecado
(em anidrobiose) (b). Barras
de escala: 100pum. A imagem
corresponde a figura Ta e

b do artigo Hashimoto, T.,
Horikawa, D., Saito, Y. et al.
Extremotolerant tardigrade
genome and improved
radiotolerance of human
cultured cells by tardigrade-
unique protein. Nat Commun
7, 12808, 2016. https://doi.
org/10.1038/ncomms12808.
Artigo do tipo Open Access;
reproducao da imagem
permitida devido a licenga do
tipo CC BY-NC-SA 4.0.
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O efeito da
radiacao nas células

Na natureza existem diferentes tipos de ra-
diagio. As radiacdes corpusculares sio aque-
las constituidas por particulas, tais como a
radiagio alfa (composta por niicleos de Hé-
lio) e a radiagdo beta (composta por elétrons
emitidos a partir do nicleo de dtomos ins-
tveis). Por sua vez, as radiagdes eletromag-
néticas sio aquelas formadas por ondas, tais
como a radiagio gama, a ultravioleta (UV) e
os raios-X. Em especial, as radiacoes gama e
os raios-X sio considerados ionizantes, sen-
do assim capazes de promover quebras nas

cadeias de DNA (Figura 2). Essas quebras
podem ser em apenas uma cadeia da dupla-
-hélice ou em ambas as cadeias. O primeiro
tipo de quebra é mais facilmente reparado
pela célula, ao passo que o segundo tende a
ser mais letal.

Adicionalmente, a energia da radiagio X
pode converter moléculas de 4gua em espé-
cies reativas de oxigénio (por exemplo, pe-
réxido de hidrogénio e superdxido), que sio
moléculas que danificam os demais consti-
tuintes da célula (proteinas, lipideos e acidos
nucleicos) (Figura 2). Portanto, a exposigio
de organismos a elevados niveis de radiagio
ionizante tende a ser fatal.

Célula

Radicais livres

I N
NOROOR

Quebra de fita dupla no DNA

O gene Dsup

Durante o processo de sequenciamento do
genoma do tardigrado anidrobionte Ramaz-
zottius varieornatus, pesquisadores japoneses
identificaram um gene codificador de uma
proteina exclusiva de tardigrados, denomi-
nada de Dsup (do inglés, Damage suppres-
sor). Até o momento, esse gene ainda nio
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foi detalhadamente caracterizado, porém
sabe-se que a proteina codificada (Dsup)
possui 445 residuos de aminodcidos. Pot-
tanto, o gene deve possuir no minimo 1335
pares de bases; naturalmente, o tamanho de
fato deve ser maior ao se considerar a pro-
vével existéncia de introns (Figura 3). Dsup
é muito expresso durante as fases iniciais do
desenvolvimento embriondrio de R. varieor-
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lonizante - capaz de ionizar
moléculas. Diz-se de radiagbes
altamente energéticas, capazes
de excitar e ejetar elétrons

de uma molécula, tornando-a
carregada positivamente.

Figura 2.

Lesdes no DNA por radiacdo
ionizante. Os danos causados
no DNA decorrentes da
exposicdo celular a radiacoes
ionizantes podem ocorrer de
forma direta (i.e., a radiacdo
promovendo quebras no DNA)
e/ou indireta, envolvendo

a producdo de espécies
reativas de oxigénio que,

por sua vez, geram quebras
no DNA. Imagem: Moraes,

V. N. utilizando elementos
disponibilizados em BioRender
(célula e moléculas de DNA).
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natus, periodo marcado por intensa sintese
de DNA e multiplas divisdes celulares.

Curiosamente, até 0 momento nio ha outras
proteinas semelhantes 3 Dsup nos bancos
de dados, de tal forma que ela se apresenta
com uma identidade tnica. Apesar disso,
foi observada similaridade de uma pequena
regido de 8 a 12 aminoécidos entre Dsup e
HMGN (proteinas que se ligam a nucleos-
somos, protegem contra radicais hidroxila e

que sdo encontradas apenas em vertebrados).
Em termos fisico-quimicos, trata-se de um
polipeptideo muito bésico (alcalino), espe-
cialmente em sua por¢io carboxi-terminal.
Considerando a carga positiva dessa regido,
os pesquisadores levantaram a hipétese de
Dsup se associar a0 DNA por meio de in-
teracdes eletrostiticas. De fato, ao testarem

experimentalmente essa ideia, eles verifica-
ram que Dsup se liga a dcidos nucleicos in
vitro, isto é, em um ambiente fora da célula.

Gene
> 1335 nt
Dsup
1 Transcricao
RNA - > 1335 nt
mensageiro
1 Traducao
Proteina —m’—m— 445 aa
| Il ! J
Regido a-hélice Regido
N-terminal C-terminal
Proteina _W' i
truncada ; |
Regido a-hélice
N-terminal

Para verificar se essa interagio ocorre dentro
da célula, os pesquisadores realizaram a fu-
sdo da proteina Dsup a uma proteina fluo-
rescente, permitindo a visualizacio de ambas
dentro da célula com o auxilio de microscé-
pio de fluorescéncia. Assim, eles confirma-

diadas pela extremidade basica carboxi-ter-
minal de Dsup, os cientistas criaram uma
versdo artificial da proteina, desprovida da
por¢io carboxi-terminal (Figura 3). Os en-
saios demonstraram que esta versio menor
é incapaz de se ligar a0 DNA e de se loca-

ram que Dsup se localiza no nucleo celular.

Para verificar se essa interagio com o DNA
e localizagio no nicleo de fato eram me-
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lizar no nucleo, evidenciando assim o papel
da extremidade carboxi-terminal na atua-
¢do da proteina.
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Carboxi-terminal - a
extremidade da proteina em
que se situa o grupo carboxila
(-COOH), oposta a extremidade
na qual se encontra o grupo
amino (-NH2).

Interacao eletrostatica -
atracao ou repulsdo entre
moléculas eletricamente
carregadas.

Figura 3.

Aspectos moleculares de
Dsup. O gene Dusp e seu RNA
mensageiro sao representados
com um ndmero minimo de
1335 nucleotideos. A proteina
Dsup apresenta uma regidao

de a-hélice e um sinal de
localizacdo nuclear (NLS,

que permite que a proteina
sintetizada no citoplasma
migre para o nicleo) na regido
C-terminal. Em contraste,

a versdo truncada de Dsup

é desprovida da porcao
carboxi-terminal, assim ndo
apresentando o NLS. Imagem
baseada em: Hashimoto T,
Kunieda T. DNA Protection
Protein, a Novel Mechanism of
Radiation Tolerance: Lessons
from Tardigrades. Life. v.7, n.2,
p. 26, 2017.

Microscopio de fluorescéncia
- instrumento que permite

a visualizacdo de estruturas
que, quando excitadas por
algum tipo de radiagao
eletromagnética, emitem um
tipo de luz especifico.
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Adicionalmente, por meio de estudos com-
putacionais, um grupo de pesquisa espanhol
encontrou evidéncias de que a proteina Dsup
nio possui uma estrutura tercidria definida,
potencialmente podendo se “moldar” para se

ligar a0 DNA.

Dsup confere
radiotolerancia
em diversos
organismos

Considerando a intera¢io de Dsup com o
DNA, e que os tardigrados possuem elevada
tolerincia 4 radiagio, os pesquisadores levan-

Os pesquisadores observaram que células-
-Dsup apresentavam menores focos de his-
tonas fosforiladas do que células do grupo
controle (i.e., nio expressando Dsup).

Em especial, apds exposi¢io aos raios X,
os cientistas perceberam que as células do
grupo controle apresentavam aspecto anot-
mal e nio adesdo a placa de cultivo (que sio
caracteristicas de células mortas), ao passo
que algumas das células-Dsup apresentavam
morfologia normal e aderéncia. Por fim, as
células-Dsup que se apresentavam normais
também tiveram prolifera¢io muito superior
(por volta de 100 vezes mais abundantes)
do que as células controle apds 12 dias de
cultivo. Tomados em conjunto, todos esses
experimentos evidenciam que Dsup é uma

taram a hipdtese de que essa proteina seria
capaz de proteger o DNA contra os danos
promovidos pela radia¢io ionizante também
em outros organismos.

Nesse sentido, eles realizaram a expressio |
heteréloga do gene Dsup em células huma-

proteina que se liga a0 DNA (e aos nucleos-
somos, possivelmente tal qual as proteinas
HGMN), protegendo-o de quebras promo-
vidas por radia¢io X, resultando em uma
maior viabilidade celular quando expostas
aos raios X.

nas (a partir daqui denominadas “Células-D-
sup”), e as expuseram A radiagio X. Por meio
do ensaio Cometa, eles perceberam que cé-
lulas-Dsup apresentaram menores danos no
DNA, isto é, menor fragmentagio do mate-
rial genético.

Notoriamente, sabe-se que, por volta de uma
hora apds a exposi¢io a radiacio, histonas
posicionadas préximas a sitios de quebra de
dupla cadeia de DNA apresentam fosfori-
lagdo. Portanto, histonas fosforiladas repre-
sentam sinais de dano causado por raios X.

Mais recentemente, um grupo de pesquisa
italiano verificou que Dsup é capaz de mo-
dular genes de reparo em células humanas
submetidas A radiagio ultravioleta e estresse
oxidativo. Ou seja, quando as células-Dsup
sdo expostas a perdéxido de hidrogénio, Dsup
se liga diretamente ao DNA, protegendo-o,
e ativa diversas vias de detoxificagio para re-
mover radicais livres (Figura 4). Entretanto,
quando exposta a radiagio UV, Dsup parece
ativar de maneira mais eficaz os mecanismos
de reparo do DNA, favorecendo uma recu-
peracio celular mais rédpida e a sobrevivéncia.

[ wo )

w

Vias de

Vias de

detoxificacao

reparo ao DNA
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Expressao heterologa -
transcrigao e traducao de

um gene em uma célula (ou
organismo) que naturalmente
nao possui aquele gene.

Ensaio Cometa - teste
realizado com células, as

quais sao submetidas a uma
diferenca de potencial elétrico.
Se o DNA estiver fragmentado
devido a radiacdo, os pedacos
de DNA véo se deslocar mais
rapidamente para o polo
positivo, gerando uma imagem
que se assemelha a um cometa.
Para mais detalhes, vide o
artigo: O uso do ensaio Cometa
para o ensino de genética
toxicolégica, Genética na
Escola, Volume 2 - n°2, 2007).

Fosforilacdo - adicao de um
grupo fosfato [(PO4)3] em uma
determinada molécula.

Figura 4.

Dsup confere protecdo contra
estresse oxidativo e radiacao
UV. A esquerda, vemos que a
proteina Dsup pode interagir
com DNA para protecao contra
radicais livres. A direita, nota-se
que Dsup ndo se liga ao DNA,
porém ativa vias de reparo ao
dano no DNA. Imagem: Moraes,
V. N. utilizando elementos
disponibilizados em BioRender
(célula), Protein Data Bank
(estrutura de DNA -103D) e
Alphafold Protein Structure
Database (protein - PODOW4).
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Em 2021, outro grupo de pesquisadores
espanhdis expressaram Dsup na bactéria
Escherichia coli, e demonstraram o seu im-
portante papel na tolerincia a radia¢ées ioni-
zante e ultravioleta. Resultados semelhantes
foram observados em plantas transgénicas
de Nicotiana tabacum (tabaco) expressando o
gene Dsup, geradas por um grupo de cientis-
tas nos Estados Unidos. Neste estudo nor-
te-americano, plantas do grupo controle e
plantas transgénicas foram semeadas em pla-
cas contendo 1 mM de etilmetano sulfonato

méfilos) ou que toleram situagdes extremas
(i, organismos extremotolerantes) tém
o potencial de identificar genes singulares,
associados a essas propriedades fascinantes.
A caracterizagio pormenorizada das protei-
nas codificadas por esses genes, como Dsup,
e de seus mecanismos moleculares de agio,
nos permitem compreender como é possivel
haver vida em ambientes considerados “inds-
pitos’, assim como apresentam um imenso
potencial biotecnolédgico para a agricultura,
medicina e industria.

(EMS, um agente mutagénico) e cultivadas
por duas semanas. As plantas-controle apre-
sentaram redugio no crescimento das raizes
e de massa total (massa fresca), ao passo que
plantas transgénicas Dsup apresentaram fe-
nétipos semelhantes a plantas que nio foram
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Dsup também protege o DNA em vegetais.

Conclusao

Estudos sobre os genomas de seres que habi-
tam locais extremos (i.e., organismos extre-
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mM - milimolar, equivalente a
107 molar.

Mutagénico - capaz de causar
mutagao nos acidos nucleicos.

Agente estressor - qualquer
elemento fisico, quimico ou
biolégico que cause estresse no
organismo em estudo.
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