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Introducéo

1. Introducéao

1.1. Agentes que danificam o DNA

A molécula de DNA armazena toda a informacdo genética de um
organismo, sendo transmitida aos seus descendentes, portanto, de extrema
importancia & manutencdo de sua integridade. Por outro lado, o DNA é uma
molécula altamente reativa. Lesfes de diferentes naturezas que alteram sua
estrutura podem ocorrer (Figura 1). Alteracbes que afetam sua estrutura e
integridade podem surgir espontaneamente na célula ou serem induzidas por
agentes de natureza quimica ou fisica, endégenos ou exégenos (FRIEDBERG
et al., 2004). Essas lesfes interferem em mecanismos celulares essenciais,
como replicacdo e transcricdo, e sua persisténcia pode originar mutacoes, que
apesar de serem a base do processo evolutivo dos seres vivos, podem
interferir na funcionalidade das células, levando a morte celular, degeneracéo
de tecidos, envelhecimento, instabilidade genbmica e processos

carcinogénicos e tumorigénicos (COSTA et al., 2003; WONDRAK et al., 2005).
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Figura 1 - Esquema ilustrativo de agentes que podem danificar o DNA e exemplos de
lesGes no DNA induzidas por esses agentes. Abreviacdes: cis-Pt - cisplatina; MMC -

mitomicina-C (Adaptada de HOEIJMAKERS, 2001).

Durante o metabolismo normal da molécula de DNA podem ocorrer
alteracOes espontaneas, comprometendo o seu bom funcionamento, como por
exemplo: desemparelhamento de bases; perda do grupo amino; perda das
bases do DNA gerando sitios abasicos (APs); durante a replicacdo pode
ocorrer insercao incorreta de nucleotideo, quebras da fita de DNA entre outros.
(HOEIJIMAKERS, 2001; FRIEDBERG et al., 2006).

Lesdes também podem ser induzidas pelo préprio metabolismo celular,
por exemplo, pela geracdo de espécies reativas de oxigénio (EROs), como
qguando ocorre um vazamento de elétrons da cadeia de transportes de elétrons
ou durante processos patologicos. Estas espécies podem reagir com varias

moléculas intracelulares, como DNA, lipideos, proteinas e acgucares, sendo que
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a ordem de preferéncia de ataque depende de muitos fatores como: o local
onde a ERO foi gerada, a habilidade relativa de uma biomolécula ser oxidada e
a disponibilidade de ions metalicos associados a essa biomolécula
(HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). No entanto, enquanto lipideos, proteinas
e acucares sao substituiveis, 0 mesmo néo ocorre com o DNA.

Como exemplo de agentes quimicos que podem causar danos ao DNA,
temos os quimioterapicos que sao usados no tratamento de muitos tumores.

A radiacao ionizante (IR) € um agente fisico de origem ambiental que
pode causar danos em todos os componentes celulares e, no DNA, induzir uma
enorme variedade de lesGes, como quebra da simples fita (SSBs), quebra da
dupla fita (DSBSs), ligacdes cruzadas proteina-DNA e véarias modificacbes das
bases, algumas induzidas pela producdo de espécies reativas de oxigénio e

nitrogénio (RICHARDSON, 2009).

1.1.1. Radiacao Solar

Dentre os fatores ambientais, a radiacdo ultravioleta (UV) tem maior
destaque. Além de ser facilmente obtida artificialmente em laboratério, € de
grande relevancia biolégica, uma vez que, desde o comeco da evolucdo da
vida no planeta, a maioria dos organismos convive com os efeitos genotoxicos
gerados pela radiacéao solar (FRIEDBERG et al., 2006).

A radiacdo solar foi de suma importancia para o aparecimento da vida e
sua evolucdo no planeta Terra. Sem a energia proveniente do sol ndo haveria
ativacdo de um processo vital a vida: a fotossintese. Um dos produtos finais
desta reacdo é o oxigénio (O,) que passou a acumular na atmosfera por volta

de 2,3 bilhdes de anos atras (KASTING e SIEFERT, 2002). Com o aumento do
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O, na atmosfera foi possivel a formac¢do da camada de 0zénio. O ozénio (O3) é
formado pela fotolise de O, em O pela radiagdo UV (< 242 nm) que entdo
reage com O, formando Oz (GRENFELL et al., 2010). Tanto o 0zénio como o
oxigénio presentes na estratosfera bloqueiam a passagem da radiacdo UV com
comprimentos de onda menores que 280 nm, 0s mais energéticos e, portanto,
mais danosos aos seres vivos, permitindo a evolugcdo da vida em ambientes
terrestres (SCHUCH et al., 2009). Na Figura 2 ha uma representacao ilustrada

do espectro solar total, indicando a posi¢ao da radiagdo UV nesse espectro.

N : )
¥

calor
800
Ondas
Elétricas
400
o~
10 ) uUv-A
Ondas de wn
Radio
320
uv-B
280
Infravermelho 400
10°
Visivel Efeitos fotoquimicos
uv - 3
) e fotobiolégicos
Ultravioleta uv-c
Raio X 107 100
Raio Y
_ Raios w
Césmicos
' 10.‘5.

Figura 2 — Representagdo do espectro solar total. Em destaque estéo os espectros da
luz visivel (centro) e da radiacdo UV (barra a direita).

(http://www.achetudoeregiao.com.br/astronomia/radiacao_ultravioleta.htm)
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A radiacdo UV é o componente mais prejudicial e mutagénico do espectro
solar, representando 8% da radiacdo solar (RIDLEY et al., 2009), sendo o
agente lesivo de natureza fisica mais comum e biologicamente relevante. A
radiacdo UV, por questbes didaticas, é subdividida em trés bandas de acordo
com seu comprimento de onda: UVA (320 a 400 nm), UVB (280 a 320 nm) e
UVC (200 a 280 nm). A radiacdo UVC em sua totalidade e parte da UVB séao
bloqueadas pela camada de o0z6nio, sendo que somente 0S espectros
correspondentes a UVA e UVB, em seus maiores comprimentos de onda (295
— 320 nm), alcancam a superficie terrestre (DOUKI et al., 2003).

A radiacdo UVC é a mais energética sendo capaz de causar enormes
danos aos tecidos bioldgicos. Apesar de ndo atingir a superficie terrestre, é
uma das principais ferramentas utilizadas nos laboratérios para investigacao
dos efeitos de danos no DNA.

A radiacdo UVB, apesar de representar apenas 5% da radiacdo UV que
atinge a superficie terrestre, tem habilidade de interagir diretamente com a
molécula de DNA, tendo efeitos mutagénicos, carcinogénicos e letais aos
organismos vivos. Com a redu¢do da camada de o0z6nio, os niveis da radiacédo
UVB que atingem a superficie da Terra vém aumentando (WATERWORTH et
al., 2002), elevando consideravelmente esses efeitos na biosfera.

Dois tipos de lesbes sdo majoritariamente formados em decorréncia da
exposicdo do DNA a radiagcdo UV nos seus menores comprimentos de onda
(UVB e UVC): os ciclobutanos de pirimidina (CPDs) e os fotoprodutos (6-4)-
pirimidina-pirimidona (6-4PPs) (GARINIS et al., 2006). A formacdo de CPDs
ocorre quando bases pirimidinicas adjacentes absorvem a energia da radiacao

UV, formando um anel ciclobutano pela ligacdo covalente entre os atomos de
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carbono C5 e C6 de ambas as bases nitrogenadas. No caso dos 6-4PPs,
embora também se trate de uma ligacdo covalente entre pirimidinas da mesma
fita, esta ndo é ciclica, envolvendo os carbonos C6 e C4 das pirimidinas 5’ e 3,
respectivamente (ASAHINA et al., 1999). Uma representacéo ilustrativa destas

duas lesdes é apresentada na Figura 3.

Pirimidinas
o Adjacentes
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- — C\
H CH,

] T ) |_||
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“e=c, Se=¢_

H GHy H CHy
Ciclobutanos de Fotoprodutos (6-4)-
pirimidina (CPDs) pirimidina-pirimidona

(6-4PPs)

Figura 3 — Principais lesbes causadas pela radiacdo UV no DNA (Modificado:

Molecular Biology Web Book- DNA Replication, Mutation and Repair).

Ambos os fotoprodutos s&o responsaveis por grandes distorgcbes

estruturais na dupla hélice de DNA interferindo em mecanismos celulares


http://www.web-books.com/MoBio/
http://www.web-books.com/MoBio/Free/Chap7.htm
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constitutivos, como replicacdo e transcricdo, ameacando a viabilidade e
integridade funcional das células e, por consequéncia, contribuindo para
processos mutagénicos e tumorigénicos (MITCHELL et al., 2003).

Segundo Chandrasekhar e Houten (2000) entre 65 a 90% das lesdes
geradas no DNA pela radiacdo UVC sdo CPD e 10 a 35% sé&o (6-4)PP. CPDs
séo as lesdes mais numerosas e, se ndo reparadas, sdo muito citotdxicas, pois
bloqueiam a sintese transcripcional, inibindo a progressdo da RNA polimerase
Il e ativando a morte celular (CHIGANCAS et al., 2004). Estas lesbes sao
removidas mais lentamente do genoma (em relacdo ao (6-4)PP), por isso
podem ter importancia crucial para a iniciacdo do cancer de pele, pois os CPDs
estdo provavelmente envolvidos com a geracdo de mutacdes em genes
supressores de tumor, como p53, expressos em tumores de pele induzidos por
UV (WEBER, 2005).

Representando 95% da radiacdo UV que atinge a superficie terrestre e
antes considerada como relativamente inOcua, diversos estudos tém
demonstrado a importancia da radiacdo UVA nos processos de envelhecimento
e carcinogénese em pele humana. No entanto ainda existem controvérsias em
relacdo a sua genotoxicidade devidas, principalmente, ao fato dela ser pouco
absorvida pelo DNA, mas ser capaz de excitar cromoforos, que atuam como
fotossensibilizadores enddgenos, levando a formacdo de espécies reativas de
oxigénio, como peréxido de hidrogénio, via ativacdo de oxidases contendo
flavinas ou pela liberagédo de ferro livre da ferritina (PFEIFER et al., 2005),
radical hidroxila (DOUKI et al., 2003) e, principalmente, oxigénio singlete
(RUNGER et al., 1999; CADET et al., 2005). Na figura 4 temos o espectro de

absorcdo da molécula de DNA nos diferentes comprimentos de onda:
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Figura 4 — Espectro de absor¢cdo do DNA (linha sélida). A linha pontilhada representa
0 espectro solar terrestre (Modificado: Environmental impact of stratospheric flight:
Biological and climatic effects of aircraft emissions in the stratosphere.

http://ciesin.org/docs/001-533/001-533.html).

A despeito de a absorcdo pelo DNA ser minima nos comprimentos de
onda maiores que 320 nm (na ordem de 107), ela existe. Acrescente o fato de
a radiacdo UVA ser aproximadamente 20 vezes mais intensa que UVB na
superficie terrestre. Neste contexto, recentemente foi demonstrada a formacéo
de lesdes CPD pela absorcao direta de UVA, provavelmente envolvendo um
mecanismo de transferéncia energética tripla, e também 6-4 PP (SCHUCH et

al., 2009). Inclusive muitos grupos vém demonstrando que as lesées CPD sao
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majoritariamente geradas apoés irradiagdo com UVA ao contrario do que se
afirmava anteriormente da relevancia de danos gerados por produtos oxidativos
(DOUKI et al., 2003; CADET et al, 2005; GIRARD et al, 2008).
Adicionalmente, a lesao (6-4)PP pode ser convertida ao seu fotoisdbmero
Dewar, quando expostas a comprimentos de onda maiores que 320 nm (Figura

5 — CADET et al., 2005).
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\céc}c
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H CH,

Figura 5 — Fotoisomerizacao da lesdo 6-4PP a Dewar pela exposicdo a comprimentos

de onda maiores que 320 nm.

Também foi demonstrado que a radiacdo UVA é capaz de gerar quebras
simples e duplas na molécula de DNA, que se persistentes, causam
aberracfes cromossdémicas e transformacdo tumorigénica de queratinGcitos

(WISCHERMANN et al., 2008).
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Além de danos no DNA, a radiacdo UVA, pela formacédo de espécies
reativas de oxigénio, pode danificar membranas, lipideos e aminoacidos
(MOYSAN et al., 1993; MATSUMURA e ANANTHASWAMY, 2004).

Outra particularidade da radiacdo UVA € a sua capacidade de penetrar
mais profundamente nas camadas da pele. Quanto maior o comprimento de
onda, menor serd sua interacdo biolégica. A figura 6 mostra um esquema da

penetracdo dos diferentes comprimentos de onda na pele.
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Figura 6 — Penetracdo da radiacdo ultravioleta e luz visivel na pele humana. Quanto
menor o comprimento de onda, maior sera a interagdo biologica. (Modificado de

http://www.expatliving.sg/article/body-mind/hair-beauty/save-our-skins).

A radiacdo UVC, se atingisse a superficie terrestre, causaria danos
somente nas camadas mais superficiais da pele. Ja a radiacdo UVB penetra

até as camadas suprabasais da epiderme, enquanto a radiacdo UVA e a luz
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visivel atingem até a derme. E importante ressaltar que nas camadas mais
basais estdo localizadas as células progenitoras de pele. Acredita-se que 0s
eventos carcinogénicos iniciais estejam basalmente localizados e em células
em divisdo (JAVERI et al.,, 2008). A radiacdo UVA, portanto, tem sido

associada ao desenvolvimento de canceres de pele (AGAR et al., 2004).

1.2. Mecanismos de Reparo

Para evitar processos de morte celular, instabilidade genémica, mutaces
entre outros processos, varias estratégias de reparo de DNA foram
selecionadas nos organismos durante a evolucdo auxiliando na manutencéao de

sua integridade genética. Dentre estes mecanismos de reparo, destacam-se:

1.2.1. Fotorreparo

E uma forma de reparo eficiente e direta que se caracteriza por ter uma
Unica enzima, a fotoliase, a qual remove lesées como CPD ou (6-4)PP,
empregando a energia dos fétons emitidos entre 320-500 nm (YASUI et al.,
1994). Nesse mecanismo a enzima se liga ao dimero no escuro com alta
afinidade e especificidade e, pela absorcdo de um féton, restaura a integridade
do DNA (MU et al., 2005). Neste processo, ndo ha necessidade de substituicdo
das bases lesadas: a estrutura original da molécula de DNA é recuperada com
a reversdo da lesdo (WEBER, 2005). Na figura 7 temos um esquema deste

mecanismo:
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Figura 7 — Esquema do mecanismo de fotorreparo: 1) Formacdo de um dimero de
pirimidina apds exposicao a radiacdo UV; 2) Reconhecimento e ligacdo da fotoliase a
lesdo, ainda n&o escuro, com alta afinidade e especificidade; 3) Ativacdo da fotoliase
pela absor¢do de um féton > 320 nm; 4) Estrutura do DNA recuperada com a reversao

da leséo e liberacdo da fotoliase (Modificada: FRIEDBERG, 2003).

Dois tipos de fotoliases, que diferem por sua especificidade ao substrato,
foram identificados e atividade caracterizada na natureza: a CPD fotoliase é
especifica para o reparo da lesdo CPD, e a (6-4)-fotoliase é especifica para o
reparo de (6-4)PP (TANAKA et al., 2001). Recentemente, foi relatado que a (6-
4)-fotoliase também é capaz de reparar lesdes do tipo Dewar, porém menos

eficientemente do que (6-4)PP (GLAS et al., 2009).
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O fotorreparo é largamente distribuido entre as espécies, abrangendo
desde bactérias até plantas e mamiferos. A ampla distribuicdo da fotoliase e a
sua eficiéncia no uso da radiacdo emitida pelo sol, a mesma fonte que induz
lesdes no DNA, indicam que a mesma seria uma proteina antiga que pode ter
tido um papel importante na evolucdo dos seres vivos (YASUI et al., 1994).

As duas fotoliases atuam por mecanismos similares e sdo homdélogas, ou
seja, tém origem comum. Os dados filogenéticos indicam que um gene
ancestral de fotoliase se duplicou ha muito tempo atrds (provavelmente antes
do aparecimento dos eucariotos) e estes genes seguiram uma evolucao
divergente e se especializaram para o reparo dos dois tipos de lesdo aqui
descritos (YASUI et al., 1994). Entretanto, esta atividade de fotorreparo esta
ausente em animais placentarios (GARINIS et al., 2006). A atividade (6-4)-
fotoliase s6 foi encontrada, até o momento, em poucos organisSmos como
insetos (Drosophila melanogaster), anfibios (Xenopus laevis), plantas
(Arabidopsis thaliana), fungos (Neurospora) e peixes (Danio rerio e Carassius),
sendo que ainda ndo foi descrita em procariotos (Yl et al.,, 2006) e em
leveduras (THOMA, 1999). Aparentemente, 0os genes que codificam para
fotoliases foram perdidos, por razdes desconhecidas, durante a evolucéo de

mamiferos placentarios, incluindo humanos (Figura 8 - MENCK, 2002).
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Evolucdo da
CPD Fotoliase

Marsupiais
Mamiferos
Placentarios
Insetos X
Peixes
Pox
Virus
Levedura
Plantas
Bactéria

Figura 8 — Evolug&o do gene que codifica para a CPD fotoliase. O X vermelho indica a

perda do gene em mamiferos placentarios (Modificado de MENCK, 2002).

Foi reportado que a CPD-fotoliase melhora o reparo por excisdo de
nucleotideos em E.coli e levedura (TANIDA et al., 2005). E concebivel que
durante a evolugcdo esta segunda funcéo tenha se tornado mais importante,
culminando na completa perda de sua atividade de fotorreativacdo nos
mamiferos placentarios. Embora nenhuma funcéao auxiliar seja conhecida para

fotoliases em eucariotos superiores, uma grande mudanca na sequéncia pode
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ser a consequéncia do desenvolvimento de funcdes adicionais (YASUI et al.,
1994).

O genoma humano tem dois genes CRY que codificam para proteinas
com sequéncias similares as das fotoliases, sendo também homologas a essas
proteinas. No entanto, estes genes codificam para receptores de luz azul que
estdo envolvidos com o ajuste do ritmo circadiano (WEBER, 2005).
Consequentemente, outro mecanismo muito mais complexo e versatil é
utilizado por estes organismos para o reparo das lesbes CPD e (6-4)PP: o

Reparo por Excisdo de Nucleotideos (NER — Nucleotide Excision Repair).

1.2.2. Reparo por excisdo de nucleotideos (NER)

NER é um tipo de reparo de DNA altamente conservado caracterizado por
sua habilidade de reconhecer e eliminar uma grande variedade de danos
estruturais no DNA que causam distor¢6es na dupla hélice, incluindo aquelas
causadas pela radiacdo UV. Ele envolve multiplos passos intermediarios e a
acao coordenada de diversas proteinas.

Este mecanismo € dividido em duas subvias: Reparo do Genoma Global
(GGR), o qual remove lesbes em todo o genoma, no entanto alguns tipos de
lesdo ndo sdo tdo bem reconhecidos por esta via;, e Reparo Acoplado a
Transcricdo (TCR), o qual elimina preferencialmente lesbes localizadas na fita
transcrita de genes ativos. Acredita-se que o TCR serviria como um backup
para aquelas lesbes presentes na fita transcrita que sdo lentamente ou nao
reparadas pelo GGR (JANS et al., 2005). O que diferencia essas duas subvias
€ 0 passo de reconhecimento da lesdo. No TCR sugere-se que a RNApol Il é

bloqueada frente a leséo e este € 0 passo principal para o direcionamento das
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proteinas de reparo para a fita transcrita. No GGR, 0 primeiro passo consiste
no reconhecimento da leséo através da ligagdo do complexo XPC-hHR23B ao
DNA contendo alguma distorcdo (COSTA et al., 2003).

O processo do NER em eucariontes envolve a acao de aproximadamente
30 proteinas que atuam em cinco passos sucessivos: 1) reconhecimento da
leséo; 2) abertura da dupla hélice de DNA onde esta localizada a leséo; 3)
dupla incisdo nas extremidades dessa lesdo; 4) sintese do novo DNA utilizando
como molde a fita ndo danificada e 5) ligagdo da porgdo 5 da nova fita
sintetizada a sequéncia original (COSTA et al., 2003).

Apbs os passos de reconhecimento da lesdo, o TCR e o GGR convergem
para uma via comum. Primeiro ocorre o recrutamento do fator de transcricdo H
da RNA polimerase Il (TFIIH), incluindo as helicases XPB e XPD que séo
responsaveis pela abertura da dupla hélice do DNA ao redor da leséo.
Paralelamente, sdo recrutadas as proteinas XPA e RPA para estabilizar as fitas
abertas. Apos abertas as fitas, as endonucleases XPG e XPF-ERCC1, fazem
as incisdes no lado 3’ e 5 da lesado, respectivamente. O oligonucleotideo
contendo a lesdo, com tamanho entre 25-30 nucleotideos, é removido e o
espaco gerado na molécula de DNA é preenchido pela DNA polimerase 0lg,
utilizando como iniciador o grupo hidroxil (OH) deixado na porg¢ao 3’ pela agao
do complexo XPF-ERCCL1. Na sintese de reparo, onde ocorre a substituicdo do
oligonucleotideo removido contendo a les@o, a maioria das proteinas do NER
deixa a area da lesdo e a maquinaria de sintese de DNA toma seu lugar,
restando apenas os fatores de replicacdo RPA, RFC, PCNA e a DNA

polimerase &/¢. Finalmente, a reagcdo de ligagdo do oligonucleotideo recém-
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sintetizado é desempenhada pela DNA ligase | (THOMA, 1999; COSTA et al.,

2003). A figura 9 sumariza este mecanismo:

Reparodo genoma Reparoacoplado a
global (GGR) transcrigdo (TCR)
Lesdesdo NER Lesdes que provocam o blogqueio da RNApol Il
ex: dg;siv ex: danos UV e danos oxidatives
\V V
LLCCLEET o LR Ty PR
Genoma global Fitatranscrita
XPC-hHB238 RNApel Il elongando
f A (o=
5 " A0 <
[T & ST | ‘@;;Qm'm
e csa

TFIH
XPG
outros

Fatoresde
1 replicagio

[T

Figura 9 - Modelo geral do mecanismo de NER em humanos. LesBes contidas no
genoma global s&o removidas pelo GGR, enquanto les6es contidas na fita transcrita
de um gene ativo sdo reparadas pelo TCR. Apés o reconhecimento da leséo, ocorre
abertura da dupla hélice do DNA, a regido da lesdo é removida e, finalmente, h4 a

sintese de reparo e reacao de ligacao (Modificada: HOEIJMAKERS, 2001).
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Diferentemente do fotorreparo, a remocéo das lesfes induzidas por UV é
feita de maneira lenta, nem sempre eficiente, pelo NER. Os 6-4PPs sao mais
rapidamente reparados, de modo que pelo menos 80 % dessas lesdes séo
removidas ainda nas primeiras 4 h subsequentes a irradiagdo. No caso dos
CPDs, no entanto, o processo de reparo € mais lento e somente cerca de 60%
dessas lesGes sao reparadas nas primeiras 24 h (RIOU et al., 1999; RIOU et
al., 2004). O mesmo foi observado por Chandrasekhar e Houten (2000) em
células de E.coli proficientes em reparo. Quarenta minutos apés a irradiacao
com radiacdo UVC, uma média de 42% de (6-4)PPs foi reparada contra apenas
1% de CPDs, sendo que os (6-4)PPs foram reparados 9 vezes mais
rapidamente que os CPDs.

As razbes para essas taxas diferenciais de reparo sdo ainda
desconhecidas. Questiona-se se isso refletiria nos papéis bioldgicos dessas
duas lesGes. Nesse caso, o0 rapido reparo de 6-4PPs poderia indicar que a
permanéncia dessas lesGes seria extremamente deletéria para a célula,
levando-a a priorizar o reparo das mesmas ou, por causar distorcdes mais
acentuadas a molécula de DNA, seria mais facilmente encontrada
(BESARATINIA et al., 2008) No entanto, essa diferenca pode refletir,
simplesmente, a acessibilidade dessas lesdes as proteinas do NER, ja que
estas lesbes sdo geradas em regides diferentes do genoma. Enquanto os
CPDs séo prioritariamente gerados em nucleossomos, os 6-4PPs encontram-
se em DNA linker. Nesse caso, sendo mais facilmente detectados e
acessados, os 6-4PPs seriam mais rapidamente reparados (RIOU et al., 1999;

RIOU et al., 2004). Tem sido observado também que algumas proteinas ligam-
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se preferencialmente as lesbes (6-4)PP, incluindo algumas proteinas do NER
(THOMA, 1999).

Pelo menos 3 sindromes humanas estdo associadas a deficiéncias em
uma ou ambas as vias do NER: Xeroderma Pigmentosum (XP), Tricotiodistrofia
(TTD) e Sindrome de Cockayne (CS). Essas sindromes sdo raras, com
heranca autossOmica recessiva e 0S pacientes séo caracterizados por
apresentar elevada sensibilidade a radiacdo UV (CHIGANCAS et al., 2004).

A combinacao e intensidade dos sintomas dos pacientes XP variam de
acordo com o gene alterado e o grau de evolugdao da doenca. Um dos
principais sintomas € a incidéncia aumentada de tumores (cerca de mil vezes
maior que a média da populacdo). Enquanto na populagdo em geral o
aparecimento dos primeiros tumores ocorre acima dos 60 anos de idade, em
portadores de XP eles surgem, em geral, antes dos 10 anos (CLEAVER, 2000).

Em cerca de 30 % dos pacientes XP ocorre degeneracdo neuroldgica
progressiva, fato ainda pouco compreendido, mas explicada pelo suposto
envolvimento da via de NER com a via de reparo por excisdo de base (BER —
Base Excision Repair), cujo papel estd na remocéo de danos no DNA induzidos
por EROs (MITRA et al., 2001). O consumo de oxigénio pelo tecido nervoso
supostamente resultaria em maior producdo das EROs e a falta de reparo
dessas lesdes poderia estar diretamente envolvida na neurodegeneracao
observada em pacientes XP ou mesmo em CS e TTD.

Existem 8 grupos de complementacdo: XP classicos (XPA a XPG), nos
quais o fendtipo XP é resultado da deficiéncia na via de NER e XP Variantes
(XPV) onde os pacientes sdo proficientes em NER e a deficiéncia decorre da

incapacidade da maquinaria celular replicar o DNA na presenca de fotolesdes.
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A deficiéncia nestes pacientes resulta da alteracdo no gene POLH que codifica
para a DNA polimerase eta, importante na sintese translesdo do DNA

(CLEAVER, 2000).
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2. Objetivos

O objetivo geral deste projeto € responder questdes antigas sobre a
importancia relativa das lesdes CPD e (6-4)PP em respostas celulares, através
de ensaios in vitro e in vivo com CPD-fotoliase e (6-4)-fotoliase.

Especificamente, pretendemos:

1) Verificar se fibroblastos humanos proficientes e deficientes em
NER sé&o sensiveis a radiacao UVA,

2) Quantificar a formacgéo das lesbes CPD, (6-4)PP e Dewar pela
radiacdo UVA no genoma de células humanas;

3) Investigar, através da transducdo de células com adenovirus
recombinantes contendo a CPD-fotoliase ou a (6-4)-fotoliase, a importancia
relativa destas lesGes nas respostas observadas poés-irradiagao.

4) Expressar, em sistemas bacterianos, a CPD-fotoliase e (6-4)-
fotoliase, ambas de eucariotos, de modo a obter essas enzimas ativas e

também os anticorpos para essas proteinas.



Material e Métodos

3. Material e Métodos

3.1. Linhagens celulares

Para execucdo dos experimentos, utilizamos duas linhagens celulares

diferentes:

¢ As células MRC5 séo fibroblastos derivados de tecido pulmonar normal,
sendo proficientes em NER;

e As células XP12BE (XP-A) séo fibroblastos de pele mutados no gene
XPA apresentando mutagfes distintas nos alelos. Um alelo carrega uma
substituicdo G para C no nucleotideo 555 (555G>C) do exon 4 e o segundo
alelo carrega uma transversdo G para T no intron 3. As duas mutacfes
acarretam em processamento incorreto do mRNA, missplice, resultando em
ndo producdo da proteina XPA (Coriell Cell Repositories, EUA;
http://ccr.coriell.org). Esta linhagem é deficiente para as duas subvias do NER.

Todas as linhagens séao imortalizadas pelo SV40 e foram gentilmente

cedidas pelo Dr. Alain Sarasin (Institut Gustave Roussy, Franca).

3.2. Culturade células

As células foram cultivadas rotineiramente em garrafas de 25 ou 75 cm?
com o tratamento Nunclon™ _ Surface (Nalgene Nunc International, EUA). Foi
utilizado meio Dulbeco’s Modified Eagle Medium High Glucose - DMEM (LGC
Biotecnologia, Brasil) suplementado com 10 ou 15 % de soro fetal bovino
(Cultilab, Brasil) e 1 % de solug¢édo de antibiético/antimicotico - AB (0,1 mg/ml

penicilina, 0,1 mg/ml estreptomicina e 0,25 mg/ml fungizona — Invitrogen, EUA).
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Todas as linhagens celulares foram mantidas a 37 °C, em atmosfera Uumida
com 5 % de CO..

Quando atingiam a confluéncia ou quando necessarias para um
experimento, o meio de cultura foi removido e as células foram lavadas com 2-
5 ml de tampéo PBS - Phosphate Buffered Saline (137 mM NacCl, 2,7 mM KClI,
8 mM Na2HPO4, 1,5 mM KH2PO4, pH 7,6 - Fischer Scientific, EUA),
tripsinizadas com solugdo de ATV, composta por Tripsina 0,2% e Versene
0,002% (Instituto Adolfo Lutz, Brasil), a fim de promover a digestdo da matriz
proteica que garante a adesdo das células a superficie, e ressuspensas em 5-
10 ml de meio DMEM completo.

Para o plagueamento experimental, utilizamos placas com diametros de
35, 60 ou 100 mm que também possuem o tratamento Nunclon™  Surface
(Nalgene Nunc International), transferindo o nimero de células necessério para

cada experimento.

3.3. Congelamento e descongelamento de células

Com o intuito de formar ou manter o estoque das linhagens celulares, o
congelamento de células foi efetuado da seguinte forma: células na fase
exponencial de crescimento (80 — 90% de confluéncia) foram subcultivadas e
ressuspensas em meio de cultura completo acrescido de 10 % de DMSO
(Dimetilsulfoxido — Sigma-Aldrich, EUA). A suspenséo celular foi distribuida em
aliquotas de 1,8 ml em criotubos, os quais foram transferidos para caixas de
congelamento contendo isopropanol (cryo freezing container - Nalgene Nunc
International, EUA), que permite o lento resfriamento de seu conteudo, e

imediatamente incubadas a — 80 °C por um periodo minimo de 4 horas.
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Posteriormente, os criotubos foram transferidos para tanques de nitrogénio
liquido, onde permaneceram até o momento do uso.

Para o descongelamento, o conteddo do criotubo foi descongelado a 37
°C e imediatamente centrifugado a 1.200 rpm por 10 minutos e o sobrenadante
contendo DMSO (téxico para as células) foi descartado. O precipitado celular
foi ressuspenso em 5 ml de meio de cultura completo e transferido para
garrafas de cultura. No dia seguinte, era feita a troca do meio de cultura para a

retirada de qualquer resquicio de DMSO.

3.4. Irradiacdo com radiacao UVC, UVB e UVA:

Os tratamentos foram feitos com fontes artificiais em condi¢cdes
controladas dentro do laboratorio, pelo uso das lampadas: Philips UVC lamp
TUV 15 W/G15 T8; UVB Vilber Loumart T 15M 15 W filtrada com uma placa de
policarbonato para eliminar a radiacdo UVC; e UVA Osram Ultramed FDA
KY10s 1000 W filtrada com o filtro Schott BG39 3 mm de espessura (Schott
Glass, Germany). A emissédo da lampada foi medida com um radiémetro VLX 3
W (Vilber Lourmat, Torcy, France). Os espectros de irradiancia das lampadas
de UVB e UVA séo apresentados na Figura 10. A intensidade de radiacdo UVC
para a lampada de UVB, assim como de UVC e UVB para a lampada de UVA

estava abaixo dos limites de deteccdo do aparelho.
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Figura 10 - Espectro de irradiancia das lampadas de UVB e UVA. A) Espectro de
emissdo da lampada de UVB Vilber Loumart T 15M 15 W com ou sem filtro de
policarbonato. B) Espectro de emissdo da lampada de UVA Osram Ultramed FDA
KY10s 1000 W na presenga ou auséncia do filtro Schott BG39 3 mm de espessura
(Schott Glass, Germany). Os espectros foram obtidos com o uso de um

Espectrorradidmetro HR4000 Ocean Optics 1560. (SCHUCH et al., 2009).
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A irradiacdo realizou-se em tampao PBS. Para tal o meio de cultura foi
retirado e foi adicionado 1-4 ml de PBS as placas. Apés irradiacéo, o PBS foi

removido e foi adicionado 2-4 ml de meio DMEM completo.

3.5. Transducdo de células com adenovirus recombinantes
contendo o gene da CPD-fotoliase (AdCPDphr) ou 6-4-fotoliase

(Ad6-4phr).

Para calcular o titulo viral, 30 mil células foram transduzidas com
volumes crescentes de virus (1, 1,5, 2, 2,5, 3 e 3,5 pl). No dia seguinte
analisou-se a fluorescéncia e aquele volume no qual as células haviam sido
100% transduzidas foi escolhido para os proximos experimentos. No caso do
AdCPDphr o volume foi >1,5 pl e para o Ad6-4phr, >2,5 ul, desta forma os
titulos calculados foram, respectivamente, 2x107 GTU/ml e 1,2x107 GTU/ml.

2 x 10° células foram distribuidas em placas de 100 mm e incubadas por
16 - 18 horas a 37 °C. No dia seguinte o meio de cultura foi removido e as
células foram mantidas por 10 min em PBS"* (PBS acrescido de 89 mM de
CaCl2 e 50 mM de MgCI2). O PBS foi removido e foi adicionado 2,5 ml de meio
DMEM sem soro acrescido de 10 ul de AACPDphr e/ou 12 pl de Ad6-4phr. As
células foram incubadas por 2 horas a 37 °C (a suspensao viral foi
homogeneizada a cada 30 minutos). Completado este tempo, 5 ml de meio
DMEM completo (com soro e antibiético) foi adicionado a cultura celular. Vinte
e quatro ou 48 horas apos transducdo, era verificada a fluorescéncia verde
emitida pelas células. No caso de transducdo eficiente, as células foram
subcultivadas em placas de 35 ou 60 mm e incubadas novamente por 16 — 18

horas antes de iniciar o tratamento.
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3.6. Fotorreativacao das células

Nos experimentos nos quais havia transducdo com o0s adenovirus
recombinantes, as células, apoés a irradiagdo, eram dispostas em uma placa de
vidro a 10 cm de lampadas fluorescentes (duas lampadas Philips 15 w,
emissao entre 365 — 700 nm) e mantidas por um periodo de 15 a 60 minutos
em meio DMEM completo ou PBS. Como controle, parte das células foi coberta
por papel aluminio e mantida nas mesmas condi¢des anteriormente descritas.
Ao término, no caso das placas com PBS, este era removido e substituido por
meio DMEM completo e as células eram entdo mantidas na estufa pelo tempo

necessario para conclusao do experimento.

3.7. Andlises das respostas celulares frente aos danos
genotoxicos

3.7.1. Ensaios de sobrevivéncia celular

Foi verificada, neste ensaio, a capacidade de formacao de colonias das
linhagens celulares estudadas apds o tratamento com diferentes doses de
UVA. Aproximadamente 1,5 x 10° células foram distribuidas em placas de 60
mm e, apos incubagdo por 16 - 18 horas, o meio foi retirado e substituido por
PBS para irradiacdo e, dependendo do experimento, seguiu-se com a
fotorreativacdo. Apos tratamento, foi retirado o PBS e adicionado meio DMEM
com 15 % de soro fetal bovino e 1 % antibidticos. As células foram incubadas
por 7 - 10 dias a 37 °C. Apés esse periodo, as placas foram fixadas com
formaldeido 10 % por 10 minutos, coradas com cristal de violeta 1 % por 5
minutos. Foram consideradas colénias somente aqueles grupos formados por

no minimo 15 células. A analise quantitativa foi determinada a partir da razao
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entre o niumero de coldnias nas placas irradiadas pelo numero de coldénias nas

placas né&o irradiadas, valor dado em percentual.

3.7.2. Anélise de morte celular por citometria de fluxo apoés irradiacao.

Com o intuito de analisar a morte celular induzida pela UVA, utilizamos
como parametro a populacdo celular que apresentava nucleos subdipléides
(regido sub-Gl). Para obter esses dados, 5 x 10* células foram
homogeneamente distribuidas em placas de 35 mm pelo menos 16 horas antes
da irradiacdo. ApoOs esse periodo, o meio foi substituido por PBS, as células
foram irradiadas e, dependendo do experimento, seguiu-se com a
fotorreativacdo. Apds o tratamento, as células foram incubadas a 37 °C em
meio DMEM completo por 72 horas.

Para a andlise de nucleos isolados, foram coletadas as células em
suspensao no meio de cultura e aquelas que se mantiveram aderidas a placa,
neste caso pelo tratamento com tripsina. As células foram centrifugadas a 1500
rom por 10 minutos, o sobrenadante foi descartado e o precipitado celular foi
ressuspenso em 1 ml de etanol 70 % gelado (- 20 °C). As amostras foram
guardadas a - 20 °C por pelo menos 2 horas ou, ho maximo, até 30 dias.

Apos a fixacdo, as amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 4000
rpm, o sobrenadante foi descartado e o precipitado celular foi ressuspenso em
1 ml de PBS. As amostras foram novamente centrifugadas e o sobrenadante
descartado. O precipitado celular foi ressuspenso em 200 uL de solugao de
iodeto de propideo (200 pg/ml de RNAse A, 20 pug/ml de iodeto de propideo,
0,1 % (v/v) de Triton X-100, em PBS filtrado) e mantidas por pelo menos 30

minutos a temperatura ambiente, evitando-se a incidéncia de luz direta. As
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células foram entéo centrifugadas a 4000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante
descartado e o precipitado celular foi ressuspenso em 1 ml de PBS filtrado.
Novamente as células foram centrifugadas e o precipitado foi ressuspenso em
200 - 500 ul de PBS filtrado. A fluorescéncia do iodeto de propideo (molécula
intercalante de DNA) foi estimada por citometria de fluxo utilizando-se o
citobmetro Guava® PCA-96 System (GE Healthcare, EUA). A fluorescéncia
desse agente corresponde a quantidade de DNA presente na célula. Para cada
amostra, 5.000 células foram analisadas utilizando o software CytoSoft 5.1 (GE
Healthcare). Os resultados foram expressos como um percentual de células
subdipldoides (sub-G1l) que representa a fracdo de células onde ocorreu
fragmentacdo do DNA e, portanto, morte celular por apoptose. Os

experimentos foram realizados em duplicatas.

3.8. Extragcbes de DNA gendmico

Vinte e quatro horas antes do experimento foram semeadas 5 X 10°
células em placas de 60 mm de diametro. No dia seguinte, 0 meio de cultura
das células foi removido, adicionado PBS pré-aquecido e irradiadas com, 20
Jim? de UVC, 2,5 kJ/m? de UVB e/ou 120 ou 300 kJ/m? de UVA. Imediatamente
apos a irradiacdo, as placas foram colocadas no gelo para seguir com a
extracdo do DNA genbmico, que foi utilizado para a realizacdo dos
experimentos de deteccdo de lesbes de DNA com o uso de anticorpos
especificos.

O DNA gendmico foi extraido seguindo um de dois protocolos:

1. Foi adicionado 1 ml de uma solucdo contendo 0,5 % de Triton X-

100, 100 mM de NaCl e 10 mM de EDTA, incubamos por 1 minuto a
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temperatura ambiente. Essa solucéo foi descartada e adicionamos 2 ml de uma
solugéo contendo 0,5 % de SDS, 50 ug/ml de Proteinase K, 100 mM de NaCl e
10 mM de EDTA, e a placa foi incubada por 30 min a 37 °C. Apés esse
periodo, foram acrescentados 0,5 ml da solucdo NaCl 5 M, e novamente
incubamos a 37 °C, por 15 min. Terminada a incubacao, o contetdo da placa
foi coletado e transferido para um tubo de vidro Corex® (DuPont, Brasil)
contendo 10 ug/ml de RNAse A (Invitrogen). Adicionamos o0 mesmo volume de
cloroférmio:alcool isoamilico (24:1), agitamos para misturar as solugcbes e
centrifugamos a 6.000 rpm por 20 min a 4 °C. A fase aquosa, contendo o acido
nucléico, foi transferida para outro tubo e adicionamos 2x volume de etanol
100%. Agitamos levemente e incubamos a - 20 °C por 30 — 60 min. Os tubos
foram centrifugados a 10.000 rpm por 20 min a 4 °C, e o sobrenadante foi
descartado. Secamos o precipitado por 1 hora a 37 °C e o DNA que se
encontrava no precipitado foi ressuspenso em 200 yL de tamp&o TE (10 mM
Tris-HCI pH 8,0; 1 mM EDTA). O DNA resultante dessa extracdo foi
quantificado em espectrofotdmetro (NanoDrop 1000, Thermo Scientific, EUA) e
armazenado a 4 °C até sua utilizacao.

2. Na outra metodologia, coletou-se o PBS no qual as células foram
irradiadas, transferido para tubos falcon. Adicionou-se tripsina para soltar as
células aderidas a placa sendo também transferidas ao falcon. Centrifugamos
por 12 minutos, 1200 rpm. O sobrenadante foi descartado e o precipitado
ressuspenso em 600 pl de tampéao de lise celular (10 mM Tris-Cl pH 8,0; 1 mM
EDTA; 0,1 % (w/v) SDS). A suspenséao foi transferida para um microtubo e
homogeneizada invertendo por cerca de 50 vezes. Adicionou-se 3 pl de

proteinase K (20 mg/ml) e 1 pl de RNAse A (20 mg/ml). A solucéo foi incubada
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por 30 min a 37°C. Passado este tempo, foi adicionado 200 pl de acetato de
potdssio 3 M gelado, vortexando por 20 minutos, seguida de incubacgéo por 5
minutos no gelo. A solugéo foi centrifugada a 14000 rpm por 5 minutos a 4°C.
O sobrenadante foi dividido entre dois microtubos e em cada um foi adicionado
600 pul de isopropanol 100 %. A solucao foi misturada invertendo o microtubo
gentilmente. Centrifugamos novamente a 14000 rpm por 5 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com 600 pl de etanol 70
%. Novamente a solucdo foi centrifugada, o sobrenadante descartado e
secamos o0 precipitado a temperatura ambiente. O DNA foi ressuspenso em

100 pl de TE, juntando-se o precipitado dos dois microtubos.

3.9. Deteccéo das lesdes CPD, (6-4)PP e Dewar por ensaios de

Imuno slot-blot

Para a confirmacdo da formacao de lesées CPD, 6-4PP e Dewar apés
exposicdo das células a radiacdo UV, amostras do DNA gendmico obtidas apos
cada tratamento foram misturadas com DNA de esperma de salméo
(totalizando 1 pg de DNA), desnaturadas a 100 °C por 10 minutos e
imediatamente colocadas no gelo. Esse DNA foi transferido para membranas
de nitrocelulose e estas foram incubadas em SSC 5X (750 mM NaCl, 75 mM
citrato de sédio) por 15 minutos. Em seguida, as membranas foram secas a
temperatura ambiente e entdo incubadas a 80 °C por 2 horas e entdo
bloqueadas em 5 % leite em po desnatado diluido em PBS por 16-18 horas a 4
°C e incubadas com os anticorpos primarios (anti-CPD, anti-6-4PP ou anti-
dewar, Medical and Biological Laboratories Ltda, Japdo) numa diluicdo de

1:1000 para o anti-CPD e 1:2000 para os outros dois anticorpos por 3 horas a
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4°C, sob agitacdo constante. Ao final desse periodo, o anticorpo primario foi
removido e foram procedidas 6 lavagens (5 minutos cada) em PBST (0,1%
Tween 20 em PBS). O anticorpo secundario (anti-camundongo conjugado com
a enzima Horseradish Peroxidase - HRP, GE Healthcare) foi adicionado na
proporcédo 1:2000 e as membranas foram incubadas por 2 horas a temperatura
ambiente, sob agitacdo constante. Novamente, a remocao do anticorpo
secundério foi procedida por 6 lavagens em PBST. Foi adicionado o reagente
de quimioluminescéncia (Amersham ECL Western blotting detection reagents
and analysis system, GE Healthcare), o qual gera um sinal luminoso pela
oxidacdo desse reagente pela enzima HRP, que esta conjugada ao anticorpo
secundario. A membrana foi analisada pelo sistema detector de

quimioluminescéncia (Image Quant 300, GE Healthcare).

3.10. Preparacdo de bactérias quimiocompetentes

O protocolo utilizado para obtencéo das bactérias competentes baseia-se
na técnica descrita por Sambrook e Russell (2001). Uma colbnia fresca de
E.coli [cepas DH10B (F-, mcrA (mrrhsdRMS-mcrBC), 80lacZM15, lacX74,
deoR, recAl, endAl, aral39, galU, galK, rpsL, nupG, tonA, STMR), DH5a
(fhuA2 A(argF-lacZ)U169 phoA ginV44 ®80 A(lacZ)M15 gyrA96 recAl relAl
endAl thi-1 hsdR17) ou UNC523 (phr::kan uvrA::Tn10)] foi pré-inoculada em 2
ml de meio LB (Luria-Bertani Medium — bacto-triptona 1 %, extrato de levedura
0,5 %, NaCl 1%) e incubada a 37 °C sob agitacdo constante por
aproximadamente 16 horas. A suspensao bacteriana foi transferida para 200 mi
de meio LB e mantida a 37 °C sob agitacdo até atingir densidade optica (D.O.)

entre 0,5 e 0,6 a 580 nm. ApGs o crescimento, a suspensdo bacteriana foi
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tratada com 10 mM MgCI, e distribuida em 4 tubos de 50 ml previamente
imersos em gelo, sendo assim mantidos por 15 minutos. As células foram
centrifugadas a 3.000 rpm por 12 minutos a 4°C, ressuspensas
cuidadosamente em 10 ml de solugéo estéril RFI (100 mM KCI, 50 mM MnCly,
30 mM acetato de potassio/pH 6,9, 10 mM CaCl,, 15 % glicerol, pH 5,8
ajustado com &acido acético). Apdés 15 minutos em gelo, as células sofreram
nova centrifugacao, foram ressuspensas em 2 ml de solugéo estéril RFIl (10
mM NaMOPS, 10 mM KCI, 75 mM CacCl,, 15 % glicerol, pH 6,8). Esse volume
foi aliquotado em microtubos (100 ul) previamente imersos no gelo e estocados

a—80 °C.

3.11. Preparacédo de bactérias eletrocompetentes

Apoés atingir a D.O. desejada (entre 0,5 e 0,6 a 580 nm), o volume foi
distribuido em 4 tubos de 50 ml previamente imersos no gelo e mantidos por
mais 15 minutos nesta condicdo. Os 4 tubos foram centrifugados a 3.000 rpm,
por 12 minutos a 4°C. O precipitado foi ressuspenso em 10 ml de agua milli-Q
estéril gelada, em seguida o volume de cada tubo foi completado para 50 ml.
Uma nova centrifugacdo a 3.000 rpm, por 12 minutos a 4°C foi realizada. O
precipitado foi ressuspenso em 10 ml de agua milli-Q estéril gelada e o volume
de cada tubo foi completado para 25 ml. Juntou-se o volume de dois tubos a
fim de obter um volume final de 50 ml. A mesma centrifugacéo foi realizada
novamente. O precipitado foi ressuspenso em 10 ml de glicerol 10 % estéril, e
centrifugado uma ultima vez a 3.000 rpm, por 12 minutos a 4 °C. O precipitado
foi ressuspenso em 1 ml de glicerol 10 % estéril. Esse volume foi aliquotado em

microtubos (50 ul) previamente imersos no gelo e estocados a — 80 °C.
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3.12. Transformacéao de bactérias quimiocompetentes.

Os plasmideos de interesse foram inseridos nas bactérias
quimiocompetentes, segundo método descrito por Hanahan (1983). O DNA
plasmidial ou reacdo de ligacao de interesse foi acrescentado ao tubo contendo
50 ul de bactéria quimiocompetente, sendo respeitado o limite maximo de 5 pl,
e gentiimente misturado & suspensdo bacteriana. Apos incubacdo por 30
minutos em gelo, as bactérias foram submetidas a um choque térmico a 42 °C
por 2 minutos, transferidas imediatamente ao gelo por 5 minutos e, apés adicdo
de 450 pl do meio de cultura SOC (SOB — bacto-triptona 2%, 0,5% de extrato
de levedura, 10 mM NacCl, 2,5 mM KCI, 10 mM MgCl,, 10 mM MgSOQOg, pH 6,8 —
acrescido de 20 mM de glicose), as bactérias permaneceram a 37 °C, sob
agitacdo constante durante 1 hora. As bactérias foram, entdo, plaqueadas em
meio LB sélido (1 % triptona ou peptona; 0,5 % extrato de levedura; 85 mM
NaCl; 1,5 % bacto-agar), acrescido de antibidtico para selecdo, e
permaneceram a 37 °C por aproximadamente 16 horas. No dia seguinte, o
namero de colbnias bacterianas foi contado e a eficiéncia de transformacéo da
bactéria quimiocompetente foi determinada em unidades formadoras de

colbnias por micrograma de DNA plasmidial (UFC/ug).

3.13. Transformacdao de bactérias eletrocompetentes.

O sistema utilizado foi o Gene Pulser Il (Bio-Rad, USA). Nesse
procedimento cubetas estéreis de eletroporacéo foram previamente imersas no
gelo. Foi adicionado 1 pl de DNA plasmidial a 50 pl da bactéria eletro-
competente. Esse conteudo foi transferido para o fundo da cubeta evitando a

formacdo de bolhas. Em seguida foi dado o eletrochoque no eletroporador a
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2,5 kV, 25 yF e 200 Q. Imediatamente apds o eletrochoque, foi adicionado 1 ml
de meio SOC. Esse conteudo foi transferido para um microtubo e incubado a
37 °C, por 1 hora sob agitacdo constante. Ao final desse periodo, o volume
desejado foi plagueado em placa de petri contendo meio LB solido com
antibiético adequado, seguido de incubacdo a 37 °C por 16 horas. No dia
seguinte, o numero de colbnias bacterianas foi contado e a eficiéncia de
transformacdo da bactéria eletrocompetente foi determinada em unidades

formadoras de col6nias por micrograma de DNA plasmidial (UFC/ug).

3.14. Extracédo de DNA plasmidial em pequena escala (mini-prep)

A extracdo do DNA plasmidial de interesse foi realizada pelo método de
lise alcalina, adaptada a partir da técnica elaborada por Birnboim e Doly (1979).
Para tanto, colbnias bacterianas foram inoculadas em 2 ml de meio LB liquido
acrescido do antibiético indicado para a selecdo e incubadas a 37 °C por 16 -
18 horas, sob agitacdo constante. Apos esse periodo, a suspensdo bacteriana
foi centrifugada a 14.000 rpm por 2 minutos. O precipitado bacteriano
resultante foi, entédo, ressuspenso em 300 pl de solugdo P1 gelada (50 mM
Tris-HCI pH 8,0, 10 mM EDTA pH 8,0, 100 ug/ml RNAse). A fim de promover a
ruptura da membrana plasmatica bacteriana, foram adicionados 300 pl da
solucdo P2 (0,2 N NaOH, 1 % SDS), o conteudo dos tubos foi gentilmente
misturado através de inversdo e os tubos foram mantidos em repouso a
temperatura ambiente por 5 minutos. Posteriormente, 300 yl da solugdo P3
gelada (3 M acetato de potassio, pH 5,5 ajustado com acido acético glacial)
foram adicionados, os tubos foram novamente invertidos para misturar o

conteudo e, em seguida, foram centrifugados a 14.000 rpm por 10 minutos. O
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sobrenadante foi transferido para tubos novos, aos quais se adicionou 400 pl
de isopropanol (0,7 vezes o volume inicial). O conteudo foi misturado
cuidadosamente por inversao e novamente centrifugado a 14.000 rpm por 10
minutos. Em seguida, o sobrenadante foi removido, o precipitado de DNA foi
cuidadosamente lavado com 600 pl de etanol 70 %, centrifugado a 14000 rpm
por 5 min. O sobrenadante foi descartado e o precipitado foi seco a
temperatura ambiente e ressuspenso em 50 ul de TE. O DNA foi quantificado
em espectrofotometro.

Quando necesséaria uma pureza maior na extracdo plasmidial, seja para
sequenciamento ou para clonagens, a mini-prep dos plasmideos de interesse
foi feita com o auxilio de kits comerciais (Quiagen, EUA; Invitrogen), seguindo-
se as instrucdes recomendadas pelo fabricante. Ainda, quando necessitamos
uma preparacdo em maior escala (midi-prep ou maxi-prep), utilizamos o kit
QIAGEN Plasmid Midi ou Maxi Kit. Os DNAs plasmidiais resultantes dessas
extracdes tiveram sua integridade e quantificacdo verificadas através da

visualizacdo em gel de agarose e quantificacdo em espectrofotdmetro.

3.15. Obtencao de vetores bacterianos contendo os cDNAs das

fotoliases
3.15.1. Vetor pMAL
3.15.1.1. Amplificacdo dos genes das fotoliases por PCR (Polymerase

Chain Reaction)

O vetor pMAL foi escolhido por apresentar a vantagem de expressar a
proteina de interesse em fusdo com a proteina MBP (Maltose-Binding Protein),

codificada pelo gene malE, a qual tem demonstrado aumentar a solubilidade
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das proteinas além de facilitar a purificacdo, por cromatografia de afinidade por
amilose (ZWICK et al., 1998). Depois de realizada esta etapa a MBP pode ser
clivada pela enteroquinase
(http://www.neb.com/nebecomm/products/productN8069.asp, NEB, USA). No
entanto, uma das limitagdes do vetor pMAL é seu numero restrito de sitios de
restricdo para insercdo do gene de interesse. S&o apenas sete, sendo que 3
deles também estdo presentes nos cDNAs das fotoliases. Foram desenhados
primers especificos para os cDNAs das duas fotoliases contendo sitios de

restricdo para posterior ligacdo ao vetor pMAL.

Os primers para amplificacédo do cDNA da (6-4)-fotoliase sé&o

Forward: ACGGTACCCATATTCATGCAAC
Kpn |

Reverse: CCCTGCAGAGTAATTCAAATAA
Pst |

e para a CPD-fotoliase séo

Forward: AAGAATCCCCCACCATGGACTC
Eco RI

Reverse: ATCAAGCTTTAATCTGCAGGGC
Hind IlI

Os cDNAs foram obtidos a partir de construcfes ja existentes no
laboratorio sendo elas: pIRES-(6-4)phr contendo o cDNA da (6-4)-fotoliase
proveniente da Arabidopsis thaliana (LIMA-BESSA et al., 2008) e pEGFP-N1-
CPDphr, a qual contém o cDNA da CPD fotoliase, proveniente do mamifero
marsupial Potorous tridactylus (CHIGANCAS et al., 2004).

As reacgbes foram realizadas com o kit Platinum® Pfx DNA Polymerase

(Invitrogen), que apresenta atividade editorial. Os produtos da extensao foram
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visualizados por eletroforese em gel de agarose 0,8 % e as bandas de
interesse foram extraidas (identificadas pelo tamanho esperado para cada
cDNA, aproximadamente 1,9 Kbp para (6-4)-fotoliase e 1,6 Kbp para CPD-
fotoliase) e purificadas, utilizando o S.N.A.P.™ Gel Purification Kit (Invitrogen),

para posterior subclonagem no pGEM T-easy (Promega, USA).

3.15.1.2. Subclonagem ao vetor pGEM T-easy.

Para a subclonagem dos genes amplificados ao vetor pGEM T-easy
seguimos as recomendacoes do fabricante. Este vetor permite a clonagem de
produtos de PCR contendo uma adenina extra nas extremidades 3’ dos DNAs

amplificados.

3.15.1.3. Transformacao de bactérias competentes e extracdo de DNA

plasmidial

Os produtos de ligacdo pGEM T-easy + cDNAs das fotoliases foram
transformados em bactérias quimio ou eletrocompetentes. As col6nias
transformadas foram plagueadas em meio LB acrescido de ampicilina, X-gal e
IPTG, um sistema bastante eficiente que permite a rapida triagem dos clones
portando o inserto de interesse, através da coloracéo das colbénias. A formacao
de colbnias brancas € decorrente da intercalacdo e, consequente, inativacao do
gene lacZ. Naquelas sem inativacdo deste gene a coloragdo sera azulada
(SAMBROOK e RUSSEL, 2001). Os clones selecionados foram crescidos em
meio de cultura e procedida a extracdo do DNA plasmidial por mini-prep. Esse
DNA foi sequenciado para confirmacdo de que nao houve erros na

amplificagéo do gene por PCR.
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3.15.1.4. Reacbes de sequenciamento

Foi empregado o sequenciamento automatico de capilar no aparelho ABI-
PRISM 3.100 (Applied Biosystems, EUA). Esta metodologia € uma modificacao
do método de Sanger (SANGER et al., 1977), envolvendo a troca de
radioisotopos por ddNTPs fluorescentes ndo radiativos presentes no kit de
sequenciamento da Applied Biosystems BigDye™ Terminator Cycle
Sequencing Ready Reaction.

O sequenciamento foi realizado através de protocolo estabelecido no
laboratério, sendo utilizados 6 primers para cada construcdo a fim de
sequenciar todo o cDNA das fotoliases.

Nas reacfes de sequenciamento foram utilizados 100 ng de DNA das
amostras obtidas e descritas nas sec¢des anteriores; 3,2 pmoles de primers; 1 pl
de BigDye Terminator v3.1 Cycle Sequencing Ready Reaction® (Applied
Biosystems); 2 pl de tampdo de sequenciamento (BigDye® Terminator v1.1,
v3.1 5x Sequencing Buffer - Applied Biosystems) e agua Milli-Q para um
volume final de 10 pl. Foram programados 40 ciclos para as reacfes de
sequenciamento, constituidos dos seguintes passos: 96 °C por 10 segundos,
52 °C por 20 segundos e 60 °C por 4 min.

Os produtos das reacdes de sequenciamento foram precipitados com a
adicao de 100 pl de isopropanol 75 % e incubamos a temperatura ambiente por
10 min. As amostras foram entdo centrifugadas a 4000 rpm por 50 min, o
isopropanol descartado e o precipitado foi lavado com 150 pl de etanol 70 %,
sendo realizada nova centrifugacao a 4000 rpm por 20 min. O sobrenadante foi
descartado e a placa mantida em estufa a 37 °C por 30 min. As amostras foram

entdo ressuspensas em formamida Hi Di, desnaturadas a 95 °C por 5 min e
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colocadas no gelo durante 1 minuto para entdo serem submetidas ao

sequenciamento.

3.15.1.5. Andlise das sequéncias geradas

Com os dados do sequenciamento, prosseguimos para a analise in silico,
com auxilio do site do National Center for Biotechnology Information (NCBI),
onde, através do recurso Blast 2 sequences, a sequéncia gerada foi
comparada com sequéncias do cDNA de 6-4 fotoliase e CPD fotoliase
depositadas no banco de dados. Adicionalmente, os cromatogramas também

foram analisados com o auxilio do software Bio Edit.

3.15.1.6. Clonagem no vetor pMAL

Apos confirmacao da integridade da sequéncia das fotoliases clonadas no
vetor pGEM T-Easy, foi realizada a digestdo destas construcbes com as
enzimas escolhidas: Kpn | e Pst | para (6-4)-fotoliase e Eco Rl e Hind Ill para
CPD-fotoliase. A digestdo foi confirmada por eletroforese em gel de agarose
0,8 % e as bandas de interesse foram extraidas e purificadas para posterior
clonagem no vetor pMAL. Seguiu-se 0 mesmo protocolo de transformacéo e

extracdo de DNA plasmidial descrito anteriormente.

3.15.1.7. Subclonagens intermediéarias

Em paralelo & clonagem via amplificacdo dos cDNAs com primers
contendo sitios compativeis com o pMAL, também recorremos a clonagem via
subclonagens intermediarias. Como dito anteriormente, por apresentar poucos

sitios de clonagem compativeis, tivemos que usar um ou mais vetores para
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obtencado destes sitios e também para conseguirmos manter a mesma fase de
leitura entre as fotoliases e a MPB. No caso da construgcdo com a 6-4-fotoliase,
partimos do vetor pGEM6-4, constru¢do que ja tinhamos disponivel em nosso
laboratorio, digerimos com as enzimas Not | e Spe |, subclonamos no vetor
pProEX HTC. Digerimos esta constru¢cdo com Kpn | e Sal | e clonamos no vetor
PMAL. Ja para a CPD-fotoliase tivemos que usar 3 vetores intermediarios.
Digerimos o vetor pEGFP-N1CPD, utilizado anteriormente para fazer
amplificacdo do cDNA da CPD-fotoliase, com as enzimas Xho | e Sma |.
Subclonamos no vetor pBL ou pBC. Esta construcéo foi digerida com Xho | e
Not I, passada para o vetor pET28a, que entdo foi digerido com Xho | e Hind 1.
O cDNA de interesse foi subclonado no vetor pProEX HTC. A construgéo foi
digerida com as enzimas Eco RI e Hind lllI, finalmente sendo clonada no vetor

PMAL.
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Figura 11 - Desenho esquematico dos passos de subclonagens e clonagem das

fotoliases ao vetor pMAL.
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3.15.2. pProEx HT

O vetor pProEx HT foi escolhido por expressar as proteinas em fusédo com
uma sequéncia de 6 histidinas na sua extremidade N-terminal (cauda poli-His).
Estes aminoacidos tém afinidade por niquel, sendo retidos na resina de niquel,
enquanto as outras proteinas sdo eliminadas nas sucessivas lavagens. As
proteinas podem entdo ser purificadas pela eluicdo com imidazol que possui
maior afinidade pelo niquel que as histidinas. Existem 3 vetores pProEx HT
cada um com uma fase de leitura, facilitando desta forma a clonagem em fase
com a cauda de histidinas.

Para obtencdo da CPD-fotoliase o vetor pEGFP-N1CPD foi digerido com
as enzimas Xho | e Not I. Esta digestdo gerou um fragmento contendo os
genes da CPD-fotoliase e do GFP (Green Fluorescent Protein). O vetor pProEx
HTb foi digerido com as enzimas Sal | e Not .

Para obtencao da (6-4)-fotoliase o vetor pIRES-EGFP foi digerido com as
enzimas Xho | e Kpn | e o cDNA da fotoliase foi inserido no vetor pProEx HTc,
o qual foi digerido com as enzimas Sal | e Kpn I. Como as enzimas Xho | e Sal |
tém sitios compativeis, foi possivel a obtencédo das construcées pProEX-CPD-

GFPphr e pProEX-(6-4)phr.
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Figura 12 - Desenho esquematico dos passos de subclonagens e clonagem das

fotoliases ao vetor pProEx.

A obtencédo das construcdes, tanto no pMAL como no pProEX HT, foram

confirmadas via mapa de restricdo e, em alguns casos, por sequenciamento.

3.16. Expresséo das Fotoliases

A expressao das proteinas, independentemente da construcao, foi feita
em E.coli cepa UNC523, na qual ha delecéo do gene da fotoliase bacteriana. A

expresséo das fotoliases foi realizada seguindo os seguintes passos:
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- Uma col6nia foi inoculada em 2 ml de meio LB e incubada a 37 °C sob
agitacao constante por aproximadamente 16 horas.

- A suspensdo bacteriana foi transferida para 200 ml de meio LB e
mantida a 37 °C sob agitacéo até atingir D.O. entre 0,4 e 0,6 a 580 nm.

- A suspenséo foi entdo resfriada em gelo, uma aliquota foi feita sendo
este o ponto zero. No restante adicionamos 0,3 mM de IPTG e a expresséo
seguiu por 16 — 18 h, 27 °C sob agitacao constante.

- Passado este tempo, novamente uma aliquota foi feita (ponto pos-
expressao) e o restante foi centrifugado por 30 minutos, 8000 rpm, 4 °C.

- O precipitado foi ressuspenso no tampéo 0,1 M NacCl, 0,01 M fosfato de
potassio, 5 mM 2-mercaptoetanol, pH 7,0, referido como tampao de proteina.
No caso de haver necessidade de congelamento, foi adicionado 10 % de
glicerol ao tampé&o. O mercaptoetanol foi adicionado a fim de evitar oxidag&o
das fotoliases, j& que sua atividade baseia-se no cromoforo FAD reduzido.

- As bactérias foram sonicadas utilizando o equipamento Branson Digital
Sonifier S450D. Foram dados pulsos de 45 segundos com pausa de 30
segundos entre eles. O tempo de sonicacdo dependia da viscosidade da
solucéo, variando entre 10 e 20 minutos. As bactérias eram deixadas em gelo
durante todo o processo, evitando-se assim que a solugcdo esquentasse muito
podendo levar a desnaturacdo das proteinas de interesse. Seguia-se entdo
com centrifugagao por 40 minutos 8000 rpm, separando-se em tubos diferentes
0 sobrenadante e o precipitado. O precipitado era ressuspenso em tampéao de

proteina acrescido de Ureia 6 M, a fim de solubilizar as proteinas insoluveis.
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3.17. Purificacéao

As proteinas expressas em fusdo com a cauda de histidinas foram
purificadas de duas formas, tanto aquelas presentes no sobrenadante, como no
precipitado. Uma utilizando o kit Ni-NTA Spin Kit (QUIAGEN), neste caso para
baixos volumes e, para grandes volumes, utilizando a resina NI-NTA agarose
(QUIAGEN). Em ambos os casos foi seguido o protocolo sugerido pelo
fabricante.

Apos a purificacdo, as eluicdes foram analisadas em gel de poliacrilamida
(9 %), O tamanho esperado das proteinas era: CPDphr — aproximadamente 62
kDa, CPDphr+GFP — aproximadamente 90 kDa e 6-4phr — aproximadamente

64kDa.
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4. Resultados

4.1. Respostas celulares frente aos danos genotoxicos

4.1.1. Morte Celular

Uma das caracteristicas mais marcantes da sindrome XP é sua elevada
fotossensibilidade (ANDRESSOO e HOEIJMAKERS, 2005). No entanto a
maioria dos estudos havia sido feita com radiagdo UVC ou UVB, e neste
trabalho testamos o comportamento dessas células apos irradiacdo com UVA.
Deste modo poderiamos verificar a relevancia de lesées como dimeros de
pirimidina (CPDs e (6-4)PPs) em relacdo aos danos provocados por reagdes
oxidativas, que sao reparados principalmente pelo reparo por excisdo de bases
(BER), mecanismo ao qual as células XP séo proficientes (PERDIZ et al. 2000).

Primeiramente analisamos a porcentagem de células em sub-G1, que
representa células que sofreram fragmentacdo do DNA apdés um determinado
estresse e, assim, consequente morte celular por apoptose. Nestes
experimentos, as células MRC5 e XP12BE (XP-A) foram irradiadas com doses
crescentes de UVA. As células foram incubadas em meio completo por 72
horas. ApoOs esse periodo, foram feitas as analises de fragmentacdo do DNA
por citometria de fluxo. Os histogramas apresentados na figura 13 sé&o

representativos dos dados obtidos.
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Figura 13 - Analise de morte celular pela proporcao de células em sub-G1 apés
tratamento com doses crescentes de radiagcdo UVA. As células MRC5 e XP12BE (XP-
A) foram analisadas por citometria de fluxo 72 h pés-irradiagcdo. O eixo X representa a
guantidade de DNA e o0 eixo y o numero de eventos. A populacdo destacada em

vermelho representa a porcentagem de células em sub-G1, indicativo de morte celular.

Um resumo da andlise dos dados é apresentado no grafico da figura 14,
o qual mostra os resultados obtidos em cinco experimentos independentes das

porcentagens de células em sub-G1 em relacdo a dose de UVA.
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Dose de UVA (kJ/m?)

60,0 .
= XP12BE
~ 50,0
S MRC5 ol
3 |
? 20,0
>
wn
5 30,0 *
S
S
o 20,0
g I
T T .= = |
10,0 j{ i | I - T
0,0 - T - T T T T T T
0 10 20 40 60 80 100 120

Figura 14 — Células deficientes em NER s&o mais sensiveis a irradiacdo com UVA
gue células proficientes. Células foram irradiadas com doses crescentes de radiagdo
UVA, coletadas ap06s 72 h. Analise por citometria de fluxo. Barras de erro referem-se a
cinco experimentos independentes com XP12BE e trés com MRCS5. *p<0,05; **p<0,01
— Teste ANOVA. Asteriscos referem-se a diferenca significativa entre as células XP-A

e MRC5 na mesma condicéo.

A andlise dos dados deixa claro que as células proficientes em reparo
(MRC5) foram mais resistentes a radiacdo UVA em comparagdo com as
células deficientes em reparo (mutadas no gene XPA), uma vez que
apresentaram menor namero de células em sub-G1. Esse resultado pode ser
indicativo da producao de fotoprodutos (CPD e (6-4)PP) no DNA das células

irradiadas com radiacao UVA.
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4.1.2. Sobrevivéncia Clonogénica

Realizamos também experimentos de sobrevivéncia clonogénica, que

confirmaram que as células XP-A sdo mais sensiveis a radiacdo UVA (Figura

15).
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1000
=—0—XP12BE
MRC5

100 -

g _

c

«@ *

2

= -
o

o] 10 *
8 \

1 T T T T T T T T

0 10 20 30 40 50 60 70 80
Dose UVA (kJ/m?)

Figura 15 — Células XP-A sdo mais sensiveis a irradiacdo com UVA que células
MRCS5. Mil e quinhentas células foram irradiadas com doses crescentes de UVA e
incubadas a 37 °C por 7 — 14 dias em meio completo. Foram contados os nimeros de
coldnias formadas. Barras de erro referem-se a cinco experimentos independentes. *
p<0,05 - Teste ANOVA. Asteriscos referem-se a diferenca significativa entre as células

XP-A e MRC5 na mesma condigédo e em relagdo ao controle.

A diferenca de sobrevivéncia entre as duas linhagens celulares é mais
clara e significativa nas maiores doses de radiacdo UVA. Os dados confirmam
gue o NER, deficiente nas células XP-A, participa no reparo de lesées no DNA

induzidas pela radiacdo UVA.
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4.2. Deteccdo dos fotoprodutos com anticorpos especificos (anti-

CPD, anti-6-4PP e anti-Dewar)

Experimentos de imuno slot-blot foram realizados a fim de confirmar a
inducao de lesbes CPDs e (6-4)PPs apds exposicao das células proficientes e
deficientes em NER a radiacdo UVA. Quando necessario como controle
positivo ou negativo, as células foram também irradiadas com UVC ou UVB.
Para deteccado das lesbes CPD e (6-4)PP, as células foram irradiadas com 120
kd/m? de UVA. A inducdo desses fotoprodutos por estas fontes artificiais de

radiacdo UV é apresentada nas figuras 16 e 17, respectivamente:
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Figura 16 — Deteccdo e quantificacdo da lesdo tipo CPD pelo uso de anticorpo
especifico. A) Deteccdo através de imuno slot-blot e B) Quantificacdo das lesbes em
células irradiadas com 120 kJ/m? de UVA ou 2,5 kJ/m? de UVB + 120 kJ/m? de UVA
(controle positivo). Na figura estédo indicadas as células empregadas e a quantidade de

DNA aplicada na membrana. Raz&o - amostra irradiada em relagcdo ao zero (0).
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Figura 17 - Deteccdo e quantificacdo da leséo tipo (6-4)PP pelo uso de anticorpo
especifico. A) Deteccdo através de imuno slot-blot e B) Quantificagdo em células
irradiadas com 120 kJ/m?de UVA ou 2,5 kJ/m?de UVB + 120 kJ/m? de UVA (controle
positivo). Na figura estdo indicadas as células empregadas e a quantidade de DNA

aplicada na membrana. Raz&o - amostra irradiada em relagdo ao zero (0).

As figuras 16 e 17 mostram claramente a inducdo das duas lesdes tanto

em células proficientes como deficientes em NER. O interessante foi que nas
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células selvagens a deteccao das lesGes apos irradiacdo com UVA foi menor,
possivelmente porque ocorreu reparo durante a irradiacdo, ja que os tempos de
irradiacdo séo longos (30 — 40 minutos). Em células proficientes em reparo de
DNA, o nivel de lesdes (6-4)PP mostrou-se muito baixo, proximo ao controle.
Confirmada a inducéo da lesédo (6-4)PP, o proximo passo foi verificar se
ocorre a fotoisomerizacao desta lesédo a Dewar, o que também foi investigado
através do uso de anticorpo especifico. O experimento foi realizado seguindo
as mesmas condicbes anteriores (120 kJ/m? de UVA), no entanto nao
detectamos diferencas significativas entre as células néo irradiadas e irradiadas
e até mesmo entre as células MRC5 e XP12BE, pois a marcacdo sempre se
mostrou préxima aos niveis controles (resultados ndo mostrados), por este
motivo aumentamos a dose para 300 kJ/m? de UVA. O resultado pode ser

visualizado na figura 18:
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Figura 18 — Deteccao e quantificacdo da lesdo tipo Dewar em células XP-A pelo uso
de anticorpo especifico. A) Deteccao através de imuno slot-blot e B) Quantificacdo em
células irradiadas com 300 kJ/m? de UVA e/ou 2,5 kJ/m? de UVB + 300 kJ/m? UVA ou
20 J/m? UVC. As amostras irradiadas com UVB e UVC serviram como controles
negativos e as irradiadas com UVB+UVA como controles positivos. Na figura estéo
indicadas as células empregadas e a quantidade de DNA aplicada na membrana.
Razao - amostra irradiada em relacdo ao zero (0). Em alguns pocos ndo houve fixacéo

da amostra e estes foram excluidos da média (sinalizados pelo asterisco).



Resultados

Alguns pontos merecem destaque: irradiamos as células com UVB
seguida por UVA, pois neste caso temos a formacao das lesbes (6-4)PP pela
UVB e sua fotoisomerizagdo pode ocorrer durante a irradiagdo com UVA.
(CADET et al., 2009). Como podemos ver, nestes pontos houve deteccéao de
alta frequéncia da lesdo Dewar; as amostras irradiadas com UVC e UVB
serviram como controles negativos, pois ndo ha nenhum relato da formacao de
lesdo Dewar nesses comprimentos de onda.

Estes resultados em conjunto apontam para a inducdo destes trés tipos

de lesdes pela radiagdo UVA.

4.3. Transducdo com adenovirus recombinantes expressando as
fotoliases

4.3.1. Padronizacéo do Protocolo

Com a confirmagdo da producdo dos dimeros de pirimidina pela
radiacdo UVA, o préximo passo foi verificar qual seria a participacao das lesdes
CPD e (6-4)PP na inducdo da morte celular. Para tal, células XP-A foram
transduzidas com adenovirus recombinantes para a expressdo da CPD-
fotoliase ou da (6-4)-fotoliase.

Primeiramente, testamos qual seria a concentracdo de adenovirus
necessaria para gerar uma resposta significativa (reducdo de morte celular)
apos irradiacdo com UVA. Na figura 19 temos células XP-A transduzidas com
0,25, 0,5, 1 ou 2 yl de AACPDphr, irradiadas com 10 ou 20 kJ/m? de UVA e
colocadas no escuro ou no claro por 60 minutos. Seguimos o protocolo de
trabalhos anteriores realizados no laboratorio (CHIGANCAS et al., 2004; LIMA-

BESSA et al., 2008).
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Figura 19 — Transdugdo de células deficientes em NER (XP-A) com diferentes
volumes de AdCPDphr. As células foram posteriormente irradiadas com 10 ou 20
kJ/m? de UVA e submetidas a 60 minutos de fotorreativacdo. Parte das placas foi
mantida no escuro, servindo como controle. Apos 72 horas, foi feita a andlise por
citometria de fluxo. As barras de erro referem-se as duplicatas. Este experimento foi
realizado com outra linhagem de XP-A, a XP12RO, por este motivo as doses utilizadas

foram menores que as dos experimentos anteriores e posteriores.

Foi surpreendente verificar uma morte celular tdo acentuada quando as
células eram expostas a luz visivel, ja que empregamos a mesma metodologia
utilizada por Lima-Bessa e colaboradores (2008) com a diferenca que nesse
trabalho as células foram irradiadas com radiacdo UVC.

Considerando-se:

o o fato de estarmos fotorreativando em meio de cultura completo o qual

pode conter fotossensibilizadores em sua composicao;
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o a demonstracdo por Girard e colaboradores (2008) que em células
irradiadas com UVA em meio MEM completo a producdo de espécies reativas
de oxigénio é mais pronunciada quando comparado as células irradiadas em
PBS, sendo que esta producéo era consideravelmente diminuida quando eram
adicionados ao meio “sequestradores” de espécies reativas como o NAC (N-
acetil-L-cisteina);

. que ndo somente a UVA como também a luz visivel pode levar a
fotoexcitacdo desses fotossensibilizadores, levando a producdo de espécies
reativas (RUNGER et al., 2000);

o e que a morte celular também foi verificada nas células nédo irradiadas

em Nnossos experimentos,

decidimos testar diferentes tempos de iluminagéo (15, 30 e 60 min) e verificar
se havia alguma diferenca entre a iluminacdo realizada em meio de cultura
completo ou em PBS (Figura 20). Nao houve irradiacao prévia com UV, mas as
células foram mantidas em PBS, no fluxo e no escuro, pelo tempo equivalente

a maior dose de UVA utilizada, antes de serem iluminadas.
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Figura 20 — Teste de iluminacdo em PBS ou meio DMEM completo. Células A) XP-A
ou B) MRCS5 iluminadas em PBS ndo apresentam diferencas significativas na morte
celular entre o grupo mantido no escuro e no claro em diferentes tempos de

iluminagéo.

Claramente, pudemos constatar a diferenca entre iluminagdo em meio

DMEM completo ou em PBS nas células XP-A. Enquanto as células mantidas
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no claro em meio completo apresentaram de fato um aumento da morte celular
com o aumento do tempo de iluminagdo, o mesmo néo foi verificado para
aguelas iluminadas em tampao PBS, nas quais nao houve diferencas
significativas entre as células mantidas no claro ou no escuro. Curiosamente,
ndo encontramos diferengas nas células MRC5 entre iluminagcdo em meio
DMEM completo ou PBS.

Para explicar esses dados e as diferencas com resultados prévios
(LIMA-BESSA et al., 2008), supomos que de alguma forma o tempo longo de
irradiagdo com UVA (cerca de 40 minutos em PBS) parece sensibilizar as
células XP-A para a iluminacdo posterior com luz visivel na presenca de meio

completo. Os experimentos seguintes foram todos realizados em PBS.

4.3.2. Quantificacdo de les6es em células transduzidas

Antes de verificar os efeitos genotoxicos nas células transduzidas com
0s adenovirus, verificamos se havia uma diminuicdo na deteccéo de lesdes na
presenca das fotoliases. Para tal, conduzimos experimentos de imuno slot-blot.
As células eram transduzidas com o AdCPDphr ou Ad6-4phr, irradiadas com
UVA e fotorreativadas. Em seguida o DNA gendmico era extraido. Na figura 21,

temos a deteccéo destas lesdes em células transduzidas com AdCPDphr.
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Figura 21 — Deteccao das lesdes tipo CPD em células transduzidas com AdCPDphr.
Legenda: 0 ou 120 — dose de UVA em kJ/m? 30 ou 60 — tempo de fotorreativacdo em
minutos; C ou E — mantidas no claro ou no escuro durante a fotorreativacdo; V —

células transduzidas com AdCPDphr. A) Deteccéo das lesdes; B) Quantificagéo.

Nestes experimentos, a presenca da CPD-fotoliase reduziu o nimero de
lesbes nas células irradiadas. O mais interessante, foi que o reparo ocorreu

mesmo naquelas células que foram mantidas no escuro durante a
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fotorreativacdo (120 60 E V). Possivelmente, o tempo de irradiacao € suficiente
para que as fotoliases sejam ativadas e reparem estes danos durante a
irradiacdo, logo apos sua formacéo. Ambas as fotoliases contém FAD como
cofator catalitico, o qual absorve principalmente em 360 nm (SANCAR, 2008).
Por este motivo, é possivel que a fotoliase possa estar sendo ativada tanto pela
radiacdo UVA como pela luz visivel, j& que essa lampada emite também um
pouco nesta faixa (ver espectro figura 10).

A expressdo da CPD-fotoliase reduziu para niveis quase basais a
quantidade de CPDs em células irradiadas e em todas as condicbes de
fotorreativagéo.

Quando utilizamos os Ad6-4phr para transduzir as células XP-A,
verificamos um padrédo semelhante de reparo ao verificado nas células

transduzidas com o AdCPDphr (Figura 22).
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Figura 22 - Detecc¢éo das lesdes tipo (6-4)PP em células transduzidas com Ad6-4phr.
Legenda: 0 ou 120 — dose de UVA em kJ/m? 30 ou 60 — tempo de fotorreativacdo em
minutos; C ou E — mantidas no claro ou no escuro durante a fotorreativacdo; V —

células transduzidas com Ad6-4phr. A) Deteccéo das lesdes; B) Quantificagdo.

Esses dados em conjunto, confirmam os dados obtidos da producédo das
lesbes CPD e (6-4)PP pela radiacdo UVA e que a deteccdo das mesmas

diminuiu na presenca das fotoliases, até mesmo quando as células foram
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mantidas no escuro apos a irradiacdo. Nos proximos experimentos mantivemos
apenas 30 minutos de iluminagcao para estudos de fotorreparo, uma vez que

este tempo mostrou-se suficiente.

4.3.3. Efeitos genotéxicos daradiacdo UVA em células transduzidas.

Sabendo-se que h& formacdo de dimeros de pirimidina pela radiagédo
UVA, o proximo passo foi verificar a importancia relativa da leséo CPD e (6-
4)PP na reducédo de sobrevivéncia das células deficientes em reparo.

Para tal, transduzimos as células com o AdCPDphr e/ou Ad6-4phr,
irradiamos com 120 ou 300 kJ/m?de UVA ou 100J/m? de UVB, mantivemos no
escuro ou no claro por 30 minutos e incubamos por 72 h antes de coleta-las
para analise por citometria de fluxo. Por este protocolo pretendiamos verificar
se com a expressao das fotoliases ocorreria uma reducdo da morte celular,
confirmando a participacdo dos dimeros de pirimidina na inducdo de apoptose
pela radiacdo UVA. Histogramas representativos de cada condicdo sao

mostrados nas figuras 23, 24 e 25.
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Figura 23 — Morte celular induzida por UVA depende de lesdes tipo CPD e (6-4)PP.
Células nao transduzidas ou transduzidas com os adenovirus foram irradiadas com
120 kJ/m? de UVA, posteriormente mantidas no claro ou escuro por 30 minutos. A

expressao das fotoliases reduziu a porcentagem de células em Sub-G1.

Claramente houve uma reducdo da morte celular apés transducdo das
células com ambos os adenovirus, nas células XP-A irradiadas com 120 kJ/m?

de UVA.
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Figura 24 - Participagdo minima dos dimeros de pirimidina em células XP-A
irradiadas com 300 kJ/m? de UVA. Células ndo transduzidas ou transduzidas com os
adenovirus foram irradiadas com 300 kJ/m? de UVA, posteriormente mantidas no claro

ou escuro por 30 minutos.

Quando as células foram irradiadas com 300 kJ/m? de UVA, além da
acentuada morte celular, ndo conseguimos distinguir as fases do ciclo celular.

Quando as células foram transduzidas, apesar de néo ter havido uma reducéo
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significativa da morte celular, houve uma melhora no ciclo, indicada pela
distincdo dos picos G1 e G2/M. Curiosamente, nao verificamos efeito aditivo
com o uso concomitante dos dois adenovirus.

Em ambos os tratamentos, ndo houve diferengas significativas entre as
células mantidas no claro ou no escuro, dando maior suporte aos nossos dados

de imuno slot-blot de que ha ativacao das fotoliases durante a irradiacao.
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Figura 25 — Reducéo significativa da morte celular em células XP-A expressando as
fotoliases e mantidas no claro por 30 minutos. Células nao transduzidas ou
transduzidas com os adenovirus foram irradiadas com 100 J/m? de UVB,

posteriormente mantidas no claro ou escuro por 30 minutos.

Como controle do experimento, irradiamos as mesmas células com
radiacdo UVB, para confirmarmos que as células estavam bem transduzidas e

0s virus estavam ativos. Como o tempo de irradiagcdo com UVB é curto e ndo
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hé ativagdo das fotoliases nesta faixa da radiagdo UV, era esperado ocorrer

reparo somente no grupo de células mantido no claro. Na figura 26, temos a

média de todos os experimentos realizados para todas as condi¢cbes citadas

anteriormente.

Morte Celular em Células Transduzidas
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Figura 26 — Participacdo dos dimeros de pirimidina na morte celular de células XP-A

irradiadas com UVA ou UVB. Barras de erro referem-se a trés experimentos

diferentes. * p <0,05; ** p<0,01 - Teste ANOVA. Asteriscos referem-se a reducgéo

significativa da morte celular nas células transduzidas em comparacdo com as nao

transduzidas na mesma condi¢cdo. Legenda: 0, 120 ou 300 — dose de UVA em kJ/m?;

100 — dose de UVB em J/m?; C ou E — mantidas no claro ou no escuro por 30 minutos

durante a fotorreativagao.

Pelo grafico podemos observar que houve uma reducdo da morte celular

quando as células foram irradiadas com 120 kJ/m? de UVA, tanto aquelas

mantidas no claro, como no escuro. O mesmo foi observado para as células
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irradiadas com 100 J/m? de UVB, porém somente naquelas mantidas no claro.
Nao houve diferencas significativas no reparo das células irradiadas com 300
kJ/m?de UVA.

Os efeitos positivos das fotoliases também puderam ser verificados por
sobrevivéncia clonogénica, onde as células irradiadas com 40 kJ/m? e
transduzidas com as fotoliases tiveram um aumento significativo na

sobrevivéncia (Figura 27).

Sobrevivéncia de Células Transduzidas
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Figura 27 — Aumento da sobrevivéncia nas células XP-A expressando as fotoliases e
irradiadas com 40kJ/m? de UVA. * p <0,05. Teste ANOVA. Asteriscos referem-se ao
aumento significativo da sobrevivéncia nas células transduzidas em relagdo ao
controle sem fotoliase na mesma condicéo. Legenda: 0, 20 ou 40 — dose de UVA em
kJ/m?> C ou E — mantidas no claro ou no escuro por 30 minutos durante a

fotorreativagéo.

4.4. Expressao de Fotoliases em Sistemas Bacterianos

Durante a iniciacdo cientifica, conseguimos obter as construcdes
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pProEx-(6-4) e pProEx-CPD-GFP. No entanto, ndo conseguimos padronizar
um protocolo de expressdo e purificagdo. As proteinas eram expressas
somente na forma insollvel e ndo obtivemos sucesso em purifica-las a partir de
corpos de inclusdo. Nosso principal interesse é a obten¢do das duas fotoliases
na forma ativa, pois pretendemos empregar a atividade de ambas em estudos
posteriores. No entanto, quando a proteina encontra-se em corpos de incluséo,
para que esta possa ser purificada, ela precisa passar por um processo de
solubilizacdo com agentes desnaturantes. O processo de refolding é
extremamente complicado e sua eficiéncia ndo é muito alta, ou seja, era
improvavel que iriamos conseguir as proteinas ativas apds esse processo
(YASUKAWA et al., 1995; LILIE et al., 1998). Um dos objetivos do projeto de
mestrado foi entdo tentar expressé-las na forma soluvel de modo a facilitar a
purificagao.

Visando aumentar a expressdo das proteinas alvo na forma sollvel,
decidimos fazer co-expressdao com chaperonina (E. coli cepa BL21). A
expressao simultanea de chaperoninas tem sido relatada para se aumentar a
solubilidade de proteinas recombinantes (YASUKAWA et al., 1995). As
chaperoninas tém um importante papel fisiol6gico no enovelamento de
proteinas e esta propriedade tem sido explorada para evitar a formacdo de
corpos de incluséo (HARTL e HAYER-HARTL, 2002). No entanto, n&o
obtivemos resultados positivos, pois néo verificamos a expressao de nenhuma
das fotoliases, somente da chaperonina, confirmada pelo peso molecular.
Também fizemos algumas mudancas nas condicdes de expressao visando
obter ao menos fracdo das proteinas na forma solavel, mas ndo obtivemos

resultados positivos.
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Por sugestdo do Prof. Dr. Jan Hoeijmakers e Prof. Dr. Andre Eker
(Erasmus MC, Rotterdam, Holanda - comunicagcdo pessoal), ambos com
experiéncia com essas fotoliases e na expressao destas enzimas, decidimos
testar outro sistema de expressédo e, portanto, reiniciamos 0s experimentos
visando obter as construcbes no vetor pMAL. Este vetor tem a vantagem de
expressar a proteina em fusdo com a proteina MBP (Maltose-Binding Protein),
codificada pelo gene malE, a qual tem demonstrado melhorar a traducéo,
aumentar a solubilidade das proteinas de interesse além de facilitar a
purificacdo (WALKER et al.,, 2010). Segundo os pesquisadores holandeses
essas construgcbes geram produtos sollveis. E importante salientar que por
acordos com outros laboratorios (japoneses) esses pesquisadores nao
puderam nos disponibilizar estes plasmideos. No entanto, uma das limitacdes
do vetor pMAL é seu numero restrito de sitios de restricdo para insercao do
gene de interesse. Sao apenas sete, sendo que 3 deles também estédo
presentes nos cDNAs das fotoliases.

Até o momento ndo tivemos sucesso na obtencdo das construgdes no
vetor pMAL tanto pela via de subclonagens intermedidrias como via PCR.
Obtivemos apenas as constru¢cdes pProEX(6-4) (figura 28) e pBCCPD (figura
29), confirmadas por sequenciamento e digestdo com as enzimas necessarias

para inser¢éo no proximo vetor (ver figura 11).
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2000 bp
1650 bp

Figura 28 — Construgéo pProEX(6-4). A) Raia 1 — pProEX vazio; Raias 2 e 3 — vetor
pProEx ligado ao cDNA da 6-4-fotoliase. A ligacdo foi confirmada também por
sequenciamento e B) digestdo com as enzimas Kpn | e Sal |. Raia 1 — Marcador 1 Kb

Plus e raia 2 — cDNA da (6-4)-fotoliase em destaque.

A) 1 2 3 4 B) 1

2000 bp
1650 bp

Figura 29 — Construcdo pBCCPD. A) Raia 1 — pBC vazio; Raias 2 a 4 — vetor pBC
ligado ao cDNA da CPD-fotoliase. A ligagdo foi confirmada também por
sequenciamento e B) digestdo com as enzimas Xho | e Not I. Raia 1 — Marcador 1 Kb

Plus e raia 2 — cDNA da (CPD)-fotoliase em destaque.

Os cDNAs amplificados continham trocas de aminoacidos que alteravam
o Pl das proteinas, podendo afetar em sua estrutura terciaria e,
consequentemente, em sua funcéo. A amplificacdo devera ser refeita.

Durante um congresso, o Prof. Dr. Carlos Menck, conversou com
pesquisador de um grupo da Turquia, que também pretende expressar as

fotoliases em sistemas bacterianos, e eles sugeriram expressar as fotoliases de
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eucariotos em uma cepa de E.coli com delecdo da fotoliase bacteriana. A
hiptese seria que a fotoliase bacteriana poderia estar interferindo na
expressdo dos genes eucariotos, além da proteina bacteriana ser um possivel
contaminante na preparagao das fotoliases. Fizemos a expressado, seguindo o
protocolo do grupo holandés, nesta nova cepa e utilizando as construgdes
antigas (pProEx). Conseguimos uma expressao baixa, no entanto foi possivel

purificar a fragdo insoltvel (Figuras 30 e 31).

pProEx-6-4 pProEx-CPD
1 1
1 2 3 4 576 7 8 9!
kDa S
90 e
60 VT

Figura 30 — Expressado das fotoliases (6-4) e CPD a partir das construcdes no vetor
pProEX, transformadas na cepa UNC523. Raia 1 — Marcador BenchMark Protein
Ladder (INVITROGEN); Raias 2 e 6 — Ponto zero; Raias 3 e 7 — Ponto pds expressao;

Raias 4 e 8 — Fragdo soluvel; Raias 5 e 9 — Fracao insolavel.
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Fracdo Insoluvel Fracdo Soluvel
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Figura 31 — Purificacdo da (6-4)-fotoliase. Raia 1 — Marcador BenchMark Protein
Ladder (INVITROGEN); Raias 2 e 8 — Proteinas que ndo se ligaram a resina; Raias 3 -

7 e 9 - 14 — eluicdes com concentracdes crescentes de imidazol.
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5. Discussao

5.1. Efeitos citotéxicos daradiacdo UVA em fibroblastos humanos

Diversos motivos tém colocado a radiacdo solar em maior evidéncia nos
altimos anos: maior exposicdo das pessoas ao Sol, devido ao culto a pele
bronzeada (causando com isto, também, um aumento da procura ao
bronzeamento artificial); e também o aumento dos niveis de radiacéo solar que
tém atingido a superficie terrestre, atribuido a deplecdo da camada de ozdnio
por atividades antropogénicas.

A maior parte dos estudos cientificos tem sido realizada com a radiacéo
UVC. Entretanto tal radiacdo € bloqueada na estratosfera, ndo exercendo,
portanto, grande influéncia sobre os seres vivos. Da radiacdo UV que atinge a
superficie terrestre, 5% corresponde a radiacdo UVB, e o restante a UVA
(BESARATINIA et al., 2008). Apesar de menos energética, a radiacdo UVA que
atinge a superficie terrestre é 20 vezes mais intensa que a UVB (HUANG et al.,
2009), no entanto somente recentemente passou-se a estudar os efeitos desta
radiacdo nos seres Vivos.

Sabe-se atualmente que tanto a radiacdo UVA como a UVB induzem
instabilidade genética. A radiacdo UVA penetra mais eficientemente na pele,
atingindo as camadas mais basais onde se situam as células em divisdo e as
células tronco de pele e apresenta uma maior abundancia na superficie
terrestre quando comparada a UVB. De fato, existem trabalhos que propdem
que a radiacdo UVA tem papel crucial na fotocarcinogénese (AGAR et al.,

2004; HUANG et al., 2009). No entanto, é sugerido que ambas as radiacoes
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contribuiriam quase que igualmente para a mutagenicidade solar (ROBERT et
al., 1996).

E amplamente defendido que as reacBes de fotossensibilizagdo seriam
as responsaveis pelos danos ao DNA mediados pela UVA. Estas reacfes
envolveriam a absorcdo dos fotons de UVA por croméforos sensibilizantes.
Hoje se sabe que a pele humana é uma fonte abundante de cromoforos com
forte absorcéo na faixa da UVA e luz visivel, principalmente na regido do azul,
como também de fotossensibilizadores endégenos (WONDRAK et al. 2005),
como as porfirinas, bilirrubinas, flavinas, NAD(P)H, melanina e seus
precursores (estes dois Ultimos atuariam também como antioxidantes), entre
outros.

As reac0Oes de foto-oxidagao podem ser de dois tipos:

o Tipo | — transferéncia de elétrons de um fotossensibilizador excitado para
as bases do DNA ou outra molécula que nao o oxigénio. Neste caso, o foton é
absorvido pelo fotossensibilizador, que entédo danifica diretamente as bases de
DNA pela transferéncia de elétrons.

. Tipo Il — transferéncia de elétrons de um fotossensibilizador
excitado para uma molécula de oxigénio, o qual danifica o DNA. Os
mecanismos do tipo Il diferem pela forma que o oxigénio excitado pode tomar.
O principal mecanismo causa a formacdo de oxigénio singlete, o qual é
altamente reativo e possui longa meia vida. Outros mecanismos podem levar a
formacdo de superoxido ou radical hidroxila, ambos via producdo prévia de
peréxido de hidrogénio. O radical hidroxila, apesar de ter uma meia vida

relativamente curta, € extremamente reativo e capaz de causar danos as bases
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ou acucares do DNA com seletividade minima ou nula, resultando numa
variedade de danos as bases, além de quebras na molécula de DNA.

Dentre as bases do DNA mais danificadas, a guanina é a mais
susceptivel por possuir o menor potencial de oxidacdo, sendo um excelente
substrato para os dois tipos de reacdo de foto-oxidagcdo (RAVANAT et al.,
2001). A lesdo mais comumente formada € a 8-oxodesoxiguanina (8-oxodG).
Ela pode provocar transversdo de G para T pelo emparelhamento errbneo da
8-o0xodG com adenina ou ainda transverséo de T para G pela incorporagéo de
um 8-oxodGTP oposta a adenina durante a replicagéo (RIDLEY et al., 2009). E
de aceitacdo geral que existe diferenca intra e interindividual na capacidade de
reparo desta lesdo e isto estaria relacionado com a maior ou menor
susceptibilidade ao desenvolvimento de canceres associados com a producéo
de EROs.

Neste trabalho confirmamos que as células deficientes em reparo séo
significativamente mais sensiveis a radiacdo UVA que as células proficientes,
quando analisamos a morte celular apés 72 horas da irradiacdo. Este resultado
indica que a auséncia de NER tem grande influéncia na morte celular
observada. A sinalizacdo de danos ao DNA é relativamente rapida, portanto os
efeitos genotdxicos sao rapidamente observaveis.

No experimento de sobrevivéncia clonogénica (no qual podemos
observar repostas mais tardias, ja que a analise dos resultados é feita somente
10 a 15 dias apds a irradiacdo), verificamos que até mesmo as células
proficientes tiveram uma reducdo significativa de sobrevivéncia nas doses de
40 e 80 kJ/m? (por ser uma metodologia mais sensivel, as doses utilizadas sdo

menores que aquelas para verificar morte celular por citometria de fluxo).
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Além dos danos ao DNA, a radiacdo UVA é capaz de induzir danos em
outras estruturas e moléculas, como membrana plasmatica e proteinas. Na
membrana, a radiacdo causa a reacdo de peroxidacdo de lipideos,
desestabilizando-a, podendo levar a morte (MOYSAN et al., 1993). Os produtos
da peroxidacdo de lipideos também tém habilidade de formar adutos
mutagénicos no DNA (RIDLEY et al., 2009). Ainda, danos a membrana
resultam na liberagdo de &cido araquidbnico e levam a ativacdo de
mensageiros secundarios citosolicos e nucleares que ativam os genes de
resposta a UV (MATSUMURA e ANANTHASWAMY, 2004).

A radiacdo UVA pode ainda induzir ligagbes cruzadas entre proteina e
DNA, causar danos oxidativos as proteinas, bloqueando a replicacdo (GIRARD
et al., 2008), entre outros processos celulares como transcricdo e reparo devido
aos danos as proteinas.

Existe um crescente corpo de evidéncia que sugere que danos induzidos
por UVA ndo s6 podem permanecer, mas também ser gerados por periodos
prolongados na célula irradiada, tanto em sua progénie quanto nas células
vizinhas e tecidos que ndo foram eles mesmos expostos, devido a producao de
EROs e radicais de nitrogénio mesmo apds uma Unica exposicao a UVA. Essas
mudancas de longo prazo tém a capacidade de causar niveis significativos de
danos celulares e, portanto, tém um impacto claro sobre uma célula e em seu
potencial para se tornar cancerosa (RIDLEY et al., 2009).

Portanto, quando outras estruturas séo danificadas pela radiacdo UVA,
estas podem se sobressair em relacdo aos danos no DNA, em especial nas
células proficientes em reparo (MRC5), resultando numa reducdo de

sobrevivéncia também nestas células em doses mais altas de UVA.
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A radiacdo UV pode gerar diversos danos ao DNA, como quebras
simples e duplas, ligac6es cruzadas entre o DNA e proteinas (SCHUL et al.,
2002). No entanto, a maior parte dos danos s@o os dimeros de pirimidina CPD
e (6-4)PP, principalmente nos menores comprimentos de onda (UVB e UVC),
como também o fotoisbmero Dewar. Estes danos causam grandes distor¢des
na dupla hélice, interferindo em mecanismos vitais como a replicagdo e a
transcricdo. Estas lesbes podem levar a reducéo da sintese de RNA, a parada
da progresséao do ciclo celular e a inducao de apoptose. Se persistirem, podem
dar origem a mutacdes genéticas culminando no cancer (FRIEDBERG, 2006).

A grande maioria dos trabalhos com UVA indica que esta radiacao
produz lesBes por reacdes oxidativas e CPDs na molécula de DNA, sendo que
nao haveria energia suficiente para a formacéo da leséo (6-4)PP (DOUKI et al.
2003; CADET et al. 2005; MOURET et al., 2006). No entanto, foi demonstrado
que as lesdes CPD sao geradas pela absorcao direta da radiacdo UVA pelo
DNA (JIANG et al.,, 2009) e, em 2009, foi demonstrado pelo nosso grupo
(SCHUCH et al., 2009) a inducédo também de lesBes (6-4)PP, em plasmideos
irradiados com UVA.

Utilizando a metodologia de imuno slot-blot, conseguimos detectar
inducédo de lesdes CPD e (6-4)PP nas duas linhagens celulares, porém na
MRCS5 a deteccao foi minima e no caso do (6-4)PP, praticamente nula. A lesédo
(6-4)PP ¢é rapidamente reparada por NER, possivelmente por causar uma
distorcdo muito grande na dupla hélice e ser formada principalmente em
regides de DNA linker, logo de facil acesso as proteinas de reparo (RIOU et al.,
1999; THOMA, 1999; RIOU et al., 2004; BESARATINIA et al., 2008). Portanto,

€ possivel que o rapido reparo associado ao tempo relativamente longo de
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irradiacdo com UVA expliquem a diferenca dos niveis de leséo (6-4)PP nessas
duas linhagens. Sendo assim, o uso de células deficientes em NER (célula
XP12BE: XP-A) permitiu a detec¢cdo mais clara dessa lesdo apos irradiacao
com UVA.

Neste trabalho também conseguimos detectar a formacdo da leséo
Dewar nas células XP-A e com a maior dose de radiacdo UVA (300 kJ/m?).
Tanto nas células MRC5 como nas células XP-A irradiadas com 120 kJ/m? de
UVA, a marcacéo pelo anticorpo foi muito semelhante em todas as condicdes,
tanto nas irradiadas como nas nao irradiadas, pois quase ndo ha producédo da
leséo (6-4)PP e, quando héa fotoisomerizacao, a detec¢do de Dewar é minima,
confundindo-se com o nivel controle. Portanto, nossos dados indicam que
essas lesdes também s&o induzidas pela radiagdo UVA no DNA
(provavelmente pés fotoisomerizacdo da lesédo (6-4)PP) de células, porém em
baixa frequéncia e provavelmente também sujeitas ao rapido reparo por NER.

Estes resultados indicam também que, na auséncia de reparo, 0s
dimeros de pirimidina poderiam contribuir com a inducdo da morte celular
observada, principalmente em células XP-A.

Para testar esta hipétese, transduzimos células XP-A com adenovirus
recombinantes expressando o gene que codifica para a CPD-fotoliase e/ou 6-4-
fotoliase. O intuito foi observar se o fotorreparo destas lesbes reduziria a morte
celular pés-irradiagdo com UVA.

Primeiramente foi necessario padronizar o protocolo de irradiacdo e
fotorreativacdo, além de testar a concentracdo de virus necessaria para a
transducéo eficiente das células, acessada pela expressdo do gene EGFP,

analisada pela fluorescéncia verde em microscépio de fluorescéncia (LIMA-
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BESSA et al., 2008). As células foram irradiadas em PBS e, para a
fotorreativagdo, o PBS foi trocado por meio DMEM completo e parte das
células foram mantidas no claro, parte no escuro por 60 minutos. Foi
impressionante verificarmos uma morte celular bastante aumentada naquelas
células mantidas no claro, inclusive nas ndo irradiadas, j& que estavamos
seguindo 0 mesmo protocolo testado anteriormente neste laboratério, com a
diferenca de que o trabalho prévio foi realizado com radiagdo UVC. A
explicacédo sugerida foi que, devido ao fato do tempo de irradiagdo com UVA
ser significativamente mais longo do que para a irradiacdo com UVC (dezenas
de minutos X segundos), este maior tempo em PBS poderia estar
sensibilizando as células.

Para descartar a participacdo dos adenovirus, células XP-A e MRC5
foram mantidas por 30 minutos em PBS (tempo correspondente a irradiacao
com 120 kJ/m? de UVA). Posteriormente, parte das células foi mantida no
escuro, parte no claro, tanto em PBS como em meio DMEM. O mesmo
resultado foi observado para as células XP-A, mas ndo para a MRC5, onde ndo
houve diferenca entre as condicdes testadas (figura 21).

Girard e colaboradores (2008) demostraram que quando as células eram
irradiadas em meio DMEM completo, o qual contém muitos
fotossensibilizadores, em geral os componentes do soro fetal bovino, era
detectada uma produc¢do muito maior de radicais livres quando comparada com
a irradiacdo em PBS ou em meio contendo “sequestradores” de espécies
reativas.

Estudos indicam a participacdo da luz visivel em varios efeitos

bioldgicos, como eritema, pigmentacao e producéo de radicais, ja que diversos
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cromoforos enddgenos e exdégenos absorvem na faixa do visivel. Também foi
mostrado que a luz visivel induz danos diretos ao DNA via geracdo de EROs
(MAHMOUD et al.,, 2008). Assim, é provavel que nesses experimentos a
iluminacgo em meio DMEM gerou lesbes que provocaram a morte
principalmente nas células XP-A, indicando também a participacdo de NER no
reparo de lesbes geradas por reagOes oxidativas.

Jaiswal e colaboradores (1998) mostraram deficiéncia de reparo de
lesbes oxidativamente geradas em extratos de células XP-A. Tem sido
reportado o envolvimento de proteinas de NER com alguns componentes de
BER, o que, de forma indireta, dificultaria o reparo de lesbes oxidativamente
geradas. Para o correto funcionamento da maquinaria de reparo, todas as
proteinas participantes devem ser translocadas ao nucleo. Foi observado que
algumas proteinas de NER sado co-importadas, 0 que asseguraria a correta
localizacdo de proteinas que funcionam na mesma via (KNUDSEN et al.,
2009). Podemos hipotetizar o co-transporte de proteinas envolvidas no NER
com alguma proteina do BER. Também foi verificado que células XP-A tém
capacidade reduzida de reparar lesbes Dewar e danos oxidativos na
mitocondria (CLEAVER, 2000).

A padronizacdo do tempo de fotorreativagdo foi realizada inicialmente
pelo método de imuno slot-blot, pois o fotorreparo das lesbes seria facilmente
observado pela reducdo de marcacdo pelo anticorpo. Nossos resultados
mostraram que nao somente as lesdes CPD e (6-4)PP foram reparadas pelas
respectivas fotoliases, como também esse reparo ocorria mesmo quando estas
células eram mantidas no escuro. Isso indica que durante a irradiagdo com

UVA as fotoliases foram ativadas e ao mesmo tempo em que as lesdes eram
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geradas, elas estavam sendo fotorreparadas. Nao podemos afirmar se a
fotoliase foi ativada pela radiagdo UVA ou pela luz visivel, que também é
emitida pela lampada de UVA e ndo é bloqueada pelo filtro utilizado (ver
espectro na figura 10).

A maior parte do DNA gendmico é compactada em nucleossomos e
estes sdo conectados por DNA linker de comprimento variavel. Esta
compactacao tem importante fungdo na regulacdo da expressao génica e
replicacdo, como também influencia na acessibilidade de proteinas de reparo
ao dano. Foi demonstrado que 75% do dano ao DNA gerado pela radiagdo UV
€ reparado imediatamente pelas fotoliases, e o restante das lesdes é reparado
de 9-12h, quando estdo entdo acessiveis (THOMA, 1999). E provavel, portanto,
que pela compactacdo do DNA na cromatina, o fotorreparo observado em
Nossos experimentos nao tenha sido completo em nenhuma condicéo testada.

Sabendo que a radiacdo UVA gera lesdes no DNA, dentre eles dimeros
de pirimidina, o préximo passo foi verificar se a expressdo das fotoliases iria
reduzir a morte celular nas células deficientes em NER irradiadas com UVA.
Caso a auséncia de reparo dos dimeros fosse a responsavel pela maior
sensibilidade das células XP-A, poderiamos estimar a importancia relativa das
lesbes CPD e (6-4)PP .

As células XP-A transduzidas com o AACPDphr ou Ad6-4phr e irradiadas
com 120 kJ/m?de UVA, apresentaram uma reducéo na porcentagem de células
em Sub-G1. Embora esta reducédo tenha sido maior naquelas células mantidas
no claro, esta reducéo foi também significativa nas células mantidas no escuro,
dando suporte aos nossos dados de imuno slot-blot e indicando o fotorreparo

concomitante com a irradiagdo com UVA.
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No entanto, nas células irradiadas com 300 kJ/m? de UVA, n&o houve
diferenga significativa entre as células transduzidas com AdCPDphr e/ou Ad6-
4phr e as nédo transduzidas. Uma das nossas hipéteses foi que a geracdo de
danos por reagfes oxidativas seria muito maior nesta dose em relagdo a dose
anterior, reduzindo a relevancia dos dimeros de pirimidina na sinalizacéo para
morte celular. No entanto, muitos grupos ja apontam para uma maior formacao
de lesdes CPD que lesbes oxidativamente geradas pela radiagdao UVA. Girard
e colaboradores (2008), por exemplo, encontraram uma propor¢céo de 1:0,5,
respectivamente, destas lesdes em fibroblastos humanos irradiados com doses
crescentes de radiacdo UVA. E possivel que NER possa estar envolvido no
reparo destas lesGes geradas por estresse oxidativo, merecendo, portanto, ser
mais estudado.

A resposta a radiacdo UVA depende de varios fatores intra e
extracelulares, como a presenca de fotossensibilizadores e antioxidantes. A
contribuicdo relativa destes fatores pode influenciar o destino da célula,
dependendo de sua natureza e dos niveis de danos aos componentes
celulares que ndo DNA.

Quando irradiadas com a menor dose de UVA, os danos as outras
estruturas e moléculas celulares podem ter menor impacto biolégico. Neste
caso os danos ao DNA se sobressaem, e na presenca de reparo, a morte
celular pode ser significativamente reduzida, porém ndo é reduzida pela
presenca de danos gerados por reacdes oxidativas. Ja com a dose maior, 0S
danos ao DNA passam a ter importancia minima quando comparado aos danos

aos outros componentes celulares, néo facilmente reparados.
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Catalgol e colaboradores (2009) verificaram que em fibroblastos
humanos irradiados com UVA h& um acumulo de proteinas oxidadas e
formacdo de agregados, levando a perda da atividade do proteassoma. O
proteassoma € responsavel pela degradacdo de proteinas ndo mais
necessérias, como aquelas marcadas com ubiquitinas, ou que estdo
danificadas havendo perda de fungdo, como as proteinas oxidadas. A via de
degradacdo proteassomal € essencial para muitos processos celulares, como
ciclo celular, regulacéo da expressao génica e respostas ao estresse oxidativo.
A inibicdo desta maquinaria é pré-apoptoética para a maioria dos tipos celulares
(ORLOWSKI, 1999).

Em suma, em ambas as doses ocorreram 0S mesmo processos: danos
diretos e indiretos ao DNA; danos as proteinas, incluindo as fotoliases, levando
a inibicdo da maquinaria proteassomal; danos a outras estruturas, como a
membrana plasmatica e das organelas. No entanto, na maior dose de UVA
estes danos foram provavelmente mais relevantes que os provocados pelos
fotoprodutos no DNA. O fotorreparo dos dimeros permitiu uma melhor
identificacdo de progressao do ciclo celular, como observado nos histogramas
da figura 24, porém outros danos podem ter prevalecido para a ativacdo da
morte celular.

Ainda ndo existe um consenso sobre a cinética de reparo da lesao
Dewar. Alguns grupos dizem que seria a mesma da lesdo (6-4)PP
(COURDAVAULT et al., 2005), outros que seria intermediaria entre CPD e (6-
4)PP (PERDIZ et al.,, 2000), nas células proficientes em NER. Ainda, foi

verificado que a (6-4)-fotoliase é capaz de fotorreparar a lesdo Dewar, porém

somente a lesdo T(Dew)C, sendo que o reparo da lesdo T(Dew)T é muito
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ineficiente (GLAS et al., 2009 e 2010). Sendo assim, e como essas lesdes sao
induzidas pela radiagdo UVA, é possivel que parte da morte celular observada
seria causada pela falta de reparo desta leséo.

As células irradiadas com 100 J/m? de UVB serviram como controle do
experimento. No caso da transdugdo ndo estar satisfatdria, ndo haveria
fotorreparo ou 0 mesmo seria baixo, ndo havendo diferengas significativas em
relagdo as células ndo transduzidas. Os dados das figuras 25 e 26 indicam que
houve expresséo das fotoliases e elas estavam ativas, ja que houve fotorreparo
significativo nas células mantidas no claro apés irradiacao.

Nos experimentos de sobrevivéncia clonogénica, verificamos um
aumento significativo da sobrevivéncia nas células transduzidas com as
fotoliases na dose de 40 kJ/m?. O reparo dos dimeros foi fundamental para a
manutencdo da integridade das células, indicando que estas les6es possuem
um papel importante nos efeitos genotoxicos da radiagdo UVA, ao menos em
doses baixas, nas quais lesdes as outras estruturas celulares seriam minimas.

Resumindo:

[Altas doses — pequeno efeito (se algum) na recuperacéo
de morte celular

Fotoliases - . )

a reducao da morte celular inclusive nas
na ausencia 1 células mantidas no escuro
de NER

aumento consideravel da sobrevivéncia
celular

Figura 32 — Efeito da expressdo das fotoliases em células deficientes em NER

irradiadas com doses diferentes de UVA.
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Danos no DNA Importancia
Altas - ., :
4 Peroxidacao de Lipideos | nos efeitos
doses . o or
Danos em Proteinas citotoxicos
_ \ /

Danos no DNA
Peroxidagao de Lipideos
Danos em Proteinas

A
Danos no DNA Importancia

4 Peroxidacao de Lipideos | nos efeitos
Danos em Proteinas citotoxicos

Figura 33 — Importancia relativa dos diversos danos que podem ser causados pela
radiacdo UVA na geracdo de efeitos citotoxicos em células deficientes em reparo para

diferentes doses de UVA.

De um modo geral, nossos dados confirmam que as lesées CPD e (6-
4)PP tem relevancia bioldgica na inducdo de morte celular pela irradiacdo com
UVA. Esse fato € mais marcante a doses baixas de UVA. Por outro lado, ndo
podemos descartar que reacdes indiretas, envolvendo produto de estresse
oxidativo afetando o DNA e outras macromoléculas biolégicas, também
possam ter acdo marcante na inducdo de morte celular por radiacdo UVA.

Aparentemente esses efeitos sdo mais claros a doses altas de UVA.
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5.2. Expressdao das fotoliases em sistemas bacterianos

Ha quatro anos estamos tentando expressar estas fotoliases em
sistemas bacterianos. Até o0 momento ndo obtivemos sucesso na obtencao das
construgbes no vetor pMAL que, provavelmente, € o mais adequado para a
expressao destas proteinas.

Como alternativa, tentamos expressa-las em outro vetor (pProEx)
utilizando bactérias com delecao da fotoliase bacteriana, a qual poderia estar
influenciando na baixa expressdo das fotoliases de interesse para este
trabalho. Conseguimos expressar a (6-4)-fotoliase e a CPD-fotoliase, mas em
ambos 0s casos a expressao foi baixa, especialmente da segunda, e a
quantidade de proteina obtida na purificacao foi insatisfatéria.

Nosso grupo nunca havia trabalhado com expressdo de proteinas em
sistemas bacterianos, mas acreditou que isto ndo seria um grande problema.
Podem ter havido dificuldades com a técnica e/ou a origem das fotoliases
(eucariotos superiores) utilizadas pode ter dificultado o processo. Seria muito
atil produzir estas enzimas em nosso laboratério, pois poderiamos verificar a
importancia dos dimeros de pirimidina em outros organismos, ampliando nosso
conhecimento sobre os efeitos da radiacdo solar e sobre o funcionamento do

fotorreparo.
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Conclusao

As conclusdes que podemos tirar deste trabalho séo:

o Células deficientes em reparo por excisdo de nucleotideos (XP-A) séo

sensiveis a radiacdo UVA, em relacao as proficientes em reparo;

o Foi possivel detectar, imunologicamente, a formacdo das lesdes CPD,
(6-4)PP e Dewar nas células XP-A e, em menor escala, nas células MRC5. A
diferenca entre essas duas linhagens se deve, provavelmente, ao reparo das

lesBes durante o longo processo de irradiacdo com UVA;

o A transducdo de células deficientes em NER com adenovirus
recombinantes contendo o gene que codifica para a CPD-fotoliase ou a (6-4)-
fotoliase promoveu a reducdo de lesdes detectadas por imuno slot-blot,
provavelmente devido ao fotorreparo. Mesmo células mantidas no escuro,
apresentaram esse fotorreparo indicando a ativacdo da fotoliase durante a
irradiacdo com UVA. A especificidade das fotoliases confirma a formacéo de

CPD e (6-4)PP pelairradiacéo de células humanas com radiacao UVA,;

o Células XP-A transduzidas e irradiadas com doses baixas de UVA,
tiveram recuperagdo da sobrevivéncia, indicando que, neste caso, 0s dimeros
de pirimidina teriam papel fundamental nos efeitos genotéxicos e citotdxicos
causados pela radiacdo UVA. Nas células irradiadas com 120 kJ/m? de UVA a
expressao das fotoliases reduziu a morte celular, porém n&o tdo pronunciada
como a observada para as células irradiadas com 100 J/m? de UVB. J& nas

células irradiadas com 300 kJ/m? de UVA nao houve diferencas significativas
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entre as células expressando as fotoliases e aquelas onde ndo ha fotorreparo.
Estes resultados indicam que nas doses médias e altas outros tipos de lesédo
ao DNA, que néo dimeros de pirimidina, como também as outras estruturas e

moléculas celulares seriam relevantes para a inducdo de morte celular.



Resumo

A radiacdo ultravioleta (UV) pode ser absorvida por diferentes moléculas
celulares, incluindo o DNA no qual provoca distor¢des estruturais. As lesdes
mais comuns induzidas pela radiacdo UV séo o ciclobutano de pirimidina (CPD)
e o fotoproduto (6-4)-pirimidina-pirimidona [(6-4)PPs]. Estas lesbes podem ser
reparadas pela fotorreativacdo, caracterizada por ter uma Unica proteina
(fotoliase) que remove lesdes empregando luz visivel (320-500 nm) como fonte
de energia. Foram identificados dois tipos de fotoliases que diferem por sua
especificidade ao substrato: CPD-fotoliase e (6-4)-fotoliase. Um outro
mecanismo de reparo € o reparo por excisdo de nucleotideos (NER), um
mecanismo que envolve mdultiplos passos e proteinas. Enquanto os efeitos
genotoxicos da UVC e UVB j& estdo relativamente esclarecidos e bem aceitos,
ainda existem controvérsias sobre a genotoxicidade da radiacdo UVA, devido
ao fato de ser fracamente absorvida pelo DNA. Alguns autores acreditam que
0S seus principais efeitos sdo gerados de forma indireta pela producéo de
espécies reativas de oxigénio enquanto outros acreditam que a UVA pode
gerar danos ao DNA de forma direta, provocando a formacéo de dimeros de
pirimidina. O objetivo deste trabalho foi verificar os efeitos genotoxicos da
radiacdo UVA em fibroblastos humanos deficientes e proficientes em NER
utilizando adenovirus recombinantes contendo uma ou outra fotoliase para
verificar se as lesbes CPD e (6-4)PP sao geradas pela UVA e se elas teriam
alguma importancia nas respostas verificadas apés irradiacdo. Foi verificado
qgue as células deficientes no gene XPA sdo mais sensiveis a radiacdo UVA
guando comparadas as células selvagens. Por meio da deteccédo imunoldgica,
confirmamos a geracdo das lesdes CPD, (6-4)PP e Dewar, fotoisobmero da
lesdo (6-4)PP, apés irradiacdo com UVA no genoma de células humanas.
Empregando vetores adenovirais para transducédo de fotoliase especifica para
lesbes tipo CPD ou (6-4)PP, confirmamos que de fato essas lesfes séo
formadas em células humanas deficientes em reparo de DNA apos irradiacéo
com UVA. Além disso, esses virus permitiram verificar a relevancia biologica
dessas lesfes na indugdo de morte celular em células XP-A irradiadas. De fato,
os dados indicam que para doses baixas de radiacdo UVA essas lesbes

desempenham um importante papel na inducdo de morte. Nao podemos



descartar, porém, que lesdes indiretas (provavelmente geradas por estresse
oxidativo) também tenham papel na indugdo de morte pela radiacdo UVA, o
que parece ser mais importante a doses médias e altas dessa radiacgao.



Abstract

Ultraviolet radiation (UV) is absorbed by different cellular molecules, including
DNA in which induces structural distortions. The most common lesions induced
by UV radiation are the cyclobutane pyrimidine (CPD) and the photoproduct (6-
4)-pyrimidine-pyrimidone [(6-4)PP]. These lesions can be repaired by the
photoreactivation, characterized by a single protein (photolyase) that removes
lesions using visible light (320-500 nm) as energy source. Two types of
photolyases had been identified that differ by their substrate specificity: CPD-
photolyase and (6-4)-photolyase. Another repair mechanism is the nucleotide
excision repair (NER), a mechanism that involves multiple steps and proteins.
While the genotoxic effects of UVB and UVC are already relatively well-
understood and accepted, there is still controversy about the genotoxicity of
UVA radiation, due to its low absorption by DNA. Some authors believe that the
major effects are generated indirectly by the production of reactive oxygen
species, while others believe that UVA can cause damage to DNA directly,
inducing the formation of pyrimidine dimers. The aim of this study was to assess
the genotoxic effects of UVA radiation in human fibroblasts deficient and
proficient in NER, using recombinant adenovirus expressing the photolyases to
verify if CPDs and (6-4)PPs are generated by UVA and whether they had any
importance in the responses observed after irradiation. It was found that cells
deficient in the XPA gene are more sensitive to UV radiation compared to wild
type cells. By immunological detection, we confirm the generation of CPD, (6-
4)PP and Dewar, photoisomer of the (6-4)PP lesion, in the genome of human
cells after irradiation with UVA. Using adenoviral vectors for the transduction of
photolyases specific for CPD or (6-4)PP lesions, we confirm that in fact these
lesions are generated in human cells deficient in DNA repair after irradiation
with UVA. Moreover, these viruses allowed us to verify the biological relevance
of these lesions in the induction of cell death in irradiated XP-A cells. In fact, our
data indicates that for low doses of UVA radiation, these lesions play important
roles in the induction of death. We cannot rule out, however, that indirect
lesions (probably caused by oxidative stress) could also have a role in the
induction of death by UVA radiation, which seems to be more important in
intermediate and high doses of this radiation.
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