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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, degeneracao
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
lesbes 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 abdasicos (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, é de
grande relevancia biolégica, uma vez que, desde o comeco da evolucdo da
vida no planeta, a maioria dos organismos convive com o0s efeitos genotdxicos
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 evolugdo 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 radiagédo UV nesse espectro.
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Figura 2 — Representagéo 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, € 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 nao é ciclica, envolvendo os carbonos C6 e C4 das pirimidinas 5’ e 3’,
respectivamente (ASAHINA et al., 1999). Uma representacéo ilustrativa destas

duas lesdes € apresentada na Figura 3.
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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 mutacbes 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 croméforos, 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 apos irradiacdo 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 lesdo (6-4)PP pode ser convertida ao seu fotoisbmero
Dewar, quando expostas a comprimentos de onda maiores que 320 nm (Figura

5 — CADET et al., 2005).
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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 radiagdo UVA, pela formacdo 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 lesbes 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 absor¢cdo 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 homélogas, 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, 0s 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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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 evolucdo esta segunda funcdo 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 homdlogas 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 lesdes 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, o0 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 inciséo nas extremidades dessa lesdo; 4) sintese do novo DNA utilizando
como molde a fita ndo danificada e 5) ligacdo 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 sé&o
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
espacgo gerado na molécula de DNA é preenchido pela DNA polimerase 0/,
utilizando como iniciador o grupo hidroxil (OH) deixado na porcéo 3’ pela agao
do complexo XPF-ERCCL1. Na sintese de reparo, onde ocorre a substituicdo do
oligonucleotideo removido contendo a lesdo, 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:
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Figura 9 - Modelo geral do mecanismo de NER em humanos. LesBes contidas no
genoma global sdo removidas pelo GGR, enquanto lesbes 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 lesdes 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 sao 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 0 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 combinacéo 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 neurologica
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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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 formacgéo de

CPD e (6-4)PP pelairradiacédo 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 genotoxicos e citotéxicos
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 multiplos 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 formacédo 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 sado 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, fotoisbmero 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 sédo
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 indu¢do 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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