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RESUMO

SOLTYS, D T. Analise da natureza genotipica de pacientes Xeroderma
Pigmentosum brasileiros. 2010. 155 f. Tese (Doutorado em Microbiologia) -
Instituto de Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2010.

Para preservar seu patriménio genético, os organismos contam com uma complexa
e intrincada rede de vias de reparo de DNA. Entre essas, destaca-se o NER
(Nucleotide Excision Repair), pela sua capacidade de reparar uma ampla variedade
de lesdes no DNA. Participam do NER diversas proteinas, entre elas a
endonuclease XPG. Pacientes que possuem essa proteina mutada apresentam a
sindrome hereditaria, de trato autossémico e recessivo, Xeroderma Pigmentosum
(XP), ou em alguns casos XP combinada com a sindrome de Cockayne (XP/CS). No
presente trabalho investigamos a natureza genética de dois pacientes XP brasileiros.
Tais pacientes sao irmaos, e apresentam feno6tipo moderado. Através de um teste de
complementagdo utilizando fusdo celular, ambos foram diagnosticados como
pertencentes ao grupo de complementacao G. As linhagens celulares derivadas da
bidpsia da pele destes pacientes demonstraram alta sensibilidade a luz UVC,
caracteristica tipica desta sindrome. Ainda, quando expostas a um agente oxidativo
(azul de metileno associado a luz visivel), tal sensibilidade celular n&o foi observada,
ao contrario de células XP-G/CS, que se apresentaram sensiveis. Foi também
observado que, quando tratadas com esse agente oxidativo, células XP-G/CS
exibiram um bloqueio em G2/M. A expressdao de XPG na célula dos pacientes
brasileiros mostrou-se proxima da expressao encontrada nos controles empregados,
tanto no nivel transcricional como traducional. As sequéncias tanto do RNA
mensageiro (RNAm) como do DNA gendmico (DNAg) extraidos das células dos
pacientes apresentaram duas mutacbes missense em heterozigose composta:
c.83C>A (p.Ala28Asp), de origem paternal, e ¢.2904G>C (p.Trp968Cys), de origem
maternal. Essas duas mutacées ainda ndo foram descritas na literatura e a
comparacdo com outras mutacdes ja existentes no gene XPG € apresentada.
Encontramos também alguns polimorfismos sendo um com interesse particular,
¢.3310G>C (p.Asp1104His), apresentado em homozigose no material genético dos
pacientes e que esta relacionado com o aumento da predisposicao a alguns tipos de
canceres. Através da analise do impacto da substituicio do aminoacido, utilizando
as ferramentas SIFT e PMut, observamos que as mutacoes p.Ala28Asp e
p.Trp968Cys possuem um impacto negativo na funcionalidade da proteina XPG. O
polimorfismo p.Asp1104His apresentou divergéncias entre as duas analises.
Construimos vetores de expressao em células de mamiferos que possuem como
inserto os cDNAs de XPG que simulam algumas das formas alélicas encontradas no
gene XPG. Tais vetores foram utilizados em testes de complementacao através da
técnica conhecida como Host Cell Reactivation (HCR), e a proteina contendo a
mutacao p.Ala28Asp apresentou uma atividade residual e deficiéncia na retomada
dos processos de reparo de DNA em células XP-G/CS. Esses resultados indicam
que o fendtipo XP-G desses pacientes é causado por duas mutacées missense em
heterozigose composta, o que correlaciona bem com o fenétipo brando apresentado,
e que células portadoras dessas mutacoes exibem respostas diferenciadas frente
aos estresses genotdxicos causados pela luz UV e pelo agente oxidativo utilizado.

Palavras-chave: Xeroderma Pigmentosum. Reparo de DNA. Luz ultravioleta. Danos
oxidativos. Variantes alélicas.



ABSTRACT

SOLTYS, D T. Analysis of the genetic nature in Brazilian Xeroderma
Pigmentosum patients. 2010. 155 p. PhD Thesis (Microbiology) - Instituto de
Ciéncias Biomédicas, Universidade de Sao Paulo, Sdo Paulo, 2010.

NER (Nucleotide Excision Repair) is the most flexible of all known DNA repair
mechanisms. XPG is a 3’-endonuclease that participates in the final steps of NER.
Mutations in this gene may result in the group G form of the human syndrome
Xeroderma Pigmentosum (XP) and, in some cases, in the severe early onset
Cockayne Syndrome (CS). In this work, we investigated the genetic nature in two
Brazilians XP patients, siblings and mildly affected, diagnosed as XP-G by the
heterodikaryon complementation test. The cells from these patients demonstrated the
high UV sensitivity typical of this syndrome, but they are not sensitive to Methylene
Blue plus light, an agent that causes oxidative stress. On the other hand, XP-G/CS
cells are sensitive to this oxidative agent, and also display a cell cycle arrest in the
G2/M phase. The XPG expression in cells from the Brazilian XP patients had shown
the same yelds of the normal control, at the transcriptional and translational levels.
The possibility of exon skipping was discarded by specific mRNA exon analyses. The
sequence of both mMRNA and gDNA revealed two missense mutations in a compound
heterozygosis manner: ¢.83C>A (p.Ala28Asp), located in the paternal allele, and
€.2904G>C (p.Trp968Cys), in the maternal allele. These two mutations were not
previously described and a comparison with other known mutations in the XPG gene
is presented. We also found some SNP’s and one of particular interest, ¢.3310G>C
(p-Asp1104His), which has been reported as a polymorphism related to increase
predisposition to some types of cancer. Analyzing the impact of the aminoacid
substitution through the internet tools SIFT and PMut we confirmed that p.Ala28Asp
and p.Trp968Cys have a negative impact in the protein function. The polymorphism
p.Asp1104His showed discrepances between the two analyses. We constructed
mammalian expression vectors cointaining the cDNAs of XPG that mimic some of the
allelic forms found in the XPG gene. Such vectors was used in complementation
tests using the technique known as Host Cell Reactivation (HCR), and the protein
harboring the mutation p.Ala28Asp exhibited residual activity and was not capable to
complete restore the DNA repair deficiency in XP-G/CS cells. These results indicate
that the phenotype of XP-G patients is caused by two missense mutations in a
compound heterozygous manner, which correlates well with the mild phenotype
presented, and that the cells carrying these mutations exhibit different responses
against genotoxic stress caused by the UV light and by the oxidative agent used.

Keywords: Xeroderma Pigmentosum. DNA repair. Ultraviolet light. Oxidative
damage. Allelic variants.
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1 INTRODUCAO

A molécula do DNA possui um papel central na vida. E a macromolécula
detentora das informacdes genéticas, sendo estas fundamentais para o correto
funcionamento e desenvolvimento do organismo, seja ele procariotico ou eucariotico.
Com a informacgédo contida no DNA, os organismos transcrevem RNA, que serao
traduzidos em proteinas ou participardo de processos regulatérios e estruturais. As
proteinas, por sua vez, também sao moléculas-chaves na composicao de estruturas,
sinalizacbes e regulagcbes das mais diversas naturezas, além de seu papel
enzimatico, essencial para que uma infinidade de rea¢cdes aconte¢ca no organismo.

Todo esse cenario forma a base da complexidade existente nos seres vivos.

Além da funcao de armazenar as informacdes genéticas, o DNA é a molécula
utilizada na transmissédo dessas informagdes vitais para as futuras geracodes, tendo
um papel fundamental na hereditariedade. No entanto, ao contrdrio das outras
moléculas que sdo renovaveis, o DNA nao pode ser substituido, e algum erro
adquirido pode ser permanente e as consequéncias desastrosas. Todas essas
caracteristicas tornam o DNA uma molécula indispensavel e insubstituivel, e para
manter sua integridade os organismos desenvolveram uma complexa rede de

manutencdo do genoma.

1.1 O ataque ao genoma: lesées no DNA

Os genomas celulares estdo em contato com uma variedade de agentes
lesivos ao DNA, tanto de origem endégena como exdgena, que levam ao dano do
material genético e mutagénese (FRIEDBERG et al., 2004). Essas mutacoes, se por
um lado sdo a base da evolucao biolégica através da selecdo natural, por outro
podem levar ao processo carcinogénico entre outras alteragdes no metabolismo
normal das células e do organismo como um todo. As lesbes no material genético
afetam consideravelmente a funcionalidade das células, sendo no geral deletérias,
causando morte celular, degeneracao de tecidos e envelhecimento (LOMBARD et
al., 2005; TUTEJA e TUTEJA, 2001). O DNA ndo € uma molécula inerte, e

encontramos lesdes no DNA de diferentes naturezas, que levam a alteracao de sua
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estrutura quimica, como pode ser observado na figura 1.
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(luzUV) entre-fitas intra-fitas (agentes alquilantes,
(gas mostarda, (cisplatina) EROs)
cisplatina, psoraleno)

Figura 1 — Lesbes que podem ser encontradas no DNA, e exemplos de agentes
causadores.
Fonte: Adaptada de Garinis et al., 2008.

Estima-se que milhares de quebras da fita do DNA e perdas espontaneas de
bases ocorram diariamente no genoma de toda célula (LINDAHL, 1993). De fato,
grande parte das lesdes espontaneas é decorrente da instabilidade quimica inerente
das ligacoes especificas dos nucleotideos. A propria replicacdo do DNA pode ser
uma fonte de alteragdes, caso ocorra a insercdo errbnea de um nucleotideo, assim
como quebras da fita de DNA podem ocorrer se as atividades das topoisomerases |
e Il forem abortadas (JACKSON e BARTEK, 2009). Também na classe de lesdes de
origem enddgena, temos as originadas pelo metabolismo celular, com destaque para

as espécies reativas de oxigénio, subprodutos da respiracao celular.

De especial interesse sédo as lesdes de origem ambiental, responsaveis pela
mutagénese ambiental, que decorrem das interacdes do DNA com diferentes
agentes fisicos (como a radiacado ionizante e a luz ultravioleta - UV) e quimicos
(como agentes alquilantes e a mitomicina), presentes no meio ambiente e

coletivamente chamados de agentes genotéxicos (FRIEDBERG et al., 2004). Muitos
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quimioterapicos atuam como agentes que lesam o DNA, como a cisplatina, o que
causa a morte celular de forma direta ou apds passar pela replicagdo do DNA, e
como geralmente as células tumorais apresentam uma maior taxa de proliferacao,

acabam sendo um alvo dessas drogas (HELLEDAY et al., 2008).

1.1.1 Luz UV, o perigo que vem do sol

Um dos agentes lesivos do DNA mais bem estudados é a luz UV. Isso se
deve em parte a sua importancia ambiental, tendo em vista que praticamente todo
ser vivo que se encontra na superficie terrestre estd exposto a esse agente
genotoxico. A principal fonte dessa radiagdo € a luz solar, sendo que a luz UV
corresponde a faixa de menor comprimento de onda do espectro eletromagnético
solar e pode ser subdividida em UVC (200-280 nm), UVB (280-315 nm) e UVA (315-
400 nm). Enquanto a UVC ¢é barrada na atmosfera pela camada de oz6nio, uma
porcdo da UVB e a totalidade da UVA, por possuirem maiores comprimentos de
onda, atingem a superficie terrestre, sendo que a UVA é capaz de transpor a
barreira natural da pele (MCMILLAN et al., 2008)

No entanto, a UVC é uma poderosa ferramenta em estudos cientificos que
visam estudar os efeitos de les6es provocadas pela luz UV na molécula do DNA,
uma vez que o DNA possui um pico de absorcdo em 260 nm, o que leva a uma
eficiente geracao de danos nessa macromolécula, além da vantagem de que nesse
comprimento de onda ndo ha uma absorcao eficiente pelas proteinas (BATISTA et
al., 2009). Outra conveniéncia que podemos mencionar é a de ser uma metodologia
relativamente facil de ser implantada no laboratério, uma vez que a maioria das
lampadas germicidas emite luz UVC. Além disso, as principais lesdes geradas pela
UVC sado também encontradas apds exposicdo a UVB e UVA, sendo que essas
lesbes, os fotoprodutos, sdo os principais responsaveis pelos efeitos genotéxicos
apos exposicao a uma fonte artificial de luz UV ou a luz solar (SCHUCH e MENCK,
2010).

A luz UV causa lesdes especificas no DNA, os fotoprodutos, dos quais os
principais sdo os CPDs (do inglés cyclobutane pyrimidine dimers) e os fotoprodutos
pirimidina (6-4) pirimidona (6-4PPs) (SCHUCH et al., 2009). A formacao de CPDs
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ocorre quando bases pirimidinicas adjacentes absorvem a energia da luz UV,
tornando-se covalentemente ligadas pela formagdo de um anel ciclobutano entre os
atomos de carbono C5 e C6 de ambas as bases nitrogenadas. No caso dos 6-4PPs
também ocorre uma ligagcao covalente entre pirimidinas da mesma fita, contudo esta
nao € ciclica, e envolve os carbonos C6 e C4 das pirimidinas 5 e 3,
respectivamente (FRIEDBERG et al., 2006). Ainda, podemos ter a formacao de um
terceiro fotoproduto, o isdbmero Dewar (DewPPs), gerado pela fotoisomerizacao do
6-4PP apo6s ser exposto a luz UVA (PERDIZ et al., 2000). As estruturas quimicas
desses fotoprodutos podem ser encontradas na figura 2. Podemos destacar também
a formacao de lesdes oxidativas e de quebras de simples fita (SSBs, do inglés single
strand breaks) no DNA, especialmente quando exposto a luz UVA (SCHUCH e
MENCK, 2010).

Esses fotoprodutos, uma vez que sao formados através da ligacdo covalente
de pirimidinas adjacentes, causam distor¢des na dupla hélice do DNA, sendo que a
lesédo 6-4PP apresenta-se como mais distorciva. Essas distorgbes tornam-se
barreiras fisicas para as polimerases, tanto para as RNA polimerases que agem na
transcricdo como para as DNA polimerases que atuam na replicacado, levando ao
bloqueio desses processos fundamentais para o metabolismo celular. Apresentam
também diferengas quanto a proporcdo no genoma, sendo a lesdo CPD mais
abundante, uma vez que em doses equivalentes de UVC sao formadas uma média
de 3 a 5 CPDs para cada 6-4PP (LO et al., 2005; SAGE, 1993; VAN HOFFEN et al.,
1995). Outra diferengca marcante entre esses fotoprodutos € a cinética de remocéao
do genoma, e foi verificado que as lesées CPDs apresentam um reparo mais lento,
sendo uma possivel causa o menor grau de distorcao apresentado por essa leséo,
em relacdo ao 6-4PP (KOBAYASHI et al.,, 2001). Se nao reparadas, as lesdes
induzidas por luz UV podem levar a mutacées, com destaque para as transicoes de
C para T e de CC para TT, conhecidas como assinaturas do espectro mutagénico
induzido por UV, devido a insercao errbnea de adeninas no lugar das citosinas que
fazem parte dos fotoprodutos (MATSUMURA e ANANTHASWAMY, 2004).
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Figura 2 — Principais fotoprodutos formados pela luz UV.
Fonte: Adaptada de Batista et al., 2009.

1.1.2 Lesoes oxidativas no DNA

Introducéo

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo constantemente geradas em
nossas células, e podemos destacar algumas fontes de geracdo: 1) através da
radiacao pela luz UV, raios-X ou raios-gama; 2) produtos de reacdes de catalise
mediadas por metais, como as reagdes de Fenton; 3) através de poluentes
provenientes da atmosfera; 4) produzidos por neutréfilos e macréfagos durante a
resposta inflamatoria; e 5) sdo subprodutos das rea¢des que ocorrem na cadeia de
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transporte de elétrons, localizada na mitocondria, durante a respiragdo aerdbica;
entre outros mecanismos (VALKO et al., 2006). O termo EROs, bastante difundido,
inclui além dos radicais de oxigénio — que tem como conceito aquelas espécies que
contém um ou mais elétrons desemparelhados, como o radical hidroxila (‘(OH), o
6xido nitrico (NO") e o radical superéxido (O2") —, os derivados de oxigénio que nido
sao radicais, como o peréxido de hidrogénio (H-O,), o acido hipocloroso (HOCI), o
oz6nio (O3) e o oxigénio singlete ('0z) (HALLIWELL, 1999).

Em organismos saudaveis, a producao de EROs é balanceada por sistemas
de defesa antioxidante, contudo, esse balanco ndo é perfeito, e o excedente de
EROs causa danos em moléculas como o DNA, proteinas, lipideos e acucares
(HALLIWELL, 1999), sendo estimado que cerca de 100.000 danos ocorram
diariamente, em cada célula, decorrentes da presenca de EROs (FRAGA et al.,
1990). Os danos oxidativos no DNA podem tanto acontecer em suas bases como na
desoxirribose, assim como decorrer da formacédo de adutos originados pela ligacao
cruzada entre DNA e proteinas (EVANS et al., 2004). Alguns exemplos de bases
oxidadas podem ser encontrados na figura 3. Outra classe de danos causados sao
as quebras de simples fita da molécula de DNA (SSBs, do inglés single strand
breaks), que podem levar a formacdo de quebras de dupla fita (DSBs, do inglés
double strand breaks) caso a forquilha de replicacdo encontre as SSBs. A
peroxidacao lipidica também pode originar danos no DNA, como demonstrado pela
reacdo do malondialdeido (um produto da peroxidacao lipidica) com as bases do
DNA, o que leva a formacéao de adutos (VALKO et al., 2006).
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Figura 3 — Exemplos de bases oxidadas.
Fonte: Adaptada de Loft et al., 2008.
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Uma das lesdes oxidativas mais estudadas é a 8-oxo-7,8-dihidroguanina
(8-0x0G), e a sua presenca é frequentemente utilizada como um biomarcador da
extensdo do estresse oxidativo. Essa lesdo é particularmente deletéria devido a
mudanca de dois atomos do nucleotideo guanina (a introducdo de um grupo
hidroxila no carbono C8 e de um atomo de hidrogénio no nitrogénio N7), além da
sua habilidade em realizar o pareamento errdbneo G:A. As caracteristicas estruturais
da 8-oxoG permitem o bypass dessa lesdo pela DNA polimerase, tornando essa

lesdo extremamente mutagénica (DAVID et al., 2007).

A importancia das lesdes oxidativas no DNA é ainda maior quando se leva em
conta seu potencial mutagénico, sendo apontado como um dos agentes causais em
processos como envelhecimento e cancer (LOFT et al., 2008). E importante ressaltar
que, assim como o DNA genémico (DNAg), o DNA mitocondrial (DNAmt) é um alvo
das EROs, o que é potencializado pela sua proximidade com a cadeia de transporte
de elétrons, e a instabilidade do DNAmt tem sido apontada como uma das causas no
desenvolvimento de doencas neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson (DE
SOUZA-PINTO et al., 2008).

Tendo em vista o papel das lesdes oxidativas na saude humana, existe um
interesse crescente da comunidade cientifica no estudo dessas lesdes e de suas
consequéncias em diferentes modelos. Um agente comumente utilizado para induzir
esse tipo de lesdes é o azul de metileno (MB, do inglés methylene blue). O MB é um
fotossensibilizador que, apo6s ser iluminado no comprimento de onda correto,
absorve energia, levando a molécula ao estado excitado. A energia de excitacao
pode ser transferida para uma molécula de O,, gerando EROs como o oxigénio
singlete (HALLIWELL, 1999). Foi demonstrado que o tratamento com MB e luz gera
predominantemente lesdes do tipo 8-oxoG em DNA plasmidial (SCHNEIDER et al.,
1990), assim como em células e virus (EPE et al., 1993; FLOYD et al., 2004). Ainda,
o MB apresenta incorporacao em células e tecidos, devido a sua carga positiva € o
seu carater hidrofilico, e uma baixa toxicidade quanto ndo é fotossensibilizado
(BLAZQUEZ-CASTRO et al., 2009). Tais caracteristicas levaram essa substancia a
se tornar uma importante ferramenta nos estudos que pretendem avaliar as

respostas frentes aos danos genotoxicos produzidos por agentes oxidativos.
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1.2 O contra-ataque: respostas aos agentes genotoxicos

Uma vez que a célula é exposta a agentes genotoxicos, uma série de
modificacdes na fisiologia celular sera desencadeada, seja como respostas ao dano
ou como consequéncias dos mesmos. A amplitude dessas respostas e seu
repertdrio sdo variaveis conforme o agente que provocou a lesédo, a dose e o tempo
de exposicao. Entre essas alteragdes no metabolismo celular podemos destacar: 1)
remocao do dano e restauracido da integridade da dupla fita pelo reparo de DNA; 2)
ativacdo de mecanismos de checkpoint; 3) respostas transcricionais, ocorrendo tanto
modulacado da expressao de genes como inibicdo do processo transcricional; 4)
inducdo de mecanismos de morte celular, como a apoptose; 5) eventos
mutagénicos; 6) inibicdo da replicagao; 7) ativacado de mecanismos de tolerancia aos
danos (SANCAR et al., 2004; YANG e ZOU, 2009).

Uma das respostas celulares aos danos genotoxicos ocorre através da
ativacdo de mecanismos de checkpoint. Os checkpoints de danos ao DNA
constituem vias bioquimicas que sao ativadas em resposta ao dano, que culminam
na parada do ciclo celular. Originalmente, o termo se refere a pontos especificos
onde as células sdo checadas quanto a integridade do DNA, e, caso exista dano, ha
uma parada no ciclo, permitindo a acdo das vias de reparo de DNA e das
polimerases de sintese translesao, para entdao poderem prosseguir no ciclo celular,
evitando a formacao de células contendo mutacdes e aberracbes cromossOmicas
(SANCAR et al., 2004). Caso a extensdo do dano seja muito elevada, havera o

disparo dos mecanismos de morte celular, como a apoptose.

As proteinas de checkpoint sdo recrutadas para os sitios contendo lesées,
frequentemente pelos proprios complexos de reparo que geram intermediarios que
funcionam como sinais para ativar tal resposta, ou por proteinas sensoras, como
Rad9, Rad1, Hus1 e Rad17. Apés a ativacao, os transdutores (como ATM e ATR)
transmitem e amplificam o sinal através de uma cascata de sinalizagdo envolvendo
principalmente fosforilacdo de proteinas que participam desse processo (por
exemplo, Chk1, Chk2 e p53), até chegar aos alvos, que geralmente sdo as
maquinarias de reparo de DNA e de ciclo celular (BRANZEI e FOIANI, 2008;
NAKANISHI et al., 2006). Uma visualizagdo conceitual da transdugao de sinal que
ocorre no checkpoint pode ser encontrada na figura 4.
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Figura 4 — Transdugéo de sinal que ocorre na ativagdo de mecanismos de checkpoint.
Fonte: Adaptada de Nakanishi et al., 2006.

Outra importante resposta das células é a parada da replicagdo. Uma vez que
encontramos danos no DNA, como os fotoprodutos, a célula precisa primeiramente
lidar com estes danos, para entdo prosseguir no ciclo e assim evitar a mutagénese,
ou, como ja mencionado, caso a extensido dos danos celulares seja muito elevada,
outro destino possivel é a morte celular. Sendo assim, a replicagdo no DNA é
interrompida, tanto para evitar a fixacdo da mutacdo, como pelo proprio bloqueio
fisico da forquilha frente as lesdes (NIKOLAISHVILI-FEINBERG e CORDEIRO-
STONE, 2001). Ainda, temos como fatores que influenciam nesta interrupcéo o
atraso na progressao do ciclo gerado pela ativacdo dos mecanismos do checkpoint,
além da inibicdo do surgimento de novas origens de replicagdo (HEFFERNAN et al.,
2002).

Porém, no repertério da maquinaria de replicacao, as células também contam
com um mecanismo conhecido como sintese translesao (TLS, do inglés translesion
synthesis), no qual participam polimerases passiveis de erro, que sdo especializadas
em realizar o bypass de lesdes, evitando a parada da replicagdo (LEHMANN, 2002).

Com relacao as lesbes causadas por UV, destacam-se duas DNA polimerases para
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a TLS: DNA polimerase n e . Enquanto a poln esta envolvida principalmente com o
bypass de lesdes como o CPD (MASUTANI et al., 1999), foi demonstrado que a polC
€ a polimerase envolvida na tolerancia frente as lesdes do tipo 6-4PPs (NAKAJIMA
et al., 2004).

1.3 Reparo de DNA: o guardiao do genoma

O reparo do DNA ¢é fundamental para a manutencédo do equilibrio da vida, e
0s organismos, tanto procariotos como eucariotos, contam com uma complexa e
intrincada rede de vias de reparo de DNA. A ampla variedade de lesbes, e a
necessidade de uma acurada correcdo, tornam necessaria a existéncia de uma
ampla gama de mecanismos para corrigi-las, e que muitas vezes funcionam como
um backup entre si, garantindo a integridade do genoma. Devido ao seu papel o
reparo de DNA é conhecido como “guardiao do genoma”, e os genes que codificam
as proteinas que participam desse processo celular sdo classificados como
supressores de tumor. Diversos estudos tém observado a participacado de proteinas
de uma via atuando em outras vias de reparo (SUGASAWA, 2008), o que demonstra
a caracteristica de rede na qual é organizada essa importante estratégia de

sobrevivéncia celular.

O mecanismo de reparo que sera ativado depende, primeiramente, do tipo de
lesdo. Além do tipo de lesao, outro fator importante € o tipo celular e a etapa do ciclo
celular ou diferenciacao na qual a célula se encontra. Um exemplo sdo as células
com diferenciacdo terminal, como 0s neurdnios, que apresentam modulacdo da
atividade de suas vias de reparo, mantendo ativa principalmente a via que repara
genes que estdo sendo transcritos, enquanto outras vias estdo reguladas
negativamente (NOUSPIKEL, 2007). Outra caracteristica marcante que se tornou um
recente objeto de estudo é a organizacao espacial e temporal da maquinaria de
reparo, demonstrando que a arquitetura do nucleo, com a estrutura e a dindmica da
cromatina, em uma organizacdo nao-randémica do genoma, sao aspectos
importantes na manutengédo do genoma (MISTELI e SOUTOGLOU, 2009).

Algumas lesdes sao objetos de reparo por reversao direta, e a fotorreativagéo,

que sera melhor discutida na proxima secdo, € um exemplo desse mecanismo
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simples e direto. Outro exemplo €& a proteina metil-guanina-metil-transferase
(MGMT), que atua de forma “suicida”, transferindo o grupo alquil de uma base
metilada para um residuo de cisteina da prépria proteina de reparo, que se torna
inativa (SHRIVASTAV et al., 2010). No reparo conhecido como Mismatch Repair
(MMR) a deteccdo de emparelhamentos erréneos ou de insercdes/delecdes, que
podem ocorrer devido a erros replicativos ou alteracdes da base, leva a incisao da
fita lesionada que depois é resolvida por nucleases, polimerases e ligases (JIRICNY,
2006).

Para o reparo de duplas quebras da fita de DNA (DSBs), existem dois
mecanismos principais: o NHEJ (Non Homologous End Joining) e o HR
(Homologous Recombination). No reparo conhecido como NHEJ, as duplas quebras
sao reconhecidas pela proteina Ku, que por sua vez ativa as quinases DNA-PKcs, e
estas levam ao recrutamento e ativagcdo de proteinas de processamento,
polimerases e DNA ligase IV (LIEBER, 2008). Esse € um mecanismo passivel de
erro, mas com a vantagem de possibilitar o reparo independente da fase do ciclo na
qual a célula se encontra. Ja o HR é um mecanismo mais acurado, porém, devido a
dependéncia de mecanismos de recombinacdo, acontece somente em células que
estejam em fase S ou G2, uma vez que apenas nessas células é possivel utilizar a
sequéncia da cromatide-irma para a realizacao do reparo. Existem diversas subvias
de HR, mas basicamente, o processo ocorre da seguinte forma: acontece a geracéao
de DNAsf (DNA simples fita); essa extremidade é utilizada na invasdo da fita nao
danificada que possui a sequéncia homédloga; segue-se a acdo de polimerases,
helicases entre outros componentes para a resolugdo da juncédo do tipo Holliday
formada; finaliza-se com a ligacdo do DNA e restauracdo da integridade da dupla
fita. E importante ressaltar que a maquinaria de HR ndo é somente utilizada no
reparo, uma vez que também participa da resolucdo de forquilhas de replicacao
bloqueadas, da segregacdo cromossémica que ocorre durante a meiose, assim

como da manutencao dos teldmeros (SUNG e KLEIN, 2006).

Outras vias de reparo sdao o NER (Nucleotide Excision Repair), que
juntamente com as fotoliases € um dos principais mecanismos para a remog¢ao de
fotoprodutos do genoma, e o BER (Base Excision Repair), que participa do reparo de
bases modificadas e de sitios AP. Esses mecanismos serdo detalhados nas

proximas segoes.
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1.3.1 BER, uma via frequente

Uma vez que a célula é exposta aos agentes oxidativos, diversos tipos de
lesbes no DNA podem ser gerados. Algumas dessas lesbées podem levar a
disfuncdes celulares, o0 que por sua vez pode levar a célula ao processo de morte ou
senescéncia (CHEN et al.,, 2007). Podemos ter ainda o pareamento errbneo de
bases modificadas, que se nao forem reparadas, resultam na incorporagdo de uma
base incorreta pela DNA polimerase, causando mutacées (ROBERTSON et al.,
2009). E importante ressaltar que o DNA ndo pode ser substituido quando
danificado, e os organismos desenvolveram uma série de mecanismos para
preservar o DNA dos efeitos danosos gerados pelo estresse oxidativo, sendo que a
principal via de reparo de DNA que lida com essas injurias ao material genético é
conhecida como Base Excisin Repair (BER).

O BER é provavelmente a via de reparo utilizada com maior frequéncia, e é
responsavel pela restauracdo de diversos tipos de lesdo, incluindo bases
modificadas e sitios AP (FRIEDBERG et al., 2006). Essa via de reparo foi
descoberta por Lindalh ha mais de trés décadas, que, em sua procura por alguma
atividade catalitica capaz de remover a base mutagénica uracila do DNA, identificou
uma atividade enzimatica que catalisa a remocao da uracila como uma base livre
(LINDAHL, 1974), levando a descoberta da uracil DNA glicosilase. Diversas
glicosilases foram reveladas desde entédo, e elas participam do cerne que permeia
esse mecanismo de reparo, juntamente com AP endonucleases (ou AP liases), DNA
polimerases e DNA ligases.

O mecanismo de BER é iniciado pelo reconhecimento e remocéo da base
modificada pela DNA glicosilase, gerando um sitio AP. Existem diversas glicosilases,
que reconhecem tipos especificos de lesdes, sendo que algumas lesdes sao
reconhecidas por mais de uma glicosilase, conferindo um grau de redundancia ao
processo (MAYNARD et al., 2009). Um exemplo de glicosilase é a OGG1,
responsavel pelo reconhecimento e excisdao da base modificada 8-oxoG (DAVID et
al., 2007). O passo seguinte € a clivagem do DNA no sitio AP, que pode ser
realizado pela AP endonuclease ou pela atividade de AP liase que é encontrada em
DNA (¢licosilases bifuncionais, sendo que essas excisdes geram diferentes

intermediarios que devem ser processados.
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Os passos seguintes podem ser realizados por duas maneiras: pela via curta
(Short-Patch Repair) que remove apenas um nucleotideo, ou pela via longa (Long-
Patch Repair) que remove de 2-8 nucleotideos (figura 5). Existe uma grande
discussao na literatura sobre a decisao entre essas duas vias, existindo hipéteses
como a disponibilidade de ATP préximo ao sitio AP ser um fator decisivo, assim
como ser definido pelo tipo de intermediario que é gerado apds a incisdo que ocorre
préximo ao sitio AP (o que é dependente da glicosilase e do tipo de lesao), entre
outras proposi¢cdes. Na via curta, a DNA polimerase B realiza o processamento do
intermediario gerado, e posteriormente ocorre a ligacdo da cadeia de DNA pela acao
da DNA ligase lll. Ja na via longa, existe a participacdo da DNA polimerase 3 ou 9,
que polimerizam mais que um nucleotideo, gerando um substrato que é resolvido
pela endonuclease FEN1, e a jungcdao ocorre pela atividade da DNA ligase |
(MAYNARD et al., 2009; ROBERTSON et al., 2009).
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Figura 5 — Vias utilizadas no BER. Ocorre o reconhecimento e remog¢ao da base modificada
pela DNA glicosilase, sendo seguida pela incisdo da cadeia nucleotidica. Os
passos seguintes podem ser realizados através da via curta (esquerda) ou pela
via longa (direita). H4 o processamento do intermediario pelas DNA polimerases
(entre outras proteinas), com posterior ligagéo da fita do DNA. Maiores detalhes
podem ser encontrados no texto.

Fonte: Adaptada de Robertson et al., 2009.
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1.3.2 Fotorreativacao, um mecanismo simples e sem erro

A fotorreativacdo foi o primeiro mecanismo de reparo descrito, sendo
descoberta simultaneamente por Kelner (1949) e Dulbecco (1949). E um mecanismo
direto e envolve a participagdo de uma unica proteina, denominada fotoliase. Devido
a essa natureza, ele € um processo mais rapido e econdmico, e menos passivel de
erros. Diferentes fotoliases removem especificamente as fotolesées com o auxilio da
luz visivel, sendo classificadas como CPD fotoliase ou 6-4 fotoliase. Ambas mostram
uma extrema eficiéncia no que diz respeito a discriminagcdo de ligacdo aos
respectivos alvos de reparo, comparavel ao que é visto para as proteinas que ligam
DNA de maneira sequéncia especifica (ESSEN, 2006; SANCAR, 2003).

Seu mecanismo de agao envolve a ligacdo da fotoliase ao dimero (num passo
independente de luz) e, apds absorver um féton de luz azul (cujo comprimento varia
de 350 a 450 nm), cliva as ligagdes covalentes formadas entre as pirimidinas
adjacentes, restaurando os nucleotideos a sua forma nativa e entdo se dissocia do
DNA (DEISENHOFER, 2000; HEARST, 1995; MEDVEDEV e STUCHEBRUKHOQOV,
2001). Essas enzimas apareceram precocemente na evolugdao, sendo encontradas
nos trés dominios da vida: Arquéia, Bactéria e Eucaria. Porém, durante a evolucao,
essa preciosa enzima foi perdida, nao sendo encontrada em mamiferos placentarios,
incluindo o homem (MENCK, 2002). Nesses organismos foram encontrados
paralogos das fotoliases, os criptocromos, que estdo envolvidos na regulacdo do
ritmo circadiano (LUCAS-LLEDO e LYNCH, 2009). Para lidar com as fotolesdes,
esse grupo de organismos conta principalmente com o0 mecanismo de reparo

conhecido como NER.

1.3.3 NER, a flexibilidade

Apébs a descoberta da fotorreativacao, diversos grupos passaram a estudar o
reparo que acontecia na auséncia de luz, que foi denominado dark repair.
Experimentos conduzidos no comego dos anos 60 levaram a revelagdo de aspectos
fundamentais associados a esse reparo independente de luz, e em 1964 Hanawalt e

Pettijon demonstraram a sintese de DNA ligada ao reparo que ocorre nas células
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apds exposicdo a luz UV, definindo o processo que hoje conhecemos como
Nucleotide Excision Repair— NER (FRIEDBERG et al., 2006).

O NER é capaz de lidar com uma grande variedade de lesdes, uma vez que o
substrato para esse mecanismo de reparo sdo danos capazes de provocar
distorcées na dupla hélice do DNA, ocorréncia comum a uma ampla gama de
agentes genotdxicos (como a luz UV). Ele pode ser subdividido em duas subvias: o
GGR (reparo de genoma global) e o TCR (reparo acoplado a transcricao). O GGR é
responsavel por remover lesbes do genoma como um todo, e remove
predominantemente 6-4PPs, que distorcem mais a dupla-hélice do DNA que os
CPDs. Essas ultimas fotolesbes s&o removidas principalmente pelo TCR
(HANAWALT e SPIVAK, 2008), que reparam fitas que estdo sendo transcritas no
genoma e exibe uma taxa de reparo mais veloz e eficiente. A primeira evidéncia
desse reparo preferencial foi documentada por Bohr et al. (1985), que demonstraram
que a remocao de dimeros de pirimidina ocorre de forma muito mais eficiente em um

gene ativamente transcrito do que em dominios nao transcritos do genoma.

Em resumo, os passos sequenciais da via NER sdo: reconhecimento da
lesdo, abertura da dupla hélice, incisdo da fita danificada, retirada do
oligonucleotideo contendo a leséo, ressintese e ligacdo (figura 6). No GGR o
reconhecimento da lesdo e recrutamento das demais proteinas envolvidas no reparo
€ realizado pelos complexos protéicos XPC-HR23B e DDB-XPE (DDB - Damaged
DNA Binding protein). Ja no TCR, a parada da RNA polimerase Il durante a
transcricdo, devido ao encontro com a lesdo, é o sinal de reconhecimento do dano
ao DNA, e nesse estagio dois fatores especificos do TCR séo requeridos: CSA e
CSB, para o deslocamento da polimerase bloqueada, permitindo assim o acesso da
maquinaria de reparo ao sitio da lesdo. Os estagios subsequentes parecem ser
semelhantes em GGR e TCR. O pr6ximo passo dessa via é a formagcao do complexo
de relaxamento do DNA ao redor da lesédo, e para atingir essa conformacéao
contamos com duas DNA helicases, XPB e XPD, que fazem parte de TFIIH (um fator
de transcricdo da RNA Polimerase Il), além do complexo RPA-XPA, responséavel
pela estabilizacdo das proteinas do reparo no sitio da lesdo. Prossegue-se entao a
excisao da regiao na qual se encontra a lesdo, realizada pelas endonucleases
especificas XPG (incisdo 3’) e ERCC1-XPF (incisdo 5’), sendo que, apesar de
ocorreram quase que sincronicamente, a incisdo 5’ precede a incisao 3. Antes que
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se finalize o processo de incisdo pelas endonucleases, a ressintese do DNA tem
inicio, minimizando a quantidade de DNA simples fita exposto durante o processo. O
estagio final do NER é promovido pela acao dos fatores de replicacdo RPA, RFC,
PCNA e DNA polimerase o e € para o reparo, que sintetizam um novo fragmento,
tendo a fita complementar intacta como molde, preenchendo assim a regido lesada
que foi excisada e restabelecendo a integridade do DNA (COSTA et al., 2003;
NOUSPIKEL, 2009; STARESINCIC et al., 2009).

Reparo de genoma global Reparo acoplado a transcricao

(GGR) (TCR)
S,AS, 5 RNApolll .3
¥ * 5 3 * —
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Figura 6 — Mecanismo do NER. Esse mecanismo de reparo é constituido de duas subvias:
GGR e TCR, que basicamente diferem quanto ao modo de reconhecimento da
lesdo, sendo realizado pelo complexo XPC-HR23B no GGR e pelo bloqueio da
RNA polimerase devido ao encontro com a lesédo no TCR. Os passos
sequenciais da via NER séo: reconhecimento da lesdo, abertura da dupla hélice,
incisdo da fita danificada, retirada do oligonucleotideo contendo a lesao,
ressintese e ligacao.

Fonte: Adaptada de Lima-Bessa e Soltys et al., 2009.
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1.4 Sindromes ligadas ao NER

Deficiéncias no NER levam ao reparo defectivo do DNA e ao desenvolvimento
de doencas autossbmicas recessivas, como Xeroderma Pigmentosum (XP),
sindrome de Cockayne (CS), tricotiodistrofia (TTD), sindrome cérebro-6culo-facio-
esquelética (COFS), sindrome XP combinada com deSanctis-Cacchione (XP-DSC),
sindrome UV-sensivel (UVSS), além da sindrome XPF-ERCC1 (XFE), que
apresentam em comum a fotossensibilidade, além de serem sindromes raras
(ANDRESSOO e HOEIUMAKERS, 2005; CLEAVER et al., 2009; NOUSPIKEL, 2009;
SCHUMACHER et al., 2009).

Xeroderma pigmentosum foi originalmente reportada em 1874 pelos
dermatologistas Hebra e Kaposi, que batizaram a sindrome, e em 1932 de Sanctis e
Cacchione foram os primeiros a associar XP com anormalidades neurolégicas
(CLEAVER, 2008). Foi somente no final nos anos 60, quase um século apos a
primeira descricdo da sindrome, que o entdo estudante de medicina James Cleaver
verificou que as células desses pacientes, apos exposicao a luz UV, apresentavam
deficiéncia na replicagcdo que ocorre em decorréncia do reparo (CLEAVER, 1968).
Essa foi a primeira vez que uma sindrome humana foi relacionada com deficiéncias
no reparo de DNA, e abriu o caminho para o promissor campo de investigagcao que

procura estabelecer a relagao entre danos no DNA, reparo, mutagénese e cancer.

Os anos que se seguiram a descoberta da deficiéncia de reparo em XP foram
marcados por grandes avangos na area de reparo de DNA. Uma das fases
importantes foi a determinacao dos grupos de complementacéo, realizado através de
ensaios que envolviam a fusdo de células em cultura e verificagdo da capacidade
dessas células fusionadas em recuperar o fenoétipo proficiente em reparo (DE
WEERD-KASTELEIN et al.,, 1972). Através desses estudos, e com a posterior
clonagem dos genes de reparo, verificou-se que defeitos em sete diferentes genes
que codificam para proteinas que participam do NER (grupos de complementacao
XP-A a G), e mais um grupo variante (XP-V), que codifica para uma polimerase de
sintese translesdo, a pol n (MASUTANI et al., 1999), levam ao fendtipo clinico de
XP. Pesquisas com as células desses pacientes ajudaram a elucidar diversas

respostas aos estresses genotoxicos, assim como as consequéncias das mesmas
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para o0 organismo, € uma visao resumida pode ser encontrada na figura 7.
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outros Mutagénese; Cancer de pele;
agentes
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Figura 7 — XP e as consequéncias do reparo defectivo do DNA. Pacientes XP apresentam
um reparo defectivo devido as mutagdes encontradas nos genes que codificam
para proteinas que participam da via NER, assim como em um gene que
codifica uma polimerase de sintese translesado. Isso ocasiona sensibilidade a luz
solar, com severas manifestagées cuténeas incluindo cancer de pele. Alguns
pacientes também apresentam outras caracteristicas clinicas, como
envelhecimento precoce e neurodegeneragdo, que podem ter sua causa na
exposicdo a outros agentes genotdoxicos, como as espécies reativas de
oxigénio.

Fonte: Adaptada de Lima-Bessa e Soltys et al., 2009.

XP é uma sindrome rara e hereditaria, transmitida por um trato autossémico e
recessivo. A frequéncia varia ao redor do mundo, tendo a estimativa de 1:1 milhdo
na Europa e EUA (MORIWAKI e KRAEMER, 2001) e com incidéncias maiores em
algumas regides, como o Japao, onde a estimativa é de 1:100.000 (TAKEBE et al.,
1987). Os primeiros sinais de XP aparecem precocemente na infancia, quando os
individuos apresentam severas queimaduras apds uma minima exposicao solar. Um
ponto critico para os pacientes XP é evitar a luz solar devido a sua baixa capacidade
de reparar as lesdes genotoxicas geradas pela acao da UV, e esta prevengao pode
incluir a mudanca das atividades para o periodo noturno, motivo pelo qual muitas
vezes sao chamados de “criancas da lua”. O diagnéstico precoce € de extrema
importancia para a prevengao da exposicao a luz solar, o que pode minimizar os

efeitos na pele.

As caracteristicas clinicas usadas no diagnostico de XP sdao a severa
fotossensibilidade, hiperpigmentacado da pele (poiquilodermia), pele excessivamente
seca (xerose), envelhecimento precoce da pele, presenca de tumores (carcinomas

baso e espino celulares, e em menor frequéncia os melanomas), além de alguns
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casos apresentarem outros sintomas como manifestacbes neurolégicas e
oftalmoldgicas (HENGGE e EMMERT, 2008). A incidéncia de cancer de pele é cerca
de 1.000 vezes maior que a média da populacédo, e muitos pacientes XP morrem de
neoplasia, diminuindo a expectativa de vida em cerca de 30 anos (CLEAVER, 2000),
além de apresentarem um aumento de 10 a 20 vezes no risco de desenvolver
diversos tipos de céancer internos antes de completarem 20 anos (DE BOER e
HOEIUMAKERS, 2000). Existe uma heterogeneidade no grau de manifestacoes
clinicas, de pacientes com fenétipo moderado aqueles severamente afetados e com
a capacidade neurolégica comprometida, o Ultimo caso principalmente em pacientes

XP-A e em individuos que possuem o fenotipo XP combinado com CS (XP/CS).

A sindrome de Cockayne (CS) é uma sindrome predominantemente ligada a
deficiéncias neuroldogicas e de desenvolvimento. Existem cinco grupos de
complementagcao, sendo que dois deles apresentam mutagdes nos genes CSA ou
CSB, enquanto o restante envolve mutacées nos genes XPB, XPD ou XPG, que
originam o fenétipo XP/CS. No nivel celular, linhagens CS-A e CS-B séo deficientes
em TCR, enquanto células obtidas de pacientes XP/CS sao NER-deficientes, seja
para TCR ou GGR (NOUSPIKEL, 2009).

Tricotiodistrofia (TTD) também € uma sindrome que apresenta anormalidades
neurolégicas e de desenvolvimento, além dos pacientes apresentarem cabelos
quebradicos, uma caracteristica marcante dessa sindrome, devido a deficiéncia em
cisteina nas proteinas que compdéem o fio capilar. Até o momento quatro genes
foram identificados como responsaveis pelo fenétipo TTD: XPD, XPB, TTDA e
TTDN1. Enquanto a funcdo de TTDN1 ainda é desconhecida, sabe-se que as
demais proteinas (XPB, XPD e TTD-A) sdo subunidades de TFIIH, um complexo
envolvido tanto na transcricdo quanto no NER (STEFANINI et al., 2009). Muitos
aspectos de XP, CS e TTD se sobrepde, enquanto outros sdo caracteristicos de
cada sindrome, como podemos observar na tabela 1.
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Tabela 1 — Caracteristicas clinicas e celulares de XP, CS e TTD.

Caracteristica XP CS TTD
XPA-G e CSA, CSB, XPB, XPB, XPD,
Jenes POLH (XP-V) XPD e XPG TTDN1 e TTDA
fotossensibilidade cutanea ++ + -0u +
disturbios na pigmentacao + - -
anormalidades na coérnea e oral + - -
Xerose + - -
cancer de pele ++ - -
neurodegeneragao - oU + + .
baixa taxa de crescimento - OU+ ++ ++
desenv. sexual comprometido - ou + + -0ouU +
surdez -0oU+ -ou+ ++
retardo mental - 0u + ++ ++
icitiose - - - OU+
cabelo quebradigo - - ++
expressdo da face alterada - + +
retinopatia - ++ -
carie dental - ++ +
expectativa de vida reduzida 12,25 anos (média) 6 anos (mediana)
hipermutabilidade ++ nd nd
deficiéncia em GGR ++ - -ou+
deficiéncia em TCR ++ ++ -Ou+
sensibilidade & UV ++ + +
sensibilidade & EROs - + nd

Fonte: Adaptada de Cleaver, 2009.

Y

Nota: Os simbolos correspondem a auséncia (-) ou presenga (+) da caracteristica; (++)
implica que € uma das caracteristicas mais marcantes da sindrome; nd = ndo determinado.

No momento nao existe cura para XP, assim como para CS ou TTD, e os
tratamentos disponiveis sdo limitados. O diagndstico precoce e evitar a exposicao
solar continuam sendo as principais defesas desses pacientes. Algumas estratégias
terapéuticas estdo sendo empregadas ou desenvolvidas, como a correcao
genotipica através do uso de vetores virais e terapia celular (ainda em fase de
investigagdo pré-clinica), que objetivam a melhora da qualidade de vida desses
pacientes e de suas familias, que tanto contribuiram para o avancgo da ciéncia. Uma
abordagem sobre as possiveis terapias para XP pode ser encontrada na revisao
anexada ao final dessa tese (ANEXO B).
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1.5 A proteina XPG e os fenotipos clinicos associados

A proteina XPG é uma endonuclease que cliva o DNA lesado por luz UV, e
outros tipos de lesdes, aproximadamente a cinco nucleotideos do sitio da lesdo na
direcdo 3’ e também é requerido (de uma forma nao-enziméatica) para a precedente
incisdo 5 pelo heterodimero XPF/ERCC1 durante o NER (MU et al., 1996;
STARESINCIC et al., 2009). Individuos XP-G exibem uma severa deficiéncia em
NER, contudo encontra-se presente uma atividade residual da proteina XPG
(EMMERT et al., 2002). Mutacdes nesse gene podem produzir ndo so6 caracteristicas
de XP, mas também podem levar a exibicdo de caracteristicas de XP combinadas
com sintomas de CS, o que ocasiona o fenétipo XP/CS (RAPIN et al., 2000). Ainda
nao estao claras as causas do fen6tipo XP-G/CS. A disrupcao por nocaute do gene
XPG em camundongos leva a morte pos natal precocemente, indicando uma funcao
crucial para XPG além da conhecida em NER (HARADA et al., 1999). Foram
produzidos camundongos mutantes que tiveram o truncamento da proteina XPG,
sendo deletados os ultimos 360 aminoéacidos, e estes animais apresentaram um
fenétipo que se assemelha a CS (SHIOMI et al., 2004). Duplos mutantes para o
gene XPA e para o exon 15 de XPG apresentam severo retardamento no
crescimento e diminuicdo do tempo de vida do camundongo (SHIOMI et al., 2005).

Existem indicios de que mutagbes que produzem uma proteina truncada
levam a perda de uma segunda funcao hipotética, que entao resultaria no fenétipo
CS (EMMERT et al., 2002; NOUSPIKEL et al., 1997). Uma das possibilidades foi
proposta pela identificacdo da interacdo de XPG com hNth1, atuando como cofator
dessa glicosilase, favorecendo a montagem das proteinas da via de reparo BER na
lesdo (KLUNGLAND et al.,, 1999). Ainda, temos o envolvimento de XPG com o
coativador de transcricdo PC4, que demonstrou ter atividade preventiva de
mutagénese e morte por danos oxidativos ao DNA, independente da sua atividade
como coativador. Aparentemente, PC4 age na retirada de XPG de locais onde a
RNA polimerase encontra-se presa devido ao encontro com alguma lesao, liberando
o sitio para que possa haver o reparo desse dano (WANG et al., 2004). Outro
estudo apontou o papel de XPG na estabilizacao do fator de transcricao TFIIH, e
mostrou que células XP-G/CS sao deficientes na fosforilacdo e transativacdo de
receptores nucleares, demonstrando um papel na regulacao da expressao génica e
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uma possivel explicagdo para o fenotipo XP/CS (ITO et al., 2007). Muitas questdes
acerca das funcoes de XPG ainda permanecem nao esclarecidas, entre elas qual é
a sua conformacao ativa, se possui funcao especifica em organismos multicelulares,
a existéncia ou ndo de TCR de lesbes oxidativas e seu envolvimento, além do seu
papel na replicacao do DNA lesado e apoptose (CLARKSON, 2003).

O presente estudo tem como um dos objetivos determinar a natureza
genotipica de pacientes brasileiros pertencentes ao grupo de complementacao
XP-G. O grupo de complementacao destes pacientes foi verificado pelo laboratério
liderado pelo Dr. Alain Sarasin (Institut Gustave Roussy, Franca) e pela Dra. M.
Stefanini, através de um teste de complementacao utilizando heterocarion. O teste
envolve a fusdo celular e consequente producdo de heterocarions, com posterior
verificacdo da capacidade de reparo através de UDS (Unschedule DNA Synthesis,
ou sintese de DNA nao programada). Neste ensaio, células provenientes de
diferentes grupos de complementacdo foram fusionadas com a célula XPO1RJ
(paciente XP brasileiro), e entdo esses heterocarions foram irradiados com luz UVC
e cultivados em meio com timidina-H>. A sintese de DNA ligada ao reparo, quando
polimerases especificas inserem nucleotideos na porcdo que foi excisada do
material genético por conter algum dano, leva a incorporagdo da timidina marcada
radioativamente. Posteriormente, através de autorradiografia e visualizagcdo em
microscépio éptico, observam-se granulos nas células que possuiram a capacidade
de reparar o DNA lesado pela irradiacdo (figura 8), e onde n&o houve a
complementacdo, essa marcacao nao € observada e, portanto, a célula em questao
pertence ao mesmo grupo de complementagcédo da célula com a qual foi fusionada.
Os resultados destes testes para as células estudadas nesta tese estao
demonstrados na tabela 2.
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Célula sem lesdes ou

EELLE B ECEE ! deficiente no reparo
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Figura 8 — Principio do ensaio de UDS. Células que foram expostas ao agente genotéxico
(como a luz UV) e que sao proficientes no reparo sdo capazes de incorporar
nucleotideos radioativos na etapa de ressintese ligada ao reparo. Apés
revelagdo por autorradiografia, podemos observar a presenca de granulos no
nucleo dessas células, e a auséncia dos mesmos em células que nao foram
danificadas ou que s&o deficientes em reparo.

Fonte: Adaptada de Marrot e Meunier, 2008.

Tabela 2 — Teste de complementagao génica através de fusdo celular para a verificacao do
grupo de complementagao das células XP01RJ (paciente brasileiro).

Fusao celular Homocarion Heterocarion
A B A+A B+B A+B
XP20PV
XPO1RJ 51+0,5 3,3+0,3 50,8+2,1
(XP-A)
XP24PV
XP0O1RJ 5,1+0,4 6,5+0,5 49,0+2,8
(XP-C)
XP23PV
XP0O1RJ 4,8+0,3 17,60,9 48,3+1,7
(XP-E)
XPCS2BA
XPO1RJ 6,010,4 6,2+0,4 52,4+2 8
(XP-B)
XP20BE
XPO1RJ 5,0+0,3 2,840,2 5,6+0,5
(XP-G)

Nivel normal: Fb380 43,4+2,2

Nota: Os valores expressos conrrespondem a média do numero de granulos/nicleo e o
desvio padrdo. Maiores detalhes sdo encontrados no texto.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos na presente tese permitem levar a algumas conclusoes,

dentre as quais destacamos:

As células dos pacientes XP-G brasileiros exibem a alta fotossensibilidade
caracteristica da sindrome XP, devido a incapacidade dessas células em lidar
com os fotoprodutos;

A linhagem XP-G/CS apresenta elevada sensibilidade frente ao estresse
oxidativo induzido por MB fotossensibilizado, o que ndo é observado em
linhagens XP-G e nos controles aqui utilizados, sugerindo que células XP-G
lidam de forma semelhante as células proficientes no reparo quando expostas

a esse tratamento;

Células XP-G/CS apresentam um bloqueio na fase G2/M apds tratamento
com MB associado a luz visivel, o que pode ser um indicio da permanéncia de

danos no genoma dessas células;

A expressao de XPG, tanto no nivel transcricional como traducional, € normal
no paciente XP-G brasileiro, e a proteina XPG é expressa de forma

constitutiva, ndo sendo induzida apés irradiacao com luz UVC;

A expressao de pol n é induzida apés irradiacao com luz UVC, e esta proteina

encontra-se ausente nas células do paciente XPO5SP, um provavel XP-V;

Os pacientes XP-G brasileiros sao heterozigotos compostos para duas
mutacdes missense: c.83C>A (p.Ala28Asp) e ¢.2904G>C (p.Trp968Cys),
sendo que tais alteracbes mostraram-se com um impacto negativo sobre a
funcionalidade da proteina XPG (dados in silico), e a mutagao p.Ala28Asp nao
€ capaz de realizar a retomada completa do processo de reparo em células
XP-G/CS, sendo observada uma atividade residual da proteina mutada.
Essas duas mutacdes ainda ndo foram descritas e vem a somar a um total de

seis mutacdes agora conhecidas no gene XPG;

O polimorfismo p.Asp1104His apresentou divergéncia nas analises quanto ao
impacto que exerce sobre a fungdo de XPG, assim como também ha
divergéncia na literatura, sendo necesséaria uma analise funcional para avaliar

o real impacto dessa substituicdo na proteina.
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