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RESUMO 

Lerner LK. Papel das proteínas XPD e DNA polimerase eta nas respostas de células 
humanas a danos no genoma [Tese]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade 
de São Paulo; 2014. 

A via de Reparo por Excisão de Nucleotídeos (NER) é responsável pelo reparo das lesões 
causadas pela luz ultravioleta (UV) e de outras lesões capazes de distorcer a dupla hélice, 
bloqueando a replicação e a transcrição. Os pacientes que apresentam as síndromes recessivas 
raras Xeroderma Pigmentosum (XP), tricotiodistrofia (TTD) e síndrome de Cockayne (CS) 
possuem mutações em algum dos 11 genes relacionados ao NER e à transcrição basal. 
Mutações na proteína XPD levam ao surgimento de diferentes fenótipos: XP, TTD, XP/CS ou 
COFS (Cerebro-Oculo-Facio-Skeletal Syndrome), uma forma rara de CS. Os pacientes XP 
apresentam alta incidência de câncer de pele, o que não ocorre com os pacientes TTD e CS, 
além de poderem apresentar perda neuronal progressiva, enquanto todos os CS e TTD 
apresentam uma diminuição na mielinização do cérebro. As neuropatologias são 
provavelmente associadas a problemas no reparo de danos endógenos no DNA das células 
nervosas. Diversos trabalhos mostraram o envolvimento do NER no reparo desses danos, os 
quais pensava-se serem reparados apenas por outro mecanismo, o Reparo por Excisão de 
Base. Neste trabalho mostramos que fibroblastos de pacientes XP-D, XP-D/CS e TTD, 
portadores de mutações em XPD, são sensíveis ao estresse oxidativo induzido pelo tratamento 
com azul de metileno fotoativado, apresentando bloqueio prolongado no ciclo celular e 
permanência da sinalização de danos ao DNA. A complementação das diferentes linhagens 
com o gene XPD/ERCC2 foi capaz de restaurar a sobrevivência celular. Foram detectadas 
diferenças importantes na capacidade de reparo/retomada da transcrição após danos gerados 
por estresse oxidativo em DNA plasmidial, além da ativação de vias diferentes de morte 
celular: fibroblastos XP-D apresentam maior capacidade de reparo e apresentam morte por 
apoptose após estresse oxidativo, enquanto os fibroblastos XP-D/CS e TTD apresentam menor 
capacidade de reparo ativação de mais de uma via de morte celular (apoptose e necrose), 
diferenças que podem estar ligadas ao fenótipo dos pacientes. Mutações no gene codificante 

para a DNA polimerase , POLH, estão associadas à forma variante de XP (XP-V). Pol  é uma 
polimerase especializada na síntese translesão (TLS) de fotoprodutos, além de estar implicada 
na TLS de outros tipos de lesões como bases oxidadas, e em vias não relacionadas à TLS como 
a hipermutação somática e à replicação de regiões de DNA com arquiteturas não-canônicas. 
Neste trabalho mostramos que os fibroblastos de pacientes XP-V apresentam sensibilidade ao 

estresse oxidativo. Mostramos uma indução da proteína pol  em fibroblastos primários após 
danos genotóxicos, associada ao aumento da capacidade de lidar com a parada na forquilha de 
replicação, possibilitando a continuidade da replicação do DNA e ao aumento da sobrevivência 
celular. Mostramos uma diferença na estabilidade genômica nos genes das imunoglobulinas 
dos pacientes XP-V idosos em comparação com os pacientes jovens e controles de idade 
pareada, mostrando que a ausência dessa polimerase pode estar ligada ao aumento da 
instabilidade genômica nesses genes. 

Descritores: Reparo do DNA; Xeroderma pigmentoso; Síndrome de Cockayne; Síndrome do 
tricotiodistrofia; Proteína grupo D do xeroderma pigmentoso; Estresse oxidativo; Azul de 
metileno/toxicidade; Fibroblastos/efeitos de radiação; DNA polimerase dirigida por DNA; 
Instabilidade genômica; Hipermutação somática de imunoglobulina. 

 

  



SUMMARY 

Lerner LK. Role of XPD and DNA polymerase eta in the response of human cells to DNA 
damage [Thesis]. São Paulo: Faculdade de Medicina, Universidade de São Paulo; 2014. 

The Nucleotide Excision Repair (NER) pathway is responsible for the repair of UV 
photoproducts and other bulky lesions that block both replication and transcription. 
Patients with the rare recessive disorders Xeroderma Pigmentosum (XP), 
trichothiodystrophy (TTD) and Cockayne Syndrome (CS) carry mutations in one of the 
11 NER genes, linked to repair and basal transcription. Mutations in XPD lead to 
different phenotypes: XP, TTD, XP/CS or COFS (Cerebro-Oculo-Facio-Skeletal 
Syndrome), a rare form of CS. XP patients have high incidence of skin cancer, which 
does not occur in TTD or CS patients, although ther may present neurodegeneration, 
while all CS and TTD patients have neurodevelopmental symptoms linked to 
dysmielynation. The pathology of these neurological diseases is probably associated 
with deficient repair of DNA lesions in nervous cells, generated by endogenous 
processes. Many groups including ours have demonstrated the involvement of NER in 
the repair of these lesions, previously thought to be exclusively repaired by Base 
Excision Repair. In this work we show high sensitivity of both primary and transformed 
XP-D, XP-D/CS and TTD human fibroblasts in response to oxidative stress generated by 
photoactivated methylene blue, with prolonged cell cycle arrest and DNA damage 
signaling. The complementation of the three different cell lines with the XPD/ERCC2 
gene was able to restore cell survival. We detected important differences in repair 
capacity/transcription resumption after damage generated by oxidative stress in 
plasmid DNA, besides the activation of different cell death pathways: XP-D cells have 
higher repair capacity and die by apoptosis, while XP-D/CS and TTD cells have little 
repair capacity and activate more than one death pathway (apoptosis and necrosis). 
We believe these differences can be related to the patients’ phenotypes. Mutations in 

DNA polymerase  coding gene, POLH, are associated with the variant form of XP (XP-

V). Pol  is a translesion synthesis (TLS) polymerase specialized in the TLS past CPD 
photoproducts, besides other lesions like oxidized bases, and in other processes like 
somatic hypermutation and DNA replication in structured regions. In this work we 
show XP-V human fibroblasts are sensitive to oxidative stress. We detected an 

induction of pol  after genotoxic stress in primary cells, associated with increased 
ability to deal with the stalled replication fork, and consequently to DNA replication 
restart and cell survival. In addition, we detected a difference in genomic stability in 
immunoglobulin genes in aged XP-V patients in comparison to both young patients and 
age-matched controls, showing the absence of this polymerase may be linked to 
increased genomic instability in these genes. 

 

Descriptors: DNA repair; Xeroderma pigmentosum; Cockayne syndrome; 

Trichothiodystrophy syndromes; Xeroderma pigmentosum group D protein; Oxidative 

stress; Methylene blue/toxicity; Fibroblasts/radiation effects; DNA-directed DNA 

polymerase/radiation effects; Genomic instability; Somatic hypermutation, 

immunoglobulin. 
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1. INTRODUÇÃO 

 

O DNA é a molécula orgânica detentora da informação genética de todos os 

organismos vivos, sejam procariontes ou eucariontes; assim, é a biomolécula 

responsável pelo desenvolvimento e funcionamento dos organismos, assim como pela 

transmissão da informação genética para as próximas gerações. Entretanto, apesar da 

grande importância dessa molécula na manutenção da vida e na hereditariedade, sua 

estrutura química apresenta certa instabilidade. Diversas alterações espontâneas, 

decorrentes da instabilidade química inerente das ligações específicas dos 

nucleotídeos, podem ocorrer durante o metabolismo celular, como 

desemparelhamentos, desaminações e perdas de bases, gerando sítios abásicos 

(Lindahl, 1993). De fato, por exemplo, em células com genomas de tamanho grande 

como os humanos, estima-se que ocorram entre 2000 e 10.000 perdas de bases 

purínicas por dia, através de hidrólise espontânea (Lindahl e Nyberg, 1972). 

 Além de alterações espontâneas, os genomas celulares estão constantemente 

em contato com uma grande variedade de agentes endógenos e exógenos que 

danificam o DNA, e podem levar a morte celular e mutagênese, com consequências em 

processos fisiológicos, como o envelhecimento, e patológicos, como doenças 

neurodegenerativas e câncer (Friedberg et al, 2004). Apesar dos eventos mutagênicos 

serem essenciais para os processos evolutivos, eles são em sua maioria deletérios para 

o funcionamento normal da célula e do organismo como um todo. Assim, ao longo da 

evolução, os organismos desenvolveram diversos mecanismos de resposta à presença 

de agentes genotóxicos e aos danos que eles causam às células, assim como à própria 

instabilidade da molécula do DNA em si, como os mecanismos de sinalização, reparo e 

tolerância aos diferentes tipos de dano que podem ocorrer no genoma. 

Uma vez que a célula é exposta a agentes genotóxicos, ocorre uma série de 

modificações na fisiologia celular, seja como resposta ou como consequência dos 

danos (Lombard et al, 2005). Entre essas alterações no metabolismo celular estão a 

remoção dos danos e restauração da integridade da dupla fita pelo reparo de DNA, a 

ativação de mecanismos de checkpoint, respostas transcricionais (que incluem tanto a 
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ativação de genes como a inibição do processo transcricional), a indução de 

mecanismos de morte celular (como a apoptose) ou de tolerância aos danos, e, em 

situações nas quais os danos não foram reparados, a eventos mutagênicos (Sancar et 

al, 2004). 

  

1.1 Agentes capazes de danificar o DNA 

Existem diferentes tipos de lesões que podem alterar a estrutura do DNA, 

causadas por agentes químicos e físicos, tanto de origem exógena e endógena 

(Hoeijmakers, 2001)(Figura 1). Além das lesões espontâneas, ligadas à instabilidade da 

molécula do DNA, e das lesões que podem ocorrem durante o metabolismo normal do 

DNA, como erros de replicação, outra fonte endógena de danos estão as espécies 

reativas de oxigênio (ERO), formadas por exemplo durante a respiração celular ou a 

resposta imune (Lambeth, 2004).  

 

  

Figura 1: Agentes genotóxicos e exemplos de lesões induzidas por esses agentes. 
Adaptada de Hoeijmakers, 2001. 
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Dentre os agentes químicos exógenos estão os agentes quimioterápicos, como 

a cisplatina, a mitomicina e outros agentes alquilantes, a doxorrubicina, agentes 

radiomiméticos como a bleomicina, inibidores das topoisomerases I e II como a 

camptotecina e o etoposídeo, além de muitas outras substâncias que causam diversos 

tipos de danos ao DNA e são utilizados como drogas antitumorais (Helleday et al, 

2008). Além dos agentes quimioterápicos, outros agentes químicos exógenos, como 

diversos componentes da fumaça do cigarro (Hoeijmakers, 2001) e da poluição do ar 

(Garcia et al, 2013), além de substâncias genotóxicas consumidas através da 

alimentação, como por exemplo as aflatoxinas, produtos secundários do metabolismo 

dos fungos do gênero Aspergillus que contaminam diversos alimentos (Williams et al, 

2004), são capazes de causar adutos que danificam o DNA. 

A radiação ionizante (IR) é um dos principais agentes físicos que podem 

danificar o DNA, causando diversos tipos de danos como quebras na fita simples (SSBs, 

de Single Strand Breaks), quebras na fita dupla (DSBs, de Double Strand Breaks), cross-

links entre DNA e proteínas e modificações em bases (Kobayashi et al, 2008). De fato, 

devido às propriedades genotóxicas da IR, a radioterapia é utilizada há mais de um 

século como tratamento para diversos tipos de tumores (Bernier et al, 2004).  

 

1.1.2 Luz ultravioleta (UV) 

 

O mais estudado agente físico que pode causar lesões no DNA, entretanto, é a 

luz ultravioleta (UV) (Callegari e Kelly, 2007), que corresponde ao menor comprimento 

de onda do espectro eletromagnético proveniente da luz solar, e pode ser dividida em 

três componentes: UVA (320-400 nm), UVB (280-320 nm) e UVC (200-280 nm). 

Enquanto a radiação UVC é completamente barrada pela camada de ozônio, as 

radiações nos maiores comprimentos de onda como uma parte da luz UVB e toda a 

UVA são capazes de atingir a superfície terrestre (Schuch et al, 2009). Tanto a radiação 

UVA quanto a UVB são capazes de transpor a barreira da pele, sendo que a penetração 

dos comprimentos de onda mais longos e menos energéticos (UVA) é mais eficaz.   

As bases do DNA podem absorver fótons provenientes de comprimentos de 

onda curtos, como os de luz UVC ou UVB, o que leva à formação de ligações covalentes 
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entre pirimidinas adjacentes. Assim, ocorre a formação dos dois principais tipos de 

fotolesões, ambos capazes de causar distorções no DNA: dímeros de pirimidina 

ciclobutano (CPDs, de cis-syn Cyclobutane Pyrimidine Dimers) e os fotoprodutos 

pirimidina 6-4 pirimidona (6-4 PPs). Além disso, as lesões do tipo 6-4 PPs, ao 

absorverem luz na faixa dos 320 nm pode formar um fotoisômero conhecido como 

Dewar (DewPPs) (Cadet et al, 2005)(Figura 2). A absorção de fótons no comprimento 

de onda da luz UVA pelo DNA é mais baixa, mas esta pode causar lesões através da 

fotossensibilização de cromóforos presentes nas células, levando à formação de ERO 

(Sage et al, 2012), além de também ser capaz de levar à formação de CPDs e 6-4PPs 

(Schuch et al, 2010). As lesões do tipo 6-4 PPs causam uma maior distorção da fita de 

DNA, e provavelmente por isso seu reparo é mais rápido do que o das lesões do tipo 

CPD, mesmo sendo estas últimas formadas com maior frequência por doses 

equivalentes de UVC: Kobayashi e colaboradores (2001) detectaram o reparo de mais 

de 90% dos 6-4 PPs em 3 horas, enquanto mais da metade dos CPDs ainda estavam 

presentes nas células 24 horas depois da irradiação com UVC. 

 

Figura 2: Estrutura química dos fotoprodutos. Adaptada de Batista et al, 2009. 
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 Ambos os fotoprodutos, por causarem distorções na estrutura da dupla-hélice 

de DNA, são capazes de bloquear as polimerases que atuam tanto na replicação 

quanto na transcrição do DNA, levando à parada desses processos, o que ativa os 

mecanismos de sinalização em resposta ao dano no DNA (DDR, de DNA Damage 

Response), como parada no ciclo celular e recrutamento das maquinarias de reparo ou 

tolerância aos danos. Se não forem reparadas, os fotoprodutos levam à formação de 

mutações principalmente do tipo transições CT ou CCTT (conhecida como 

assinatura mutagênica da luz UV), devido à inserção errônea de adeninas no lugar das 

citosinas presentes nos fotoprodutos (Giglia-Mari e Sarasin, 2003). De fato, a 

assinatura mutagênica da luz UVB é encontrada tanto em genes supressores de tumor 

(TP53) quanto oncogenes (RAS) na maioria dos tumores de pele (Daya-Grosjean e 

Sarasin, 2005), assim como nos genomas tumorais como um todo, tanto em 

carcinomas quanto em melanomas (Alexandrov et al, 2013). São mais recentes os 

estudos sobre o papel da UVA na carcinogênese dos tumores de pele; entretanto, 

sabe-se que a radiação UVA em doses semelhantes às ambientais é capaz de induzir 

lesões do tipo CPD e 8-hidroxi-2´-desoxiguanosina (8-oxoG ou 8-OHdG) sendo portanto 

mutagênica (Sage et al, 2012), além de estar ligada a processos de envelhecimento de 

pele (Takeuchi e Rünger, 2013). 

 

1.1.3 Espécies Reativas de Oxigênio (ERO) e estresse oxidativo 

 O termo ERO engloba tanto as espécies radicalares do oxigênio (são 

consideradas radicais livres somente as moléculas que possuem um ou mais elétrons 

desemparelhados, como o radical hidroxila, OH• ou o superóxido, O2
•-) como as 

espécies derivadas do oxigênio e que não são radicais, por exemplo o peróxido de 

hidrogênio (H2O2), o ozônio (O3) e o oxigênio singlete (1O2) (Halliwell e Gutteridge, 

2007). O próprio oxigênio, no seu estado mais estável (3
g-O2), é um agente oxidante 

pois possui dois elétrons desemparelhados, cada um em um orbital diferente, 

podendo assim capturar elétrons de outra molécula (Figura 3). Entretanto, como esses 

elétrons têm o mesmo spin, o oxigênio tende a receber apenas um elétron (de spin 

antiparalelo) de cada vez, para que ele possa se ajustar aos espaços vazios de cada 
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orbital; é por esse motivo que as reações do oxigênio com outros compostos não 

radicalares são muito lentas. 

 

Figura 3: Orbitais moleculares do oxigênio e de algumas espécies radicalares e não 
radicalares derivadas. 

 As ERO são constantemente geradas dentro das células dos organismos, sendo 

após exposição a agentes como luz UV ou IR, ou através de mecanismos fisiológicos 

ligados à resposta imune (Lambeth, 2004), à sinalização e à respiração celular. De fato, 

as células possuem enzimas especializadas na síntese de ERO e nitrogênio (óxido 

nítrico sintase, NADPH oxidases e ciclooxigenases, por exemplo) que são produzidas de 

forma controlada e estão ligadas à sinalização de diversos processos, como o controle 

do tônus muscular (NO• e O2
•-), do ritmo respiratório e do equilíbrio do estado redox 

das células (principalmente O2
•-) (Dröge, 2002). Entretanto, a maior fonte de geração 

de ERO dentro das células é a mitocôndria, durante o processo de respiração celular: o 

extravasamento (leakage) de elétrons pela cadeia de transporte de elétrons e sua 

reação com oxigênio molecular leva a uma geração constante de O2
•- dentro das 

células aeróbicas (Turrens, 2003). Quando há uma produção em excesso de ERO ou 

quando a célula é exposta a agentes oxidantes, as ERO podem causar diversos danos 

às células, levando a um estado de estresse redox (Wang et al, 2013). 
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 De forma a manter o equilíbrio no seu estado redox, as células adquiriram ao 

longo da evolução diversos mecanismos de defesa antioxidante para balancear a 

produção de ERO. Existem sistemas enzimáticos, como as superóxido dismutases 

(SODs), que catalisam a conversão de O2
•- em H2O2, e as catalases (CATs), que 

convertem H2O2 em água. Outras enzimas, como a tioredoxina, a glutationa peroxidase 

(GPx) e a tioredoxina redutase formam uma reserva de antioxidantes que são 

responsáveis pela manutenção do equilíbrio entre as formas reduzidas e oxidadas dos 

agentes redutores (Valko et al, 2007). Existem também antioxidantes não-enzimáticos 

como o ácido ascórbico (vitamina C), o -tocoferol (vitamina E), a glutationa (GSH) e 

diversos carotenóides e flavonóides que também fazem parte das defesas 

antioxidantes das células. 

Algumas ERO, como o H2O2 ou o O2
•-, não reagem diretamente com os ácidos 

nucléicos; seu potencial oxidativo se deve à capacidade de produzir radicais altamente 

reativos (como o OH•) através da reação de Fenton (H2O2 + Mn+  Mn+1 + OH- + OH•), 

quando entra em contato com os íons metálicos (principalmente ferro, e em menor 

extensão cobre, cromo ou cobalto) próximos ao DNA. Outros radicais livres como o 

carbonato (CO3
•-), peroxil (RO2

•) e alcoxil (RO•), também podem interagir com o DNA, 

formando principalmente lesões do tipo bases oxidadas. 

O oxigênio singlete (1O2) é uma forma mais reativa do oxigênio, e pode ser 

gerada através de mecanismos de transferência de energia. O 1O2 pode apresentar 

duas formas, uma mais reativa (1
g+O2) e outra menos reativa (1

gO2), sendo que a 

forma 1
g+O2 decai rapidamente para a forma 1

gO2, assim é essa a forma geralmente 

considerada importante em sistemas biológicos (Figura 2). O oxigênio singlete na 

forma 1
gO2 não é um radical livre pois não possui elétrons desemparelhados; porém, 

essa forma é altamente reativa pois, ao contrário do oxigênio, não há restrições de 

spin para as transferências de elétrons com outras moléculas (Halliwell e Gutteridge, 

2007). 
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1.1.4 Estresse oxidativo e dano ao DNA 

 

Os principais danos celulares causados pelo estresse oxidativo são os danos à 

estrutura do DNA (incluindo o mitocondrial), às proteínas e às membranas celulares. A 

peroxidação de lipídeos leva à diminuição da fluidez da membrana, ao aumento da sua 

permeabilidade e causa danos às proteínas integrais das membranas (como enzimas, 

receptores e canais iônicos), além de levar à propagação das reações oxidativas, 

através da sua decomposição em produtos tóxicos, como aldeídos bifuncionais (Cejas 

et al, 2004). Essa propagação tem sido associada à carcinogênese, doenças 

neurodegenerativas como Alzheimer e Parkinson, arterosclerose, doenças 

inflamatórias como artrite reumatoide, diabetes e envelhecimento (Bartsch e Nair, 

2004; Valko et al, 2007). Além das membranas externas, as membranas do retículo 

endoplasmático e do Complexo de Golgi também podem ser danificadas, alterando a 

capacidade das células de sintetizar e exportar proteínas. Podem ocorrer danos 

também nos componentes mitocondriais, como em suas enzimas da matriz e 

componentes da cadeia de transporte de elétrons (Victor et al, 2005), além do DNA 

mitocondrial.  

Do genoma original da -proteobactéria que foi engolfada pela célula 

precursora da célula eucariótica moderna, iniciando um processo de simbiose há mais 

de dois bilhões de anos (Lane e Martin, 2010), restam atualmente, na célula humana, 

apenas 16 kbp de material genético em um genoma circular, que é responsável pela 

síntese de 13 proteínas pertencentes aos complexos I-IV da cadeia de transporte de 

elétrons. Todo o restante foi perdido ou transferido para o genoma nuclear (Gabaldón 

e Huynen, 2004), ao longo do processo simbiótico durante o qual a mitocôndria 

adquiriu novas funções, como as ligadas ao destino da célula através dos mecanismos 

de morte, além de manter sua função inicial, de produção de energia. Esse genoma 

circular, presente em diversas cópias, assim como os genomas nucleares, apresenta-se 

compactado e organizado em estruturas denominadas nucleóides, presentes na matriz 

mitocondrial (Friedman e Nunnari, 2014). Os nucleóides podem apresentar uma certa 

forma de proteção, porém, uma vez que o DNA mitocondrial (mtDNA) encontra-se 

associado à membrana interna da mitocôndria, onde ocorre grande formação de ERO 
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durante a fosforilação oxidativa. De fato, as mitocôndrias possuem vias de reparo de 

DNA, assim como diversos mecanismos de defesa antioxidante (tanto enzimáticos, 

como a SOD, quanto não enzimáticos, como o -tocoferol), responsáveis pela 

manutenção da integridade do mtDNA. Entretanto, existem cada vez mais evidências 

de doenças humanas cuja patologia está associada estresse redox e ao consequente 

acúmulo de danos no mtDNA, como alguns tipos de câncer e doenças degenerativas 

(Costa et al, 2011). 

As ERO são capazes de danificar o DNA através de diversos mecanismos, tanto 

na base nitrogenada quanto na desoxirribose, levando à formação de vários tipos de 

bases oxidadas (Figura 4), que, se não reparadas, levam à mutagênese e à instabilidade 

genética, participando assim do processo tumorigênico de diversos tumores (Hanahan 

e Weinberg, 2011). O OH• é altamente reativo em sistemas biológicos, e sua reação de 

adição a purinas e pirimidinas resulta em diferentes compostos, dependendo da base 

atacada e da presença de íons metálicos (Dizdaroglu, 2012). Riboses e desoxirriboses 

também podem ser atacadas pelo OH•, gerando diversos radicais centrados no 

carbono que, na presença de O2, podem ser rapidamente convertidos em radicais 

peroxil (RO2
•).  

Além das bases oxidadas “individuais”, o OH• pode levar à formação de lesões 

em tandem, que consistem em duas bases adjacentes modificadas na mesma fita, 

ligações cruzadas entre duas bases adjacentes modificadas na mesma fita, ou ligações 

cruzadas entre duas bases modificadas em fitas opostas (ICLs, de intra- ou interstrand 

cross-links)(Cadet et al, 2012). Pode ocorrer também a formação de lesões em cluster, 

definidas pela presença de duas ou mais lesões (do tipo bases oxidadas, sítios AP ou 

quebras) dentro de uma ou duas voltas da hélice do DNA (Sage e Harrison, 2011). Além 

das reações com os ácidos nucléicos, o OH• também pode reagir com proteínas 

nucleares; os radicais derivados das proteínas podem formar ligações cruzadas com o 

DNA. Todas essas lesões complexas são capazes de interferir no reparo do DNA, na 

condensação da cromatina, replicação e transcrição, e são portanto mais citotóxicas do 

que as bases oxidadas individuais (Evans et al, 2004).  
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Figura 4: Estruturas de algumas das principais bases oxidadas formadas por ROS no 
DNA, além de um exemplo de uma lesão em tandem e de uma lesão do tipo cross-link 
DNA-proteína. Adaptada de Dizdaroglu, 2012. 
 

O 8-hidroxi-2´-desoxiguanosina (8-OHdG ou 8-oxodG) é um dos marcadores 

mais utilizados para avaliação de danos gerados por oxidação (Lee e Pfeifer, 2008). 

Essa base modificada apresenta uma forma tautomérica denominada 8-oxo-7-hidro-2´-

desoxiguanosina, ou 8-oxodG. O 8-OHdG pode ser formado por diversas espécies 

reativas (OH•, CO3
•-, RO2

•, 1O2); uma indicação do seu grande potencial mutagênico é o 

grande número de mecanismos envolvidos em seu reparo, tanto antes do nucleotídeo 

ser incorporado como após sua incorporação no DNA (Halliwell e Gutteridge, 2007). 

Sua presença pode levar a diversos tipos de mutação, sendo as mais importantes as 

transversões G→T, uma vez que as polimerases replicativas, assim como a RNA pol II, 

incorporam geralmente A ao invés de C frente a 8-OHdG (Neely e Essigmann, 2006; 

Charlet-Berguerand et al, 2006), enquanto polimerases ligadas a processos de reparo 

como a DNA polimerase beta (pol ) tendem a inserir a base correta, no caso C 

(Shibutani et al, 1991). Acredita-se que os efeitos deletérios dessa lesão estejam 

ligados principalmente à mutagênese, uma vez que por não ser uma lesão distorsiva, 

8-OHdG causa uma parada apenas transiente da RNA polimerase II (Tornaletti et al, 

2004; Kathe et al, 2004; Larsen et al, 2004); essa parada, entretanto, pode ser 
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influenciada por outras variáveis como a concentração de ATP ou a sequência na qual 

a lesão está inserida (Allgayer et al, 2013). 

 

1.1.5 Azul de metileno (MB) 

 

 O azul de metileno (MB, de Methylene Blue) é um fotossensibilizador 

pertencente à classe dos corantes fenotiazínicos, utilizado em terapias fotodinâmicas 

para alguns tipos de tumores superficiais, doenças causadas por bactérias (Wainwright 

et al, 1997) e vírus (Tardivo et al, 2012), além de ter sido a primeira droga utilizada no 

tratamento da malária (Wainwright e Amaral, 2005). A fotoativação é a reação de 

geração de espécies reativas por uma substância fotossensibilizadora, após a absorção 

de luz visível ou UV; no caso do MB, o pico de absorção ocorre no comprimento de 

onda do vermelho, a 665 nm.  

O fotossensibilizador é uma molécula capaz de absorver luz em um 

determinado comprimento de onda, e de transferir a energia para outras moléculas 

através da transferência de elétrons. Essa reação se inicia com a excitação eletrônica 

do fotossensibilizador pela energia luminosa, o que o leva ao estado singlete (1sens*) 

ou triplete (3sens*), que tem maior duração que o singlete. As moléculas no estado 

triplete podem ter dois destinos: através do mecanismo tipo I há transferência de 

elétrons entre o 3sens* e outros componentes do sistema, gerando íons radicais que 

podem reagir com o oxigênio resultando em produtos oxidados. No mecanismo tipo II 

ocorre a transferência direta de energia do 3sens* para o oxigênio, gerando oxigênio 

singlete (1O2). Além da sua capacidade de gerar 1O2 através de fotólise, em meio 

biológico o MB pode sofrer reação de redução após excitação eletrônica, gerando o 

radical semi-reduzido MB e leuco-MB, que sofre autoxidação gerando H2O2 e O2-. 

Estes radicais podem danificar diretamente as biomoléculas, ou serem convertidos em 

OH na presença de íons metálicos via reação de Fenton (Tuite et al, 1993).  

O MB é facilmente incorporado pelas células pelo seu caráter hidrofílico e por 

possuir carga positiva. O tratamento com MB fotoativado leva à formação de grandes 

quantidades de 8-OHdG, tanto em DNA plasmidial (Schneider et al, 1990) quanto 

celular (Epe et al, 1993). Além das bases oxidadas individuais, não se pode descatar a 

formação de danos complexos, como as lesões em cluster e em tandem, após o 
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tratamento com MB fotoativado (BERRA et al, 2013). Na ausência de luz o MB 

apresenta pouca ou nenhuma toxicidade (Blazquez-Castro et al, 2009).  

 

1.2 Vias de Reparo do DNA 

 Ao longo da evolução, os organismos desenvolveram diversos mecanismos para 

reparar os danos que, se forem mantidos nas células, podem ser deletérios para a 

existência dos seres vivos (Moraes et al, 2012a). As vias de reparo de DNA não são 

essenciais somente na manutenção da integridade do organismo através do reparo de 

danos genotóxicos no DNA das células somáticas como um todo, como também possui 

um papel essencial na manutenção da integridade do DNA das células tronco. De fato, 

as células tronco possuem vias de reparo extremamente eficazes, além de mecanismos 

de resposta a dano como indução de senescência, apoptose ou diferenciação, de modo 

a impedir a propagação de células com alterações genômicas, o que seria 

extremamente deletério para o organismo (Rocha e Lerner et al, 2013). Uma revisão 

sobre o papel do reparo de DNA nas células tronco pode ser encontrada no final dessa 

tese. 

Até o momento foram descritas diversas vias de reparo do DNA, que podem ser 

divididas em cinco categorias: reparo direto da lesão, reparo por excisão de base, 

reparo por excisão de nucleotídeos, reparo de quebra na fita dupla e reparo de 

ligações cruzadas (Sancar et al, 2004).  

1.2.1 Reparo Direto 

 As vias de reparo direto da lesão são a fotorreversão de CPDs e 6-4 PPs pelas 

DNA fotoliases após a absorção de fótons de luz azul, a remoção de grupos O6-metil de 

O6-metilguanina (O6MeG) pela enzima metilguanina-DNA-metiltransferase (MGMT), e 

a remoção de bases danificadas por agentes alquilantes pela família de enzimas AlkB.  

As fotoliases apareceram muito cedo na evolução, estando presentes tanto em 

Archea e Bacteria quanto em Eucaria, e estão entre os mecanismos mais eficientes no 

reparo dos dois principais fotoprodutos (Menck, 2002). Cada uma das fotoliases age de 

forma específica para cada fotolesão, ligando-se ao dímero de forma independente da 
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luz, e utilizando a energia de um fóton de luz azul (350-450 nm) para clivar as ligações 

covalentes dos dímeros, retornando-os à estrutura original (Brettel e Byrdin, 2010), 

com a ação de dois cromóforos como cofatores. Essas enzimas estão presentes em 

todos os vertebrados, com exceção dos mamíferos placentários; nesses organismos 

(assim como em outros animais e plantas) encontram-se outras proteínas fotoativas da 

família das fotoliases, chamadas criptocromos. Os criptocromos apresentam estrutura 

similar às fotoliases, com domínios fotoativos e de ligação a cromóforos semelhantes, 

assim acredita-se que ambas as proteínas tenham uma origem evolutiva comum 

(Chaves et al, 2011). Os criptocromos, entretanto, não apresentam nenhuma função 

de reparo, mas estão ligados à regulação de diversas respostas biológicas, como o 

ritmo circadiano (Muraro et al, 2013). 

Diversas substâncias presentes na alimentação, na fumaça do cigarro e muitos 

agentes quimioterápicos são capazes de gerar espécies eletrofílicas que reagem com o 

DNA formando diversas lesões conhecidas como bases alquiladas (adição de grupos 

metil ou etil às bases nitrogenadas) (Kaina et al, 2007). Esses adutos são tóxicos para 

as células, estando ligados à apoptose, assim como a processos mutagênicos. A enzima 

metilguanina DNA metiltransferase (MGMT) é responsável pelo reparo direto das 

lesões O6MeG e O4MeT, através da transferência do grupo alquil do oxigênio da base 

danificada para um resíduo de cisteína no grupo catalítico da MGMT, restaurando a 

base nitrogenada e inativando a enzima (Pegg, 2000). A MGMT alquilada é 

ubiquitinada e degradada pelo proteassoma (Xu-Welliver e Pegg, 2002). O reparo das 

bases alquiladas não é feito somente de forma direta, mas também por outras vias de 

reparo, como o reparo por excisão de base (BER, de Base Excision Repair) e o reparo 

por emparelhamento errôneo (MMR, de Mismatch Repair), descritos em detalhes mais 

adiante (Taira et al, 2013). 

As bases alquiladas no nitrogênio, como N1-metil-adenina (N1MeA), N1-metil-

citosina (N1MeC), N3-metil-timina (N3-MeT) e N1-metil-guanina (N1MeG) são 

reparadas pelas enzimas ABH2 e ABH3, homólogas à AlkB de Escherichia coli (Yang et 

al, 2009). Essas enzimas pertencem à família das dioxigenases dependentes de -

cetoglutarato e Fe2+; o mecanismo de reparo envolve a oxidação do grupo alquil 

resultando na desmetilação, ou seja, o reparo direto da lesão, com a liberação do 
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grupo metil hidroxilado na forma de formaldeído (Kaina et al, 2007). AlkB e ABH3 

reparam preferencialmente lesões em DNA simples fita, enquanto ABH2 repara 

preferencialmente fita dupla; além disso, AlkB e ABH3 também podem reparar bases 

alquiladas no RNA (Aas et al, 2003). 

1.2.2 Reparo de quebras na fita dupla (DSBs) 

As DSBs podem ser reparadas através de dois mecanismos: o reparo por 

recombinação homóloga (HR, de Homologous Recombination) e o reparo pela junção 

de extremidades não-homólogas (NHEJ, de NonHomologous End-Joining). O processo 

de HR começa com a invasão da fita e a migração dos braços dos cromossomos para a 

formação de uma Holliday junction (estrutura na qual os dois complexos 

recombinantes são ligados covalentemente), com a participação das proteínas Rad51, 

Rad52, Rad54, Rad55, BRCA1 e BRCA2, e do complexo Mre11/Rad50/NBS1 (M/R/N). A 

Holliday junction é resolvida por endonucleases específicas denominadas resolvases 

(Kakarougkas e Jeggo, 2014). Esse processo tem uma taxa de erro muito baixa, uma 

vez que a informação perdida pela DSB é copiada do outro alelo.  

O mecanismo de NHEJ é iniciado pela proteína Ku (heterodímero Ku70/Ku80), 

que se liga às extremidades da DSB formando um complexo Ku:DNA em cada 

extremidade da DSB, com grande flexibilidade em relação ao tamanho do fragmento 

de DNA simples fita, da sequência e do tipo da extremidade gerada. Essa ligação 

protege as extremidades da digestão por nucleases e aumenta a afinidade da ligação 

servindo ao recrutamento dos outros componentes da maquinaria, como os 

complexos da nuclease (Artemis:DNA-PKcs) e da ligase (XLF:XRCC4:DNA ligase IV) , 

assim como das polimerases  e  (Lieber, 2010). Esta via é importante para a 

recuperação de forquilhas de replicação colapsadas, e essencial para o processo de 

recombinação V(D)J e para o reparo de DSBs induzidas por radiação ionizante e ROS. 

Existem evidências recentes da existência de outros mecanismos de NHEJ: o 

mecanismo descrito acima, dependente das proteínas Ku e do complexo XRCC4/DNA 

ligase IV) é denominado NHEJ canônico (C-NHEJ), enquanto outras vias de reparo por 

EJ, denominadas alternativas (A-EJ), podem ocorrer na ausência de Ku80 e XRCC4 

(Bétermier et al, 2014). 
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 Enquanto o processo de HR é altamente fiel, o reparo por NHEJ é 

intrinsicamente mutagênico, uma vez que a ligação ocorre entre dois fragmentos 

independentemente das extremidades pertencem ao mesmo cromossomo, podendo 

gerar deleções, inserções e translocações (Kobayashi et al, 2008). Entretanto, 

enquanto o reparo por HR demora aproximadamente sete horas, o reparo por NHEJ 

demora em média trinta minutos (Mao et al, 2008), além de estar ativo em todas as 

fases do ciclo celular, enquanto o HR ocorre somente nas células em S ou G2, uma vez 

que há a necessidade da cromátide irmã. Assim, apesar de mutagênico, o NEHJ é 

importante para as células na presença de DSBs, uma vez que essas quebras, quando 

não reparadas, podem levar a perdas no material genético, aberrações cromossômicas 

ou à morte celular (Daley e Sung, 2014). 

1.2.3 Reparo de Emparelhamento Errôneo (MMR, de Mismatch Repair) 

 Os erros de emparelhamento, assim como pequenas inserções e deleções, 

gerados naturalmente durante a replicação do DNA são corrigidos pelo mecanismo 

conhecido como Reparo de Emparelhamento Errôneo (MMR). Essa via é altamente 

conservada ao longo da evolução, e mutações nos genes dessa via estão ligados a 

diversas doenças que têm em comum a instabilidade genética, como o câncer 

colorretal não-poliposo familiar (HNPCC ou síndrome de Lynch), e outros tumores 

hereditários e esporádicos. Em células de eucariotos, a fita recém-sintetizada (que 

contém o erro) é reconhecida através de descontinuidades da fita (extremidade 3’-OH 

ou fragmentos de Okazaki)(Fukui, 2010). O reconhecimento da lesão é feito pelos 

heterodímeros de MutS, MutSα (MSH2-MSH6) ou MutS (MSH2-MSH3); MutSα 

geralmente reconhece emparelhamentos errôneos e deleções/inserções de 1-2 

nucleotídeos, enquanto MutS reconhece principalmente bolhas formadas por 

deleções/inserções (Hsieh, 2001). A incisão é feita pelo heterodímero MutLα 

(principalmente MLH1-PMS1)(Modrich, 2006), com a participação das proteínas PCNA 

(Proliferating Cell Nuclear Antigen) e RFC (Replication Factor C). O flap resultante da 

incisão é removido pela ação das enzimas RPA e Exo1; a DNA pol  é responsável pela 

ressíntese do DNA com base na fita molde, e a ligação é feita por uma DNA ligase 

(Hsieh e Yamane, 2008). 
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1.2.4 Reparo de ligações cruzadas (ICLs, de Interstrand Cross-Links) 

 Como descrito anteriormente, em situações de estresse redox pode ocorrer 

reações oxidativas que atacam as membranas celulares, processo conhecido como 

peroxidação de lipídeos (LPO, de lipid peroxidation). Alguns produtos finais da LPO, 

como por exemplo a acroleína, o crotonaldeído e o malondialdeído são capazes de 

formar adutos no DNA que podem dar origem a ligações cruzadas. Diversos agentes 

quimioterápicos, como os compostos de platina (cisplatina, carboplatina, oxaliplatina), 

as mostardas nitrogenadas (ciclofosfamida, melfalano), a mitomicina C e os psoralenos 

também são capazes de formar ligações cruzadas tanto entre duas bases adjacentes na 

mesma fita (ligações cruzadas intra-fitas) como entre duas bases de fitas diferentes 

(ICLs), sendo essas últimas as mais tóxicas. As ligações cruzadas são extremamente 

tóxicas pois, ao formarem ligações covalentes com bases em fitas opostas, impedem a 

abertura da dupla fita que deve ocorrer durante processos vitais como replicação e 

transcrição. Na presença de uma quantidade de ICLs maior do que a capacidade de 

reparo das células, essas lesões levam à morte celular por catástrofe mitótica ou por 

apoptose (Deans e West, 2011).  

 O reparo das ICLs é um mecanismo extremamente engenhoso, que envolve a 

ação de um grande número de proteínas, como as proteínas FANC (Anemia de 

Fanconi, de Fanconi anaemia), e uma interconexão com outras vias de reparo, 

principalmente o HR (Räschle et al, 2008). O reparo dessas lesões é iniciado pelo 

reconhecimento da lesão, através da parada na forquilha de replicação, pela proteína 

FANCM (Kim et al, 2008), o que leva ao recrutamento do complexo FA core, 

constituído por sete proteínas FANC (FANCA, FANCB, FANCC, FANCE, FANCF, FANCG e 

FANCL), além de FANCM (Wang, 2007). FANCL é uma E3 ubiquitina ligase que catalisa a 

ubiquitinação de FANCD2 e FANCI, estabilizando essas proteínas no local do dano e 

sinalizando para o recrutamento de nucleases e polimerases necessárias para o 

processo de reparo/translesão, como pol  (POLN) e a nuclease FAN1. FANCM também 

é responsável pelo recrutamento do complexo BTR (BLM, TOPOIII, RMI1 e RMI2) 

envolvido na resolução das estruturas complexas formadas durante essa via de reparo 

em fim S/G2, como as Holliday junctions (Wu e Hickson, 2003). As proteínas BRCA1 e 

BRCA2 (FANCD1) também são recrutadas pelas proteínas FANC (Garcia-Higuera et al, 
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2001) e estão envolvidas na coordenação dos processos de reparo por recombinação 

necessários para a estabilização da forquilha bloqueada e continuação do reparo na 

fase S, também dependentes de RAD51 e das polimerases REV1 (Mirchandani et al, 

2008),  (Moldovan et al, 2010) e  (REV7/REV3L).  

As vias mais relevantes para este trabalho serão descritas em detalhes, a seguir. 

1.2.5 Reparo por Excisão de Base (BER) 

 O Reparo por Excisão de Base (BER, de Base Excision Repair) é a principal via 

para reparo de danos resultantes de oxidação, alquilação, desaminação e sítios AP 

(David et al, 2007). Lesões causadas por estes tipos de dano podem levar à 

incorporação de uma base incorreta pelas RNA e DNA polimerases, levando à 

formação de mutações durante os processos de replicação e transcrição. Além disso, 

como descrito acima, lesões desse tipo, apesar de causarem uma menor distorção na 

estrutura da dupla fita (quando comparado com os fotoprodutos, por exemplo), 

podem levar à parada nos mecanismos de replicação e transcrição, estando associados 

também à senescência e morte celular, além da mutagênese (Chen et al, 2007). Assim, 

ao longo da evolução, surgiram nos seres vivos vias altamente conservadas, e 

geralmente redundantes, para reparar danos desse tipo: de fato, muitas destas lesões 

podem ser reparadas por diversas vias já descritas acima, como o MMR e o reparo 

direto, o Reparo por Excisão de Nucleotídeo (NER, descrito adiante), além da via de 

BER (Hoeijmakers, 2001).  

A via de BER foi por anos menos estudada do que as vias de MMR e de NER, 

provavelmente porque não há nenhuma síndrome humana ligada a deficiências nessa 

via; entretanto, a existência de diversas proteínas redundantes nessa via presentes nas 

células de mamíferos pode ser uma indicação da grande importância dessa via na 

manutenção da integridade do genoma e do organismo como um todo (Hazra et al, 

2007). De fato, polimorfismos em genes pertencentes à via de BER, além de variações 

na via como um todo, podem estar associados à longevidade em seres humanos 

(Debrabant et al, 2014). 
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O BER pode ser dividido em duas vias: a via curta (short-patch BER), 

responsável pelo reparo de apenas uma base, ou a via longa (long-patch BER), que 

pode remover de duas a oito bases (Figura 5). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5: Mecanismo de Reparo por Excisão de Base (BER). O reconhecimento da lesão 
e a excisão da base danificada são realizados por uma DNA glicosilase, gerando um 
sítio AP. Uma endonuclease ou uma glicosilase bifuncional clivam o esqueleto de DNA 
formando uma lacuna. A partir desse passo pode ocorrer a continuação do reparo pela 
via curta (à esquerda) ou pela via longa (à direita). Na via curta, uma polimerase 
preenche a lacuna com a base correta utilisando a outra fita como molde, e uma DNA 
ligase restaura a interidade da fita. Na via longa, uma polimerase sintetiza um 
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fragmento de DNA mais longo, levando à formação de uma estrutura em flap que é 
resolvida pela endonuclease específica (FEN1), seguida da ação da ligase. Apenas as 
proteínas principais das subvias são mostradas. Adaptado de Robertson et al, 2009. 

 

 O funcionamento do BER depende da ação coordenada de quatro tipos de 

proteínas: DNA glicosilase, AP endonuclease ou AP DNA liase, DNA polimerase e DNA 

ligase (Kubota et al, 1996). O atual modelo de BER leva em conta uma sequência de 

cinco passos enzimáticos para o reparo das bases danificadas: reconhecimento da 

lesão por uma DNA glicosilase específica, clivagem da ligação N-glicosídica e remoção 

da base danificada, gerando um sítio AP. O esqueleto de DNA é clivado por uma AP 

liase ou AP endonuclease, gerando uma incisão a 3’ (atividade AP liase de algumas 

glicosilases, chamadas glicosilases bifuncionais) ou 5’ (AP endonuclease) da base 

oxidada, que é posteriormente processada por uma DNA endonuclease, formando 

uma lacuna. A lacuna é preenchida por uma DNA polimerase, e uma DNA ligase 

completa o processo de reparo restaurando a integridade da fita selando as lacunas 

(Robertson et al, 2009). 

 O início do BER é o mesmo, independente da via a ser seguida (via curta ou 

longa). O reconhecimento da lesão é feito por uma das onze DNA glicosilases já 

descritas até hoje em humanos, que também são responsáveis pela formação do sítio 

AP (Krokan e Bjørås, 2013). Cada glicosilase é responsável pelo reconhecimento de 

algumas lesões relacionadas, sendo que cada glicosilase pode reconhecer mais de um 

tipo de lesão, assim como cada tipo de lesão pode ser reconhecida e clivada por mais 

de uma glicosilase, o que promove mais um grau de redundância no reparo dessas 

lesões (Maynard et al, 2009): por exemplo, a DNA glicosilase OGG1 (8-oxoguanina DNA 

glicosilase) pode reconhecer tanto 8-oxoG quanto FapyG. As glicosilases podem ser 

separadas de acordo com suas lesões-alvo, como bases oxidadas/reduzidas (8-oxoG ou 

formamidopirimidinas), alquiladas (geralmente metiladas) ou desaminadas (uracil), ou 

pelo seu mecanismo de ação, em monofuncionais (possuem somente atividade de 

glicosilase, como a uracil-DNA-glicosilase, UNG) ou bifuncionais (possuem atividade de 

glicosilase e AP liase, como a OGG1). 
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Após a ação de uma DNA glicosilase, uma endonuclease (como a APEX1) 

catalisa a formação da lacuna no DNA. Na via curta, a DNA polimerase  (POLB) 

catalisa a remoção do sítio AP, e a ligação das extremidades por uma ponte 

fosfodiéster é feita pela DNA ligase III (LIG3). Na via longa, a ação da APEX1 pode 

recrutar as DNA polimerases  ou  (POLD), que catalisam a polimerização de duas ou 

mais bases, numa reação dependente da proteína PCNA. O processo prossegue com a 

ação da enzima FEN1 (que resolve a extremidade não ligável deixada pela polimerase), 

e a ligação é feita pela DNA ligase I (LIG1). Ainda não há consenso sobre os 

mecanismos de escolha entre as duas vias; estudos mostram que essa decisão pode 

estar relacionada à disponibilidade de ATP na proximidade do sítio AP, além do tipo de 

intermediário que é gerado após a incisão que forma o sítio AP, dependente do tipo de 

lesão e da glicosilase que fez o reconhecimento e a excisão (Petermann et al, 2003). 

  

1.2.6 Reparo por Excisão de Nucleotídeos (NER) 

 O Reparo por Excisão de Nucleotídeos (NER, de Nucleotide Excision Repair) foi 

descoberto há 50 anos através dos estudos de Pettijohn e Hanawalt (1964), que 

demonstraram a síntese de DNA ligada ao reparo da ausência de luz após irradiação 

com luz UV em bactérias. O NER é a via responsável pelo reparo de danos 

estruturalmente diferentes, capazes de distorcer a fita dupla, interferir no 

emparelhamento e bloquear a duplicação e a transcrição, sendo assim mutagênicos e 

citotóxicos. Exemplos de lesões reparadas por NER são os fotoprodutos causados pela 

luz UV (CPDs e 6,4-PPs), além de diversos adutos gerados no DNA  por agentes 

químicos provenientes do meio ambiente, como componentes da fumaça de cigarro e 

da poluição do ar, assim como da dieta, como as aflatoxinas, além dos agentes 

utilizados no tratamento do câncer, como os compostos de platina (cisplatina, 

carboplatina) e nitrosouréias (Wood, 2010). O NER também está envolvido no reparo 

de alguns tipos de lesões do tipo bases oxidadas capazes de distorcer a fita dupla e/ou 

levar à parada da RNA polimerase (Curtin, 2012); estes mecanismos ainda não foram 

completamente elucidados e serão melhor discutidos posteriormente. 
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O mecanismo básico de ação do NER depende da ação orquestrada de forma 

sequencial de um grande número de proteínas (Volker et al, 2001; Costa et al, 2003), e 

consiste no reconhecimento da lesão, abertura da dupla hélice e excisão de um 

fragmento de 20 a 30 nucleotídeos contendo a região danificada da fita simples pela 

ação seqüencial de helicases e endonucleases (Staresincic et al, 2009), seguido da 

polimerização da região removida utilizando a fita intacta como molde (Figura 6). O 

NER pode ser dividido em duas vias, de acordo com as proteínas envolvidas no 

reconhecimento da lesão, que posteriormente convergem para o recrutamento da 

mesma maquinaria de abertura da dupla hélice: o Reparo do Genoma Global (GGR, de 

Global Genome Repair) e o Reparo acoplado à Transcrição (TCR, de Transcription 

Coupled Repair). Enquanto o GGR é responsável pelo reparo das lesões em regiões não 

transcritas do genoma, assim como nas fitas não transcritas dos genes ativos, o TCR 

reconhece danos que causam distorções nas regiões ativas da cromatina, reparando-as 

de forma mais eficiente (Hanawalt e Spivak, 2008). O TCR foi descoberto 20 anos após 

o NER, por Bohr et al (1985), que descreveram o reparo preferencial de CPDs em um 

gene transcricionalmente ativo quando comparado ao restante do genoma em células 

de roedor. Dois anos depois, Mellon et al (1987) descreveram que o reparo 

preferencial que ocorre nos genes ativos dirigidido à fita transcricionalmente ativa. 
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Figura 6: Mecanismo do Reparo por Excisão de Nucleotídeos (NER). A via de NER é 
composta por duas sub-vias, que diferem entre si quanto ao mecanismo de 
reconhecimento da lesão: na via de GGR o reconhecimento é realizado principalmente 
pelos complexos proteicos XPC-hHR23B e DDB1/DDB2 (XPE), enquanto na via de TCR o 
reconhecimento ocorre pela parada da RNA pol II ao encontrar a lesão, durante a 
transcrição. Os passos seguintes são os mesmos para ambas as vias: abertura da dupla 
hélice pelas helicases do complexo TFIIH, incisão da fita danificada pelas 
endonucleases XPG e XPF-ERCC1, retirada do fragmento contendo a lesão, ressíntese 
do DNA com base na fita intacta, e ligação. Fonte: Lima-Bessa e Soltys et al, 2009. 

 

 No GGR, o complexo XPC-hHR23B/RAD23B é o responsável pelo 

reconhecimento primário da lesão (Sugasawa et al, 1998), sendo capaz de reconhecer 

uma grande variedade de lesões que distorcem a fita dupla. XPC-hHR23B são os 

homólogos das proteínas Rad4 e Rad23 de leveduras; a proteína XPC purificada de 
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extratos celulares pode ser coprecipitada com hHR23B, e na minoria das vezes com 

hHR23A (Masutani et al, 1994). Mais recentemente outro componente do complexo 

foi identificado, CEN2 (Araki et al, 2001). Na ausência de hHR23B existe uma grande 

diminuição nos níveis da proteína XPC (Ng et al, 2003), assim acredita-se que a função 

da proteína hHR23B esteja ligada à estabilização da proteína XPC, impedindo sua 

degradação; além disso, essa proteína está ligada ao aumento da afinidade de XPC por 

templates de DNA danificado (Bergink et al, 2012). O complexo XPC-hHR23B reconhece 

DNA danificado com maior afinidade do que DNA íntegro (Reardon et al, 1996), 

provavelmente pela distorção causada pela lesão na dupla hélice. De fato, esse 

complexo é capaz de reconhecer e se ligar a um template de DNA íntegro contendo 

uma bolha, entretanto a incisão do fragmento ocorre somente quando há a presença 

de uma lesão nessa mesma estrutura (Sugasawa et al, 2001). Além disso, o complexo 

XPE (formado pelas subunidades p127/DDB1 e p48/DDB2) participa no 

reconhecimento de lesões não prontamente reconhecidas pelo complexo XPC-

hHR23B, como as CPDs (Sugasawa et al, 1997). As proteínas RPA e XPA também 

participam do processo de reconhecimento da lesão, assim como para o recrutamento 

do restante da maquinaria de NER (You et al, 2003), além do complexo TFIIH, que 

auxilia na discriminação da fita danificada (Yokoi et al, 2000). 

O complexo XPC-hHR23B é dispensável para o TCR, sendo que o sinal 

reconhecido por esta via é o bloqueio da elongação da RNA polimerase II frente à lesão 

(Hanawalt e Spivak, 2008). A permanência da RNA pol II bloqueada em frente à lesão 

constitui um impedimento físico tanto para a continuidade da transcrição quanto para 

o acesso da maquinaria de reparo à região da lesão, o que constitui um sinal para que 

a célula entre em apoptose ou senescência (Ljungman e Lane, 2004). Assim, existem 

dois mecanismos possíveis para a retirada da polimerase bloqueada: a regressão 

(backtracking) ou a retirada da polimerase do DNA. O processo de backtracking foi 

demonstrado in vitro em experimentos que mostraram que de fato a RNA pol parada 

frente a um CPD regride de forma a tornar possível o acesso à lesão por outras 

enzimas (no caso uma fotoliase foi capaz de realizar o reparo da lesão)(Donahue et al, 

1994). Após a regressão, a proteína RPA se ligaria às regiões de DNA simples fita, 

impedindo a renaturação e sinalizando para outras proteínas de reparo, como XPA e 
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TFIIH. A retirada da RNA pol II acontece através da ubiquitinação da polimerase pela E3 

ubiquitina ligase NEDD4, levando à degradação da subunidade RPB1 da RNA pol II pelo 

proteassoma (Malik et al, 2008). Em células de mamíferos, entretanto, que contêm 

diversos genes de tamanho grande, é provável que o mecanismo mais frequente seja o 

de backtracking e não o de remoção da polimerase. 

  A imunoprecipitação das proteínas ligadas à cromatina possibilitou a detecção 

das proteínas associadas à RNA pol II bloqueada, e que participam do processo de 

backtracking ou retirada da polimerase para permitir o recrutamento e o acesso da 

maquinaria de reparo: CSA, CSB, XAB2, TFHHS, HMGN1 e p300 (Fousteri et al, 2006). 

Mais recentemente, três laboratórios descreveram simultaneamente mais duas 

proteínas participantes desse processo, UVSSA e USP7 (Zhang et al, 2012; Nakazawa et 

al, 2012; Schwertman et al, 2012).  

A proteína CSA (produto do gene CSA/ERCC8) possui diversos motivos WD40 

repetidos, o que confere à proteína uma grande capacidade de interação com outras 

proteínas (Xu e Min, 2011); de fato, CSA interage com CSB, p44 (subunidade de TFIIH), 

XAB2, DDB1 e UVSSA (Saijo, 2013). CSA é rapidamente translocada para o núcleo após 

irradiação com luz UV (Kamiuchi et al, 2002) ou tratamento com outros agentes 

genotóxicos que também forma danos que são substratos da via de TCR, como 

cisplatina e H2O2, de forma dependente de CSB e TFIIH, auxiliando assim no 

recrutamento das proteínas HMGN1, XAB2 e TFIIS para a RNA pol bloqueada. CSB 

(CSB/ERCC6), uma ATPase dependente de DNA, além de ser essência na translocação 

de CSA para a matriz nuclear após dano genotóxico, também é recrutada para a RNA 

pol bloqueada após irradiação com UV (Van den Boom et al, 2004), e é essencial para o 

recrutamento de proteínas essencias na continuidade da via de NER: XPA, XPG, XPF, 

RPA e o complexo TFIIH, além de fatores ligados ao remodelamento da cromatina, 

como TFIIS, HMGN1 e a histona acetil-transferase (HAT) p300 (Fousteri et al, 2006). 

CSB não está ligada somente ao TCR, mas também a mecanismos de remodelamento 

de cromatina e transcrição em geral (Vélez-Cruz e Egly, 2013). A proteína UVSSA 

(UVSSA) interage com CSA, CSB e TFIIH e também é recrutada para a RNA pol 

bloqueada na presença de fotoprodutos (Schwertman et al, 2013). Suas funções no 

TCR estão ligadas à estabilização de CSB através da formação do complexo com a 
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desubiquitinase (DUB) USP7, impedindo a degradação de CSB na presença de estresse 

genotóxico, e ao recomeço da transcrição após a parada da RNA pol II através de 

modificações pós-traducionais como fosforilação e ubiquitinação (Nakazawa et al, 

2012). 

 Após o reconhecimento da lesão, o GGR e o TCR convergem para uma via 

comum de clivagem da fita dupla, com o recrutamento dos fatores TFIIH, XPA, RPA e 

XPG. XPA e RPA, além do seu papel no reconhecimento da lesão, auxiliam na proteção 

do fragmento de DNA simples fita, além de serem importantes para a estabilização do 

complexo de reparo como um todo (Costa et al, 2003). O TFIIH é um complexo 

proteico com participação fundamental como fator de transcrição das RNA 

polimerases II, pol I (envolvida na transcrição de RNA ribossômico, ou rRNA) e 

provavelmente da pol III (envolvida na transcrição de pequenos RNAs como o rRNA 5S 

e dos RNAs transportadores, ou tRNAs), assim como na via de NER (Compe e Egly, 

2012). Formado por dez subunidades, pode ser dividido em dois subcomplexos 

funcionais: o complexo core, com seis subunidades (XPB, p62, p52, p44, p34 e p8), e o 

complexo CAK (de cyclin-dependent kinase (CDK)-activating kinase), com três 

subunidades (CDK7, MAT1 e ciclina H). Esses dois complexos são ligados pela última 

subunidade, XPD, que interage com p44 e MAT1. As subunidades p62 e XPB interagem 

com XPC após a mudança que ocorre na sua porção C-terminal após o reconhecimento 

do dano na subvia de GGR (Bernardes de Jesus et al, 2008), enquanto na subvia de TCR 

acredita-se que CSB seja o responsável pelo recrutamento do complexo TFIIH 

(Hanawalt e Spivak, 2008).  

As proteínas XPB (XPB/ERCC3)(helicase 3´-5´ dependente de ATP) e XPD 

(XPD/ERCC2)(helicase 5´-3´ dependente de ATP) são as helicases responsáveis pela 

abertura da dupla hélice ao redor da lesão. A atividade de helicase da proteína XPD é 

necessária para o NER (Coin et al, 1998), enquanto a atividade helicase de XPB é 

dispensável; entretanto, sua atividade ATPase é importante para o ancoramento de 

TFIIH no DNA danificado (Fan et al, 2006), atividade que é regulada por duas 

subunidades do complexo, p8 e p52, além de manter as duas fitas do DNA abertas ao 

redor do fragmento danificado, permitindo que XPD desenrole as fitas (Coin et al, 

2007). A subunidade p8/TTDA, além de ser importante na regulação da atividade 
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ATPase de XPB, também participa no recrutamento de XPA. A proteína XPD, além de 

sua função essencial como helicase, também é importante para a manutenção da 

estabilidade do complexo como um todo, através da interação de sua porção C-

terminal com outra subunidade do complexo, p44. É possível também que a atividade 

de helicase da XPD participe em mais um passo do reconhecimento da lesão; após o 

reconhecimento da distorção da dupla hélice pelo complexo XPC-hHR23B, XPD seria 

importante para verificar se há de fato a presença de uma lesão (Reardon e Sancar, 

2003).  

A região danificada da fita simples é excisada pelas endonucleases XPG e XPF-

ERCC1, responsáveis pelas incisões 3´ e 5´, respectivamente. Após a clivagem pelo 

complexo XPF-ERCC1 já começa a ocorrer a síntese do novo fragmento de DNA antes 

que ocorra a clivagem a 3´ pela XPG, provavelmente de forma a minimizar a 

quantidade de DNA simples fita exposto durante o processo (Staresincic et al, 2009). 

XPC, XPA e TFIIH são liberados do complexo de reparo logo após a incisão a 5´. XPG 

(XPG/ERCC5), além de essencial para a incisão, também tem um papel de grande 

importância na estabilização do complexo TFIIH (Ito et al, 2007). O heterodímero XPF-

ERCC1 é composto pelas subunidades XPF (103 kDa, produto do gene XPF/ERCC4) e 

ERCC1 (31 kDa), sendo que ambas são necessárias para a estabilização do complexo 

(Gaillard e Wood, 2001); XPF contém o domínio catalítico de nuclease, enquanto 

ERCC1 é necessário para a interação com XPA e outras proteínas de NER (Tsodikov et 

al, 2007). O complexo XPF-ERCC1 participa não só da via de NER mas também de 

outros processos de reparo, como o reparo de DSBs (Ahmad et al, 2008) e ICLs 

(Niedernhofer et al, 2004), além de ser essencial para a viabilidade e desenvolvimento 

nos seres humanos (Ahmad et al, 2010). 

Após a incisão feita pelo complexo XPF-ERCC1, o recrutamento das proteínas 

RFC e PCNA na extremidade 3´ leva à liberação da nuclease e ao início da replicação do 

novo fragmento de DNA (síntese de DNA pós-reparo), utilizando a fita intacta como 

molde. A escolha das polimerases parece depender da fase do ciclo: em células não-

proliferativas há uma preferência pelas polimerases  ou , enquanto em células em 

proliferação a síntese é feita pela pol  (Ogi e Lehmann, 2006; Ogi et al, 2010). A 

ligação da região de DNA recém-sintetizada é feita pela DNA Ligase I juntamente com 
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FEN1 (Tomkinson e Levin, 1997), ou pelo complexo XRCC1-DNA Ligase III (Moser et al, 

2007). 

1.3 Mecanismos de tolerância a dano: síntese translesão (TLS) 

 Como mencionado anteriormente, a presença de danos no DNA causa 

distorções na estrutura da dupla fita que são capazes de causar a parada na forquilha 

de replicação, por bloquearem a ação das polimerases replicativas; a forquilha 

bloqueada é uma estrutura instável, onde podem ocorrer quebras e eventos de 

recombinação, sendo assim potencialmente perigosa para a integridade do genoma. 

Além disso, a existência da forquilha parada leva à sinalização para parada no ciclo 

celular, que, se prolongado, pode levar à morte celular. Assim, para evitar a parada 

prolongada na progressão do ciclo celular, as células desenvolveram mecanismos de 

tolerância aos danos, permitindo a continuidade do ciclo com a possibilidade de 

reparar os danos posteriormente (Cordeiro-Stone et al, 1999). Existem basicamente 

três mecanismos de tolerância já propostos: a síntese translesão (TLS, de Translesion 

Synthesis), um mecanismo de reparo pós-replicação conhecido como gap filling, que 

envolve o preenchimento das lacunas (gaps) deixadas durante o processo de síntese 

de DNA, ambos importantes na resposta das células de mamíferos na presença de 

danos que levam à parada da forquilha (QUINET et al, 2014), e um mecanismo muito 

menos frequente conhecido como regressão da forquilha (fork regression), que 

envolve a formação de uma estrutura formada por quatro fitas duplas de DNA 

conhecida como chicken foot, na qual a fita recém-sintetizada de um dos duplex de 

DNA é utilizada como molde para o outro duplex (Atkinson e Mcglynn, 2009). 

 A utilização de DNA polimerases especializadas (polimerases TLS) capazes de 

continuar a replicação através do dano (bypass), quando ocorre o bloqueio da 

polimerase replicativa é o mecanismo mais conhecido, entretanto leva a uma taxa de 

erro elevada (Guo et al, 2009). As polimerases denominadas replicativas, responsáveis 

pela replicação da grande maioria do genoma (composta de DNA íntegro), fazem parte 

das famílias B (pols ,  e , que replicam o DNA nuclear) e A (pol , que replica o DNA 

mitocondrial), e possuem diversos mecanismos que garantem a incorporação do 

nucleotídeo correto, além de uma atividade de exonuclease 3’5’ (atividade editorial 
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ou de proofreading) que realiza a checagem do último nucleotídeo inserido, 

permitindo sua correção caso não seja o correto. Essas características garantem de 

fato um grau de fidelidade na replicação do DNA íntegro extremamente alto, com uma 

taxa de erro (inserção de um nucleotídeo errado ou uma inserção/deleção de um 

nucleotídeo) de em média 1 a cada 107 bases incorporadas; além disso, esses erros 

ainda podem ser corrigidos pela via de MMR, levando a taxas de erros ainda menores 

durante a replicação, de aproximadamente 1 a cada 1010 nucleotídeos incorporados 

(Mcculloch e Kunkel, 2008).  

 As polimerases de TLS pertencem às famílias B (pol , composta das 

subunidades REV3L, com atividade catalítica, e REV7, que função provavelmente 

regulatória) e, em sua maioria, Y (, ,  e REV1). Essas polimerases possuem sítios 

catalíticos maiores do que os das polimerases replicativas, sendo capazes de acomodar 

estruturas distorcidas que bloqueiam a atividade das polimerases replicativas; essa 

característica as torna, por outro lado, menos processivas, ou seja, elas são capazes de 

sintetizar um número muito menor de bases antes de se desprender do DNA do que as 

polimerases replicativas (Sale et al, 2012). Além disso, e por causa da ausência da 

atividade editorial, as polimerases TLS apresentam taxas de erro na replicação do DNA 

íntegro extremamente altas, em média de 1 a cada 104 bases incorporadas, tornando o 

processo de TLS potencialmente mutagênico (Matsuda et al, 2000).  

Dessa forma, é importante que o acesso das pols TLS ao DNA seja finamente 

controlado: de fato, o modelo aceito atualmente descreve uma troca das polimerases 

(polymerase switching) que ocorre quando a polimerase replicativa é bloqueada em 

frente à lesão, levando à parada na forquilha de replicação. A forquilha parada é um 

sinal para que ocorra a monoubiquinitação do fator de processividade das polimerases 

PCNA pelo complexo E2/E3 ubiquitina ligase RAD6/RAD18, o que levaria a um 

aumento da afinidade das pols TLS (que possuem, em sua maioria, domínios de 

interação com PCNA – PIP – e ubiquitina – UBZ)(Waters et al, 2009) e à troca da pol 

replicativa pela pol TLS (Kannouche et al, 2004). Após o bypass, PCNA é 

desubiquitinado pela DUB USP1, o que leva à perda da afinidade da pol TLS e à volta da 

pol replicativa (Huang et al, 2006)(Figura 7). Dependendo do tipo de lesão encontrado, 

como por exemplo adutos de cisplatina ou sítios AP, o processo de bypass pode 
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depender da ação sequencial de duas polimerases, uma responsável pela inserção do 

nucleotídeo frente à lesão e outra pela extensão do novo fragmento de DNA (Shachar 

et al, 2009). 

 

Figura 7: Mecanismo de Síntese Translesão (TLS). Na presença de DNA simples-fita 
após a parada na forquilha de replicação, causada pela presença de danos distorsivos 
no DNA (TT-CPD), PCNA é monoubiquitinado pelo complexo Rad6-Rad18, fazendo com 

que haja a troca da polimerase replicativa () pela polimerase de TLS (). Após o 
bypass da lesão, PCNA é desubiquitinado pela DUB USP1, fazendo com que a 
polimerase replicativa volte a replicar o DNA. O bypass da lesão mostrada na figura 

(TT-CPD) pela polimerase  é um processo livre de erro. Adaptado de Moraes et al, 
2012a). 

 

 As pols TLS não participam apenas do processo de TLS, mas também de 

diversas vias de reparo (Lange et al, 2011), de replicação da cromatina onde há regiões 

com DNA de estrutura diferente da forma B-DNA (Boyer et al, 2013), assim como de 

processos ligados ao sistema imunológico, como a recombinação V(D)J e a 

hipermutação somática (SHM, de Somatic Hypermutation)(Weill e Reynaud, 2008). 

Além disso, algumas das funções das pols TLS, ligadas ou não ao bypass de lesões, 

ainda não foram completamente elucidados; algumas dessas funções podem ser 
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essenciais para o desenvolvimento correto dos organismos, como mostra o 

camundongo deficiente em REV3L (subunidade catalítica da pol ), que apresenta 

letalidade embrionária (Wittschieben et al, 2000). 

1.4 Doenças relacionadas à deficiência nos genes de reparo 

 A importância do reparo no DNA na manutenção da homeostase dos 

organismos, assim como na prevenção dos processos de carcinogênese, é 

demonstrada pela existência de diversas síndromes genéticas humanas causadas por 

defeitos nas diferentes vias de reparo (Lehmann, 2003; Menck e Munford, 2014). Entre 

elas estão síndromes causadas por mutações nas vias de NER (como Xeroderma 

Pigmentosum, Síndrome de Cockayne e Tricotiodistrofia), por deficiências no reparo 

de ICLs (Anemia de Fanconi) ou de DSBs (Ataxia Telangiectasia, Síndrome de Seckel, 

Síndrome de Werner, Síndrome de Bloom), para citar somente alguns exemplos. A 

maioria destas síndromes está associada, entre manifestações sistêmicas relacionadas 

aos sistemas imunológico e nervoso, a processos de envelhecimento precoce e a um 

grande aumento na incidência de tumores nos pacientes afetados, quando 

comparados com a população em geral (Brosh, 2013).  

1.4.1 Doenças relacionadas à deficiência em NER 

As doenças causadas por deficiências em NER são Xeroderma Pigmentosum 

(XP), XP com complicações neurológicas, Síndrome de DeSanctis-Cacchione, Síndrome 

de Cockayne (CS), síndrome cérebro-óculo-facio-esquelética (COFS), Síndrome UV- 

Sensível (UVSS, de UV-Sensitive Syndrome), tricotiodistrofia (TTD), Síndrome XPF-

ERCC1 (XFE) e pacientes com sintomas combinados de XP e CS ou TTD (Cleaver e 

Revet, 2008; Gregg et al, 2011). 

1.4.2 Xeroderma Pigmentosum (XP) 

 A síndrome Xeroderma Pigmentosum (XP) é uma doença autossômica recessiva 

rara que foi primeiramente descrita em 1874 (Hebra e Kaposi, 1874), mas somente em 

1968 ela foi associada a deficiências no reparo dos danos causados no DNA por luz UV 

(Cleaver, 1968), sendo a primeira síndrome humana associada a deficiências no 

metabolismo do DNA. Estudos realizados na década de 70, através da fusão de células 
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proficientes e deficientes e análise da capacidade da célula fusionada de 

complementar o defeito no reparo (Weerd-Kastelein et al, 1972), e posteriormente 

com a clonagem dos genes na década de 90, determinaram-se sete grupos de 

complementação denominados XP-A até XP-G que apresentam defeitos em NER (De 

Boer e Hoeijmakers, 2000), e um oitavo grupo denominado XP-V (XP variante), que é 

proficiente em NER e apresenta mutações na polimerase TLS  (pol eta ou POLH), 

importante na síntese de DNA na presença de fotolesões (Johnson et al, 1999; 

Masutani et al, 1999). A incidência de XP varia de acordo com a região, sendo de 

1:450.000 na Europa e nos Estados Unidos (Kleijer et al, 2008), podendo aumentar 

para aproximadamente 1:20.000 em algumas regiões como o Japão, onde há um forte 

efeito fundador de mutações em XPA (Hirai et al, 2006), no norte da África, com 

prevalência de mutações em XPC (Soufir et al, 2010), e no centro do Brasil, onde há 

uma população com grande incidência de mutações em XPV (Chaibub, 2013).  

Os sintomas mais freqüentes são a fotossensibilidade, ressecamento (xerose), 

expessamento e grande surgimento de sardas, pintas e bolhas na pele de áreas 

expostas à luz solar (poikiloderma), fotofobia, desenvolvimento de múltiplos tumores 

de pele, olhos e mucosas da boca nas áreas expostas à luz solar, e, em alguns 

pacientes, neurodegeneração progressiva (Digiovanna e Kraemer, 2012). Os sintomas 

cutâneos costumam aparecer na infância, logo nas primeiras exposições dos bebês à 

luz solar, e são variáveis de acordo com o grupo de complementação: pacientes XP-A, -

B, -D e –G apresentam alterações na pigmentação e queimaduras mais graves dos que 

os grupos –C, -E e –V.  

Em relação ao surgimento de tumores nas áreas expostas à luz solar, pacientes 

XP com menos de 20 anos apresentam uma incidência 10.000 vezes maior do que a 

população geral de desenvolver carcinomas cutâneos, 2.000 vezes maior de 

desenvolver melanomas, 1.000 vezes maior de tumores oculares e 100.000 vezes 

maior de desenvolver tumores na língua (Bradford et al, 2011). Além disso, existe 

entre os pacientes XP com menos de 20 anos uma incidência mais elevada também de 

tumores do sistema nervoso central (Kraemer et al, 1994). 90% dos tumores de 

pacientes XP apresentaram mutações do tipo transição CT em sítios de dipirimidina 

no gene p53, consideradas uma assinatura molecular da radiação por UV; a taxa de 
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mutação de p53 nos tumores de pele da população em geral é muito menor, de cerca 

de 50% (Giglia-Mari e Sarasin, 2003), em um exemplo da importância da luz solar na 

etiologia dos tumores desses pacientes. 

Aproximadamente 25-30% dos pacientes XP desenvolvem anormalidades 

neurológicas, pertencentes aos grupos de complementação XP-A, -B, -D e -G (Kraemer 

et al, 1987). A idade ao surgimento varia do início da infância (em geral XP-A) até a 

segunda década de vida, assim como a severidade dos sintomas, que variam desde 

reflexos diminuídos até sintomas graves como microcefalia, perda da audição, e perda 

progressiva da capacidade intelectual podendo levar a dificuldades da fala, do andar e 

da alimentação (Kraemer et al, 2007). Os sintomas neurológicos estão associados a 

uma degeneração progressiva dos neurônios, levando à atrofia do córtex e 

concomitante aumento da espessura do osso do crânio (Rapin et al, 2000).  

De fato, o desenvolvimento de tumores, assim como dos sintomas 

neurológicos, é responsável por uma diminuição de aproximadamente 30 anos na 

expectativa de vida dos pacientes XP, quando comparados com a população: a 

expectativa de vida dos pacientes XP sem sintomas neurológicos morrem é de em 

média 37 anos, enquanto a dos pacientes com sintomas neurológicos de apenas 29 

anos (Bradford et al, 2011). Enquanto a etiologia dos tumores de pele dos pacientes XP 

está claramente ligada à radiação solar, as lesões responsáveis pelo desenvolvimento 

da neurodegeneração é muito menos compreendida. Atualmente acredita-se que haja 

um papel das lesões complexas formadas por estresse oxidativo, provavelmente de 

origem endógena (Brooks, 2007; Menck e Munford, 2014), porém esse assunto ainda é 

motivo de diversos estudos e controvérsias, e será melhor discutido posteriormente. 

Em 1932, de Sanctis e Cacchione descreveram três irmãos com sintomas de XP, 

deficiência mental, nanismo, hipoplasia gonadal e neurodegeneração progressiva já 

aos 2 anos de idade (Digiovanna e Kraemer, 2012). No passado, indivíduos XP com 

qualquer sintoma de anormalidade neurológica era denominado XP/DeSanctis-

Cacchione; entretanto, atualmente esse termo só é utilizado para os pacientes com 

doença neurológica severa, nanismo e desenvolvimento sexual incompleto, que é um 
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quadro muito mais raro do que o XP com complicações neurológicas (Kraemer et al, 

2007). 

O diagnóstico precoce da síndrome XP é de extrema importância uma vez que 

os pacientes protegidos da luz solar desde a infância não desenvolvem lesões na pele. 

Até o momento não existe cura para a doença. O tratamento é feito através do 

acompanhamento médico regular e da remoção cirúrgica das lesões (Mareddy et al, 

2013). Foi documentada a prevenção do surgimento de novas neoplasias durante a 

administração via oral de um derivado do ácido retinóico (isotretinoína), embora com 

efeitos colaterais relativamente severos (Kraemer et al, 1988). O uso tópico de uma 

formulação lipossomal com a enzima T4 endonuclease V do vírus bacteriófago (T4N5) 

mostrou-se capaz de diminuir o aparecimento de lesões cutâneas (Yarosh et al, 2001). 

A terapia gênica pode representar uma nova forma de terapia para os pacientes XP: de 

fato, experimentos in vitro mostraram que vetores virais são capazes de corrigir as 

deficiências de reparo das células desses pacientes, assim como de prevenir o 

surgimento de tumores em modelos animais (Menck et al, 2007). Recentemente, 

queratinócitos XP-C corrigidos com vetores retrovirais apresentaram correção da 

deficiência em reparo e capacidade de se diferenciar normalmente tanto em culturas 

organotípicas quanto em modelos murinos de regeneração de pele humana (Warrick 

et a, 2012), representando esperanças no avanço das técnicas de terapia gênica ex vivo 

para pacientes XP. 

1.4.3 Síndrome de Cockayne (CS) 

A Síndrome de Cockayne também é uma doença genética autossômica 

recessiva, descrita pela primeira vez em 1936 por Edward Cockayne; ele descreveu 

dois pacientes gravemente afetados por nanismo caquético (baixa estatura associada a 

dificuldades na alimentação devido à falta de apetite, levando à perda de peso e de 

massa muscular, e fadiga), atrofia da retina e surdez (Cockayne, 1936). Além disso, os 

pacientes apresentam retardo mental grave, microcefalia, anormalidades esqueléticas, 

problemas no crescimento, problemas dentários, fotossensibilidade cutânea, e 

aparência típica com olhos profundos e queixo proeminente, devido principalmente à 

perda do tecido adiposo subcutâneo e da órbita ocular (Nance e Berry, 1992).  
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Em geral os sintomas aparecem nos primeiros anos de vida, entretanto em 

alguns casos já se manifestam no nascimento; de acordo com a idade ao surgimento 

dos sintomas, os pacientes podem ser divididos em CS tipo I (início da infância, antes 

dos 2 anos), II (anterior ao tipo I, nascimento) e III (após o tipo I, 3-4 anos). Existe uma 

extensa variabilidade na presença assim como na severidade dos sintomas; em geral a 

maioria dos sintomas está presente em todos os pacientes, com variações na idade ao 

surgimento e na velicidade da progressão da doença, sendo que todos os pacientes 

apresentam uma piora progressiva dos sintomas. A expectativa de vida dos pacientes 

tipo I é de aproximadamente 16 anos, do tipo II entre 5 e 6 anos, e do tipo III de 30 

anos (Laugel, 2013). 

 CS é causada por mutações nos genes CSA/ERCC8 (35% dos casos) e CSB/ERCC6 

(65% dos casos)(Laugel et al, 2010); em geral mutações em CSA estão associadas aos 

fenópicos mais brandos (tipos I e III), enquanto as mutações em CSB levam à forma 

mais grave da doença (Jaarsma et al, 2013). Mutações nos genes CS também podem 

levar à uma síndrome mais grave, denominada síndrome cérebro-óculo-fácio-

esquelética (COFS), assim como a uma síndrome muito branda conhecida como 

síndrome UV-sensível (UVSS). COFS é caracterizada por sintomas do tipo CS II, além de 

artrogripose (deficiências nas articulações e na musculatura), microcefalia, catarata e 

microftalmia; esses sintomas apresentam-se mesmo antes do nascimento, e levam a 

uma expectativa de vida extremamente curta. Os pacientes COFS apresentam 

mutações em CSB (Meira et al, 2000), XPD (Graham et al, 2001), XPG (Hamel et al, 

1996) ou ERCC1 (Jaspers et al, 2007). UVSS é caracterizada somente por 

fotossensibilidade, sem nenhum outro sintoma de CS, nem aumento na incidência de 

desenvolvimento de câncer; os pacientes UVSS podem ser mutações em CSA (Nardo et 

al, 2009), CSB (Horibata et al, 2004) ou UVSSA (Nakazawa et al 2012; Schwertman et al, 

2012; Zhang et al, 2012). 

Enquanto os problemas neurológicos apresentados pelos pacientes XP são 

causados por um processo de degeneração neuronal, a disfunção neurológica 

progressiva dos pacientes CS é resultante de um processo patológico diferente, ligado 

primariamente à desmielinização ou hipomielinização, que ocorre desde o início do 

desenvolvimento (Koob et al, 2010). Outras características da patologia neurológica de 
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CS é o tamanho extremamente pequeno do cérebro, soma de problemas no 

desenvolvimento assim como da atrofia do tecido cerebral (Weidenheim et al, 2009); 

depósitos de cálcio e outros minerais no cérebro; vasculopatias, como 

microvasculopatia (Hayashi et al, 2012), e presença de células anormais no cérebro, 

como células de Purkinje distróficas, astrócitos e neurônios multinucleados; ainda não 

se sabe se a presença dessas células é resultado da progressão da doença, ou se elas 

fazem parte do processo patológico (Brooks, 2013).  

Assim como as células XP, as células CS são sensíveis ao tratamento com UV 

(Schmickel et al, 1977), posteriormente atribuída à deficiência na capacidade de 

recomeçar a síntese de RNA após danos gerados por UV (Lehmann et al, 1979), 

causada pela deficiência no TCR (Van Hoffen et al, 1993). As células CS apresentam 

deficiência no reparo de CPDs porém reparam normalmente os 6,4-PPs (Barrett et al, 

1991), provavelmente pela maior distorção que os 6,4-PPs causa na dupla fita, levando 

ao rápido reconhecimento por XPC e reparo pela via de GGR antes que ocorra a parada 

na transcrição. Além da deficiência no reparo de CPDs, células CS também apresentam 

deficiência no reparo de lesões causadas por estresse oxidativo (Spivak e Hanawalt, 

2006); a participação de CSA e CSB no reparo desse tipo de lesões será melhor 

discutida posteriormente. Apesar das deficiências em NER, os pacientes CS não 

apresentam lesões na pele ou aumento na incidência de tumores de pele, como ocorre 

nos casos de XP. 

Além de fazer parte da via de TCR, as proteínas CSA e CSB também são 

importantes nos processos de regulação da transcrição, pela sua interação com a RNA 

pol II, que ocorrem na presença de danos genotóxicos, mas que também podem ser 

importantes na transcrição em geral (Cleaver et al, 2013); de fato, camundongos 

deficientes em CSB apresentam deficiências no processo de mielinização do cérebro 

devido à incapacidade dos oligodendrócitos de produzir ou manter níveis normais de 

produção de mielina (Revet et al, 2012). Além disso, recentemente foi descrita a 

presença de CSA e CSB na mitocôndria (Aamann et al, 2010; Kamenisch et al, 2010), 

onde essas proteínas parecem ser importantes no reparo do mtDNA, assim como na 

manutenção do estado redox das células (Pascucci et al, 2012). Dessa forma, ainda não 

há certeza sobre qual o mecanismo mais importante na patologia (principalmente 
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neurológica) de CS, se são as deficiências no reparo ou na transcrição (Brooks, 2013), 

ou um mecanismo conjunto (Jaarsma et al, 2011); além disso, no caso da deficiência de 

reparo, também existe controvérsia sobre qual seria o tipo de dano responsável pela 

patologia neurológica (Cleaver et al, 2013). 

1.4.4 Tricotiodistrofia (TTD) 

                A tricotiodistrofia é uma doença rara, autossômica recessiva, descrita 

inicialmente no fim da década de 60 (Pollitt et al, 1968), cuja principal característica é a 

fragilidade de cabelos e pêlos, que ficam quebradiços por causa de uma grande 

diminuição no conteúdo da matriz protéica dos cabelos (principalmente cisteína, mas 

também metionina e possivelmente outros aminoácidos); as fibras de cabelos dos 

pacientes TTD, quando observadas em microscópio com luz polarizada, apresentam 

bandas claras e escuras alternadas (chamada de “rabo de tigre”), o que é um grande 

indicativo de diagnóstico de TTD. O termo tricotiodistrofia foi proposto por Price em 

1979, para designar pacientes com cabelos quebradiços e deficientes em enxofre, 

associados a anomalias neuroectodérmicas. Outros sintomas são retardo mental, 

autismo, rosto característico com displasia cranial, anormalidades na pele, unhas e 

ossos, estatura reduzida, e diversos problemas oculares, imunológicos e de fertilidade 

(Itin et al, 2001).  

               Existe uma grande heterogeneidade tanto no tipo quanto na severidade dos 

sintomas: em casos mais graves há um retardo severo nas capacidades motoras e 

mentais, dificuldades na fala, e morte durante a infância (em média 6 anos) 

geralmente associada a infecções bacterianas (Stefanini et al, 2010); em alguns casos 

há anormalidades desde o nascimento, inclusive com complicações no parto. Os 

pacientes moderadamente afetados apresentam baixa estatura, coordenação motora 

reduzida, retardo mental mais leve e puberdade tardia, e geralmente sobrevivem até a 

adolescência; há casos em que os pacientes apresentam apenas sintomas nos cabelos, 

pele e unhas (Faghri et al, 2008). Os pacientes TTD, assim como os CS, apresentam 

desmielinização do sistema nervoso central (Itin et al, 2001).  

              40-50% dos pacientes TTD apresentam sensibilidade à luz solar, mas não há 

mudanças na pigmentação ou desenvolvimento de tumores malignos como ocorre nos 
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pacientes XP (Lehmann, 2001). Mutações em três genes são responsáveis pelo 

fenótipo TTD associado à fotossensibilidade: XPB (Weeda et al, 1997), XPD (Stefanini et 

al, 1993; Broughton et al, 1994) e TTDA (Giglia-Mari et al, 2004), todos componentes 

do complexo TFIIH, essencial para a transcrição basal assim como para o NER; dessa 

forma, assim como CS, a patologia de TTD está associada a deficiências na transcrição, 

e não só no reparo. Mutações em qualquer um dos três genes leva a uma sensibilidade 

ao tratamento com luz UVC (Nishiwaki et al, 2004) e diminuição de em média 70% nos 

níveis celulares de TFIIH (Botta et al, 2002).  

                Em geral, mutações em TTDA ou XPB levam a um fenótipo de brando a 

moderado, enquanto as mutações em XPD (a maioria) estão associadas aos fenótipos 

mais severos (Stefanini et al, 2010). Apesar da fotossensibilidade, a ausência de 

desenvolvimento de tumores (pelo menos de pele e associados à exposição solar) 

pode ser parcialmente explicada pela capacidade dessas células em repararem 6,4-PPs 

e parcialmente CPDs quando em crescimento exponencial (Riou et al, 2004); essa 

diferença pode estar ligada à deficiência dessas células no recrutamento de TFIIH e de 

outras proteínas de NER recrutadas pelo complexo especificamente para regiões 

contendo CPDs (Chiganças et al, 2008). Existem pacientes que não apresentam 

fotossensibilidade, e ainda não foram encontrados todos os genes responsáveis por 

essa forma da doença; aproximadamente 20% desses pacientes apresentam mutações 

no gene TTDN1 (de função desconhecida), níveis normais de TFIIH e resposta normal à 

luz UV (Nakabayashi et al, 2005; Botta et al, 2007). 

1.4.5 Mutações em XPD/ERCC2 

O gene XPD/ERCC2 (19q13) codifica para a helicase 5’-3’ dependente de ATP, 

uma proteína de 760 aminoácidos que é parte do complexo de reparo/transcrição 

TFIIH; além da atividade de helicase essencial para o NER, XPD também tem um papel 

na estabilização do complexo, através da interação com os dois subcomplexos de TFIIH 

(CAK e core). Também participa do reconhecimento da lesão (Yokoi et al, 2000), 

através de diferentes mudanças na conformação da proteína XPD (Buechner et al, 

2014). Na transcrição, após o posicionamento do complexo de pré-iniciação (TFIIA, 

TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF e na RNA polimerase II), TFIIH é responsável pela abertura da 
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dupla fita na região próxima ao promotor, através da atividade de helicase de XPB 

(Holstege et al, 1996), além de fosforilar o domínio C-terminal da RNA pol II através da 

atividade de quinase de CDK7 (Feaver et al, 1991); essa fosforilação é necessária para 

evitar o bloqueio do complexo no promotor e para o início da transcrição (Dvir et al, 

1997).  

XPD também pode ser encontrada associada à subunidade CAK sem a 

subunidade core do TFIIH (Reardon et al, 1996); a quinase CAK é necessária para a 

entrada da célula em mitose através da fosforilação do complexo CDK1/ciclinaB1 

(Larochelle et al, 2007). Recentemente foi descrita a participação de XPD em um 

complexo independente de TFIIH, o complexo MMS19-XPD (composto pelas proteínas 

MMS19, XPD, MIP18, Ciao1 e ANT2), que se localiza no fuso mitótico e é importante 

para a correta segregação dos fusos (Ito et al, 2010). 

As mutações no gene XPD estão associadas a manifestações clínicas diferentes, 

com grande diversidade nos sintomas, assim como na severidade: XP-D, TTD, XP-

D/TTD, XP-D/CS e COFS (Lehmann, 2008). A tabela 1 mostra um resumo dos fenótipos 

encontrados nos pacientes XP, XP/CS e TTD com mutações em XPD. Apesar da grande 

diferença entre os fenótipos dos pacientes e da sensibilidade à UV, a complementação 

das células de pacientes XPD, TTD e XP-D/CS com o cDNA do gene XPD é capaz de 

restaurar a capacidade de reparo dos três fenótipos (Armelini et al, 2005). Estudos em 

camundongos XPD-nocaute mostraram que mutações levando à perda de função da 

proteína são letais embrionárias, o que indica que esse é um gene essencial (De Boer 

et al, 1998a). Assim, indivíduos com dois alelos nulos não são viáveis, e os pacientes 

XP-D possuem mutações que levam à produção de uma proteína alterada, porém 

parcialmente funcional (Taylor et al, 1997). A maioria dos pacientes com mutações em 

XPD são heterozigotos compostos, sendo que os dois alelos contribuem para o 

fenótipo desses pacientes, alterando conjuntamente a estabilidade do complexo TFIIH 

e a atividade de helicase da proteína XPD (Ueda et al, 2009).  
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Tabela 1: Manifestações clínicas dos pacientes com mutações no gene XPD. 

 XP-D XP-D/CS TTD/XPD 

Sensibilidade à luz solar ++ ++ ++ 

Aumento na pigmentação da pele ++ - - 

Câncer de pele ++ - - 

Ictiose - - + 

Cabelos, pêlos e unhas quebradiços - - +  

Redução progressiva das 
capacidades mentais 

+ ++ + 

Degeneração neuronal + - - 

Calcificações no cérebro - + +/- 
Desmielinização - + +/- 

Ataxia +/- + - 
Degeneração da retina  - + - 

Nanismo +/- ++ ++ 

Surdez  + + - 

Perda de gordura subcutânea - + - 

+/-, alguns pacientes afetados 

Existem modelos murinos de XP/CS e TTD com mutações em XPD (Andressoo et 

al 2006; De Boer et al, 1998b), que recapitulam alguns dos fenótipos dos pacientes, 

porém com algumas diferenças : o camundongo XpdXPCS apresenta alta incidência de 

câncer de pele induzido por luz UVB, expectativa de vida reduzida (talvez ligada ao 

desenvolvimento de tumores espontâneos), peso reduzido, aparência caquética e 

deficiências leves no comportamento e na movimentação; as anormalidades 

neurológicas desses camundongos são semelhantes aos modelos murinos de CS, 

Csbm/m e Csa-/-.  O camundongo XpdTTD apresenta pelos curtos, quebradiços e 

deficientes em cisteína, anormalidades na pele, perda de gordura subcutânea e níveis 

reduzidos de hemáceas, entretanto apresenta anormalidades neurológicas leves 

(Jaarsma et al, 2013). O camundongo XpdXPCS/TTD mostra que há uma espécie de 

dominância de um alelo sobre outro que varia nos diferentes tecidos: o camundongo 
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apresenta diminuição da sensibilidade à luz UV e surgimento de tumores de pele, 

assim como diminuição dos sintomas típicos de TTD (Van de Ven et al, 2012).  

Em 2008, a resolução das estruturas cristalográficas das proteínas ortólogas 

XPD homólogas às de três diferentes Arquéias (Figura 8b), Thermoplasma acidophilum 

(Wolski et al, 2008), Sulfolobus acidocaldarius (Fan et al, 2008) e Sulfolobus tokodaii 

(Liu et al, 2008) foi de grande importância para a elucidação do impacto das mutações 

típicas de XP, XP/CS ou TTD sobre a funcionalidade da proteína e na estabilidade do 

complexo TFIIH como um todo. As estruturas cristalizadas mostram que a proteína XPD 

contém dois domínios de helicase RecA-like, HD1 e HD2, separados por uma fissura 

contendo o domínio de ligação com ATP; um terceiro domínio composto por um 

cluster 4FeS; e um quarto domínio denominado “Arch”; os domínios 4FeS e Arch estão 

inseridos no HD1. A proteína forma uma espécie de roda com um buraco no meio, e 

tem uma estrutura muito semelhante à UvrB, o homólogo funcional de XPD em 

bactérias (Wolski et al, 2008). O domínio 4FeS é composto por seis -hélices e quatro 

cisteínas coordenando os átomos de Fe; sua importância é demonstrada pela perda da 

atividade de helicase da proteína após a mutação de qualquer uma das cisteínas, e 

pela perda da estrutura da proteína quando o Fe é oxidado (Fan et al, 2008). O 

domínio Arch também é composto basicamente por -hélices com um ângulo formado 

entre dois grupos de -hélices, originando uma estrutura em forma de arco. Nenhum 

dos grupos obteve a estrutura da proteína ligada ao DNA, mas todos fizeram a mesma 

predição da posição do DNA, sendo uma simples fita passando entre os domínios HD2 

e Arch, e depois entre o túnel formado pelos domínios Arch, 4FeS e HD1.  

Mutações em XPD que levam ao fenótipo XP são encontradas geralmente nas 

faces dos domínios HD1 e HD2 que provavelmente interagem com o DNA, ou próximas 

ao domínio de ligação com ATP; essas mutações reduzem drasticamente a atividade de 

helicase da proteína, ao modificarem sítios catalíticos conservados ou regiões de 

ligação com DNA ou ATP, sem causar mudanças na estrutura do complexo TFIIH como 

um todo.  As mutações do tipo XP/CS estão agrupadas próximo ao domínio de ligação 

com ATP, e provavelmente estão ligadas ao aumento ou diminuição da flexibilidade da 

proteína, afetando suas mudanças conformacionais, ou ao desacoplamento da 

hidrólise do ATP com deslocamento do DNA. Já as mutações do tipo TTD estão 
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distribuídas nos domínios HD1 e HD2, levando provavelmente a uma diminuição da 

capacidade de ligação com outras proteínas, o que poderia desestabilizar o complexo 

TFIIH, além de poder reduzir a atividade de helicase; existem também mutações que 

desestabilizam completamente a estrutura da proteína XPD, e consequentemente de 

TFIIH. Duas mutações do tipo TTD são as únicas descritas nos domínios 4FeS e Arch. Há 

também um agrupamento de mutações TTD na região que codifica para a porção C-

terminal da proteína, onde há o sítio de interação com p44, levando à perda dessa 

interação e consequentemente a uma grande diminuição na atividade de helicase. Não 

foram descritas mutações patológicas na maioria da região codificante para o domínio 

Arch, o que pode indicar que esse domínio é mais tolerante a pequenas alterações 

estruturais (Lehmann, 2008).  

A figura 8a mostra os domínios funcionais da proteína XPD e os locais das 

mutações XP, XP/CS e TTD já descritas, assim como a estrutura da proteína mostrando 

os quatro domínios e as posições das mutações (b). 

 

Figura 8: Domínios funcionais, estrutura e mutações da proteína XPD. A: Domínios 
funcionais da proteína XPD e os locais das mutações XP, XP/CS e TTD já descritas. São 
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mostrados os domínios HD1, HD2, 4FeS e Arch; os domínios em helicase estão em 
vermelho. Nas caixas aparecem as mutações dos tipos XP (vermelho), XP/CS (amarelo) 
e TTD (roxo); as mutações de Homo sapiens estão acima, e as correspondentes em 
Sulfolobus acidocaldarius estão abaixo entre parênteses. Adaptado de Cleaver et al, 
2009.  

B: Estrutura da proteína XPD. Os pontos representam as posições das mutações dos 
tipos XP (vermelho), XP/CS (amarelo) e TTD (roxo). Adaptado de Lehmann, 2008. 

 

1.5 Xeroderma Pigmentosum Variante (XP-V) 

 Os pacientes XP variante (XP-V) representam aproximadamente 20% dos 

pacientes XP (Opletalova et al, 2014) e apresentam fenótipo clínico mais favorável do 

que os pacientes XP clássicos (XP-A a –G), que possuem deficiências em NER. Os 

portadores de XP-V não apresentam grande fotossensibilidade na infância, porém ela 

aumenta no início da idade adulta, quando começam a surgir as primeiras lesões 

malignas de pele. Além disso, esses pacientes não desenvolvem sintomas neurológicos 

(Tanioka et al, 2007). Em 1999, após a clonagem do cDNA do gene XPV/POLH, 

identificou-se seu produto gênico como sendo a DNA polimerase η (pol eta, XPV ou 

POLH), homólogo de Rad30 em leveduras, envolvida na TLS de fotoprodutos (Johnson 

et al, 1999; Masutani et al, 1999). A pol η é, até o momento, a única polimerase 

descrita cuja deficiência está associada a uma síndrome humana. 

 A importância da pol η é evidenciada pela maior incidência de tumores de pele 

nos pacientes XP-V, que, mesmo sendo menor do que nos outros grupos de pacientes 

XP, é maior do que a população em geral. Apesar da baixa fidelidade e processividade 

na replicação de DNA íntegro (Matsuda et al, 2000),  pol η é especializada na síntese 

de DNA na presença de lesões causadas pela luz UV (Biertümpfel et al, 2010), uma vez 

que ela é capaz de adicionar os nucleotídeos corretos (A-A) opostos a CPDs formados 

por T-T (cis-syn dímeros de ditimina)(Masutani et al, 2000), que são as lesões mais 

comuns formadas após exposição à luz solar. Na ausência de pol η, outras polimerases 

TLS ( e ) são recrutadas para fazer o bypass dos CPDs, entretanto, ao contrário do 

bypass feito pela pol η, esse é um processo mutagênico, sendo o responsável pelo 

aumento na incidência de tumores de pele dos pacientes XP-V (Waters et al, 2009). 
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     Pol  também está ligada à TLS dos 6,4-PPs, entretanto, ao contrário das CPDs, 

que necessita somente de uma polimerase, o bypass dos fotoprodutos é feito por duas 

polimerases: η ou  como insersoras (síntese do nucleotídeo frente à lesão) e  como 

extensora (continuação da síntese de DNA na lacuna), em um processo geralmente 

mutagênico (Prakash et al, 2005). Pol η também está implicada na TLS de outras lesões 

não relacionadas às fotolesões, como 8-oxoG (Haracksa et al, 2000a), O6-MeG 

(Haracksa et al, 2000b), timina glicol (Kusumoto et al, 2002), adutos de cisplatina 

(Vaismann et al, 2000) e sítios AP (Choi et al, 2010). Outras funções não-canônicas de 

pol  estão ligadas ao reparo de lesões oxidadas em cluster (Zlatanou et al, 2011), à 

alguns mecanismos de recombinação homóloga (Kawamoto et al, 2005), e à replicação 

de DNA em regiões de estruturas não-canônicas (não-B) de DNA, como o G-quadruplex 

(estruturas secundárias formadas em regiões ricas em G), que ocorrem normalmente 

em algumas regiões do genoma e podem bloquear as pols replicativas (Bétous et al, 

2009), e na replicação de sítios frágeis (Rey et al, 2009; Bergoglio et al, 2013). 

1.5.1 O papel de pol  no processo de Hipermutação Somática (SHM) 

A Hipermutação Somática (SHM, de Somatic Hypermutation) é um processo 

mutagênico específico que ocorre nos centros germinativos dos órgãos linfóides 

secundários, capaz de diversificar os genes das imunoglobulinas durante a resposta a 

determinado antígeno, através da seleção de células B possuindo receptores com 

maior afinidade pelo antígeno (Weill e Reynaud, 2008). Durante o processo de SHM 

são introduzidas (em sua maioria) mutações pontuais nos genes codificantes para as 

regiões variáveis das cadeias pesada (VH) e leve (VL) das imunoglobulinas, o que ocorre 

quando as células já passaram pelo processo de recombinação V(D)J, e após o estímulo 

das células B pelos linfócitos T (Longo e Lipsky, 2006). Esse processo é 

filogeneticamente conservado e foi observado desde os peixes cartilaginosos até os 

mamíferos (Diaz e Flajnik, 1998). As células B, que foram selecionadas por possuírem 

um receptor BCR (B Cell Receptor) com maior afinidade pelo antígeno após a SHM, 

podem se diferenciar em plasmócitos ou células B de memória, conferindo proteção a 

longo prazo contra o antígeno específico. 
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O processo de SHM é iniciado pela enzima AID (activation-induced cytidine 

deaminase), que catalisa a desaminação de citidinas em uracilas em regiões específicas 

das cadeias VH e VL dos genes (já rearranjados) das imunoglobulinas. As mutações se 

estendem em uma região de aproximadamente 2 kb, e ocorrem principalmente nos 

exons codificantes dos genes V(D)J e a juzante do intron J, em uma frequência 1 milhão 

de vezes maior que no restante do genoma, de uma mutação a cada 100 ou 1000 

pares de bases (Saribasak e Gearhart, 2012). Há atualmente muitos estudos sobre os 

motivos que levam à maior atividade da AID nos genes das Igs em comparação ao 

restante do genoma, tanto nos níveis globais (H,  e ) quanto regionais (regiões V e 

switch, além de hotspots locais). 

Dentre as diversas enzimas de reparo capazes de reparar lesões do tipo uracila 

nas células eucarióticas, demonstrou-se até agora a participação da glicosilase UNG e 

do complexo de reconhecimento da via MMR, MSH2-MSH6, durante o processo de 

SHM (Delbos et al, 2006). Após a excisão da uracila do par U:G pela UNG, o sítio 

abásico formado na frente da guanina é convertido em uma SSB pela enzima APE1; 

entretanto, se o par U:G for reconhecido pelo complexo MSH2-MSH6, o sítio abásico é 

formado pela enzima Exo1. Após a remoção da uracila pela UNG ou Exo1, há o 

recrutamento de polimerases de baixa fidelidade que irão sintetizar o novo fragmento 

de forma mutagênica. Na via UNG, os sítios abásicos ou regiões de DNA fita simples 

são resolvidos predominantemente pela polimerase Rev1, formando principalmente 

mutações em sítios G:C; na via MSH2-MSH6, a lacuna é preenchida pela pol , 

formando mutações principalmente em sítios A:T (Reynaud et al, 2009). 

As polimerases TLS foram consideradas candidatas a catalisar a geração de 

mutações nos sítios gerados pela AID pela baixa fidelidade na síntese de DNA íntegro 

(Goodman e Tippin, 2000); de fato, em 2001 foi feita a primeira descrição da pol  

como responsável pela geração de mutações nos sítios A/T gerados durante o 

processo de SHM (Zeng et al, 2001). Esse estudo demonstrou que os genes variáveis 

das imunoglobulinas de pacientes XP-V apresentam uma grande diminuição das 

mutações nos sítios A/T (de aproximadamente 50% para menos de 10%, com um 

aumento concomitante nas mutações em sítios G/C), em comparação com a 

população em geral, apesar do número de mutações não sofrer alteração significativa. 
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O mesmo fenótipo foi encontrado em camundongos deficientes em pol  (Delbos et al, 

2005), MSH2 (Phung et al, 1998), MSH6 (Wiesendanger et al, 2000) e Exo1 (Bardwell et 

al, 2004). 

Através da descrição de um paciente XP-V, portador de uma mutação em uma 

região não-codificante do gene que levava à produção de uma proteína funcional 

porém em pequena quantidade, e apresentava uma proporção de mutações em sítios 

A:T intermediária entre os controles e os pacientes XP-V que não produzem nenhuma 

proteína funcional, demonstrou-se que a frequência de mutações nos sítios A/T está 

diretamente relacionada à quantidade da proteína pol  funcional; assim, o 

sequenciamento das regiões variáveis dos genes das imunoglobulinas pode ser usado 

como auxílio no diagnóstico de XP-V, assim como para o estudo da funcionalidade da 

proteína presente nas células dos pacientes (Faili et al, 2009). 

  

1.6 Participação de NER no reparo de danos causados por estresse oxidativo 

A interconexão entre vias de reparo tem sido assunto de grande interesse na 

comunidade científica há vários anos, e diversos grupos têm estudado a participação 

de NER ou de proteínas dessa via no reparo de danos causados por estresse oxidativo 

no DNA (Spivak e Hanawalt, 2006; Bohr et al, 2007; Parlanti et al, 2012; D’Errico et al, 

2013; Khobta e Epe, 2013), principalmente pelo amplo espectro de lesões que são 

reconhecidas e reparadas por NER. Além dessa flexibilidade no reparo de substratos 

não relacionados, diversas manifestações clínicas dos pacientes portadores de 

síndromes com deficiências em NER, como os graves sintomas neurológicos presentes 

nos pacientes XP com comprometimento neurológico, CS, XP/CS e TTD, que não 

podem ser explicados pela exposição desses pacientes à irradiação com luz UV 

(Kraemer et al, 2007), são alguns dos motivos que levaram ao início desses 

questionamentos.  

A explicação geralmente encontrada para os sintomas neurológicos desses 

pacientes está na deficiência no reparo de danos causados por fontes endógenas, 

principalmente as ERO, que seria ainda maior por causa dos altos níveis de 

metabolismo energético do tecido nervoso, além da sua composição rica em lipídeos, 
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o que geraria um estado de estresse oxidativo constante, com produção de produtos 

tóxicos da LPO (Cleaver et al, 2009). Entretanto, até o momento não se tem certeza 

sobre a fonte desses danos, nem sobre a identidade das lesões responsáveis pelo 

processo patológico.  

A participação do NER no reparo de lesões causadas por estresse oxidativo, 

assim como a influência das deficiências do reparo dessas lesões na patologia 

neurológica dos pacientes com deficiências em NER, tem sido alvo de muitos estudos, 

assim como de muita controvérsia. Um dos motivos está baseado no modelo de 

reconhecimento do TCR, que ocorre quando são formadas lesões capazes de causar 

uma distorção na dupla fita suficiente para levar à parada da RNA pol II. Apesar de 

alguns estudos terem detectado uma parada parcial da RNA pol II frente a 8-oxoG, 

uma das bases oxidadas mais estudadas (Stevnsner et al, 2008), em geral aceita-se que 

essa lesão não represente um bloqueio significativo para a transcrição (Tornaletti et al, 

2004; Kathe et al, 2004; Larsen et al, 2004), sendo portanto reparada por BER.  

Entretanto, como mencionado anteriormente, existe uma classe de lesões 

oxidadas capaz de bloquear a RNA pol II e que é substrato de reparo por NER, como as 

ciclopurinas e outras lesões em tandem (Brooks, 2007), lesões oxidadas em cluster 

(Cadet et al, 2012), além dos diversos adutos formado pela LPO no DNA (Berquist e 

Wilson, 2012). Além disso, intermediários da via de BER, como por exemplo os sítios 

AP gerados pela ação das glicosilases após o reconhecimento da lesão, constituem um 

bloqueio para a transcrição (Kitsera et al, 2011), e seriam portanto substratos de TCR. 

Uma hipótese é que o acúmulo dessas lesões possa causar morte neuronal por 

bloquear a transcrição, o que, na ausência de reparo pela deficiência em NER, seria 

uma das causa da patologia neurológica que ocorre nesses pacientes (Brooks, 2007). 

Além do reparo de lesões complexas formadas pelo estresse oxidativo pela via 

de NER, outra forma de participação de NER no reparo de lesões oxidadas é através do 

papel regulatório de algumas proteínas de NER sobre proteínas de BER. De fato, já 

foram descritas interações entre proteínas de NER e diversas glicosilases, como por 

exemplo XPG e NTH1 (Klungland et al, 1999a), XPC e OGG1 (D’Errico et al, 2006), CSB e 

NEIL1 (Muftuoglu et al, 2009) e NEIL2 (Aamann et al, 2014), entre outras; essas 
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interações são responsáveis pelo aumento da atividade dessas glicosilases, e 

consequentemente pelo aumento da capacidade das células em lidar com esse tipo de 

danos genotóxicos.  

Dessa forma, existem diversos artigos que descreveram a participação de 

proteínas do NER no reparo de danos causados por estresse oxidativo no DNA, seja 

através da interação com proteínas de BER, seja através do reparo de lesões 

distorsivas/complexas, ou de intermediários de BER, pela via de NER. Células XPC se 

mostraram mais sensíveis ao tratamento com agentes oxidantes, como IR e bromato 

de potássio (KBrO3)(D’Errico et al, 2006) e MB (Berra et al, 2013), assim como células 

XPA (Berra et al, 2013), CSA e CSB (De Waard et al, 2004; D’Errico et al, 2007; Nardo et 

al, 2009) e XP-G/CS (Soltys et al, 2013).   

 Assim, levando-se em conta os indícios da participação de proteínas de NER 

no reparo de lesões causadas por estresse oxidativo (como XPA, XPC, CSA e CSB), a 

hipótese deste trabalho é de que outras proteínas relacionadas ao NER também 

possam ter importância na proteção das células contra o estresse oxidativo. Portanto, 

um dos objetivos deste trabalho é estudar a participação da proteína XPD no reparo 

dessas lesões, através do estudo do comportamento de células com diferentes 

mutações nessa proteína (XP-D, XP-D/CS e TTD/XPD).  

 Outros objetivos deste trabalho estão ligados ao estudo da participação da DNA 

TLS polimerase  em suas diversas funções na célula: na resposta a estresse oxidativo, 

estudando o comportamento de células de pacientes XP-V, uma vez que essa 

polimerase está implicada na TLS de bases oxidadas, assim como no reparo de lesões 

oxidadas em cluster; no processo de SHM, como auxílio ao diagnóstico da síndrome 

XP-V assim como no estudo da funcionalidade das proteínas mutadas nos pacientes 

(estudo realizado em colaboração com o Laboratório de Células B e Plasticidade 

Genômica, Institut de Cancérologie Gustave Roussy, Villejuif, França, sob orientação 

dos doutores Said Aoufouchi e Alain Sarasin); e sua indução na presença de danos 

genotóxicos, principalmente fotoprodutos. 
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          2.    OBJETIVOS 

2.1 Estudar a participação da proteína XPD na resposta celular ao estresse oxidativo 

induzido pelo tratamento com MB fotoativado, através da análise do comportamento 

de células deficientes em NER com mutações diferentes em XPD, pertencentes a 

pacientes com fenótipos XP-D, XP-D/CS e TTD/XPD. Os objetivos específicos estão 

listados a seguir: 

 Verificar a sobrevivência de fibroblastos humanos transformados e primários 

de fenótipos XP-D, XP/CS e TTD/XPD após a geração de estresse oxidativo 

induzido pelo tratamento com MB+luz e bromato de potássio (KBrO3), através 

de ensaios de sobrevivência celular. Além disso, verificar se a expressão da 

proteína XPD é capaz de reverter o fenótipo de sensibilidade com ensaios de 

complementação. 

 Estudar o padrão de danos no DNA, a cinética de reparo, as alterações no ciclo 

celular e da população em apoptose, assim como estudo dos mecanismos de 

morte celular e da cinética de sinalização em resposta a danos ao DNA, frente 

ao estresse oxidativo. 

 Análise da capacidade das células deficientes de reparar danos causados por 

MB+luz em DNA plasmidial, assim como do comportamento das células frente 

a ausência de expressão de proteínas relacionadas ao BER (DNA polimerase  e 

OGG1). 

2.2  Estudar a participação da polimerase  em suas diferentes funções na célula: 

 Verificar sua participação na TLS ou reparo dos danos induzidos pelo 

tratamento com MB+luz, através de ensaios de sobrevivência, análise do ciclo, 

da população em apoptose e da sinalização em resposta aos danos através de 

citometria, utilizando fibroblastos de pacientes XP-V. 

 Determinação da funcionalidade da proteína presente nas células de pacientes 

XP-V através do sequenciamento da região variável das imunoglobulinas. 

 Estudo da indução da proteína frente a estresse genotóxico causado por luz 

UVC, e seu possível papel no fenótipo celular após danos genotóxicos 

repetidos. 
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3.  MATERIAIS E MÉTODOS 

 

3.1 Linhagens celulares 

As células utilizadas neste projeto são fibroblastos humanos primários e 

transformados, obtidos a partir de biópsias de pele de pacientes, em região livre de 

tumor e não exposta à luz solar. As linhagens transformadas de genótipos MRC5, XP-D, 

XP-D/CS, TTD/XPD e XP-V, foram transformadas com a oncoproteína Large T do vírus 

SV-40 e cedidas pelo Dr. Alain Sarasin (Institut Gustave Roussy, Villejuif, França). Estas 

linhagens são descritas a seguir: 

 MRC5-SV: fibroblasto de tecido pulmonar, originado de biópsia de um feto 

masculino de 14 semanas em 1966 

 XP6BE-SV (XP-D): linhagem de fibroblasto de pele obtida a partir de biópsia de 

uma paciente de 20 anos, com alta fotossensibilidade, diversos tumores 

malignos na pele e neurodegeneração desde o início da infância (Robbins et al, 

1974). A linhagem XP6BE foi transformada em 1986 por Protić-Sabjić et al. 

Essas células são heterozigotas compostas por um alelo com uma transversão 

C→T no nucleotídeo 2047, resultando na substituição do códon Arg-683 para 

Trp (R683W), e uma deleção de 78 nucleotídeos no exon 3, resultando na 

deleção dos aminoácidos 36 a 61 (del3661) no segundo alelo do gene XPD, 

provavelmente nulo (Takayama et al, 1995) 

 XPCS2-SV (XP-D/CS): linhagem de fibroblasto de pele obtida a partir de biópsia 

de um paciente com alta fotossensibilidade e sintomas neurológicos severos, 

aos 5 anos de idade (Broughton et al, 1995). A linhagem XPCS2 apresenta 

somente um alelo funcional do gene XPD, que carrega uma substituição G→A 

no nucleotídeo 1805, resultando na mudança do aminoácido glicina para 

aspartato no códon 602 (G602D) na proteína (Takayama et al, 1995) 

 AS66Las/TTD2VI (TTD/XPD): linhagem de fibroblasto de pele obtida a partir de 

biópsia de uma paciente de 4 anos de idade, com sintomas típidos de TTD: 

retardo mental, baixo peso e estatura, ictiose, e cabelos e pêlos curtos e 

quebradiços (Sarasin et al, 1992). Essa linhagem foi transformada em 1995 por 
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Eveno et al, e possui uma substituição de arginina para prolina em homozigose 

no códon 592 (R592P)(Nishiwaki et al, 2004) 

 XP30RO-SV (XP-V): linhagem estabelecida a partir de uma biópsia de pele de 

um paciente de 30 anos, transformada em 1999 por Cleaver et al. Essa 

linhagem possui uma deleção em homozigose próxima à extremidade 5’ do 

gene POLH (del343-355), causando um frameshift e levando à síntese de uma 

proteína truncada, de aproximadamente 42 aminoácidos (Masutani et al, 1999) 

 XP189VI (XP-C): linhagem de fibroblastos primários estabelecida a partir de 

biópsia de uma paciente do norte de África, portando em homozigose a 

mutação em frameshift c.1643_1644delTG (p.Val548AlafsX25) no gene XPC, o 

que leva à produção de uma proteína truncada (Soufir et al, 2010) 

 FHN: linhagem de fibroblastos primários estabelecida a partir de biópsia de 

pele realizada no Hospital das Clínicas (FM-USP) de um paciente sem sintomas 

de XP. 

As células de pacientes XP-V brasileiros utilizadas neste projeto foram 

estabelecidas no laboratório pelas Dras. Daniela Soltys (IQ, USP) e Veridiana Munford 

(ICB II, USP). As linhagens foram estabelecidas a partir de biópsias de pele não exposta 

à luz solar, enviadas ao laboratório pela dermatologista dos pacientes, para 

confirmação do fenótipo da síndrome XP, determinação do grupo de complementação 

e posteriores estudos funcionais com as células. Essas células foram transformadas 

com as oncoproteínas E6 e E7 do vírus HPV pela Dra. Veridiana Munford com vetores 

cedidos pelo Dr. Enrique Boccardo (ICB II, USP). As mutações dos pacientes XP-V 

brasileiros serão descritas posteriormente. 

Nos ensaios com células transformadas por SV-40 a linhagem utilizada como 

controle é a MRC5-SV, e para as células transformadas por E6/E7 utiliza-se a linhagem 

de fibroblastos normais AS405 transformada por E6/E7 no laboratório. Nos ensaios 

com células primárias, o controle é a linhagem de fibroblastos normais FHN. 

As células são cultivadas em meio DMEM (Dulbecco´s Modified Eagle Medium) 

High Glucose (LGC Biotecnologia, Cotia, Brasil) complementado com 10% 

(transformadas) ou 15% (primárias) de soro fetal bovino (SFB)(Cultilab, Campinas, 
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Brasil) e 1% de solução de antibiótico/antimicótico (0.1 mg/ml penicilina, 0.1 mg/ml 

estreptomicina e 0.25 mg/ml fungizona)(Life Technologies, EUA), a 37C em atmosfera 

úmida com 5% de CO2. 

3.2 Tratamentos com agentes oxidantes: Azul de Metileno (MB) e Bromato de 

Potássio (KBrO3) 

O tratamento com MB baseia-se na fotossensibilização do MB por luz visível 

(comprimentos de onda maiores que 400 nm), que gera ERO (principalmente oxigênio 

singlete)(Epe et al, 1993). Para observar os efeitos do estresse oxidativo nas células em 

estudo, as células previamente plaqueadas em pré-confluência (aproximadamente 16 

horas antes do tratamento, 80-90% confluência) foram lavadas com PBS, e o meio 

DMEM substituído pelo meio MEM-alpha transparente (Gibco, EUA) com 5% SFB, 

acrescido ou não de diferentes concentrações de MB (4 e 8 M em H2O). As placas 

foram incubadas por 90 minutos (período no qual ocorre a entrada do MB no núcleo 

da célula) a 37°C, e após esse período fotossensibilizadas em um negatoscópio que 

emite luz visível por 40 minutos (5,09 J/cm2)(Berra et al, 2013). Após a 

fotossensibilização, as células foram lavadas com PBS e mantidas em meio de cultura 

completo (DMEM + 10% SFB) na estufa até o final do experimento. As células controle 

“escuro” são submetidas ao mesmo tratamento, mas não são expostas à luz. 

 O KBrO3 também é um oxidante que induz majoritariamente a formação de 8-

oxodG, em um mecanismo dependente de compostos de enxofre, como glutationa ou 

cisteína, que reduzem  KBrO3 (na forma do ânion bromato, BrO3
-) a BrO2, capaz de 

abstrair um elétron da guanina, formando radicais catiônicos que, após reação com 

uma molécula de H2O, levam à formação de 8-oxodG (Ballmaier e Epe, 2006; 

Kawanishi e Murata, 2006). O tratamento com KBrO3 (Sigma-Aldrich, EUA)(5, 10 ou 20 

mM em meio) foi realizado por duas horas a 37°C; após esse período o meio contendo 

bromato foi retirado e as células mantidas em meio de cultura completo (DMEM + 10% 

SFB) na estufa até o final do experimento (D’Errico et al, 2006). 
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3.3 Tratamentos com inibidores: cafeína, 3-Aminobenzamida (3-Ab) e pifitrina- 

 

Nos tratamentos com agentes genotóxicos (UVC) na presença de cafeína, as 

células foram mantidas em meio DMEM completo com 1 mM de cafeína (Sigma-

Aldrich) por 30 minutos antes do tratamento. Após o tratamento as células foram 

mantidas em meio completo com cafeína até o final do experimento. 

A benzamida 3-Ab (C7H8N2O) é utilizada como inibidor da enzima PARP. Sua 

estrutura é muito semelhante à do NAD+, assim sua atividade como inibidor se dá por 

competição com NAD+ pela ligação à PARP, essencial para o funcionamento da enzima 

(Purnell e Whish, 1980). 3-Ab (Sigma-Aldrich)(2 mM em DMSO) foi adicionada ao meio 

por 30 minutos antes do tratamento com o agente genotóxico, e as células foram 

mantidas em meio completo com 3-Ab até o final do experimento. 

A pifitrina- é utilizada como inibidor reversível de p53, inibindo diversas das 

suas funções nas células como processos de transcrição e apoptose. A pifitrina- 

(Sigma-Aldrich)(20 M em DMSO) foi adicionada ao meio por 30 minutos antes do 

tratamento com o agente genotóxico, e as células foram mantidas em meio completo 

na presença do composto até o final do experimento. 

 

3.4 Irradiação com luz UVC 

 

Para os tratamentos com irradiação com luz UVC, as células previamente 

plaqueadas foram lavadas com PBS e posicionadas sob uma lâmpada germicida que 

emite principalmente luz UVC (254 nm), sem as tampas plásticas das placas. O tempo 

de irradiação de cada experimento foi determinada com um dosímetro (VLX 3.W, 

Vilber Lourmat, France) com filtro para o comprimento de onda correspondente, de 

acordo com a dose de energia desejada para cada experimento ou linhagem celular. 

Após a irradiação em PBS foi adicionado DMEM completo, e as células mantidas na 

estufa até o final do experimento. As células do grupo controle foram submetidas ao 

mesmo procedimento, excetuando-se a irradiação. 
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3.5 Sobrevivência clonogênica 

Através deste ensaio pode-se verificar a capacidade de formação de colônias de 

células após o tratamento com agentes genotóxicos. Para este experimento foram 

plaqueadas entre mil e 3.000 células por placa de 60 mm de diâmetro, dependendo da 

eficiência de plaqueamento de cada linhagem transformada. Após o tratamento com 

MB, as células foram incubadas por sete a dez dias (dependendo da velocidade de 

crescimento de cada linhagem) a 37°C (trocando-se o meio a cada três dias). Após esse 

período as células foram lavadas com PBS, fixadas com 10% formaldeído por 10 

minutos e coradas com 1% cristal violeta por 5 minutos, para a contagem das colônias. 

Ao final do experimento as placas dos controles continham em média entre 200 e 300 

colônias; para a contagem foram consideradas apenas as colônias com mais de 15 

células. A análise quantitativa foi determinada através da comparação da porcentagem 

de sobrevivência entre as células tratadas e não tratadas com MB. 

 

3.6 Ensaios de viabilidade com XTT 

Este ensaio baseia-se na capacidade de células intactas de metabolizar o sal 

incolor tretazolium (XTT) nas mitocôndrias, e transformá-lo em formazan, resultando 

em uma coloração alaranjada (Cell Proliferation Kit®, Roche, Suíça). 72 horas após o 

tratamento com o agente genotóxico foi adicionado o XTT na concentração final de 

0.12 mg/ml, e o sobrenadante  recolhido após 90-120 minutos a 37°C. A leitura da 

absorbância foi feita no espectrofotômetro (GloMax Multi Detection System, Promega, 

EUA), nos comprimentos de onda 492 nm (formazan) e 650 nm (“fundo”). Os valores 

obtidos a 650 nm foram subtraídos dos obtidos a 492 nm, e com base nestes valores 

foi calculada a porcentagem de sobrevivência celular. 

 

3.7 Ensaios de fluorescência para detecção de apoptose/necrose 

Esse ensaio baseia-se na capacidade diferencial de entrada dos diferentes 

corantes (DAF, que cora o citoplasma; Hoechst, um corante supravital intercalante da 

dupla-fita; e o PI, que cora somente as células com a membrana já permeabilizada) 

fluorescentes de acordo com a permeabilidade das membranas celulares, o que 

permite a análise do tipo de morte celular (apoptose ou necrose) de acordo com a 
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fluorescência dos corantes e da morfologia das células. Após os tratamentos e nos 

tempos desejados as células foram coletadas, centrifugadas, e os precipitados 

celulares ressuspendidos em quantidades iguais dos corantes. 10 l da mistura foram 

aplicados em lâminas e visualizados em microscópio de fluorescência Carl Zeiss 

(Alemanha); para as análises foram contadas 500 células por amostra. 

 

3.8 Ensaios de complementação 

A complementação das células com mutações em XPD foi realizada através da 

transfecção de um plasmídeo contendo a sequência do gene XPD/ERCC2 em IRES com 

a proteína GFP (pShuttle ERCC2-IRES-GFP), construído anteriormente no laboratório 

pela Dra. Melissa Guava Armelini (Armelini et al, 2005)(Figura 9). Esse plasmídeo foi 

transfectado nas células previamente plaqueadas (em pré-confluência) em placas de 

96 poços com o agente de transfecção Lipofectamina 2000 (Life Technologies) em 

meio sem soro durante duas horas (ao final das duas horas adicionou-se meio 20% SFB 

para a parada da transfecção). Não foi observada grande toxicidade da lipofectamina, 

e as taxas de transfecção foram de aproximadamente 80-90% (visualização da proteína 

GFP no microscópio de fluorescência). Os tratamentos com agentes genotóxicos foram 

realizados 48 horas após as transfecções. 

 

 

Figura 9: Plasmídeo pSHIRES-XPD utilizado nos ensaios de complementação. 
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3.9 Ensaios de Host Cell Reactivation (HCR) 

O ensaio de HCR consiste na análise da capacidade de uma célula de reparar os 

danos causados por algum agente genotóxico ao DNA plasmidial contendo um gene 

repórter. A capacidade de reparo é medida pela expressão do gene repórter, que é 

reduzida se a célula apresentar deficiência na capacidade de reparar os danos do 

plasmídeo. Para os ensaios de HCR, as células previamente plaqueadas em placas de 

96 poços (aproximadamente 95%) foram transfectadas com plasmídeos pShuttle 

contendo genes de diferentes luciferases, de vagalume e Renilla (pShuttle/Luc, 

utilizado como repórter, e pShuttle/Renilla, utilizado como normalizador da 

transfecção), utilizando a Lipofectamina 2000 (Life Technologies) como agente de 

transfecção, previamente tratados com UVC e MB e fotossensibilizados por diferentes 

períodos. A leitura da atividade das luciferases foi realizada 48 horas após a 

transfecção, com meio sem phenol red e sem soro, adicionado do substrato da 

luciferase (Dual-Glo Luciferase Assay, Promega) e do quencher Stop and Glo antes da 

leitura da atividade da Luc/Renilla, no luminômetro (GloMax Multi Detection System, 

Promega)(Soltys et al, 2013). 

 

3.10 Extração de proteínas e Western Blot (WB) 

 

A extração das amostras protéicas foi realizada com tampão RIPA (10 mM Tris-

Cl pH 7.4, 5 mM EDTA, 150 mM NaCl, 1% Triton X-100, 1% desoxicolato de sódio, 0.1% 

SDS) por amostra, adicionado de coquetel de inibidor de proteases (Merck Millipore, 

Alemanha) e PMSF (concentração final: 1 mM) ou benzonase (Millipore). As amostras 

foram homogeneizadas com o tampão e incubadas por 20 minutos no gelo. Após a 

incubação, as amostras foram centrifugadas (16000 g por 20 minutos a 4°C) e os 

sobrenadantes transferidos para novos tubos, armazenados a -20°C. A quantificação 

das amostras foi feita pelo método colorimétrico de BCA (PierceTM BCA Protein Assay 

Kit, Thermo Scientific, EUA), com leitura a 562 nm após 30 minutos de incubação a 

37°C. 

Os experimentos de WB foram realizadas em géis de SDS-PAGE, em condições 

desnaturantes. As concentrações dos géis foram de 4% Empacotamento (625 μl Tris 1 
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M pH = 6.8, 665 μl Acrilamida/Bisacrilamida 30%, 25 μl SDS 20%, 100 μl APS 10%, 1.5 μl 

Temed e 3.6 ml água dd) e 10% Separação (2.5 ml Tris 1.5 M pH = 8.8, 4 ml 

Acrilamida/Bisacrilamida 30%, 50 μl SDS 20%, 200 μl APS 10%, 3 μl Temed e 3.3 ml 

água dd). Foram aplicados de 30-50 μg de proteína de cada amostra, desnaturados a 

95C por 3 minutos, juntamente com o Tampão de Amostra 4X (0.065 M Tris pH = 6.8, 

10% glicerol, 2% SDS, 2% -mercaptoetanol, 0.002% azul de bromofenol). A 

eletroforese foi realizada sob uma voltagem de 100 V, com Tampão de Corrida 1X 

(Tampão de Corrida 10X: 192 mM Glicina, 250 mM Tris, 1% SDS). A transferência foi 

realizada em membrana de nitrocelulose (Trans-Blot Transfer Medium, BioRad, EUA), 

previamente equilibrada por 3 minutos em Tampão de Transferência (800-900 ml 

Tampão de Corrida 1X, 10%-20% metanol, água dd QSP 1 L) antes da transferência, 

realizada por 90 minutos a 65 V. 

 Após a transferência as membranas foram coradas com Ponceau S (0.1 g 

Ponceau em 100 ml Ácido acético 10%), e lavadas com água. O bloqueio foi realizado 

com TBS 0.1% Tween 20 (TBS 1X: 50 mM Tris-HCl pH = 7.4, 150 mM NaCl)(TBS-T) 

acrescido de 5% leite (Molico) por uma hora, sob agitação, à temperatura ambiente. As 

incubações com os anticorpos primários (diluídos na solução de bloqueio) foram 

realizadas por aproximadamente 12 horas a 4C. Foram feitas 3 lavagens de 10 

minutos cada com TBS-T, sob agitação. Os anticorpos secundários foram incubados por 

uma hora à temperatura ambiente, sob agitação. As membranas foram novamente 

lavadas com TBS-T (3 lavagens de 10 minutos cada) e reveladas por 1 minuto com 

substrato quimioluminescente para peroxidase (Immobilon Western Chemiluminescent 

HRP Substrate, Millipore). A visualização foi realizada no aparelho ImageQuant 300 (GE 

Healthcare, EUA).  

Os anticorpos utilizados foram: anti-XPV (mouse mAb to DNA polη B-7, SC-

17770, Santa Cruz Biotechnology, EUA, diluição 1:100); anti-p53 (mouse mAb to p53, 

AHO0152, Life Technologies, diluição 1:500); anti-OGG1 (goat pAb OGG1/2 L-19, SC-

12075, Santa Cruz Biotechnology, diluição 1:500). Normalizadores anti--tubulina 

(Rabbit mAb to -tubulin, H-235 SC-9104, Santa Cruz Biotechnology, diluição 1:1000) 

ou anti-GAPDH (Mouse pAb to GAPDH, 6C5 SC-32233, Santa Cruz Biotechnology, 



57 
 

diluição 1:1000); secundários anti-mouse IgG-, anti-goat IgG e anti-rabbit IgG-HRP 

(Sigma, diluição 1:5000).  

3.11 Marcações para citometria: PI, PI + -H2AX, PI + Caspase 3 ativada, PI + BrdU 

 Para a análise de ciclo celular e da população em apoptose após os tratamentos 

com agentes genotóxicos, as células foram coletadas com tripsina e centrifugadas por 

3 minutos a 500 g; o precipitado celular foi lavado com PBS, as células foram 

novamente centrifugadas, e os precipitados fixados com etanol 70% e mantidos a -

20C por pelo menos 24 horas. As coletas para análise de ciclo foram realizadas 24 

horas após o tratamento, e para a população em apoptose, 48 ou 72 horas após o 

tratamento. Após a fixação, as células foram centrifugadas, lavadas com PBS e coradas 

com PI, um intercalante fluorescente de DNA sem preferência por sequência (solução 

de uso: 1% RNAse A 200 mg/ml, 4% solução PI 500 g/ml, 0.1% Triton X-100 em H2O) 

por 30 minutos a 37C ou 1 hora a temperatura ambiente, sob agitação. Após esse 

período as células foram centrifugadas, lavadas com PBS, ressuspendidas em PBS 

filtrado e passadas no citômetro de fluxo Guava EasyCyte (Merck Millipore). 

 Para a dupla marcação de PI com -H2AX (marcador de danos no DNA) ou 

caspase 3 ativada (marcador de morte celular por apoptose), as células foram 

coletadas e fixadas com paraformaldeído 1% em PBS por 15 minutos no gelo, antes da 

fixação com etanol 70%. Após a fixação as células foram centrifugadas, lavadas com 

PBS-T BSA (0,2% Triton X-100, 1% BSA), centrifugadas novamente e 

bloqueadas/permeabilizadas por 5 minutos em PBS-T BSA. Após o bloqueio as células 

foram centrifugadas e os precipitados ressuspendidos em 50 l de anticorpo primário 

anti--H2AX (ser-139 mouse mAb, clone JBW301, Upstate/Millipore) ou anti-caspase 3 

ativada conjugado com FITC (rabbit 559341 BD Pharmingen, EUA) 1:500 em PBS-T BSA, 

incubados por 1 hora a temperatura ambiente, sob agitação. Na marcação para -

H2AX, após a incubação as células foram lavadas duas vezes e incubadas com 50 l de 

anticorpo secundário anti-mouse FITC (Sigma), 1:200 em PBS-T BSA por 1 hora a 

temperatura ambiente, sob agitação. Após a incubação com o anticorpo secundário as 

células foram novamente lavadas duas vezes com PBS-T BSA, e a marcação com PI 

realizada com descrito acima.  
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 Para a dupla marcação de PI com BrdU (5-bromo-2’-desoxiuridina, um análogo 

da timidina utilizado na marcação de células em replicação), as células receberam um 

pulso de 10 M de BrdU em meio de cultura completo por 20 minutos antes da coleta 

e da fixação com etanol 75%, a -20C por no mínimo 24 horas. No dia seguinte, as 

células foram centrifugadas e os precipitados celulares permeabilizados com 1 ml de 

solução de pepsina (Sigma-Aldrich)(14 M em HCL 1,5% em H2O) por 20 minutos a 

37C, centrifugados, ressuspensos em 1,5 ml de HCL 2M e incubados por 20 minutos a 

temperatura ambiente. Após a permeabilização, as células foram lavadas e 

ressuspendidas em 500 l de tampão de hibridização (0,5% SFB, 0,5% Tween 20, 20 

mM HEPES, em PBS). Após uma nova lavagem as células foram incubadas com 

anticorpo primário anti-BrdU (mouse mAb, Dako M0744, Dinamarca), 1:100 em 

tampão de hibridização por 1 hora a temperatura ambiente, lavadas com PBS e 

incubadas com anticorpo secundário anti-mouse FITC (Sigma), 1:200 em tampão de 

hibridização por 45 minutos a temperatura ambiente. As células foram novamente 

lavadas com PBS e a marcação do PI realizada com descrito acima (Quinet et al, 2014). 

 

3.12 DNA Fiber Assay 

 Para a análise da síntese de DNA após danos genotóxicos que causam a parada 

na forquilha de replicação, as células foram plaqueadas e após aproximadamente 16 

horas receberam um pulso de 20 M de CldU (5-cloro-2’-desoxiuridina, análogo da 

timidina) em meio completo por 20 minutos e lavadas 2 vezes com PBS antes do 

tratamento com o agente genotóxico (no caso, UVC). Após a irradiação, as células 

foram incubadas com 200 M de Idu (5-iodo-2’-desoxiuridina, outro análogo da 

timidina) em meio completo por 1 hora, e lavadas 2 vezes com PBS. Após os pulsos as 

células foram coletadas com tripsina, centrifugadas, ressuspendidas em PBS e 

contadas. Após a contagem aproximadamente 5000 células foram colocadas na parte 

superior de uma lâmina, a gota foi ressuspendida em 15 l de tampão de lise (0.5% 

SDS, 200 mM Tris-HCl pH 7.4, 50 mM EDTA) e a lâmina inclinada de forma que a gota 

de células + tampão de lise escorra em uma velocidade constante por 

aproximadamente 30 segundos, do começo até o fim da lâmina. Após secar por 

aproximadamente 10 minutos as lâminas foram fixadas em metanol: ácido acético 
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(3:1) por 5 minutos, secas novamente por 10 minutos e mantidas em etanol 70% a 4C 

até o dia seguinte. Após esse período as lâminas foram novamente fixadas com 

metanol puro por 5 minutos, lavadas 3 vezes com PBS por 5 minutos, incubadas por 1 

hora com HCl 2.5 N, lavadas novamente 3 vezes com PBS por 5 minutos, e bloqueadas 

por 15 minutos com BSA 5% a 37C.  

Após o bloqueio as lâminas foram lavadas com PBS, incubadas com 100 l  de 

anticorpo primário anti-BrdU (mouse mAb, 555627, BD Biosciences) 1:40 em PBS 0.5% 

BSA por 1 hora no escuro em câmara úmida, para marcação do IdU. As lâminas foram 

então lavadas 3 vezes por 5 minutos com PBS 0.05% Tween e uma vez com PBS, 

incubadas com 100 l de anticorpo secundário anti-mouse Alexa Fluor 594 (goat anti-

mouse IgG, A-11005, Life Technologies) 1:200 em PBS 0.5% BSA por 1 hora no escuro 

em câmara úmida, e novamente lavadas com PBS 0.05% Tween e PBS. Para a detecção 

do CldU as lâminas foram incubadas com 100 l  de anticorpo primário anti-BrdU (rat 

mAb clone BU1/75, AbD Serotec, EUA) 1:40 em PBS 0.5% BSA por 1 hora no escuro em 

câmara úmida, lavadas com PBS 0.05% Tween e PBS, incubadas com 100 l de 

anticorpo secundário anti-rat FITC (goat anti-rat IgG, ab6840, Abcam, Inglaterra) 1:200 

em PBS 0.5% BSA por 1 hora no escuro em câmara úmida, e  lavadas 3 vezes com PBS 

0.05% Tween por 5 minutos e duas vezes com PBS por 5 minutos. No final do 

protocolo, as lâminas foram montadas com solução de montagem (F6057, Sigma), e 

mantidas a -20C até serem fotografadas (Quinet et al, 2014).  

A visualização e as fotos foram realizadas em microscópio de fluorescência Carl 

Zeiss, e a contagem das fibras para determinação da razão CldU:IdU foi realizada com 

o software Zeiss LSM Image Browser; foram contadas no mínimo 75 fibras por lâmina, 

em 2 experimentos independentes. 

 

3.13 Silenciamento por siRNA 

O silenciamento de duas proteínas da via de BER, a glicosilase OGG1 e a 

polimerase pol , nas células deficientes em NER, foi realizado através de RNA de 

interferência (siRNA) com os reagentes MISSION esiRNA human POLB (EHU160321) e 

OGG1 (EHU095411) esiRNA 1 (Sigma-Aldrich). Para o silenciamento de pol  nos 

ensaios de indução com as células primárias, foi utilizado o MISSION esiRNA human 
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POLH (EHU004141) esiRNA1. As células foram plaqueadas em pré-confluência 

aproximadamente 16 horas antes do silenciamento, realizado com Oligofectamina (Life 

Technologies) para as células transformadas e Lipofectamina (Life Technologies) para 

as células primárias, por 5 horas em meio sem soro (ao final adicionou-se meio 20% 

para a parada da transfecção). No dia seguinte foi realizado um novo silenciamento, e 

ao final das 5 horas as células foram plaqueadas para os experimentos seguintes, 

aproximadamente 16 horas antes dos tratamentos genotóxicos. As coletas para 

extração de proteína/RNA para análise da eficácia do silenciamento foram realizadas 

no momento do plaqueamento. 

 

3.14 PCR Tempo Real (Real Time PCR) 

Para a análise da expressão gênica após o silenciamento com siRNA, 

aproximadamente 500.000 células foram coletadas após o segundo silenciamento, 

concomitantemente ao plaqueamento. O RNA total foi extraído com o kit PureLink 

RNA Mini Kit (Life Techonologies), segundo as instruções do fabricante. Após a 

extração, as amostras foram tratadas com DNase (RQ1 RNase-Free DNase, Promega) e 

a síntese do cDNA (transcriptase reversa) foi realizada com o kit High Capacity cDNA 

Reverse Transcription (Applied Biosystems, EUA) utilizando Oligo(dT), segundo as 

instruções dos fabricantes. As reações de PCR Tempo Real foram realizadas com o kit 

SYBR Green, utilizando uma concentração final de 0.8 M de cada primer, 10-20 ng 

de cDNA e SYBR Green Master Mix 2X em um volume final de 12.5 l.  As reações 

foram realizadas no aparelho 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems), com a 

ciclagem padrão (2 minutos a 50C, 10 minutos a 95C, 40 ciclos de desnaturação a 

95C por 15 segundos e extensão de 1 minuto a 60C; ao final da reação foi adicionada 

a etapa extra de 15 segundos a 95C, 30 segundos a 60C e 15 segundos a 95C, para 

análise das curvas de dissociação). As reações foram realizadas em triplicatas, com um 

controle negativo (sem cDNA) para cada par de primers. As análises foram realizadas 

segundo a equação proposta por Pfaffl (PFAFFL, 2001), utilizando o gene GAPDH como 

normalizador. Uma tabela com as sequências dos primers utilizados encontra-se no 

anexo 2.  

 

3.15 Ensaio de Cometa alcalino (Single Cell Gel Eletrophoresis) 
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O ensaio de Cometa alcalino é um ensaio de boa sensibilidade para detecção de 

quebras e sítios álcali-lábeis (por exemplo sítios AP), que são convertidos em quebras 

em pH alcalino (pH > 13). Para a realização deste ensaio, 100.000 células foram 

plaqueadas em placas de 35 mm de diâmetro, 16 horas antes do tratamento 

genotóxico (MB+luz). Após o tratamento, foram realizadas coletas nos tempos 0, 2 e 

24 horas, para a realização de uma cinética de reparo. Para a coleta, as células foram 

centrifugadas, ressuspendidas em 20 l de PBS e 180 l de agarose Low-Melting Point 

0.5%. Essas células foram delicadamente plaqueadas em duas lâminas de microscopia 

previamente recobertas com uma camada de agarose 1.5%, já gelificada, cobertas com 

lamínulas e mantidas a 4C por no mínimo 10 minutos, para a polimerização da 

agarose. Após esse período as lamínulas foram retiradas e as lâminas incubadas por 

aproximadamente 16 horas a 4C em solução de lise (2.5 M NaCl, 100 mM EDTA, 10 

mM Tris pH 9.5 – ajustado com NaOH; na hora da utilização foram acrescentados 1% 

Triton X-100 e 10% DMSO). Após a lise, as lâminas foram mantidas por 25 minutos na 

cuba de eletroforese (BioRad) para a desnaturação do DNA em tampão de eletroforese 

(2mM EDTA, 300 mM NaOH pH > 13) antes da corrida. A eletroforese foi realizada por 

25 minutos a 25 V e 300 mA. Após a eletroforese, as lâminas foram neutralizadas 3 

vezes de 5 minutos cada com tampão de neutralização (0.4 M Tris pH 7.5), fixadas por 

no mínimo 30 minutos com etanol 100% gelado (estoque -20C). A visualização foi 

feita com a coloração por Brometo de Etídeo; as lâminas foram cobertas com 

lamínulas e observadas em microscópio de fluorescência com filtro de excitação verde 

(515-560 nm)(Berra et al, 2013). A contagem dos cometas foi realizada com o software 

KometTM 6 (Andor Technology, EUA); foram analisados aleatoriamente 100 cometas 

por lâmina.  

 

3.16 Análises estatísticas 

Os resultados foram apresentados em gráficos representando a média com erro 

padrão de pelo menos três experimentos independentes. A significância estatística foi 

determinada através da utilização de ensaios 2-way ANOVA e post hoc Tukey, com o 

software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software, San Diego, CA, USA). Diferenças 

foram consideradas estatisticamente significativas com p0,05. 
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3.17 Análise do perfil de Hipermutação Somática de pacientes XP-V 

 

3.17.1 Pacientes: As amostras utilizadas neste projeto são provenientes de pacientes 

encaminhados ao Instituto de Cancerologia Gustave Roussy (Institut de Cancérologie 

Gustave Roussy), situado em Villejuif, na França, com a suspeita de XP-V. Neste estudo 

estão incluídos 5 novos pacientes XP-V que fazem parte da cohorte publicada 

recentemente por Opletalova et al (2014), além de 7 controles de idades diferentes. O 

protocolo de pesquisa foi aprovado pelo Comitê de Ética do IGR. A metodologia foi 

realizada com descrito em Faili e colaboradores (2009). 

3.17.2 Isolamento de células B de memória: Os linfócitos B foram isolados a partir de 

3-10 ml de sangue periférico extraídos dos pacientes e dos controles em tubos com 

heparina, após a separação por densidade através de centrifugação com gradiente de 

ficol. Para a separação, as amostras de sangue foram diluídas 2-4 vezes em tampão 

(PBS pH 7,2 2 mM EDTA) e delicadamente adicionadas a tubos cônicos (15 ml) 

contendo 5 ml de ficol (Ficoll-PaqueTM =1,077 g/ml, GE Healthcare). Os tubos foram 

centrifugados a 400 g por 30 minutos, em uma centrífuga sem freio. Após a 

centrifugação e formação do gradiente, a camada de células mononucleares do sangue 

periférico (PBMCs) fica na região central do tubo, entre o ficol e o plasma, como 

mostra o esquema na figura 8. A camada superior foi cuidadosamente retirada para a 

coleta da camada contendo as PBMCs, que foram transferidas para novos tubos e 

lavadas duas vezes com tampão PBS/EDTA para retirada das plaquetas e do ficol.  
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Figura 10: Esquema da separação das PBMCs por gradiente de ficol após centrifugação. 

Após a separação das PBMCs e a determinação do número de células, as 

amostras foram ressuspendidas em tampão (PBS pH 7.2, 0.5% BSA, 2 mM EDTA) e 

marcadas por 15 minutos a 4C com esferas magnéticas anti-CD27 (CD27 Microbeads, 

Miltenyi Biotec, Alemanha), para enriquecimento em células B de memória. Após a 

marcação, as amostras foram aplicadas em colunas magnéticas MACS MS ou LS 

(Miltenyi Biotec); as células CD27+ retidas na coluna magnética foram eluídas após 

lavagens e coleta das células não aderidas à coluna (CD27-). 

3.17.3 PCR, clonagem e sequenciamento: Após a separação das células B de memória, 

o DNA foi extraído em PBS/Proteinase K (1 hora a 56C sob agitação e 10 minutos a 

95C para inativação da proteinase K). Para a determinação do padrão de mutações da 

região variável dos genes das imunoglobulinas, um set de 6 pares de primers foi 

utilizado para amplificar diversas regiões intrônicas (FR3-JH4-5) dos genes VH (as 

sequências encontram-se no anexo 2), em proporções correspondentes à encontradas 

nas populações humanas. A reação de PCR foi realizada com uma polimerase de alta 

fidelidade para evitar a inclusão de mutações causadas pela enzima durante os ciclos 

de amplificação na análise (Phusion, Qiagen, Holanda). A reação foi realizada com 

5000-15000 células (ciclagem: 98C por 2 minutos, 40 ciclos de desnaturação a 98C 

por 10 segundos, annealing de 60C por 20 segundos e extensão de 20 segundos a 

72C, e extensão final de 10 minutos a 72C). Foram realizadas 4-5 reações de PCR 
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para cada amostra, que foram aplicadas em gel de agarose 1,5% para purificação da 

banda correspondente ao amplicon desejado (450 bp) com o kit NucleoSpin Gel and 

PCR Clean-Up (Macherey-Nagel, Alemanha), segundo as instruções do fabricante. As 

sequências amplificadas e purificadas foram clonadas com o kit TOPO TA Cloning 

Kit with PCR4 Blunt TOPO (Life Technologies), e transformadas por choque térmico 

em bactérias E. coli  quimiocompetentes (One Shot TOP10 Chemically Competent E. 

coli, Life Technologies). As bactérias contendo o inserto (determinadas por PCR) foram 

enviadas para sequenciamento pela empresa GATC Biotech (Konstanz, Alemanha), em 

placas de 96 poços contendo meio LB ágar acrescido do antibiótico de seleção 

(kanamicina).  

3.17.4 Análise das mutações: As mutações foram identificadas utilizando as sequências 

alinhadas com uma sequência consenso de 450 bp com o programa Codon Code 

Aligner (disponível para download público em http://www.codoncode.com/aligner/), e 

a análise comparativa das sequências para determinação do conteúdo de mutações 

em AT:CG foi realizada com o programa SHM Tool (http://scb.aecom.yu.edu/cgi-

bin/p1). Foram analisadas no mínimo 200 mutações por paciente/controle. 
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4. RESULTADOS 

 

4.1 Resposta das células com diferentes mutações em XPD/ERCC2 ao estresse 

oxidativo 

4.1.1 Sensibilidade das células XP-D, XP-D/CS e TTD/XPD ao estresse oxidativo 

 

Para estudar o comportamento das células com diferentes mutações no gene 

XPD em resposta ao estresse oxidativo induzido pelo tratamento com MB fotoativado, 

foram realizados diferentes experimentos capazes de acessar a viabilidade e/ou 

sobrevivência das células frente ao estresse oxidativo: XTT e sobrevivência 

clonogênica. 

Os resultados indicam que as células com mutações no gene XPD apresentam 

uma maior sensibilidade ao estresse oxidativo induzido pelo tratamento com MB e luz 

visível, quando comparadas com os fibroblastos normais (MRC5), como mostra a figura 

11. Os dados obtidos a partir de ambas as técnicas indicam que a linhagem mais 

sensível ao tratamento oxidante é a TTD. Como já descrito, o MB não apresenta 

toxicidade no escuro, indicando que a morte das células não se deve à presença do 

composto nas células, mas sim ao estresse oxidativo gerado pela sua fotoativação.  

 

A      B 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Sensibilidade de células com mutações em XPD após tratamento com Azul 
de Metileno fotoativado, determinado por XTT (A) e sobrevivência clonogênica (B). Os 
gráficos mostram a média com erro padrão de 3 experimentos independentes, 
realizados em triplicatas. MRC5: fibroblastos normais. XP-D: XP6BE-SV. XP-D/CS: 
XPCS2-SV. TTD/XPD: TTD2VI. ***: p < 0.001 2-way ANOVA com Tukey´s Multiple 
Comparison Test. 
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 Para nos certificarmos que a sensibilidade das células mutadas em XPD 

determinada pelos ensaios de viabilidade celular e sobrevivência clonogênica não era 

um artefato derivado da transformação dessas linhagens por SV40, o mesmo 

tratamento com MB foi realizado em linhagens primárias dos fibroblastos originais, 

para ensaios de viabilidade celular (XTT). Como mostra a figura 12, as células primárias 

deficientes em XPD também apresentam uma diminuição na viabilidade celular frente 

ao tratamento com MB + luz, mostrando que esse fenótipo não se deve simplesmente 

à transformação. Entretanto, a sensibilidade das células primárias é menor que a das 

transformadas; é possível que a presença dos mecanismos de checkpoint nas células 

primárias (ligados principalmente à parada em fase G1 acionada pela proteína p53), 

inexistentes nas células transformadas por SV40 ajude as células a resistir ao 

tratamento. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
Figura 12: Sensibilidade das células primárias com mutações em XPD após tratamento 
com Azul de Metileno fotoativado, através de ensaios de XTT. O gráfico mostra a 
média com erro padrão de 3 experimentos independentes, realizados em triplicatas. 
AS405: fibroblastos normais. ***: p < 0.001 2-way ANOVA com Tukey´s Multiple 
Comparison Test. 
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oxidadas como a 8-oxodG, porém através de mecanismos diferentes do MB 

fotoativado. Como mostra a figura 13, o tratamento com KBrO3 também leva a uma 

redução da viabilidade celular, maior em células XP-D em relação às células controle, 

semelhante ao que ocorre após o tratamento com MB + luz, mostrando que esse 

fenótipo não é exclusivo ao tratamento com MB fotoativado, mas provavelmente uma 

resposta comum a agentes oxidantes em geral. Mais uma vez as células provenientes 

do paciente TTD apresentam uma sensibilidade maior ao tratamento. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 13: Sensibilidade das células com mutações em XPD ao tratamento com 
bromato de potássio (KBrO3), através de ensaios de XTT. O gráfico mostra a média com 
erro padrão de 3 experimentos independentes, realizados em triplicatas. ***: p < 
0.001 2-way ANOVA com Tukey´s Multiple Comparison Test. 
 
4.1.2 Complementação das deficiências em reparo das células mutadas com o cDNA 

do gene XPD/ERCC2 

  

Ensaios de complementação foram realizados para determinar se a redução da 
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tratamento com MB + luz, em comparação aos fibroblastos normais, assim como as 

diferenças de sensibilidade entre as diferentes linhagens mutadas, eram devidas à 
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MB + luz 48 horas após a transfecção; como controle as células também foram 

testadas para a sensibilidade à irradiação com luz UVC. 

 As figuras 14A e B mostram que a transfecção de plasmídeos de expressão com 

o gene XPD/ERCC2 complementam a deficiência das 3 linhagens deficientes nesse gene 

frente à UVC, mostrando que as diferenças observadas se devem de fato às mutações 

nesse gene, que é essencial no reparo dos danos causados nessas células tanto pelo 

estresse oxidativo quanto pela luz UVC (Figura 14B). É interessante observar que as 

células de fenótipo TTD com mutações em XPD (TTD/XPD) são as menos sensíveis ao 

tratamento com UVC, porém são as mais sensíveis ao estresse oxidativo causado tanto 

pelo tratamento com MB + luz quanto com KBrO3. Quanto à sensibilidade à MB 

fotoativado também verificamos complementação, com redução da sensibilidade 

(Figura 14A). 

 

A             B 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14: Complementação da deficiência em reparo de danos genotóxicos causados 
por Azul de Metileno fotoativado (A) e luz UVC (B) em células com diferentes mutações 
em XPD pelo cDNA do gene XPD/ERCC2. O gráfico mostra a média com erro padrão de 
3 experimentos independentes, realizados em triplicatas. 
 
 

4.1.3 Alterações no ciclo celular após estresse oxidativo 

 

 A marcação do conteúdo de DNA com PI foi utilizado para a análise do ciclo 
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correspondente ao conteúdo 2n de DNA; as células em fase G2/M, que já duplicaram 

seu genoma mas ainda não passaram pela citocinese, apresentam quantidade de PI 

correspondente a 4n (o dobro da fase G1), e as células em fase S apresentam 

incorporação intermediária de PI. A figura 15A mostra o perfil do ciclo celular das 

células 48 horas após o tratamento com MB fotoativado; na figura 15B encontram-se 

as quantificações das frequências de populações em fases G1, S e G2/M. A análise das 

populações em Sub-G1 será apresentada posteriormente. 

Pode-se observar que as células com mutações em XPD apresentam um 

aumento da proporção de células em G2/M após tratamento com MB fotoativado, 

indicativo de uma deficiência dessas células no reparo dos danos causados por 

estresse oxidativo levando ao bloqueio no ciclo celular, provavelmente devido à 

permanência de lesões não reparadas no genoma, mesmo após 48 horas do 

tratamento. Esse bloqueio não ocorre nos fibroblastos normais. É interessante o 

aumento da população poliplóide após o tratamento, principalmente nas células XP-D 

(indicado com uma seta na figura). As células TTD/XPD apresentam as maiores 

alterações no ciclo, condizente com a maior sensibilidade apresentada por essas 

células em resposta ao tratamento oxidante. 

A  
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B 

Figura 15: Células com mutações em XPD apresentam um bloqueio em G2/M 48 horas 
após tratamento com Azul de Metileno fotoativado. A: Análise do ciclo a partir da 
incorporação de PI. O eixo x corresponde à quantidade de DNA e o eixo y ao número 
de células. O pico a 2500 no eixo x (fluorescência do vermelho, PI) corresponde às 
células em G1, o pico a 5000 às células em G2, e as fluorescências intermediárias à 
população em S. B: Os gráficos representam as médias de 3 experimentos realizados 
em triplicatas. 
 

Foram realizados ensaios semelhantes para estudo do ciclo celular nas células 

primárias com mutações em XPD, e verificou-se que, assim como ocorre com as células 

transformadas, as células primárias também apresentam alterações no ciclo celular 

diferentes dos fibroblastos normais após estresse oxidativo. A parada no ciclo, 

semelhante ao que ocorre com as células transformadas, ocorre principalmente em 

G2, de forma muito mais pronunciada do que nos fibroblastos normais. Além disso, o 

tratamento com MB + luz causa danos que as células não são capazes de reparar e 

levam a alterações no ciclo que se mantêm mesmo após 48 horas do tratamento, 

enquanto após esse período os fibroblastos normais já foram capazes de recuperar 

completamente o perfil do ciclo celular, como mostra a figura 16.  
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Figura 16: Células primárias com diferentes mutações em XPD apresentam bloqueio 
em G2/M 48 horas após tratamento com Azul de Metileno fotoativado. O gráfico 
mostra figuras representativas de 3 experimentos independentes, realizados em 
triplicatas. 
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4.1.4 Análise dos mecanismos de morte em resposta a danos no DNA 

 

A marcação do conteúdo de DNA com PI também serve para o estudo das células em 

apoptose, que corresponde às populações com quantidade de DNA menor que o da 

célula em fase G1 (Sub-G1), o que sugere a fragmentação do DNA que ocorre durante 

o processo de apoptose. A figura 17 mostra um grande aumento da população em 

Sub-G1 nas células mutadas em XPD 72 horas após o tratamento com MB + luz, o que 

concorda com os resultados anteriores que mostraram a grande sensibilidade dessas 

células a esse tratamento. 
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B 

 

Figura 17: Aumento da população em apoptose (Sub-G1) em resposta ao tratamento 
com MB + luz nas células com mutações em XPD. A: Histogramas representativos das 
células expostas a concentrações crescentes de Azul de Metileno fotoativado. M1 
representa a população em apoptose (Sub-G1). B: O gráfico mostra a média com erro 
padrão de 3 experimentos independentes, realizados em triplicatas. 
 

 O aumento da população apoptótica também foi observado após o tratamento 

com KBrO3, como mostra a figura 18, novamente mostrando que a proteína XPD é 

importante para a sobrevivência celular frente ao estresse oxidativo gerado por outros 

tratamentos oxidantes. É interessante notar que as células TTD apresentam a maior 

sensibilidade frente a ambos os tratamentos oxidantes. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18: Aumento da população em apoptose (Sub-G1) em resposta ao tratamento 
com concentrações crescentes de KBrO3 nas células com mutações em XPD. O gráfico 
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mostra a média com erro padrão de 3 experimentos independentes, realizados em 
triplicatas. 

 

 Uma outra forma de analisar a indução de morte por apoptose é a marcação 

para caspase 3 ativada, através do uso de anticorpo fluorescente, em citometria. A 

caspase 3, juntamente com as caspase 6 e 7, é uma caspase efetora, cuja ativação por 

caspases iniciadoras leva à uma série irreversível de reações na célula, como a 

clivagem de diversos alvos indispensáveis para o metabolismo da célula, por exemplo 

as proteínas do citoesqueleto e o material genético, levando à morte celular. A figura 

19 mostra a marcação por citometria de caspase 3 ativada dos fibroblastos normais e 

com mutações em XPD, 72 horas após o tratamento com concentrações crescentes de 

MB fotoativado; pode-se observar que a maior parte das células deficientes apresenta 

ativação de caspase 3 após o tratamento, o que acontece apenas em pequena 

proporção nos fibroblastos normais. Esses resultados vão de acordo com os obtidos a 

partir da detecção da população em Sub-G1, indicando que de fato as células 

deficientes em XPD são extremamente sensíveis ao estresse oxidativo, e que esse 

tratamento leva à morte destas células por apoptose. 

 

Figura 19: Ativação de caspase 3 após tratamento com concentrações crescentes de 
MB fotoativado nas células com mutações em XPD. No eixo x encontra-se a marcação 
da caspase 3 ativada, indicada pela fluorescência do verde (FITC); no eixo y está o 
número de células. A população em vermelho representa as células após cada 



75 
 

tratamento, em comparação com o controle, representado em cada gráfico pela linha 
roxa. São mostradas figuras representativas de 3 experimentos independentes, 
realizados em triplicatas. 
 

A marcação simultânea com os 3 corantes fluorescentes DAF, PI e Hoechst 

permite a determinação do tipo de morte celular de acordo com a coloração e 

morfologia das células visualizadas no microscópio de fluorescência, através da 

capacidade diferencial dos dois corantes nucleares para a entrada das células: o 

Hoechst é um corante supravital, que entra livremente das células vivas (ou em 

apoptose inicial), enquanto o PI só penetra nas células cuja membrana já perdeu a 

integridade (células em apoptose tardia ou necróticas). A figura 20 mostra exemplos 

dessas marcações (A) assim como os resultados desses experimentos (B);  pode-se 

observar uma grande quantidade de células que apresentam morte por necrose nas 

células XP-D/CS e TTD/XPD quando comparadas com as células XP-D; esses resultados 

podem indicar que o mecanismo de resposta das células XP-D/CS e TTD/XPD ao 

estresse oxidativo é diferente do das células XP-D, que por sua vez é mais semelhante 

aos fibroblastos normais, mostrando um predomínio de morte por apoptose, 

enquanto as células XP-D/CS e TTD/XPD apresentam primariamente uma morte 

semelhante à necrose, porém posteriormente parece haver uma coexistência de mais 

de um mecanismo, uma vez que há sinais morfológicos de necrose, e ao mesmo tempo 

ativação de caspase 3 e aumento da população de células em Sub-G1, que 

correspondem a sinais associados à apoptose (Figura 19). 

 

A 

 

                       Normal              Apoptose inicial e tardia      Necrose 

 

 



76 
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Figura 20: Análise do tipo de morte celular em resposta ao tratamento com MB 
fotoativado através de corantes fluorescentes (DAF, PI e Hoechst). A: exemplos das 
características morfológicas e das colorações de células normais, em apoptose inicial, 
em apoptose tardia e em necrose. B: Proporção das populações celulares após 
tratamento com MB fotoativado. 
 
 
4.1.5 Análise da sinalização em resposta a danos no DNA 

 

A fosforilação da histona H2AX na serina 139 (-H2AX) pelas quinases da família 
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presença de DSBs no DNA, como observado após o tratamento com IR, por exemplo. 

Entretanto, atualmente aceita-se que essa fosforilação ocorra em resposta à presença 

de diversos tipos de danos no DNA, além das DSBs; essa sinalização é importante para 

o recrutamento de proteínas ligadas à parada no ciclo celular, ao reparo de DNA e à 

apoptose. Ensaios para detecção de -H2AX após o tratamento com MB + luz mostram 

que, nas células normais, o pico da marcação ocorre 4 horas após o tratamento, e que 

24 horas já não há mais uma grande quantidade de células positivas para a marcação. 

Entretanto, nas células deficientes em XPD, a quantidade de células positivas continua 

alta mesmo 48 horas após o tratamento, indicando que ainda há a presença de danos 

no genoma das células deficientes (a diminuição da marcação de -H2AX nas células 

XP-D/TTD pode estar relacionada à população de células que já estão entrando em 

apoptose/necrose 48 horas após o tratamento)(figura 21). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21: Presença de danos no DNA (-H2AX) após tratamento com MB fotoativado 
nas células deficientes em XPD. O gráfico mostra a média com erro padrão de 3 
experimentos independentes, realizados em triplicatas. 
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 PARP1 é uma proteína nuclear que tem afinidade por regiões de SSBs e DSBs, e 

é ativada na presença de diversos tipos de danos; de fato, sua ativação é necessária 

para o reparo de SSBs por BER através do recrutamento da proteína XRCC1, além de 

participar da via de HR através do recrutamento de ATR e do complexo MRE1 na 

presença de DSBs. Assim, para analisar possíveis interações das vias de BER e NER no 

reparo das lesões causadas por estresse oxidativo nas células deficientes em NER, foi 

utilizado o inibidor de PARP 3-Aminobenzamida (3-Ab).  

 Como mostra a figura 22, a inibição de PARP foi capaz de causar um aumento 

da sensibilidade ao tratamento principalmente nas células MRC5, apesar da 

sensibilidade aumentar moderadamente nas outras linhagens. A linhagem normal 

MRC5, que apresenta sensibilidade ao tratamento com MB+luz apenas na presença 

desse inibidor, pode indicar que, nas células proficientes em NER, PARP participa da via 

de reparo de lesões que depende de NER. Na ausência de XPD (e provavelmente de 

NER), a resistência ao tratamento parece ser independente da ação de PARP. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 22: Ação do inibidor de PARP (3-Ab) na viabilidade de células tratadas com MB 
fotoativado. O ensaio de XTT foi realizado 48 horas após o tratamento. O gráfico 
mostra a média com erro padrão de 3 experimentos independentes, realizados em 
triplicatas. MRC5: fibroblastos normais. **: p < 0.01 e ***: p < 0.001 2-way ANOVA 
com Tukey´s Multiple Comparison Test. 
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 Outra forma de modular a via de BER é através do uso de RNA de interferência 

(siRNA) para diminuir a expressão de genes dessa via, no caso a glicosilase OGG1 e a 

DNA polimerase pol . A figura 23A mostra a eficiência do silenciamento gênico de 

POLB através de PCR em Tempo Real, assim como o efeito do siOGG1 na expressão 

proteica através de WB; pode-se perceber que a expressão da proteína OGG1 é 

diminuída 48 horas após o silenciamento, e é revertida aos níveis normais 72 horas 

após o tratamento com o siRNA. Apesar de preliminares, os dados apresentados na 

figura 23B mostram que não houve grande diferença na viabilidade das células após o 

tratamento com MB fotoativado, em células silenciadas para esses genes, com exceção 

das células XP-D, que apresentaram viabilidade aumentada na presença do siOGG1, 

em relação ao siSCR (controle); esses resultados podem indicar que as células XP-D 

apresentam uma deficiência no reparo de intermediários da via de BER gerados pela 

ação de glicosilases (no caso o sítio AP), o que seria amenizado na ausência de OGG1. 
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Figura 23: Efeito do silenciamento da expressão de OGG1 e pol  na sobrevivência das 
células deficientes em XPD após tratamento com concentrações crescentes (0, 2, 4 e 8 

M) de MB fotoativado. A: Diminuição da expressão do mRNA de POLB e da expressão 
proteica de OGG1 após tratamento com siRNA. B: A diminuição da expressão das 

proteínas OGG1 e pol  não altera a vaibilidade celular nas células deficientes em XPD 
após tratamento com MB fotoativado. O XTT foi realizado 48 horas após o segundo 
silenciamento. O gráfico em A mostra a média com erro padrão de 3 experimentos 
independentes, em triplicatas.  
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capacidade de reparo que as XP-D. Esses resultados podem indicar uma correlação 

entre a deficiência de reparo de DNA e/ou retomada da síntese de RNA e a severidade 

do fenótipo dos pacientes, uma vez que os pacientes XP-D/CS e TTD/XPD apresentam 

os fenótipos mais severos (se comparados aos pacientes XP-D), assim como as 

menores taxas de reparo/retomada da transcrição após danos gerados por estresse 

oxidativo ao DNA plasmidial. 

Como controle foram realizados HCRs com plasmídeos tratados com UVC 

(figura 24B), que mostram resultados concordantes com os ensaios de 

complementação. Nesse caso é curioso verificar que células XP-D e XP-D/CS, cujos 

pacientes apresentam fenótipos com fotossensibilidade, apresentam menor 

capacidade de reparo de lesões causadas pela luz UV. 
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Figura 24: Diminuição da capacidade de reparo de danos genotóxicos causados em 
DNA plasmidial tratado com A: MB fotoativado e B: luz UVC nas células com diferentes 
mutações em XPD. O HCR foi realizado 48 horas após a transfecção. O gráfico mostra a 
média com erro padrão de 3 experimentos independentes, realizados em triplicatas. 
MRC5: fibroblastos normais. ***: p < 0.001 1-way ANOVA com Tukey´s Multiple 
Comparison Test. 
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realizados ensaios de Cometa alcalino, que detecta simples quebras assim como sítios 

álcali-lábeis (tais como sítios AP) formados durante o tratamento pelo pH alcalino 

durante a eletroforese. Os gráficos da figura 25 mostram que células selvagens e 

células XP-D/CS, apesar de apresentarem mais quebras desde o início da cinética (no 

caso das XP-D/CS), foram capazes de reparar as quebras causadas pelo tratamento 

com diferentes concentrações de MB fotoativado 24 horas após o tratamento, de 

maneira semelhante à que ocorre nos fibroblastos selvagens. Curiosamente, as células 

XP-D mostraram-se completamente deficientes no reparo dessas quebras. As células 

TTD/XPD, de forma surpreendente, apresentam um grande número de quebras 

mesmo na ausência de tratamento, um indicativo que o genoma dessas células pode 

estar em constante estresse. Apesar disso, o número de quebras aumenta com o 

tratamento e volta aos níveis iniciais após 24 horas, mostrando que as células 

TTD/XPD, assim com as XP-D/CS e MRC5 e ao contrário das células XP-D, conseguem 

de alguma forma lidar com essas lesões. É interessante notar que nas células XP-D/CS 

ocorre um aumento no número de quebras 2 horas após o tratamento, na maior 

concentração de MB fotoativado. 
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Figura 25: Cinética de reparo de quebras causadas pelo tratamento com concentrações 

crescentes (0, 4 e 8 M) de MB fotoativado em células selvagens e com mutações em 
XPD. A: exemplos dos núcleos observados após a eletroforese em condições alcalinas 
das células tratadas com MB fotoativado. B: os danos foram expressos levando em 
conta o Olive Tail Moment, a partir da fórmula: % DNA da cauda x comprimento do 
Momento da cauda (medido do dentro do núcleo do cometa até o centro da cauda). 
T1 = 2 horas e T2 = 24 horas após tratamento. O gráfico mostra a média com erro 
padrão de 2 experimentos independentes; em cada experimento foram contados 100 
núcleos por condição. 
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moderada à UVC, e que essa sensibilidade é muito aumentada na presença da cafeína. 

Como mostra a figura 26, as células do paciente, quando na presença de cafeína, 

apresentam uma sensibilidade maior do que os fibroblastos normais, porém menor do 

que os fibroblastos XP-C.  
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Figura 26: Sensibilidade das células primárias do paciente XP05SP ao tratamento com 
UVC na presença de cafeína, determinado por XTT. FHN: fibroblastos humanos 
normais. XP-V: AS865. XP-C: AS189. 
 

 Experimentos de Western Blotting indicaram a ausência completa da proteína 

DNA polimerase  no paciente XP05SP, como mostra a figura 27, dado que foi tomado 

como fundamental para o diagnóstico da mutação genética neste paciente. 

 

 

Figura 27: Expressão da proteína DNA polimerase  (XPV) em fibroblastos primários 
após irradiação com luz UVC. As extrações foram realizadas 0 (T0), 5 (T1) e 24 (T2) 
horas após o tratamento. Doses de UVC: FHN – 0 e 40 J/m2; XP05SP – 0 e 20 J/m2; 
AS440 (XP-G) – 0 e 7 J/m2 
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 Para a confirmação do grupo de complementação do paciente XP05SP, 

experimentos de Unscheduled DNA Synthesis (UDS) foram realizados em nosso 

laboratório em colaboração com o laboratório do doutor Alain Sarasin (Institut 

Gustave Roussy, Villejuif, França). Esse experimento consiste na análise da capacidade 

das células de sintetizarem DNA após irradiação com luz UV; as células são plaqueadas 

em lamínulas de vidro, pré-incubadas em meio contendo timidina tritiada, tratadas 

com o agente genotóxico (no caso, luz UVC) e novamente incubadas com meio + 

timidina tritiada. No fim do tratamento as lamínulas são fixadas e expostas a uma 

emulsão autorradiográfica, que é revelada e em média 7 dias após a montagem das 

lâminas. Os fragmentos de DNA sintetizados após o tratamento são visualizados como 

pequenos grânulos no núcleo das células. As células XP deficientes em NER 

apresentam em média menos de 10 grânulos por núcleo, uma vez que não são capazes 

de sintetizar DNA após a irradiação com luz UVC; as células XP-V, assim como as 

normais, apresentam mais de 70 grânulos, pois são capazes de reconhecer e reparar os 

danos causados pela luz UVC. Os resultados obtidos no laboratório do Dr Alain Sarasin 

mostram que as células XP05SP apresentam número de grânulos semelhante aos 

fibroblastos normais, em mais uma indicação que o paciente XP05SP seja portador da 

síndrome XP-V. 

 O sequenciamento do genoma desse paciente pela Dra Veridiana Munford e 

pela também aluna de doutorado do laboratório Ligia Pereira Castro mostraram que 

de fato esse paciente possui uma substituição de G para A em homozigose em um sítio 

de splicing próximo ao início do exon 11 no gene POLH, o que levaria à codificação de 

uma proteína não-funcional ou com baixíssima estabilidade. 

 

Pacientes da comunidade de Araras (Goiás) 

Nosso laboratório recebeu em 2009 amostras de diversos pacientes XP 

pertencentes à comunidade de Araras (município de Faina), no interior do estado de 

Goiás. São pacientes provenientes de duas grandes famílias relacionadas, com grande 

heterogeneidade entre a severidade dos sintomas e variação na idade dos afetados 

(incluindo alguns pacientes muito longevos, incomum em pacientes XP), porém com 

nenhuma anormalidade neurológica. 
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Experimentos realizados no laboratório pela Dra Veridiana Munford mostraram 

um aumento na sensibilidade das células desses pacientes à UVC na presença de 

cafeína, e os ensaios de UDS realizados no laboratório do Dr Alain Sarasin mostraram 

que o número de grânulos nucleares após irradiação com luz UVC eram semelhantes 

aos fibroblastos normais. Assim, com a suspeita desses pacientes também serem 

portadores da síndrome XP-V, realizou-se um WB para a proteína pol . Como mostra 

a figura 28, alguns membros da comunidade diagnosticados como XP (GO06, GO03 e 

GO04) não apresentam a proteína pol  (os afetados estão sinalizados com a seta). Os 

pais do paciente GO06 (GO01 e GO05) apresentam também redução nos níveis de 

proteína, condizente com sua condição de heterozigotos. As pacientes GO03 e GO04 

são duas irmãs, com sintomas clínicos claros de XP. 

 

 

 

Figura 28: Expressão da proteína DNA polimerase  (XPV) em fibroblastos primários 

dos pacientes de Araras. : afetados 
 

Surpreendentemente, o sequenciamento do genoma desses pacientes mostrou 

a presença de duas mutações no gene POLH nessa comunidade: uma mutação pontual 

em sítio de splicing no exon 6, e uma mutação pontual  levando à formação de um 

códon de parada no exon 8; ambas produziriam proteínas truncadas. Assim, nessa 

comunidade existem pacientes homozigotos para a mutação do exon 6, homozigotos 

para a mutação do exon 8, e hetorizogotos compostos. Após a confirmação do 

diagnóstico, as linhagens celulares passaram a ser chamadas de XP03GO (GO03), 

XP04GO (GO04) e XP06GO (GO06). A genotipagem dos membros da comunidade para 
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a construção da árvore genealógica das famílias foi realizada pela aluna Ligia Pereira 

Castro. 

 

4.2.2 Sensibilidade das células XP-V ao estresse oxidativo 

 

 As linhagens primárias de fibroblastos obtidas a partir das biópsias desses 

pacientes foram transformadas com as oncoproteínas E6 e E7 de HPV. Para estudar o 

comportamento das células XP-V frente ao estresse oxidativo induzido pelo 

tratamento com MB e luz visível, foram realizados experimentos de sobrevivência 

clonogênica e XTT com os fibroblastos transformados desses pacientes. Os dados 

apresentados na figura 29 demonstram que as células dos pacientes XP05SP, XP04GO 

e XP06GO (que não apresentam ou apresentam muito pouca proteína pol  no WB), 

assim como a linhagem XP30RO, se mostraram mais sensíveis ao tratamento com MB 

+ luz do que os fibroblastos normais (MRC5), principalmente em relação à sua 

capacidade de formar colônias. Essa sensibilidade, entretanto, é menor do que a das 

células com mutações em XPD, como esperado.  
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Figura 29: Sensibilidade de células com mutações em POLH após tratamento com Azul 
de Metileno fotoativado, determinado por XTT (A) e sobrevivência clonogênica (B). 
XP05SP, XP04GO e XP06GO: pacientes XP-V brasileiros. XP30RO: XP-V. 
 

 

 Ensaios com células XP-V primárias também mostraram sensibilidade ao 

tratamento com MB + luz (figura 30), embora menos do que as transformadas, e ao 

tratamento com KBrO3 (figura 31), de forma semelhante porém menos acentuada do 

que o observado nas células com mutações em XPD.  
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Figura 30: Sensibilidade das células primárias com mutações em POLH ao tratamento 
com Azul de Metileno fotoativado, determinado por XTT. O gráfico mostra a média 
com erro padrão de 3 experimentos independentes, realizados em triplicatas. AS405: 
fibroblastos normais. AS56 e XP05SP: XP-V. 
 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 31: Sensibilidade das células com mutações em POLH ao tratamento com 
bromato de potássio (KBrO3), determinado por XTT. O gráfico mostra a média com erro 
padrão de 3 experimentos independentes, realizados em triplicatas.  
 
 

4.2.3 Alterações no ciclo celular após estresse oxidativo 

 

A marcação com PI também foi realizada nas células XP-V, para determinação 

das alterações no ciclo celular após tratamento com MB fotoativado. De forma 

semelhante ao observado nas células com mutações em XPD, as células XP-V 

apresentam um bloqueio no ciclo celular que permanece mesmo após 48 horas do 

tratamento, diferente dos fibroblastos normais. É interessante notar que, mesmo as 

linhagens possuindo mutações truncantes, o comportamento delas frente ao estresse 

oxidativo é um pouco diferente: de forma geral todas as linhagens apresentam um 

bloqueio em fase S/G2, entretanto esse bloqueio é variável em intensidade 

principalmente nas concentrações mais baixas de MB, como mostra a figura 32. 
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Figura 32: Diferentes linhagens de células XP-V apresentam um bloqueio no ciclo 
celular 48 horas após tratamento com Azul de Metileno fotoativado. Análise do ciclo a 
partir da incorporação de PI.  
 
 Da mesma forma que as células transformadas, as células primárias também 

apresentam um bloqueio no ciclo celular 48 horas após o tratamento com MB 

fotoativado, que é diferente entre as linhagens: enquanto a linhagem proveniente do 

paciente XP04GO apresenta um forte bloqueio na fase G1, as linhagens dos pacientes 

XP05SP e XP06GO apresentam um bloqueio muito menos acentuado, mais semelhante 

aos fibroblastos normais (Figura 33).  
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Figura 33: As células primárias com mutações em POLH apresentam diferenças no 
bloqueio do ciclo celular, após tratamento com Azul de Metileno fotoativado. Análise 
do ciclo a partir da incorporação de PI. O gráfico mostra a média com erro padrão de 3 
experimentos independentes, realizados em triplicatas.  
 
 De acordo com as alterações no ciclo celular, as células XP-V apresentam uma 

permanência da sinalização da presença de danos no genoma, que é semelhante entre 

4 e 24 horas porém aumenta significativamente entre 24 e 48 horas após o tratamento 

com MB fotoativado, em mais uma indicação da permanência de lesões não-reparadas 

no genoma (Figura 34). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 34: Presença de danos no DNA (-H2AX) após tratamento com MB fotoativado 

nas células deficientes na DNA polimerase . O gráfico mostra a média com erro 
padrão de 3 experimentos independentes, realizados em triplicatas. 
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 De acordo com os resultados de sensibilidade, as células XP-V apresentam um 

aumento na população em Sub-G1 após tratamento com MB fotoativado (Figura 35), 

que é maior do que a dos fibroblastos normais, e menor do que a encontrada nas 

células com mutações em XPD; é interessante notar que as células do paciente 

XP06GO, apesar de se mostrarem mais sensíveis pelo experimento de sobrevivência 

clonogênica, apresentam as menores quantidades de células em apoptose. Entretanto, 

é importante lembrar que essas diferenças entre as diferentes linhagens podem 

ocorrer não somente em função das possíveis diferenças na expressão e/ou atividade 

da proteína pol , mas também de todo o background genético de cada linhagem; é 

necessária a realização de ensaios de complementação para que se possa afirmar a 

validade desses resultados. 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

Figura 35: Aumento da população em apoptose (Sub-G1) após tratamento com MB 

fotoativado nas células deficientes na DNA polimerase . O gráfico mostra a média 
com erro padrão de 3 experimentos independentes, realizados em triplicatas. 
 

 Experimentos de citometria para caspase 3 ativada também mostraram uma 

grande parte da população de células XP-V positivas para essa marcação 72 horas após 

tratamento com MB fotoativado (Figura 36), indicando, juntamente com os resultados 

da população em Sub-G1, que essas células provavelmente morrem por apoptose. É 

interessante notar, ao contrário do que ocorre com os fibroblastos normais ou mesmo 
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com as células deficientes em XPD, que há o surgimento de duas populações distintas 

dentre as células positivas para caspase 3 ativada; mais experimentos são necessários 

para investigar a relevância biológica desse achado, assim como se ele se repete nas 

outras linhagens XP-V . 

 

Figura 36: Ativação de caspase 3 72 horas após tratamento com concentrações 
crescentes de MB fotoativado nas células XP-V. No eixo x encontra-se a marcação da 
caspase 3 ativada, indicada pela fluorescência do verde (FITC); no eixo y está o número 
de células. A população em vermelho representa as células após cada tratamento, em 
comparação com o controle, representado em cada gráfico pela linha roxa. São 
mostradas figuras representativas de 3 experimentos independentes, realizados em 
triplicatas. 
 

4.2.5 Capacidade de reparo de quebras geradas pelo tratamento com MB 

fotoativado 

 

 Ensaios de cometa alcalino foram realizados para uma das linhagens XP-V, e os 

resultados mostram que essa linhagem não apresenta deficiências no reparo de 

quebras geradas por esse tipo de estresse oxidativo, mostrando uma cinética de 

reparo similar aos fibroblastos normais (Figura 37). 
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Figura 37: Cinética de reparo de quebras causadas pelo tratamento com concentrações 

crescentes (0, 4 e 8 M) de MB fotoativado em células selvagens e XP-V. Os danos 
foram expressos levando em conta o Olive Tail Moment, a partir da fórmula: % DNA da 
cauda x comprimento do Momento da cauda (medido do dentro do núcleo do cometa 
até o centro da cauda). T1 = 2 horas e T2 = 24 horas após tratamento. O gráfico mostra 
a média com erro padrão de 2 experimentos independentes; em cada experimento 
foram contados 100 núcleos por condição. 
 

 

4.3 Indução da proteína DNA polimerase  após danos genotóxicos  

 

4.3.1 Cinética de indução e dependência de p53 

 

 A figura 27 também mostra uma indução na proteína DNA polimerase  após o 

tratamento com UVC, nos fibroblastos normais e deficientes em NER (XP-G), 24 horas 

após o tratamento. Resultados semelhantes foram obtidos de forma independente 

pelo doutorando Guilherme Franscisco, do laboratório do doutor Roger Chammas (FM-

USP): foi observada uma indução da proteína pol  em linhagem de melanoma (SK-Mel 

37), 24 horas após tratamento com UVC (20 e 40 J/m2), UVB (120 J/m2) e cisplatina 

(12,5 µM). Além disso, a mesma indução não foi observada na linhagem mutada em 

p53 (SK-Mel 28). Esses resultados não eram esperados e ainda não haviam sido 

descritos; a coincidência da indução após tratamentos genotóxicos “semelhantes”, 

assim como da cinética da indução, chamaram nossa atenção e assim decidimos 

realizar mais experimentos para investigar essa indução. 
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Para verificar uma possível participação da proteína p53 na indução de pol , 

foram irradiados com doses equitóxicas de UVC fibroblastos normais e deficientes em 

NER (XP-C) transformados por SV40. As amostras proteicas foram coletadas 0, 5 e 24 

horas após o tratamento. Como mostra a figura 38, não houve uma indução da 

proteína pol  após o tratamento com luz UVC nos fibroblastos transformados, como 

parece ocorrer nos fibroblastos primários. 

 

Figura 38: Expressão da proteína DNA polimerase  em fibroblastos transformados por 
SV40 após irradiação com luz UVC. As células foram irradiadas nas doses indicadas e 
cultivadas de 0 a 24 horas antes da extração protéica, para realização desse WB. 
 

 A adição do inibidor de p53 pifitrina- foi capaz de inibir a indução de pol  em 

fibroblastos primários como mostra a figura 39, em mais uma indicação da 

dependência de p53 para que ocorra essa indução. Além disso, experimentos 

realizados pelo aluno Guilherme Francisco mostraram que a expressão de um 

plasmídeo contendo a sequência do gene TP53 foi capaz de restabelecer a indução de 

pol  após tratamentos genotóxicos. 
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Figura 39: Inibição da indução da proteína pol  após irradiação com luz UVC em 

fibroblastos primários pelo tratamento com inibidor de p53 (pifitrina-).  Doses de 
UVC: 0 e 40 J/m2 para FHN e 0 e 6 J/m2 para AS189 (XP-C). 
 

4.3.2  Pré-dose de UVC induz diferenças na distribuição do ciclo celular e diminuição 

da população em apoptose após doses elevadas de UVC 

  

 Para estudar possíveis efeitos fenotípicos dessa indução de pol  nas células 

XP-C, foram realizados experimentos utilizando doses altas de UVC, 24 horas após 

irradiação das células com as doses mais baixas nas quais já havia sido detectada a 

indução da proteína pol  por WB (no caso 6 J/m2). Os resultados desses experimentos 

são mostrados na figura 40, onde pode-se verificar uma diferença nos perfis de ciclo 

celular entre as células XP-C que receberam as doses “de indução” antes de receber as 

doses grandes, quando comparadas com as células que receberam somente as doses 

altas: as últimas mostram uma forte parada do ciclo em fase G1, enquanto as células 

pré-irradiadas apresentam uma parada em fase S/G2 (Figura 40B). Além disso, análises 

da população em Sub-G1 mostram que as células pré-irradiadas apresentam menos 

células em apoptose do que as não previamente irradiadas (Figura 40C), mostrando 

que a indução de pol  é capaz de aumentar a resistência das células XP-C ao estresse 

genotóxico causado pela irradiação com luz UVC.  
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Figura 40: Pré-dose de UVC induz diferenças na distribuição do ciclo celular e 
diminuição da população em apoptose após doses altas de UVC em fibroblastos 
primários XP-C. Os fibroblastos primários foram irradiados como mostrado em A (pré-
dose de UVC: 6 J/m2). 24 e 72 horas após a irradiação as células foram fixadas e 
coradas com PI para análise do ciclo celular (B) e da população em Sub-G1 (C). O 
gráfico C mostra a média com erro padrão de 3 experimentos independentes, 
realizados em triplicatas. ***: p < 0.001 2-way ANOVA com Tukey´s Multiple 
Comparison Test. 
 
 
 
4.3.3 Pré-dose de UVC induz aumento da capacidade de replicação de DNA 

 

 Ensaios de citometria com marcação de BrdU (pulso realizado por 20 minutos 

após a dose alta de UVC) também mostraram que as células pré-irradiadas são capazes 
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de incorporar uma maior quantidade de DNA do que as células não-irradiadas, como 

mostra a maior população de células em S nos grupos pré-irradiados 24 horas após a 

dose alta (em destaque na figura 41); uma irradiação com 46 J/m2 (correspondente à 

soma da dose de indução e da segunda dose) foi realizada como controle. Esses 

resultados podem indicar que a indução de pol  está permitindo às células continuar 

a replicação ao realizar a TLS através dos danos causados pela UVC, evitando a parada 

das forquilhas de replicação, que poderiam levar à apoptose. 

 

 

Figura 41: Pré-dose de UVC leva ao aumento da população em S 24 horas após doses 
altas de UVC em fibroblastos primários XP-C. Os fibroblastos primários foram 
irradiados como mostrado na figura 38A (pré-dose de UVC: 6 J/m2). O pulso de BrdU 
foi realizado por 20 minutos após a segunda dose de irradiação, e 24 horas após a 
segunda irradiação as células foram fixadas e coradas com PI e BrdU para análise da 
síntese de DNA através da incorporação do BrdU. No eixo x está a fluorescência do 
vermelho e corresponde à incorporação de PI (quantidade de DNA das células) e no y a 
fluorescência do BrdU (marcado em verde com FITC), correspondente à população de 
células que está incorporando DNA no momento do pulso. 
 

 Para melhor estudar o mecanismo de ação da pré-dose de UVC na forquilha de 

replicação, foram realizados ensaios de DNA fiber assay, que é capaz de identificar a 

elongação da cadeira filha de DNA em células antes e após o dano genotóxico que 

causa uma parada na forquilha de replicação (o dano genotóxico – no caso UVC – 

encontra-se indicado com um raio na figura 42A). Esses ensaios mostraram que tanto 
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fibroblastos primários normais quanto deficientes em GG-NER (XP-C) que receberam a 

pré-dose foram capazes de reativar a forquilha de replicação e replicar cadeias de DNA 

maiores após doses altas de UVC do que as células que não foram previamente 

irradiadas, como mostra o aumento da razão CldU/IdU, mais próximo dos controles 

não-irradiados (0.33), tanto nos fibroblastos normais (Figura 42B) como nos 

fibroblastos XP-C (C). A figura mostra também gráficos representando somente o 

comprimento da fita de DNA sintetizada após o dano genotóxico (IdU track lenght), 

nos quais é ainda mais evidente que as células pré-irradiadas foram capazes de 

sintetizar cadeias maiores após o dano do que as células que receberam somente as 

doses mais altas. 
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Figura 42: Pré-dose de UVC leva ao aumento da capacidade de sintetizar cadeias 
maiores de DNA após doses altas de UVC em fibroblastos primários normais e 
deficientes em GG-NER (XP-C). Os fibroblastos primários foram irradiados como 
mostrado na figura 38A (pré-dose de UVC: 40 J/m2 para FHN e 6 J/m2 para XP-C). A: 
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Exemplos de fibras com diferentes quantidades de DNA sintetizados após o dano 
genotóxico (raio). Quantificações das razões CldU/IdU e do comprimento da fita de 
DNA que incorporou IdU (IdU track lenght) nos fibroblastos normais FHN (B) e 
deficientes em GG-NER (C). O pulso de CldU foi realizado por 20 minutos antes da 
irradiação com as doses altas de UVC, e o de IdU por 1 hora após essas doses. Foram 
contadas no mínimo 75 fibras por cada condição, em 2 experimentos diferentes. 
 

De fato, as células que receberam a pré-dose mostraram-se mais aptas a 

resolver a parada na forquilha de replicação, continuando a replicação do seu DNA, o 

que concorda com os dados de ciclo, incorporação de BrdU e sobrevivência celular, 

uma vez que as forquilhas de replicação paradas podem colapsar formando quebras 

no DNA, que são lesões tóxicas.  

 

4.3.4 DNA polimerase  é essencial para o aumento da sobrevivência celular 

induzido pela pré-dose de UVC 

 

 Para nos certificarmos do papel da indução da DNA polimerase  no fenótipo 

observado nos experimentos de apoptose, foram realizados experimentos 

semelhantes na presença de um RNA de interferência para esse gene (siPOLH); os 

resultados são apresentados na figura 43. Podemos observar que a expressão/indução 

dessa proteína é essencial para o aumento da sobrevivência induzido pela pré-dose de 

UVC, tendo um papel importante na resposta dessas células a longo prazo, 

provavelmente permitindo a TLS e impedindo o colapso das forquilhas de replicação 

que posteriormente levariam as células à apoptose, uma vez que a quantidade de 

células em apoptose é a mesma entre as células que receberam a pré-dose e as que 

não receberam na ausência de pol , ou seja, a morte celular volta aos níveis sem pré-

dose. 
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Figura 43: Efeitos do silenciamento do gene POLH sobre fibroblastos primários XP-C 
após doses repetidas de UVC. Os fibroblastos primários foram irradiados como 
mostrado na figura 38A (pré-dose de UVC: 6 J/m2), após silenciamento com siRNA. 72 
horas após a irradiação as células foram fixadas e coradas com PI para análise da 
população em Sub-G1. O gráfico mostra a média com erro padrão de 3 experimentos 
independentes, realizados em triplicatas. ***: p < 0.001 2-way ANOVA com Tukey´s 
Multiple Comparison Test. 
 

 

4.4 Determinação da funcionalidade da proteína DNA polimerase  nas células de 

pacientes XP-V através do sequenciamento dos genes variáveis das imunoglobulinas 

 

4.4.1 Confirmação do diagnóstico da síndrome XP-V com base no perfil das mutações 

dos genes variáveis das imunoglobulinas  

 Os resultados descritos a seguir foram obtidos em colaboração com o 

laboratório do Dr. Said Aofouchi, sob co-orientação do Dr. Alain Sarasin, durante 

período de doutorado-sanduíche no Laboratório de Células B e Plasticidade Genômica, 

Institut de Cancérologie Gustave Roussy, Villejuif, na França. O objetivo inicial do 

estágio era de aprender essa técnica que permite não só uma confirmação do 

diagnóstico da síndrome de XP-V (ou mesmo do diagnóstico quando não há a 

possibilidade da realização de ensaios funcionais com fibroblastos, ou do 

sequenciamento do gene POLH inteiro), mas também da determinação da 

funcionalidade da proteína pol  presente nas células dos pacientes XP-V.  
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Vale lembrar que os pacientes XP-V apresentam uma diminuição de mutaçãoes 

em sítios A/T de aproximadamente 50% (percentual médio da população) para menos 

de 10%, com um aumento concomitante nas mutações em sítios G/C (sinal da 

atividade de pol , apesar do número de mutações não sofrer alteração significativa, e 

que a frequência de mutações nos sítios A/T está diretamente relacionada à 

quantidade da proteína pol  funcional, uma vez que pacientes XP-V que possuem 

uma pequena quantidade de pol  funcional apresentam uma taxa de mutações em 

A/T intermediária entre os XP-Vs sem nenhuma proteína e o restante da população. 

Assim, foi sugerido que o sequenciamento das regiões variáveis dos genes das 

imunoglobulinas poderia ser usado como auxílio no diagnóstico de XP-V, assim como 

para o estudo da funcionalidade da proteína presente nas células dos pacientes. Dessa 

forma, nesse projeto buscava-se inicialmente a validação da possibilidade de 

realização do diagnóstico da síndrome XP-V com base na análise das mutações em 

sítios A:T dos genes variáveis das imunoglobulinas, partindo-se da hipótese inicial de 

que há uma correlação direta entre o nível da polimerase ativa com a quantidade de 

mutações em sítios A/T nesses genes.  

A tabela 2 reúne as informações dos pacientes estudados neste projeto. O 

sequenciamento do gene POLH, assim como a análise das proteínas por Western 

Blotting, também foram realizados como controle para a validação dessa técnica como 

diagnóstico desses pacientes. 

Tabela 2: Idade, tipo de mutação e padrão de Hipermutação Somática dos pacientes 
estudados neste projeto 

Paciente Idade Mutação† Proporção 
mutações 
AT:GC (%) 

Frequência 
de 
mutações* 

Presença de 
inserções/de
leções 

AS968 32 c.672delA 
(p.Lys224AsnfsX5) 

5,3 : 94,7 1,91 - 

AS966 84 In frame V37 
deletion 

25,7 : 74,3 5,07 ++ 

AS967 72 In frame V37 
deletion 

26,3 : 73,7 3,98 ++ 

AS965 23 Codon stop 3,3 : 96,7 1,77 - 
AS961 42 c.437dupA 6,6 : 93,4 2,66 + 
Média 
população 

  50 : 50 1 - 2 - 

† mutação encontrada no gene POLH em homozigos 
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* por 100 bp 

 

Os experimentos comprovaram que os pacientes que possuem mutações que 

permitem a produção da proteína pol , mesmo que em quantidades residuais (AS966 

e AS967), exibem uma quantidade de mutações em sítios A/T superior (de 15 a 25%) 

aos pacientes que possuem mutações que levam à ausência completa da proteína 

(AS961, AS965 e AS968). A figura 44 mostra um WB para a proteína pol  

exemplificando um paciente que contém uma pequena quantidade da proteína 

(AS966, aproximadamente 75% de mutações em G:C), assim como um paciente que 

não possui expressão de pol  (AS968, aproximadamente 95% de mutações em G:C), 

confirmando a correlação entre a presença da proteína e um aumento nas mutações 

em sítios A/T, uma vez que essa polimerase é a responsável pelas mutações em sítios 

A/T, e somente na sua ausência completa outra polimerase () é recrutada e forma 

mutações em sítios G/C. 

 

Figura 44: Análise da expressão da proteína pol  em fibroblastos primários de 
pacientes XP-V. Extratos das células indicadas foram utilizados para análise da 

presença da proteína pol  por WB. 

 

Ensaios semelhantes estão sendo realizados com amostras dos pacientes XP-V 

brasileiros, após coleta de sangue realizada em novembro de 2103 em Araras (GO), 

para determinação da quantidade de pol  funcional das células dos pacientes, o que é 

interessante uma vez que a população dessa comunidade é composta por 

homozigotos de diferentes mutações, assim como por heterozigotos compostos e 

portadores, que nunca foram estudados anteriormente. 
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4.4.2 Análise dos tipos de mutações encontradas nas regiões sequenciadas 

 

De forma surpreendente, o estudo das regiões amplificadas dos genes variáveis 

das imunoglobulinas para a análise das mutações demonstrou um padrão diferenciado 

entre os pacientes XP-V mais idosos em comparação aos mais jovens: a figura 45A 

mostra cada evento mutagênico representado por um traço ao longo da região 

amplificada; o comprimento do traço corresponde ao número de eventos no mesmo 

locus. Podemos observar que os pacientes mais idosos apresentam não só uma 

frequência de mutações mais elevada (superior a 4 mutações/100 bp), mas também a 

presença de grandes fragmentos de inserções e deleções, que não estão presentes ou 

estão presentes em menor quantidade e/ou tamanho nos pacientes mais jovens 

(Figura 46B, indicados por setas); vale lembrar que até o momento só haviam sido 

descritas como características do processo de SHM mutações pontuais, sendo raros os 

eventos de indels. 
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AS968 (32 anos) 

 

AS966 (84 anos) 
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B 

 

Figura 45: Aumento na frequência de mutações e na instabilidade genômica em 
pacientes XP-V idosos. A: Frequência e localização das mutações encontradas no 
fragmento amplificado (JH-FR3) dos genes variáveis das imunoglobulinas. O 
comprimento dos traços verticais indica o número de eventos mutagênicos no mesmo 
locus.  B: Regiões amplificadas de diversos clones após alinhamento com a sequência 
consenso, exemplificando os tipos de mutações encontrados nos pacientes jovens 
(mutações pontuais e pequenas indels) e nos idosos (grande frequência de indels de 
tamanhos variáveis, além de mutações pontuais). 
 

Para determinar se o aumento da instabilidade genômica observado nos 

pacientes mais idosos é ligada somente à idade ou a um efeito combinado da ausência 

de pol  ao longo do tempo, foram analisadas amostras de controles idosos e jovens. A 

tabela 3 mostra as idades e as frequências de mutações (por cada 100 pares de bases) 

dos pacientes, assim como dos controles idosos e jovens, estudados neste projeto, 

lembrando que a frequência de mutações já descrita para os pacientes XP-V é a 

mesma que a da população em geral, que varia entre 1 e 2 eventos mutagênicos por 

100 pares de bases (o que muda é o perfil das mutações). 

 

Tabela 3: Idade e frequências de mutações das regiões  JH-FR3 dos genes variáveis das 
imunoglobulinas, dos pacientes e controles 

 

Pacientes XP-V Controles Idosos Controles Jovens 

Idade 
Frequência de 
mutações* Idade 

Frequências de 
mutações* Idade 

Frequência de 
mutações* 

23 1,77 68 3,55 28 3,44 

32 1,91 72 5 36 3,56 

42 2,66 78 5,64 39 3,84 

72 3,98 85 6,44 42 4,45 

84 5,07         
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* por 100 bp 

 

 A figura 46 mostra que de fato existe uma relação entre a idade dos indivíduos 

e a frequência de mutações nas regiões variáveis dos genes das imunoglobulinas: tanto 

nos pacientes XP-V como nos controles, existe um aumento na frequência de 

mutações em função da idade. 
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Figura 46: Aumento na frequência de mutações das regiões  JH-FR3 dos genes variáveis 
das imunoglobulinas em função da idade dos indivíduos. As frequências de mutações 
referem-se às mutações por 100 pares de bases.  
 

 Além do aumento da frequência de mutações, foi observado um aumento da 

instabilidade genômica associada à idade, ao menos nas regiões amplificadas. Como 

mostra a tabela 4, indivíduos mais idosos apresentam um maior número de inserções e 

deleções na região sequenciada, quando comparados com os indivíduos mais jovens 

(compare a porção rosa com as outras duas porções). Existe também uma diferença 

entre os pacientes XP-V idosos e os controles com idades semelhantes: nos pacientes 

idosos não só existem mais deleções e inserções, como também o tamanho dos 

fragmentos inseridos ou deletados é maior (compare a porção rosa com a verde). Os 

pacientes XP-V jovens não apresentam inserções ou deleções com mais de 10 

nucleotídeos. Esses resultados não haviam sido descritos anteriormente, 

provavelmente pois nos estudos anteriores não foram utilizadas amostras de pacientes 

XP-V com idades tão avançadas.  

 



107 
 

Tabela 4: Características das mutações encontradas nas regiões  JH-FR3 dos genes 
variáveis das imunoglobulinas dos pacientes XP-V idosos e nos controles  
 

  Ins/del pequenas† Ins/del grandes† 
Frequência de  
mutações* 

J1 4 0 4,45 

J2 1 2 3,56 

J3 5 0 3,44 

J4 4 0 3,84 

O1 4 3 3,55 

O2 3 0 5 

O3 7 1 6,44 

O4 6 1 5,64 

AS967 9 5 3,98 

AS966 9 4 5,1 

 
Ins/del pequenas: < 10 nucleotídeos 
Ins/del pequenas: > 10 nucleotídeos 
† por clone (amplicon: 450 pares de bases) 
* por 100 bp 
J: controles jovens (25-45 anos) 
O: controles idosos (65-85 anos) 
 

   

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 



108 
 

5 DISCUSSÃO 

5.1 Estresse oxidativo e homeostase celular  

O surgimento do oxigênio (3
g-O2) na atmosfera terrestre há bilhões de anos, 

produzido gradualmente por organismos fotossintetizantes, possibilitou o 

desenvolvimento da vida na Terra como conhecemos hoje, através da formação da 

camada de ozônio (O3) e do surgimento de seres vivos aeróbicos. O oxigênio, 

entretanto, é um agente oxidante, que, juntamente com outras espécies reativas, são 

capazes de reagir com diversas macromoléculas essenciais à vida, como os ácidos 

nucleicos (e ribonucléicos), as proteínas e os lipídeos das membranas celulares e 

mitocondriais, danificando-os de diferentes formas. Dessa forma, ao longo dos 

processos evolutivos, os organismos desenvolveram diversos sistemas antioxidantes 

para contrabalancear os efeitos negativos dessas espécies reativas, assim como vias 

responsáveis pelo reparo que esses agentes causam nos componentes celulares.  

As Espécies Reativas de Oxigênio (ERO) não são somente deletérias: diversos 

organismos desenvolveram mecanismos enzimáticos para síntese e utilização de 

agentes oxidantes, por exemplo na defesa contra microorganismos através da 

produção de EROs por neutrófilos e monócitos (Lambeth, 2004), e na sinalização de 

diversos processos como o controle do tônus muscular, do ritmo respiratório e do 

equilíbrio do estado redox das células (Dröge, 2002). A maior fonte de geração de ERO 

intracelular, entretanto, é a mitocôndria, durante o processo de respiração (Turrens, 

2003). O estado conhecido como estresse redox ocorre quando há uma produção em 

excesso de ERO, ou quando a célula é exposta a agentes oxidantes, que supera suas 

defesas antioxidantes; o excedente de ERO causa diversos danos às biomoléculas, 

levando consequências deletérias para a célula e para o organismo como um todo 

(Wang et al, 2013). 

Dentre as consequências celulares do estresse oxidativo estão os danos à 

estrutura do DNA, às proteínas e às membranas celulares (Marnett, 2002). A 

peroxidação de lipídeos das membranas por ERO leva à diminuição da fluidez e 

aumento da permeabilidade das membranas, causa danos às proteínas integrais e leva 

à propagação das reações oxidativas, através da sua decomposição em produtos 
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tóxicos, como aldeídos bifuncionais (Cejas et al, 2004). Essa propagação tem sido 

associada à carcinogênese, doenças neurodegenerativas, doenças inflamatórias e 

auto-imunes (Bartsch e Nair, 2004; Valko et al, 2007), principalmente pela formação de 

adutos entre esses aldeídos e proteínas, que levam à modificação das suas funções 

(Pizzimenti et al, 2013). Também podem ocorrer danos nas mitocôndrias, como em 

suas enzimas da matriz e componentes da cadeia de transporte de elétrons (Victor et 

al, 2005), além do DNA mitocondrial; de fato existem cada vez mais evidências de 

doenças humanas cuja patologia está associada ao consequente acúmulo de danos no 

mtDNA, como alguns tipos de câncer e doenças degenerativas (Costa et al, 2011). 

As ERO danificam o DNA através de diversos mecanismos, tanto na base 

nitrogenada quanto na desoxirribose, levando à formação de vários tipos de bases 

oxidadas, que, se não reparadas, levam à mutagênese e à instabilidade genética, 

participando assim do processo carcinogênico (Hanahan e Weinberg, 2011). Além das 

bases oxidadas “individuais”, algumas ERO podem levar à formação de lesões em 

tandem (Cadet et al, 2012) ou em cluster (Sage e Harrison, 2011); essas lesões 

complexas são capazes de interferir nos processos de replicação e transcrição, sendo 

portanto mais citotóxicas do que as bases oxidadas individuais (Evans et al, 2004).  

5.1.1 Estresse oxidativo e doenças neurológicas em pacientes com síndromes 

associadas a deficiências em reparo 

Os efeitos deletérios das lesões do tipo bases oxidadas “individuais”, como por 

exemplo a 8-hidroxi-2´-desoxiguanosina (8-OHdG ou 8-oxodG), estão ligados 

principalmente à processos mutagênicos, uma vez que essas lesões não causam 

distorções importantes na estrutura do DNA, levando a uma parada apenas transiente 

da RNA polimerase II (Tornaletti et al, 2004; Kathe et al, 2004; Larsen et al, 2004), mas 

que pode ser influenciada por outras variáveis como a concentração de ATP ou a 

sequência na qual a lesão está inserida (Allgayer et al, 2013). Entretanto, as lesões 

complexas formadas por estresse oxidativo após exposição a agentes genotóxicos 

como a radiação ionizante (IR) (Georgakilas et al, 2013), ou mesmo durante o 

metabolismo celular normal (Bennett et al, 2004), são capazes de causar distorções 
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significativas na dupla hélice e consequentemente levar à parada da transcrição pelo 

bloqueio da RNA polimerase (Brooks et al, 2000).  

Inicialmente, acreditava-se que as lesões induzidas no DNA por estresse 

oxidativo seriam reparadas exclusivamente pela via de Reparo por Excisão de Base 

(BER); entretanto, após a identificação de lesões complexas que também são formadas 

em situações de estresse oxidativo, estas sim altamente distorsivas, foi descrita a 

participação de outra via, o Reparo por Excisão de Nucleotídeos (NER), no reparo do 

grande espectro de lesões induzidas por estresse oxidativo (Berquist e Wilson, 2012). 

Além dessas lesões serem substrato direto de NER, outra forma de participação de 

NER no reparo de lesões oxidadas é através do papel regulatório de algumas proteínas 

de NER sobre proteínas de BER: já foram descritas interações entre proteínas de NER e 

diversas glicosilases, que são responsáveis pelo aumento da atividade das últimas 

(Klungland et al, 1999; D’Errico et al, 2006; Muftuoglu et al, 2009; Aamann et al, 2014).  

Ao contrário da alta incidência de tumores de pele nos pacientes portadores de 

deficiências em NER, facilmente explicável pela deficiência desses pacientes no reparo 

das lesões induzidas pela luz UV, algumas das manifestações clínicas desses pacientes, 

como os graves sintomas neurológicos presentes nos pacientes XP com 

comprometimento neurológico, CS, XP/CS e TTD, não podem ser explicados pela 

exposição desses pacientes à irradiação com luz UV (Kraemer et al, 2007). A hipótese 

inicial seria de que pacientes XP e XP/CS teriam uma deficiência no reparo acoplado à 

transcrição (TCR) de lesões oxidadas como a 8-oxodG (Cooper et al, 1997), entretanto 

o artigo que publicou a TCR de 8-oxodG foi retratado em 2005, por suspeita de fraudo 

nos resultados (Check 2005; Cooper et al, 2005; Le Page et al, 2005); atualmente o TCR 

de 8-oxodG ainda é motivo de debate na comunidade científica. 

Assim, surgiu uma nova hipótese de que lesões distorsivas, formadas por 

processos endógenos de estresse oxidativo, seriam as responsáveis pelas patologias 

neurológicas desses pacientes (Brooks, 2007). Vale lembrar que os sintomas 

neurológicos que atingem de 25 a 30% dos pacientes XP, pertencentes aos grupos de 

complementação XP-A, -B, -D e -G (Kraemer et al, 1987) estão associados a uma 

degeneração progressiva dos neurônios, levando à atrofia do córtex e ao aumento da 

espessura do osso do crânio (Rapin et al, 2000), enquanto a disfunção neurológica 
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progressiva dos pacientes CS é resultante de um processo patológico diferente, ligado 

primariamente à desmielinização (ou hipomielinização), que ocorre desde o início do 

desenvolvimento (Koob et al, 2010). 

Diversos artigos descreveram a participação de proteínas do NER no reparo de 

danos causados por estresse oxidativo no DNA, seja através da interação com 

proteínas de BER, seja através do reparo de lesões distorsivas/complexas, ou de 

intermediários de BER, pela via de NER. Fibroblastos deficientes em XPC apresentaram 

sensibilidade ao tratamento com agentes oxidantes (D’Errico et al, 2006; Berra et al, 

2013), assim como células XPA (Berra et al, 2013), CSA e CSB (De Waard et al, 2004; 

D’Errico et al, 2007; Nardo et al, 2009) e XP-G/CS (Soltys et al, 2013).    

 Dessa forma, a partir dos indícios da participação de diversas proteínas de 

NER no reparo de lesões causadas por estresse oxidativo, o objetivo inicial deste 

trabalho foi o de estudar a participação da proteína XPD na resposta das células 

humanas frente ao estresse oxidativo, no sentido de melhor compreender os 

mecanismos que levam às diferenças fenotípicas dos pacientes XP-D, XP-D/CS e 

TTD/XPD.  

5.1.2 Sensibilidade das células deficientes em XPD frente ao estresse oxidativo 

 O MB é um fotossensibilizador fenotiazínico utilizado em terapias 

fotodinâmicas principalmente no tratamento de alguns tipos de tumores superficiais 

(Wainwright et al, 1997). Pela sua característica hidrofílica, o MB é facilmente 

incorporado pelas células (Blazquez-Castro et al, 2009), onde ele pode ser encontrado 

em diferentes compartimentos celulares dependendo da concentração utilizada no 

tratamento, sendo que a quantidade de MB detectada no núcleo , onde ele se liga ao 

DNA de diversas formas (Rohs et al, 2000), aumenta depois da fotoativação (Mellish et 

al, 2002). Após absorção no comprimento de onda do vermelho (665 nm), a 

fotoativação do MB, que nas concentrações utilizadas neste trabalho (4 e 8 M) 

encontra-se majoritariamente em sua forma monomérica, leva à formação de grandes 

quantidades de oxigênio singlete (1O2), com subsequente formação de um grande 

número de lesões do tipo 8-oxo-G no DNA (Boiteux et al 1992). A metodologia utilizada 

neste trabalho foi a mesma padronizada durante a tese de doutorado da Dra. Carolina 
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Maria Berra, que é comprovadamente capaz de levar à absorção do MB pelos 

fibroblastos humanos, e de gerar 1O2 no núcleo dessas células, medido através da 

emissão desse composto no infra-vermelho próximo (aproximadamente 1270 nm) 

(Berra et al, 2013). 

A linhagem XP-D utilizada neste trabalho (XP6BE) possui mutações diferentes 

em cada alelo: um alelo nulo que possui uma deleção de 78 nucleotídeos no exon 3, 

levando à perda de aproximadamente 30 aminoácidos (del3661), e outro alelo com 

uma substituição de uma arginina para triptofano no códon 683 (R683W), causada por 

uma transversão C→T no nucleotídeo 2047 (Takayama et al, 1995). Os resultados dos 

trabalhos dos três grupos que resolveram a estrutura cristalográfica da proteína XPD 

de três diferentes Arquéias homólogas à proteína humana (Fan et al, 2008; Liu et al, 

2008; Wolski et al, 2008) permitem predizer as atividades da proteína XPD produzida 

por esse paciente, que tem a atividade de helicase comprometida, ligada à alterações 

no sítio de interação com p44, à diminuição da afinidade por ssDNA e à perda de 

aproximadamente 80% da capacidade de hidrólise de ATP.   

A linhagem XP-D/CS utilizada (XPCS2) apresenta somente um alelo funcional do 

gene XPD, que carrega uma substituição G→A no nucleotídeo 1805, resultando na 

mudança do aminoácido glicina para aspartato no códon 602 (G602D) na proteína 

(Takayama et al, 1995). De acordo com os estudos de cristalografia, a substituição da 

glicina, que é um aminoácido que confere flexibilidade às cadeias peptídicas por não 

possuir cadeias laterais, por um aspartato, leva a uma diminuição da afinidade pelo 

DNA por causa da adição da carga negativa desse aminoácido na região HD1-HD2, 

assim com a uma perda da flexibilidade da proteína, impedindo mudanças conformais 

importantes para a funcionalidade da proteína, assim como para a interação com 

outras proteínas do complexo TFIIH; além disso, essa proteína mutada também 

apresenta uma redução na atividade de helicase. É interessante notar que, das quatro 

mutações em XPD que levam ao fenótipo XP/CS (G47R, G602D, R666W e G675R), três 

são substituições de glicinas por outros aminoácidos menos flexíveis (Liu et al, 2008). 

A linhagem TTD estudada (TTD2VI) possui uma substituição de arginina para 

prolina em homozigose no códon 592 (R592P) (Nishiwaki et al, 2004). Essa proteína 
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não possui redução na atividade de helicase, porém essa substituição (que também 

está situada na porção C-terminal (região de interação com p44) leva a uma grande 

desestabilização das interações da proteína XPD com os outros componentes do 

complexo TFIIH. Através desses estudos cristalográficos, pode-se fazer uma predição 

do impacto das mutações que levam aos fenótipos XP, XP/CS e TTD na funcionalidade 

da proteína: de forma geral, mutações XP alteram a capacidade de ligação com ATP e 

DNA, diminuindo sua atividade de helicase; as do tipo XP/CS alterariam a capacidade 

de mudanças conformacionais, e as do tipo TTD, a estabilidade dos domínios da 

proteína, além de sua capacidade de interação com os outros componentes do 

complexo TFIIH (Fan et al, 2008). Pode-se dizer que, em geral, as mutações dos dois 

últimos tipos levam a fenótipos clínicos mais graves, que na maioria das vezes atingem 

os pacientes desde o início do desenvolvimento. 

Através de diversos experimentos, identificamos uma elevada sensibilidade dos 

fibroblastos humanos com diferentes deficiências na proteína XPD ao estresse 

oxidativo induzido pelo tratamento com MB fotoativado. Houve pequenas diferenças 

na sensibilidade entre as três linhagens, sendo que a TTD/XPD se mostrou sempre a 

mais sensível (com menos de 10% de sobrevivência na dose mais alta de MB), seguido 

da XP-D (10-20% de sobrevivência) e da XP-D/CS (20-40%). Essa sensibilidade é 

significativamente maior do que os fibroblastos normais, e, em concordância com 

diversos trabalhos anteriores, só ocorre após a fotoativação do MB (Wainwright et al, 

1997; Blazquez-Castro et al, 2009; Berra et al 2013; Soltys et al , 2013).  

O aumento da sensibilidade também foi mostrado após tratamento com outro 

agente oxidante, o Bromato de Potássio (KBrO3), que também leva à formação de 

bases oxidadas porém através de um mecanismo diferente do MB fotoativado 

(Ballmaier e Epe, 2006; Kawanishi e Murata, 2006), mostrando que a sensibilidade 

dessas células não deve ser exclusiva ao MB fotoativado, mas sim uma resposta 

comum ao estresse oxidativo em geral. Células primárias mutadas em XPD também se 

mostraram mais sensíveis ao tratamento com MB fotoativado, porém essa 

sensibilidade é menos acentuada que nos fibroblastos transformados. Sabe-se que a 

transformação com o antígeno Large T do vírus SV40 ocorre principalmente pela 

interação dessa oncoproteína viral com os supressores de tumor p53 e pRb, inativando 
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suas funções (Pipas, 2009); com os controles de checkpoint do ciclo celular atenuados 

pela ausência da ação dessas duas proteínas, pode-se esperar que as células 

transformadas ativem mecanismos de morte celular com mais facilidade do que as 

células primárias, que conseguem ativar corretamente seus controles do ciclo e assim 

reparar as lesões ao invés de entrarem em apoptose. É importante destacar também 

que a sensibilidade dessas células ao tratamento com MB ativado foi corrigida por 

complementação com a transfecção de um vetor de expressão com o gene XPD, 

confirmando o papel da proteína XPD no processo que garante a resistência ao 

tratamento. 

A deficiência no reparo de fotoprodutos em células XP-D, XP-D/CS e TTD/XPD já 

foi descrita (Fujimoto et al, 2005; Nishiwaki et al, 2008), assim como um aumento na 

sensibilidade ao quimioterápico doxorrubicina (Saffi et al, 2010); Arlett et al (2008) não 

encontraram sensibilidade ao tratamento com IR em fibroblastos XP ou XP/CS de 

diversos grupos de complementação, entretanto as células CS são sensíveis a esse 

tratamento (Cramers et al, 2011). Células CS com mutações em CSA e CSB são 

reconhecidamente sensíveis ao estresse oxidativo (Tuo et al, 2003; Spivak e Hanawalt, 

2006; D’Errico et al, 2007), provavelmente pela importância dessas proteínas não só 

no reparo do DNA nuclear mas também na manutenção da integridade mitocondrial 

(Osenbroch et al, 2009). Em relação a tratamentos oxidantes em células com mutações 

em XPD, já foi descrito um aumento na sensibilidade de células linfoblastóides 

humanas XP-D (e XP-B) ao tratamento com peróxido de hidrogênio (H2O2) 

(Gopalakrishnan et al, 2010).  Do nosso conhecimento, essa é a primeira descrição do 

aumento da sensibilidade de células XP-D/CS ou TTD/XPD a tratamentos oxidantes. 

 Após o tratamento com MB fotoativado, detectamos um bloqueio no ciclo 

celular em fase G2/M nas três linhagens com mutações em XPD, mesmo após 48 horas 

do tratamento, período após o qual os fibroblastos proficientes já haviam retornado 

ao seu perfil normal do ciclo celular, indicando a presença de danos não-reparados no 

genoma dessas células. É interessante notar que tanto as células transformadas 

quando as primárias mostraram o bloqueio na mesma fase do ciclo. Esses resultados 

estão de acordo com diversos outros trabalhos que também detectaram bloqueio em 

G2/M em células mutadas em XPD após tratamento com doxorrubicina (Saffi et al, 
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2010), assim como em fibroblastos XP-A, XP-C (Berra et al, 2013) e XP-G/CS (Soltys et 

al, 2013) após tratamento similar ao deste trabalho. A transição G2/M é controlada 

por diversas vias de sinalização de checkpoint, essenciais para que a mitose ocorra de 

forma adequada, e verificou-se que diversos compostos que induzem estresse 

oxidativo levam a um bloqueio do ciclo celular na fase G2/M (Burhans e Heintz, 2009), 

em um fenômeno que talvez esteja ligado ao fato de que uma grande parte das 

proteínas que controlam o checkpoint em G2/M possuem sítios responsivos ao estado 

redox da célula (Conour et al, 2004).  

É interessante notar também o grande aumento na população poliplóide 

(quantidade de DNA > 4n) nas células XP-D após tratamento com MB fotoativado, 

principalmente nas maiores concentrações utilizadas. Esses resultados talvez estejam 

ligados à participação da proteína XPD em outro complexo que não o TFIIH, o MMXD 

(composto pelas proteínas MMS19, XPD, MIP18, Ciao1 e ANT2), que se localiza no fuso 

mitótico e é importante para a correta formação e segregação dos fusos (Ito et al, 

2010); esse trabalho descreveu a formação de núcleos aberrantes por causa de 

deficiências na segregação correta dos cromossomos, tanto em células XP-D quanto 

em XP-D/CS. Gopalakrishnan et al (2010), utilizando células linfoblastóides humanas, 

também detectou anomalias cromossômicas assim como uma grande quantidade de 

danos no DNA em regiões teloméricas em células XP-D após tratamento com H2O2, 

sugerindo um papel importante dessa proteína na manutenção da integridade 

genômica em condições de estresse oxidativo.   

Em concordância com a parada no ciclo celular, a marcação da histona H2AX 

fosforilada (-H2AX) também se manteve alta mesmo após 48 horas de tratamento 

com MB fotoativado, o que não foi observado nos fibroblastos normais, nos quais essa 

marcação já havia retornado aos níveis iniciais 24 horas após o tratamento. A 

fosforilação dessa histona na serina 139 pelas quinases da família PI3K (ATM, ATR ou 

DNA-PKcs) foi utilizada durante muito tempo como marcador de quebras na fita dupla 

do DNA (DSBs), como observa-se por exemplo após tratamento com IR; atualmente, 

entretanto, essa marcação é aceita como indicativo da presença de diversos tipos de 

dano no DNA, servindo para o recrutamento de proteínas de checkpoint do ciclo 

celular, reparo e apoptose, sendo assim importante na manutenção da integridade do 
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genoma (Lukas et al, 2011). Nossos resultados de ciclo celular e marcação de -H2AX 

indicam a presença de danos não reparados no genoma das células deficientes em XPD 

após tratamento com MB fotoativado, mostrando que essa proteína é essencial para o 

reparo das lesões formadas por estresse oxidativo, mas que as deficiências em XPD 

não impedem a sinalização em resposta aos danos, ao contrário do que ocorre em 

fibroblastos deficientes em XPF (Mogi e Oh, 2006). 

5.1.3 Diferenças entre os mecanismos de morte celular entre as células deficientes 

em XPD frente ao estresse oxidativo 

 Além da análise do ciclo celular, a marcação com o Iodeto de Propídeo (PI), um 

intercalante da fita dupla de DNA, permite a detecção da população em SubG1, ou 

seja, com um conteúdo de DNA menor do que células em fase G1 (< 2n). Essa 

fragmentação do DNA ocorre durante o processo de morte celular por apoptose, que é 

um processo que envolve a ação regulada de enzimas catabólicas (proteases e 

nucleases), e leva a mudanças características na morfologia nuclear, como a 

condensação e fragmentação da cromatina, com a formação de fragmentos de DNA de 

múltiplos de aproximadamente 200 bp (Kroemer et al, 1998). Em concordância com os 

ensaios de sensibilidade, os experimentos de citometria de fluxo detectaram um 

aumento na população em Sub-G1 nas células deficientes em XPD 72 horas após 

tratamento com MB fotoativado ou KBrO3, o que não ocorre nos fibroblastos normais.  

A apoptose também é caracterizada pela ativação de caspases, que são 

cisteína-proteases que clivam as proteínas e levam à sua degradação. As caspases 

apoptogênicas (2, 3, 6, 7, 8, 9 e 10) podem ser divididas entre caspases ativadoras (2, 

8, 9 e 10), cuja função é ativar as caspases efetoras (3, 6 e 7) que são as responsáveis 

pelos eventos proteolíticos característicos da apoptose (Thornberry, 1998). As 

caspases efetoras são responsáveis por uma série de eventos irreversíveis no interior 

das células, como a clivagem de proteínas essenciais para a integridade do 

citoesqueleto (como a actina) ou do DNA (como PARP, TOP-1 e ICAD, inibidor da 

DNAse ativada por caspases, CAD), levando à morte celular (Ryter et al, 2007). Durante 

a apoptose ocorrem também mudanças na membrana plasmática que levam à 

exposição de resíduos de fosfatidilserina (Ptd-Ser), o que é um sinal para 
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reconhecimento e eliminação das células apoptóticas pelas células vizinhas ou por 

fagócitos profissionais, antes que a ocorra o rompimento da membrana celular e o 

extravasamento dos conteúdos celulares para o meio extracelular, o que poderia levar 

a uma reação inflamatória, como é o caso da morte por necrose (Ravichandran e 

Lorenz, 2007). Assim como os experimentos de detecção da população em Sub-G1, os 

ensaios de detecção de caspase 3 ativada mostraram um aumento dessa marcação em 

todas as linhagens deficientes em XPD 72 horas após tratamento com MB fotoativado, 

em uma extensão muito maior do que nos fibroblastos normais. 

Outro experimento que permite detectar o mecanismos de morte celular é a 

coloração com três corantes fluorescentes; o DAF é um corante verde de citoplasma, e 

há dois corantes de DNA, o Hoechst, em corante supravital capaz de ser incorporado 

por células vivas (ou em apoptose inicial), e o PI, que só é incorporado por células 

mortas por necrose ou com a membrana já permeabilizada (apoptose tardia). Assim, 

de acordo com a incorporação dos corantes, assim como a morfologia das células, 

pode-se distinguir entre morte por apoptose (incorporação do Hoechst, condensação 

nuclear, formação de blebs) ou necrose (incorporação de PI, tamanho aumentado). Os 

experimentos utilizando a coloração simultânea com esses três corantes mostrou um 

grande predomínio de morte por necrose nas células XP-D/CS e TTD/XPD após 

tratamento com MB fotoativado, em ambas as concentrações utilizadas, assim como 

ao longo de todo o tempo em que as células foram acompanhadas. Esses resultados 

parecem contraditórios com os dos experimentos de detecção da população em Sub 

G1 e da ativação de caspase 3 por citometria, ambos indicativos da ativação de 

mecanismos de apoptose por todas as linhagens estudadas. 

A morte por necrose pode ser morfologicamente caracterizada por um grande 

aumento do conteúdo citoplasmático (oncosis) e da matriz mitocondrial, que ocorrem 

logo antes do rompimento da membrana celular; esse tipo de morte foi durante anos 

caracterizado como um mecanismo não programado, quase “acidental”, que ocorreria 

em resposta a insultos fisicoquímicos, ao contrário da apoptose, que sempre foi 

conhecida como “morte celular programada”, e há anos esteve associada à 

homeostase dos organismos e a processos como a metamorfose de insetos e anfíbios 

(Vandenabeele et al, 2010). Entretanto, desde o trabalho de Chen et al (2003), 
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começaram a ser descritos diversos mecanismos de necrose regulada, vias de morte 

celular geneticamente controladas que levam ao extravasamento de conteúdos 

intracelulares, e são morfologicamente caracterizados por granulação do citoplasma e 

oncose de organelas e da célula como um todo. Atualmente foram descritas diversas 

vias de necrose regulada que apresentam em comum essas características, mas que 

diferem em seus mecanismos de iniciação assim como nas moléculas sinalizadoras e 

efetoras do processo, como a necroptose, o partanatos, oxitose, ferroptose, ETose, 

NETose, pironecrose e piroptose (Berghe et al, 2014); existe também uma via de 

necrose denominada autoschizis, que apresenta morfologicamente algumas 

características de apoptose como fragmentação nuclear e formação de blebs 

citoplasmáticos (Jamison et al, 2002). 

Tanto a via extrínseca da apoptose quando a necroptose podem ser iniciadas 

pela ativação de receptores de morte da família receptores de TNF (Tumor Necrosis 

Factor),  como os TNF-R1 e 2 ou Fas após ligação com TNF- ou FasL (ligante de Fas), 

respectivamente (Fayaz et al, 2014). Após a ligação de TNF ao receptor, há a formação 

de um complexo ligado ao TNFR1 denominado complexo I (composto por RIPK1 – 

Receptor Interacting Protein Kinase 1 - e TRADD – TNFR1-Associated Death Domain), 

responsável pela ativação de NF-B (Nuclear Factor-B), que aumenta a transcrição de 

diversos genes anti-apoptóticos; existe também um complexo denominado complexo 

IIa, dependente de TRADD, que é formado por FADD (Fas-Associated Death Domain), 

RIPK3, FLIPs (Flice-Like Inhibitory Protein) e pró-caspase 8 (Wu et al, 2012). Os 

homodímeros da pró-caspase 8 sofrem autoproteólise resultando na sua ativação e 

dissociação do complexo IIa, permitindo a ativação das caspases efetoras 3 e 7, que 

irão dar continuidade ao processo apoptótico.  

Entretanto, quando há uma inibição da caspase 8, RIPK1 e RIPK3 se associam, 

são ativados por auto- e transfosforilação, e se agregam em complexos denominados 

necrossomos. A fosforilação de RIPK3 leva ao recrutamento de MLKL (Mixed Lineage 

Kinase Domain-Like), que também é fosforilada por RIPK3, levando à ativação de uma 

série de JUN quinases (JNKs), produção de EROs (em grande parte pelas mitocôndrias) 

e indução de necroptose. Entretanto, quando cIAPs (cellular Inhibitor of Apoptosis 

Proteins) são degradadas ocorre uma cascata de sinalização um pouco diferente, 



119 
 

através da mudança da ativação canônica para não-canônica de NF-B; essa mudança 

leva à formação de um complexo dependente de RIPK1 denominado complexo IIb ou 

ripoptossomo. O complexo IIb pode induzir tanto apoptose quanto necroptose, 

dependendo da presença ou ausência da caspase 8 (Galluzi et al, 2014).  

Dessa forma, é possível que o processo de morte celular que ocorra nas células 

XP-D/CS e TTD/XPD seja algum tipo de necrose regulada, como a necroptose, se essas 

células possuírem algum tipo de deficiência no processo apoptótico, como por 

exemplo na ativação da pró-caspase 8, que é uma das proteínas reguladoras da 

escolha entre as duas vias. Alguns domínios da proteína XPD já foram descritos como 

essenciais para o processo apoptótico após danos causados por irradiação UV, sendo 

que esses domínios estão mutados em células TTD/XPD, tornando assim as células XP-

D mais sensíveis à morte por apoptose (Queille et al, 2001). Um trabalho mais recente 

mostrou que a proteína XPD se colocaliza com foci de -H2AX em regiões de DSBs 

geradas por triplexes de DNA, e que a fosforilação de H2AX no resíduo de tirosina 142 

foi capaz de estimular a apoptose, em um mecanismo dependente de XPD, mostrando 

um papel dessa proteína na proteção da instabilidade genômica induzida por 

estruturas não-canônicas de DNA (Tiwari e Rogers, 2013).  

No caso das células XP-D/CS e TTD/XPD possuírem alguma deficiência no 

processo apoptótico (em especial na ativação da caspase 8), devido ou não às 

mutações em XPD, é possível que elas estejam ativando outras vias de morte, como a 

necroptose, ou mesmo que haja uma coexistência entre mais de uma via, uma vez que 

foi detectada a ativação de caspase 3 nessas duas linhagens, o que nunca foi descrito 

como estando relacionado a alguma forma de necrose regulada. De qualquer forma, 

está claro que há uma grande diferença entre os mecanismos de morte entre as 

células XP-D e as células XP-D/CS e TTD/XPD.  

É possível que essa diferença esteja ligada aos fenótipos dos pacientes XP-D, 

XP-D/CS e TTD; alguns dos pacientes XP-D apresentam sintomas neurológicos ligados à 

neurodegeneração que aparecem mais tardiamente ao longo da vida desses pacientes, 

enquanto os portadores de XP-D/CS e TTD apresentam sintomas neurológicos mais 

graves, desde o início da infância ou mesmo durante a gestação, caracterizados por 
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uma desmielinização que é uma doença mais ligada a falhas no desenvolvimento, e 

não de degeneração. Essa presença acentuada de necrose detectada nos fibroblastos 

após danos genotóxicos causados por estresse oxidativo, indicando processos 

diferentes do apoptótico, pode ocorrer também nas células do sistema nervoso central 

(CNS, de Central Nervous System), como as células da glia ou as células-tronco do CNS, 

durante exposição a EROs de origem endógena. O mecanismo de necroptose já foi 

associado a diversas patologias, como em doenças neurodegenerativas como 

Huntington, Parkinson e Alzheimer (Lin e Beal, 2006), ou após danos causados por 

isquemia/reperfusão; de fato, diversos trabalhos descreveram que o uso de inibidores 

específicos de diversos fatores da necroptose, como RIPK1 ou RIPK3, é capaz de levar a 

uma melhoria nos fenótipos de diversas doenças neurodegenerativas (Yuan et al, 

2003). Dessa forma, seria interessante estudar se existe de fato um envolvimento 

desses mecanismos nas patologias de CS e TTD, uma vez que inibidores dessas vias, ou 

mesmo da sua inflamação associada, poderiam levar a uma melhora no fenótipo 

desses pacientes. 

5.1.4 Interações entre as vias de BER e NER no reparo de lesões causadas por 

estresse oxidativo 

 

Neste trabalho também realizamos experimentos na tentativa de buscar 

possíveis interações entre as vias de BER e NER no reparo das lesões causadas por 

estresse oxidativo. De fato, diversos trabalhos já descreveram interações entre essas 

duas vias através do estímulo da atividade de glicosilases de BER por proteínas de NER, 

como já mencionado anteriormente (Klungland et al, 1999; D’Errico et al, 2006; 

Muftuoglu et al, 2009; Aamann et al, 2014).  

Além disso, outros estudos mostraram a participação de diversas proteínas de 

NER no reparo de lesão causadas por estresse oxidativo (De Waard et al, 2004; D’Errico 

et al, 2006; Spivak e Hanawalt, 2006;  D’Errico et al, 2007; Nardo et al, 2009; Berra et 

al, 2013; Soltys et al, 2013), que não necessariamente estão relacionados a uma 

interação entre uma proteína de NER e uma glicosilase: por exemplo, segundo Parlanti 

et al (2012), a participação da proteína XPA no reparo desse tipo de lesões não está 

ligada a interação com nenhuma glicosilase, talvez porque as principais lesões 
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responsáveis pela toxicidade do tratamento com agentes oxidantes não sejam as bases 

individuais (substratos principais de BER), mas sim os danos complexos como 

ciclopurinas, quebras ou até ligações cruzadas entre DNA e proteínas (substratos de 

outras vias de reparo, como NER, HR, NHEJ ou reparo de ICLs). Nesse mesmo trabalho, 

os autores não encontraram diminuição na viabilidade celular após estresse oxidativo 

associado ao silenciamento de OGG1 nas células XP-A ou CS-B, e concluíram que todas 

essas proteínas fazem parte de uma mesma via de reparo, iniciada por OGG1, e que 

tem como cofatores algumas proteínas de NER.  

O reparo dessas lesões, que conta com interações de proteínas de duas vias 

distintas, pode ser responsável pelo reparo do genoma como um todo, ou somente 

dos genes transcricionalmente ativos, em uma espécie de TCR da via de BER: a 

glicosilase NEIL2 foi encontrada associada à RNA polimerase II em regiões onde havia 

presença de bases oxidadas, e não foi encontrada em genes inativos (Banerjee et al, 

2010). Outro trabalho, utilizando uma nova metodologia (Comet-FISH assay), 

demonstraram que existe de fato um mecanismo de TCR de 8-oxoG, e que o reparo 

preferencial dessa lesão na fita transcricionalmente ativa é dependente tanto de 

proteínas de BER (OGG1) quanto de NER (XPA, CSB e UVSSA)(Guo et al, 2013). 

Uma das estratégias utilizadas foi o uso de um inibidor de PARP, a 3-

Aminobenzamida, C7H8N2O (3-Ab); a estrutura da 3-Ab é muito semelhante à do NAD+, 

e sua atividade como inibidor se dá por competição com NAD+ pela ligação à PARP, 

essencial para o funcionamento da enzima. PARP1 é uma proteína nuclear que tem 

afinidade por regiões de SSBs e DSBs, e é ativado na presença de diversos tipos de 

danos; essa ativação se dá pelo recrutamento de PARP1 para as regiões de DNA 

danificado, o que causa um grande aumento na sua atividade catalítica, possibilitando 

a síntese de longos polímeros de PAR (poli-ADP ribose), que são ligados a diversas 

proteínas, incluindo a própria PARP, modificando as funções das proteínas PARiladas 

(Rouleau et al, 2010). Sua ativação é necessária para o reparo de SSBs por BER através 

do recrutamento da proteína XRCC1, proteína responsável pela montagem e ativação 

da maquinaria de BER (El-Khamisy et al, 2003); PARP1 também participa do reparo de 

DSBs pelas vias de HR, através do recrutamento de ATR e do complexo MRE1 na 

presença de DSBs (Haince et al, 2008), e de NHEJ (Wang et al, 2006; Patel et al 2011). 
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De fato, diversos inibidores de PARP têm sido testados na clínica, inclusive já em testes 

clínicos de fase II, para terapia contra diversos tipos de câncer, em combinação com 

diferentes agentes quimioterápicos, pelo poder dos inibidores de PARP de aumentar a 

sensibilidade das células tumorais aos agentes quimioterápicos convencionais 

(O’Sullivan et al, 2014). 

Nossos experimentos mostraram que a inibição de PARP foi capaz de causar um 

aumento da sensibilidade ao tratamento nas células MRC5, apesar de um aumento 

moderado na sensibilidade das outras linhagens. A linhagem normal MRC5, que 

apresenta sensibilidade ao tratamento com MB fotoativado apenas na presença desse 

inibidor, pode indicar que PARP participa do reparo das lesões induzidas por esse 

tratamento, provavelmente através da ativação de BER, embora não se possa excluir a 

possibilidade da participação das vias de reparo de quebras, uma vez que esse 

tratamento também pode levar à formação de quebras, como detectado pelos ensaios 

de cometa. Em relação às linhagens deficientes em XPD é possível que a sensibilidade 

dessas células já seja tão grande nas concentrações de MB utilizadas, que não esteja 

ocorrendo um efeito sinérgico da inibição de mais uma via; é possível também que o 

menor efeito do 3-Ab nessas células seja uma indicação de que a participação de PARP 

no reparo dessas lesões dependa da atividade da proteína XPD. 

Utilizamos também uma outra estratégia para interferir na via de BER, através 

do uso de RNA de interferência (siRNA) para diminuir a expressão de genes dessa via, 

no caso a glicosilase OGG1 e a DNA polimerase pol . Nossos resultados mostraram 

que não houve grande diferença na viabilidade das células após o tratamento com MB 

fotoativado na presença de ambos os siRNAs, em nenhuma das linhagens.  

Em relação ao siPOLB, é possível que a ausência de fenótipo detectável por 

experimentos de viabilidade seja devido à possibilidade de realização de BER mesmo 

na ausência dessa proteína, através da via longa de BER, que também pode utilizar a 

DNA polimerase . No caso da OGG1, a ausência de efeito do silenciamento na 

sobrevivência pode ser explicada pela grande redundância que existe entre as 

glicosilases: a OGG1 é a principal glicosilase envolvida na excisão de 8-oxoG e FapyG 

(Dizdaroglu, 2005), entretanto outra glicosilase, MYH (homóloga em Homo sapiens da 

MutY de E. coli) também participa do reparo de 8-oxoG, através da excisão da adenina 

erroneamente incorporada frente a 8-oxoG após a replicação, evitando assim os 
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efeitos mutagênicos dessa lesão (Hazra et al, 2001); em relação à FapyG, pelo menos 

outras duas glicosilases, NEIL1 e NEIL3, também são capazes de realizar sua excisão 

(Wallace, 2013). O camundongo nocaute para OGG1 (OGG1-/-) é viável e não apresenta 

nenhum fenótipo ao longo da vida, e apesar de apresentar um aumento nas taxas de 

mutagênese espontânea e de acumular grandes quantidades de 8-oxo no DNA 

mitocondrial, não desenvolve tumores (Klungand et al, 1999; De Souza-Pinto et al, 

2001). Entretanto, na presença de estresse oxidativo, esse camundongo apresenta um 

fenótipo significativamente pior do que os animais selvagens: por exemplo, após 

isquemia/reperfusão, os camundongos OGG1-/- apresentaram quantidades muito 

maiores de danos do tipo bases oxidadas em diversas regiões do cérebro, e 

apresentaram uma recuperação muito mais lenta (Liu et al, 2011). Talvez seja possível 

detectar um fenótipo do silenciamento de OGG1 e POLB após tratamento com MB 

fotoativado através de outros experimentos que não os de viabilidade, como por 

exemplo por HCR. 

 

5.1.5 Capacidade de reparo e/ou retomada da transcrição após danos genotóxicos 

causados por estresse oxidativo das células com mutações em XPD 

 

Para estudar o papel dos danos ao DNA na sensibilidade das células com 

mutações em XPD ao tratamento com MB fotoativado foram realizados ensaios de 

HCR, que permite a análise do papel do reparo nuclear aos danos ao DNA sem a 

interferência dos danos ao DNA mitocondrial e à membrana celular, que ocorrem 

durante tratamentos oxidantes, e que podem interferir nos resultados de viabilidade 

realizados quando o tratamento é realizado nas células inteiras. Além da capacidade 

de reparo, esse ensaio permite também verificar a capacidade de reiniciar a 

transcrição após o dano genotóxico.  

Nossos resultados mostraram uma diminuição da capacidade de reparo do DNA 

plasmidial em todas as células mutadas em XPD quando comparada à capacidade de 

reparo dos fibroblastos normais, sugerindo que de fato a presença de danos não 

reparados no DNA nuclear dessas células é responsável em grande parte pela 

sensibilidade dessas células ao estresse oxidativo. Outros grupos também 
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demonstraram, através de ensaios semelhantes, a deficiência no reparo de lesões 

causadas por estresse oxidativo em DNA plasmidial em células com mutações em 

proteínas de NER: XP-C (Kassam e Rainbow, 2007; Berra et al, 2013), CS-A e CS-B 

(Spivak e Hanawalt, 2006); mutações em pelo menos um gene de MMR, MSH2, 

também levaram a uma diminuição na capacidade de reparo de bases oxidadas 

causadas por tratamentos com luz UVA ou MB fotoativado em DNA plasmidial (Pitsikas 

et al, 2007). 

Além disso, as células XP-D/CS e XP-D/TTD apresentam menor capacidade de 

reparo/retomada da transcrição do que as XP-D, o que pode indicar uma correlação 

entre a deficiência de reparo de DNA e/ou retomada da síntese de RNA e a severidade 

do fenótipo dos pacientes, uma vez que os pacientes XP-D/CS e TTD/XPD apresentam 

os fenótipos mais severos (se comparados aos pacientes XP-D), assim como as 

menores taxas de reparo/retomada da transcrição após danos gerados por estresse 

oxidativo ao DNA plasmidial. De fato, diversas síndromes estão associadas a 

deficiências em diferentes via de reparo de DNA, não somente XP, CS e TTD, mas 

também as síndromes de Bloom, Werner, FA, ataxia-telangiectasia (AT), tendo todas 

elas alguns sintomas em comum, como aumento na incidência de tumores, 

envelhecimento precoce e sintomas neurológicos. Deficiências no reparo de DNA, 

tanto nuclear quanto mitocondrial, estão também associados a diversas doenças 

neurológicas (Kulkarni e Wilson, 2008; Hayashi, 2009; Jeppesen et al, 2011; Canugovi 

et al, 2013; Sepe et al, 2013). Dessa forma, durante anos pensou-se que as patologias 

neurológicas dos pacientes XP, CS, XP/CS e TTD também pudessem ser respondidas 

pela sua deficiência no reparo de DNA, uma vez que a deficiência no reparo está ligada 

aos sintomas de fotossensibilidade, envelhecimento precoce e aumento de incidência 

de tumores (Hashimoto e Egly, 2009; Brooks 2013). 

Entretanto, é importante lembrar que a via de NER é menos ativa em células 

terminalmente diferenciadas, como é o caso dos neurônios e astrócitos (Nouspikel, 

2007; Yamamoto et al, 2007), e que, por mais que o acúmulo de danos no DNA possa 

levar à morte celular, a luz UV nunca é capaz de atingir as células do CNS. Além disso, 

as patologias neurológicas dos pacientes XP, CS (ou XP/CS) e TTD é extremamente 

diferente: como já mencionado, os pacientes XP que apresentam sintomas 

neurológicos sofrem de processos neurodegenerativos, enquanto as patologias dos 
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pacientes CS e TTD é mais ligada à deficiências no processo de deposição da mielina, 

desde o início do desenvolvimento. Dessa forma, alguns grupos defendem que as 

patologias neurológicas dos pacientes CS e TTD não podem ser explicadas somente 

pela deficiência no reparo do DNA, mas também (ou principalmente) pelas deficiências 

nos processos transcricionais desde o início do desenvolvimento (Compe e Egly, 2012). 

De fato, uma diferença importante entre as células XP-D e XP-D/CS reside não na 

capacidade de reparo de fotoprodutos (completamente ausente para CPDs e 

deficiente para 6,4-PPs, tanto em genes inativos quanto ativos em ambas as 

linhagens), mas sim na retomada da transcrição após os danos causados pela luz UV, 

que as células XP-D/CS, ao contrário das XP-D, não conseguem realizar mesmo após 24 

horas de tratamento (Van Hoffen et al, 1999). Essa deficiência na retomada da 

transcrição não parece ser ligada à deficiência no reparo, mas sim a um processo ativo 

de repressão da transcrição de diversos genes, o que poderia ajudar a explicar os 

fenótipos severos dos pacientes XP-D/CS (Vélez-Cruz et al, 2012). Seria interessante 

verificar se essa mesma diferença ocorre após danos causados por estresse oxidativo. 

Além da sua participação em processos de reparo e de transcrição, o complexo 

TFIIH também é importante para diversos outros processos, como na regulação de 

outros fatores de transcrição, como o p53 (Lu et al, 1997), e de diversos receptores 

nucleares, que são fosforilados pela subunidade CDK7 do complexo TFIIH, como os 

receptores de ácico retinóico, vitamina D, hormônios sexuais ou da tireoide (Compe e 

Egly, 2012; Zhou et al, 2013). Dessa forma, algumas deficiências de desenvolvimento 

de pacientes TTD podem ser explicadas por exemplo por defeitos na estabilização de 

receptores de hormônios da tireoide (TR) somente em determinada população de 

células (as responsivas a hormônios da tireóide), devido às mutações em XPD que 

levam ao mal funcionamento do complexo TFIIH (Compe et al, 2007), o que explicaria 

em parte a ausência de diferenças na expressão gênica de fibroblastos de pacientes XP 

e TTD (Offman et al, 2008); assim, é possível que muitas das diferenças importantes 

entre os pacientes XP, XP/CS e TTD não sejam detectadas através do estudo de 

fibroblastos.           

 A deficiência de reparo, entretanto, está claramente associada não somente à 

etiologia dos tumores de pele de pacientes XP (Bradford et al, 2011; Lai et al, 2013), 

mas também ao desenvolvimento de sintomas oculares (Brooks et al, 2013) e auditivos 
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(Totonchy et al, 2013). Um estudo com diversos camundongos deficientes em NER 

mostrou diferenças interessantes entre os animais nocaute para Csa e Csb, assim como 

no animal XpdXPCS,  que apresentam alterações nas células da microglia compatíveis 

com a desmilinização que é vista nos pacientes CS, e não encontradas nos animais 

nocaute para Xpa e Xpc. Não foram encontrados sintomas claros de neurodegeneração 

em nenhum dos animais, somente alguns foci de ativação de p53, mais frequentes nos 

animais CS do que nos XP; sabe-se que somente cruzando os animais CS com XP 

consegue-se o aparecimento de sintomas neurológicos, entretanto esses duplo-

mutantes apresentam progeria grave e têm uma vida extremamente curta (Murai et 

al, 2001). Para estudar os efeitos da deficiência completa de NER na patologia 

neurológica, foram gerados animais CS com nocaute condicional para Xpa somente em 

neurônios pós-natais. Esses animais apresentam grande perda neuronal ao longo do 

tempo, provavelmente causada pelo acúmulo de lesões no DNA, mostrando que as 

deficiências em NER se somam às deficiências em TCR nos processos 

neurodegenerativos (Jaarsma et al, 2011). 

 Em resumo, as diferenças entre os fenótipos dos pacientes XP-D, XP-D/CS e 

TTD/XPD estão provavelmente ligadas à deficiências no reparo de diversos tipos de 

lesões, inclusive lesões causadas por estresse oxidativo, mas também a diferenças nos 

processos transcricionais após dano genotóxico, e outros processos que o complexo 

TFIIH faz parte, como a ativação de receptores nucleares. Nossos resultados indicam 

que diferenças nos mecanismos de morte celular também podem estar ligados às 

diferenças fenotípicas entre esses pacientes. 

5.1.6 Sensibilidade das células XP-V aos danos genotóxicos causados por estresse 

oxidativo 

Aproximadamente 20% dos pacientes XP pertencem ao grupo XP variante (XP-

V) (Opletalova et al, 2014); esses pacientes apresentam fenótipo clínico mais brando, 

quando comparados pacientes XP clássicos (XP-A a XP–G), que possuem deficiências 

em NER. Os portadores de XP-V não apresentam grande fotossensibilidade na infância, 

porém esta aparece na puberdade e aumenta no início da idade adulta, quando 

começam a surgir as primeiras lesões malignas de pele. Além disso, esses pacientes 

não desenvolvem sintomas neurológicos (Tanioka et al, 2007). Com a clonagem do 
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cDNA do gene XPV/POLH, em 1999, identificou-se seu produto gênico como sendo a 

DNA polimerase η (pol eta, XPV ou POLH), homólogo de Rad30 em leveduras, 

envolvida na TLS de fotoprodutos (Johnson et al, 1999; Masutani et al, 1999). Esta é a 

única polimerase descrita cuja deficiência está associada a uma síndrome humana até 

o momento. 

Sabe-se que atividade da DNA polimerase η é essencial para evitar os efeitos 

carcinogênicos da radiação UV; essa importância é evidenciada pela maior incidência 

de tumores de pele nos pacientes XP-V, que, apesar de ser menor do que nos outros 

pacientes XP, é maior quando comparado com a população em geral. Pol η apresenta 

baixa fidelidade e processividade na replicação de DNA íntegro (Matsuda et al, 2000), 

porém é especializada na síntese de DNA contendo lesões causadas pela luz UV 

(Biertümpfel et al, 2010): essa polimerase é capaz de adicionar os nucleotídeos 

corretos (A-A) opostos a CPDs formados por dímeros de T-T (cis-syn dímeros de 

ditimina) (Masutani et al, 2000), as lesões mais comuns formadas após exposição à luz 

solar. Na ausência de pol η, o recrutamento de outras polimerases TLS ( e ) para 

fazer o bypass dos CPDs resulta em aumento de mutações que levam aumento na 

incidência de tumores de pele dos pacientes XP-V (Waters et al, 2009). Assim, acredita-

se que, ao contrário do bypass feito pela pol η, esse processo é mutagênico. Pol  

também participa da TLS dos 6,4-PPs, que é realizado por duas polimerases: η ou  

como insersoras (síntese do nucleotídeo frente à lesão) e  como extensora 

(continuação da síntese de DNA na lacuna), em um processo geralmente mutagênico 

(Prakash et al, 2005). 

Nossos dados mostraram que os fibroblastos provenientes de pacientes XP-V 

apresentam um aumento da sensibilidade ao tratamento com MB fotoativado, que é 

maior do que os fibroblastos normais, porém menor do que os fibroblastos com 

mutações em XPD. Ensaios com linhagens de células XP-V primárias, provenientes do 

pacientes XP-V brasileiros, também mostraram sensibilidade ao tratamento com MB 

fotoativado, embora essa sensibilidade seja menos acentuada do que o observado nas 

linhagens transformadas. Os fibroblastos XP-V também mostraram sensibilidade ao 

tratamento oxidante com KBrO3. 
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De acordo com os resultados de sensibilidade, as células XP-V apresentam um 

aumento na população em Sub-G1 após tratamento com MB fotoativado, que é maior 

do que a dos fibroblastos normais, e menor do que a encontrada nas células com 

mutações em XPD; é interessante notar que as células do paciente XP06GO, apesar de 

se mostrarem mais sensíveis pelo experimento de sobrevivência clonogênica, 

apresentam as menores quantidades de células em apoptose. Experimentos de 

citometria para caspase 3 ativada também mostraram uma grande parte da população 

de células da linhagem XP30RO positivas para essa marcação 72 horas após 

tratamento com MB fotoativado, indicando, juntamente com os resultados da 

população em Sub-G1, que essas células provavelmente morrem por apoptose. 

Os resultados de citometria de fluxo mostraram que as células XP-V 

apresentam um bloqueio no ciclo celular que permanece mesmo após 48 horas do 

tratamento, diferente dos fibroblastos normais. É interessante notar que, mesmo as 

linhagens possuindo mutações truncantes, o comportamento delas frente ao estresse 

oxidativo é um pouco diferente: de forma geral todas as linhagens transformadas 

apresentam um bloqueio em fase S/G2, entretanto esse bloqueio é variável em 

intensidade principalmente nas concentrações mais baixas de MB. Da mesma forma 

que as células transformadas, as células primárias também apresentam um bloqueio 

no ciclo celular 48 horas após o tratamento com MB fotoativado, que é diferente entre 

as linhagens: enquanto a linhagem proveniente do paciente XP04GO apresenta um 

forte bloqueio na fase G1, as linhagens dos pacientes XP05SP e XP06GO apresentam 

um bloqueio muito menos acentuado, mais semelhante aos fibroblastos normais.  

As células da linhagem XP30RO apresentam uma permanência da sinalização da 

presença de danos no genoma, que é semelhante entre 4 e 24 horas porém aumenta 

significativamente entre 24 e 48 horas após o tratamento com MB fotoativado, em 

mais uma indicação da permanência de lesões não-reparadas no genoma. Essas lesões 

não devem ser quebras, uma vez que os resultados dos ensaios de cometa mostraram 

que essas mesmas células são proficientes no reparo de quebras causadas pelo 

tratamento com MB fotoativado. 

É necessário lembrar que tanto o aumento da sensibilidade das células XP-V 

frente aos tratamentos oxidantes em relação aos fibroblastos normais, assim como as 

diferentes respostas observadas entre as linhagens de pacientes diferentes, podem 
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ocorrer não somente devido a possíveis diferenças na expressão e/ou atividade da 

proteína pol , mas também de todo o background genético de cada linhagem. Ensaios 

de complementação são necessários para que se possa afirmar a validade desses 

resultados. 

De forma geral, um aumento na sensibilidade das células XP-V ao tratamento 

oxidante não era esperado, uma vez que essas células são proficientes em NER e BER, 

provavelmente as vias mais importantes para o reparo das lesões causadas por esse 

tratamento. É conhecido que pol η está implicada na TLS de outras lesões além das 

lesões causadas pela luz UV, como bases oxidadas tipo 8-oxoG e timina glicol (Haracksa 

et al, 2000a; Kusumoto et al, 2002), bases alquiladas como a O6-MeG (Haracksa et al, 

2000b), adutos de cisplatina (Vaismann et al, 2000) e sítios AP (Choi et al, 2010).  

Os fibroblastos de pacientes XP-V são moderadamente sensíveis à radiação 

UVC, e essa sensibilidade é fortemente aumentada na presença de cafeína, um inibidor 

das quinases da família PI3K, que participam da sinalização para a parada no ciclo 

celular. Entre essas quinases está ATR, que é ativada após danos genotóxicos causados 

por UVC pela interação de ATRIP com regiões de ssDNA protegidos por RPA; um dos 

alvos de ATR é Chk1, essencial para a parada no ciclo celular, assim como para a 

estabilização da forquilha de replicação (Despras et al, 2010). Além disso, ATR também 

está envolvida no recrutamento de pol  para regiões de parada na forquilha de 

replicação após UVC, através da fosforilação de pol  (Chen et al, 2008). A cafeína 

também é capaz de aumentar a sensibilidade das células XP-V ao tratamento com 

cisplatina (Albertella et al, 2005), entretanto esses mecanismos ainda não foram 

completamente elucidados.  

Células deficientes em pol  também mostraram-se mais sensíveis ao 

tratamento com doxorrubicina, assim como células deficientes em XP-A, sensibilidade 

que também é aumentada na presença de inibidores de quinases (Moraes et al, 

2012b). A sensibilidade a agentes oxidantes, entretanto, nunca foi descrita em células 

XP-V. Células deficientes em outra polimerase TLS, pol , se mostraram sensíveis a 

tratamentos oxidantes, provavelmente através do seu papel na via de BER (Petta et al, 

2008), o que não parece entretanto ser o caso da pol . 

O papel dessa polimerase na TLS de algumas lesões causadas pelo tratamento 

com MB  fotoativado está certamente ligado à diminuição da mutagenicidade, uma vez 
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que a pol  apresenta alta fidelidade ao replicar lesões do tipo 8-oxoG (Mcculloch et al, 

2009), presentes em grande quantidade após esse tratamento. Entretanto, as lesões 

mais responsáveis pela citotoxicidade desse tratamento provavelmente não são as 

bases oxidadas individuais, mas sim as lesões em cluster, as ciclopurinas e as quebras, 

provenientes em grande parte após a ação da APE1 em sítios AP, principalmente na 

presença de muitas bases oxidadas em uma mesma região (Sage e Harrison, 2011). De 

fato, o tratamento com diversos agentes oxidantes é capaz de levar à parada na 

forquilha de replicação (provavelmente pela formação de outros danos além das bases 

oxidadas individuais), uma vez que Zlatanou et al (2011) detectaram altos níveis de 

PCNA monoubiquitinado após tratamentos oxidantes, sinalização essencial para o 

recrutamento de polimerases TLS (Kannouche, 2004; Bienko et al, 2010; Despras et al, 

2012), e que de fato pol  é recrutada para regiões onde há a presença de lesões em 

tandem de forma dependente de MSH2, e que a síntese de DNA não-programada 

(UDS) só é retomada na presença tanto de MSH2 quanto de pol , mostrando que 

essas proteínas são essenciais para o  reparo desse tipo de lesão.  

Além de ser capaz de realizar a TLS através de sítios AP, pol  também é capaz 

de realizar o bypass de lesões do tipo bases oxidadas em tandem, como as 8,5´-

ciclopurina-2´-desoxinucleosídeos: de fato, essa polimerase é capaz de inserir as bases 

corretas T e C frente às lesões ciclo-dA e ciclo-dG, respectivamente, com frequências 

maiores do que as bases incorretas (Swanson et al, 2012); entretanto, pol  é capaz de 

inserir apenas dois ou três nucleotídeos sem se dissociar do DNA após o bypass da 

lesão, sendo então substituída pela polimerase   (You et al, 2013). Dessa forma, pol  

não está ligada somente à diminuição dos efeitos mutagênicos do estresse oxidativo, 

mas também dos efeitos citotóxicos, por evitar os eventos de parada na forquilha de 

replicação, que podem eventualmente colapsar formando quebras.  

Uma vez que essa polimerase também está envolvida em outros tipos de 

reparo de lesões mais complexas, como as quebras e ligações cruzadas (que também 

podem ser formadas durante estresse oxidativo), através da sua participação nas vias 

de HR (Kawamoto et al, 2005; Mcillwraith et al, 2005; Sebesta et al, 2005) e do reparo 

de ligações cruzadas (Ho e Schärer, 2010; Klug et al, 2012; Fu et al, 2013). Pol  

também possui um papel não-catalítico na sinalização e reparo de lesões que causam a 
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parada na forquilha de replicação, através da sua participação no recrutamento de 

Rad18 para os locais onde há danos, o que é essencial para a monoubiquitinação de 

PCNA e consequentemente para a retirada do bloqueio da forquilha (Durando et al, 

2013).  

Dessa forma, é possível que o aumento na sensibilidade encontrado nas células 

XP-V esteja ligado ao papel da DNA polimerase  no reparo de lesões mais complexas 

do que as bases oxidadas individuais, uma vez que essa polimerase participa de 

diversas vias de reparo, lembrando que há necessidade dos ensaios de 

complementação para a confirmação desses resultados. 

 

5.2 Indução da DNA polimerase  após estresse genotóxico e suas consequências nas 

respostas celulares 

 

Nossos resultados mostraram uma clara indução nos níveis proteicos da DNA 

polimerase  após o tratamento com luz UVC, tanto nos fibroblastos normais quanto 

nos deficientes em NER (XP-G), 24 horas após o tratamento, mostrando que essa 

indução é uma resposta celular que independe da sua proficiência em reparo. 

Resultados semelhantes foram obtidos de forma independente pelo doutorando 

Guilherme Francisco, do laboratório do Dr. Roger Chammas (FM-USP): foi observada 

uma indução da proteína pol  em linhagem de melanoma (SK-Mel 37), 24 horas após 

tratamento com UVC, UVB e cisplatina. Além disso, a mesma indução não foi 

observada na linhagem mutada em p53 (SK-Mel 28). Da mesma forma, não foi 

detectada a indução após doses equitóxicas de luz UVC em fibroblastos transformados 

por SV40, ou após adição do inibidor de p53 (pifitrina-). Além disso, experimentos 

realizados por Guilherme Francisco mostraram que a expressão de um plasmídeo 

contendo a sequência do gene TP53 foi capaz de restabelecer a indução de pol  após 

tratamentos genotóxicos. 

Alguns grupos realizaram o perfil de expressão gênica em diversos modelos, 

entretanto a indução de pol  não foi detectada em nenhum deles (Dazard et al, 2003; 

Lee et al, 2005; Enk et al, 2006). É possível que o gene POLH não fizesse parte dos 

painéis analisados por nenhum desses arquivos. No trabalho de Enk et al (2006), 
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entretanto, uma grande quantidade de genes foram modulados por UVB em células da 

pele também 24 horas após tratamento, mostrando que existe de fato uma resposta 

tardia das células à esse estresse genotóxico. Em relação a genes ligados a reparo, já é 

conhecido que as proteínas XPC, XPE e XPF são induzidas após radiação UV, sendo que 

os genes XPC e p48/DDB2 são responsivos a p53 (Hwang et al, 1999; Adimoolan e Ford, 

2002; Li et al, 2013), enquanto a indução de XPF foi descrita como dependente de um 

aumento de c-Fos (Tomicic et al, 2011). Mesmo adutos causados por aflatoxina são 

capazes de induzir a atividade de NER de forma geral, assim como aumentar a 

expressão de XPA e XPB principalmente no fígado dos animais tratados, efeitos 

também ligados ao status de p53 (Mulder et al, 2014). 

Outros artigos avaliaram a expressão gênica após tratamento com cisplatina, e 

detectaram aumento na expressão de XPC e hHR23 em células de adenocarcinoma de 

pulmão (Shen et al, 2011), e de XPC e XPE em melanoma (Bowden et al, 2010; 

Barckhausen et al, 2013), também dependentes de p21 e p53. Liu e Chen (2006) 

demonstraram que existe um elemento de ligação a p53 na região promotora do gene 

POLH, e detectaram um aumento no mRNA de pol  após quebras geradas pelo 

tratamento com camptotecina e IR, de forma dependente de p53. Dessa forma, nossos 

dados parecem concordar com a literatura que mostra a indução de genes ligados à 

resposta das células a insultos ao genoma, e que essa indução está geralmente ligada 

ao fator de transcrição p53. 

Essa indução de pol , no entanto, não implica necessariamente em uma 

vantagem funcional, uma vez que a simples expressão dessa proteína em células XP-A 

não aumentam a capacidade dessas células de replicarem genoma lesado (Lima-Bessa 

et al, 2006). Sendo assim buscamos estratégias que pudessem testar a funcionalidade 

dessa proteína induzida nos fibroblastos primários. Realizamos experimentos 

semelhantes aos ensaios que eram feitos nas décadas de 60 e 70, nos quais eram 

aplicadas doses fracionadas de radiação UV ou IR, em geral uma dose menor seguida 

de uma dose maior, que geravam efeitos diferentes nas células em comparação com a 

aplicação de somente uma dose grande (Elkind e Sutton, 1960; Domon e Rauth, 1973; 

Todd, 1973; Todd et al, 1977; Moustacchi et al, 1979). Assim, tratamos fibroblastos 

deficientes em GGR (XP-C) com a menor dose de UVC após a qual havia sido detectada 

a indução da proteína pol  por WB, e 24 horas depois (tempo no qual detectamos a 
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maior indução), aplicamos uma segunda dose, mais alta, de irradiação UVC. De um 

modo geral, nossos dados indicaram que a indução da proteína pol  em células 

humanas tem capacidade funcional: permitem não só um melhor processo de 

replicação de genoma lesado, como também levam a um aumento da sobrevivência 

das células. Células que receberam somente doses elevadas apresentaram um forte 

bloqueio em fase G1, enquanto as células que haviam recebido a pré-dose 

apresentaram um bloqueio diferente, em fase S/G2. Os ensaios de incorporação de PI 

também mostraram que as células que receberam a pré-dose apresentaram uma 

menor quantidade de células em apoptose (Sub-G1) do que as células que receberam 

somente as doses elevadas. 

Ensaios de citometria através da marcação de BrdU, com um pulso realizado 

após a dose alta de UVC, também mostraram que as células pré-irradiadas são capazes 

de incorporar uma maior quantidade desse nucleotídeo na molécula de DNA, em 

relação à células não-irradiadas. Além disso, ensaios de fibra de DNA (DNA fiber)   

demonstraram que tanto células normais quanto deficientes em NER (XP-C) irradiadas 

com a pré-dose apresentaram uma elongação mais eficiente do DNA em replicação 

após irradiação com doses altas de luz UVC, em relação a células que só receberam 

essas doses de luz UVC mais altas.  

Esses resultados podem indicar que a indução de pol  está permitindo às 

células realizarem TLS mais eficientemente através dos danos causados pela irradiação 

com luz UVC, reduzindo o bloqueio das forquilhas de replicação, que podem sinalizar 

para apoptose (Ortolan e Menck, 2013), como parece ocorrer nas células que não 

receberam a pré-dose. O trabalho de Moustacchi et al (1978) também detectou um 

aumento na capacidade de replicação de DNA após doses altas em fibroblastos 

normais que haviam recebido pré-doses de UVC, efeito que estava ausente em 

fibroblastos de pacientes XP-V e XP-A; esses resultados podem indicar também que os 

efeitos da pré-dose no aumento da sobrevivência das células não esteja somente 

ligado à TLS, mas também ao processo de reparo das lesões. 

Os resultados desses ensaios apresentaram semelhanças aos resultados do 

trabalho de Sarasin e Hanawalt (1978), que detectaram que o tratamento de células de 

primatas com doses baixas de diversos agentes carcinogênicos, assim como a 

irradiação com luz UVC, eram capazes de aumentar a resistência de vírus SV40 à 



134 
 

irradiação com luz UVC. Os compostos carcinogênicos utilizados, como a aflatoxina e o 

metilmetanosulfonato (MMS), têm em comum a capacidade de levar à parada na 

forquilha de replicação das células eucariontes, sendo que o aumento da sobrevivência 

dos vírus foi relacionado à inibição da replicação do DNA viral das células hospedeiras.  

Curiosamente, resultados similares haviam sido obtidos em bactérias, uma vez 

que bactérias pré-irradiadas com UVC ou IR, ou pré-tratadas com mitomicina C (MMC) 

ou aflatoxina, eram capazes de levar ao aumento da sobrevivência de vírus fago- 

inativados por UVC (Sarasin et al, 1977), e que esse fenômeno (conhecido como 

induced phage reactivation) era dependente da ativação da via de resposta SOS em 

bactérias (Weigle, 1953). Estes estudos levaram à busca por uma resposta em células 

de mamíferos semelhante à resposta SOS de bactérias (Sarasin, 1985). 

O termo resposta SOS foi utilizado pela primeira vez em 1974 por Miroslav 

Radman, para descrever um mecanismo celular de resposta a estresse causado por 

exposição à luz UV. Existem mais de 40 genes, regulados pela proteína repressora 

LexA, que são induzidas em resposta a danos ao DNA e fazem parte do regulon SOS em 

E. coli. Na presença de danos genotóxicos, ocorre o acúmulo de filamentos da proteína 

RecA ativada (RecA*), o que ativa a transcrição de genes SOS pela clivagem do 

repressor LexA. Dentre esses genes, além do próprio lexA, estão genes ligados a vias de 

reparo de DNA, como NER (genes uvr) e reparo por recombinação (recA); dessa forma, 

após o reparo das lesões, os genes SOS são novamente reprimidos por LexA (Schlacher 

e Goodman, 2007).  

Uma das características da indução da resposta SOS é a o aumento da 

mutagênese; de fato, existem três genes de polimerases TLS induzidos pela resposta 

SOS em E.coli: pol IV (dinB), pol II (dinA) e pol V (umuDC), sendo esta última a principal 

responsável pela mutagênese observada após indução da resposta SOS (Bagg et al, 

1981). Na fase estacionária do ciclo celular, entretanto, as três polimerases são 

responsáveis pela geração de mutações que conferem variabilidade na busca das 

células procariontes por vantagens adaptativas (Yeser et al, 2002). A DNA polimerase V 

(composta pelas subunidades UmuC e UmuD’, sendo UmuC a catalítica) também 

pertence à família Y das polimerases TLS, e é a principal polimerase implicada na TLS 

de CPDs, 6,4-PPs e sítios AP (Nohmi, 2006). Na TLS de 6,4-PPs formados por T-Ts, pol V 

incorpora principalmente dG frente a esses fotoprodutos, o que consiste no perfil 
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mutagênico detectado após indução da resposta SOS in vivo (Leclerc et al, 1991). Logo, 

o processo SOS é ativado em bactérias reduzindo o efeito letal da irradiação UVC, 

porém, ao custo de aumento de mutagênese. 

Nossos resultados mostraram ainda que o silenciamento da expressão de pol  

também confirma o papel dessa proteína na redução de morte das células, porém não 

realizamos ensaios de mutagênese. É provável que a indução dessa proteína apresente 

um papel importante na resposta das células a longo prazo, provavelmente 

aumentando a eficiência de TLS e impedindo o colapso das forquilhas de replicação 

que posteriormente sinalizam para ativação de apoptose. 

Assim, os efeitos “protetores” da pré-dose aparentemente não dependem 

somente do aumento da capacidade de TLS, mas provavelmente também ao aumento 

da expressão de diversas outras proteínas induzidas por p53, dentre elas diversos 

genes relacionados ao ciclo e ao reparo de DNA. No trabalho de Barckhausen et al 

(2013), o aumento na expressão de XPC e XPE nas células de melanoma por 

tratamentos quimioterápicos foi capaz de conferir resistência a longo prazo ao 

tratamento com agentes que causam ICLs nessas células, fenômeno que só ocorreu 

nas células com p53 selvagem, mostrando que o aumento da capacidade de 

reconhecimento dessas lesões por proteínas de NER, assim como o aumento na 

capacidade de lidar com as forquilhas bloqueadas,  é capaz de conferir um aumento na 

sobrevivência das células.  

Sendo assim, pode-se fazer algumas analogias entre nossos resultados e a 

resposta SOS de bactérias: a pré-dose de UVC funcionaria como um ativador de um 

gene controlador da expressão de diversos outros genes, como é o caso de RecA nas 

bactérias e de TP53 nas células de mamíferos. Dentre os genes induzidos, tanto na 

resposta SOS como nos sistemas de pré-dose, estão genes ligados a reparo de DNA, 

assim como polimerases TLS. Uma das pols TLS induzidas pela resposta SOS é a pol V 

que, assim como a pol  de mamíferos, é responsável pelo bypass de lesões causadas 

pela luz UV. De fato, um mecanismo que possibilitasse às células eucariontes a 

responder de uma forma mais eficiente (através do aumento das suas capacidades de 

reparo e de evitar a parada prolongada da forquilha de replicação) a um agente 

genotóxico presente de forma constante no meio ambiente, como a luz UV, poderia de 

fato conferir uma vantagem evolutiva à essas células, e poderia ter sido um 
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mecanismo selecionado ao longo da evolução. Entretanto, para de fato definir um 

mecanismo “SOS-like” em células de mamíferos, é necessário o estudo da mutagênese, 

que é uma das características da resposta SOS de procariotos. 

 

5.3 Determinação da funcionalidade da proteína DNA polimerase  nas células de 

pacientes XP-V através do padrão de mutações dos genes variáveis das 

imunoglobulinas após Hipermutação Somática 

 

A Hipermutação Somática (SHM, de Somatic Hypermutation) ocorre nos 

centros germinativos dos órgãos linfóides secundários, e leva à diversificação dos 

genes variáveis das imunoglobulinas durante a resposta a determinado antígeno, 

através da seleção de células B possuindo receptores com maior afinidade pelo 

antígeno (Weill e Reynaud, 2008). As células B que possuírem um receptor BCR (B Cell 

Receptor) com maior afinidade pelo antígeno podem se diferenciar em plasmócitos ou 

células B de memória, conferindo proteção a longo prazo contra o antígeno específico. 

Durante o processo de SHM são introduzidas (em sua maioria) mutações pontuais nos 

genes codificantes para as regiões variáveis das cadeias pesada (VH) e leve (VL) das 

imunoglobulinas, depois que as células passaram pelo processo de recombinação V(D)J 

e após estímulo por células T (Longo e Lipsky, 2006).  

O processo de SHM é iniciado pela enzima AID (activation-induced cytidine 

deaminase), que catalisa a desaminação de citidinas em uracilas em regiões 

específicas, de aproximadamente 2 kbp dos genes das imunoglobulinas, levando a 

frequência de uracilas 1 milhão de vezes maior que no restante do genoma (Saribasak 

e Gearhart, 2012). A uracila pode ser reconhecida e excisada pela glicosilase UNG ou 

pelo complexo MSH2-MSH6, e de acordo com a via de reconhecimento e formação do 

sítio AP há o recrutamento de diferentes polimerases TLS, sendo que pol  é recrutada 

pela via MSH2-MSH6, formando mutações em sítios A/T (Reynaud et al, 2009). 

Em 2001 foi feita a primeira descrição da pol  como responsável pela geração 

de mutações nos sítios A/T durante o processo de SHM (Zeng et al, 2001), 

demonstrando que os genes variáveis das imunoglobulinas de pacientes XP-V 

apresentam uma grande diminuição das mutações nos sítios A/T (de 
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aproximadamente 50% para menos de 10%, com um aumento concomitante nas 

mutações preferencialmente em sítios G/C), em comparação com a população em 

geral, apesar do número de mutações não sofrer alteração significativa. Estudos 

posteriores demonstraram que a frequência de mutações nos sítios A/T está 

diretamente relacionada à quantidade da proteína pol  funcional; assim, foi sugerido 

que o sequenciamento das regiões variáveis dos genes das imunoglobulinas poderia 

ser usado como auxílio no diagnóstico de pacientes XP-V, assim como para o estudo da 

funcionalidade da proteína mutada nesses pacientes (Faili et al, 2009). 

Os experimentos realizados em colaboração com os Dres. Said Aofouchi e Alain 

Sarasin comprovaram que os pacientes que possuem mutações que permitem a 

produção da proteína pol , mesmo em quantidades residuais, exibem uma 

quantidade de mutações em sítios A/T superior aos pacientes que possuem mutações 

que levam à ausência total da proteína, confirmando a correlação entre a presença da 

proteína e um aumento nas mutações em sítios A/T. Ensaios semelhantes serão de 

grande interesse para a determinação da quantidade de pol  funcional das células dos 

pacientes XP-V brasileiros, sobretudo nessa população extremamente singular, 

composta por homozigotos de diferentes mutações, assim como por heterozigotos 

compostos e portadores, que nunca foram estudados anteriormente. Esses 

experimentos, assim como os ensaios de complementação, poderão responder se as 

diferenças observadas nas diferentes linhagens de pacientes XP-V após tratamento 

oxidativo se devem realmente à diferenças na expressão/atividade de pol . 

 

5.3.1 Papel da DNA polimerase  na manutenção da integridade da região dos genes 

variáveis de imunoglobulinas em idosos. 

 

O estudo das regiões amplificadas dos genes variáveis das imunoglobulinas 

para a análise das mutações demonstrou um padrão diferenciado entre os pacientes 

XP-V mais idosos em comparação aos mais jovens, com uma frequência de mutações 

mais elevada e a presença de grandes fragmentos de inserções e deleções, que não 

estão presentes (ou estão presentes em menor quantidade e/ou tamanho) nos 

pacientes mais jovens. Esses resultados foram inesperados uma vez que até o 
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momento só haviam sido descritas como características do processo de SHM mutações 

pontuais, sendo raros os eventos de indels (Keim et al, 2013). 

Com a utilização de controles de idade pareada, detectamos não só um 

aumento na frequência de mutações em função da idade (tantos nos pacientes quanto 

nos controles), mas também um aumento na instabilidade genômica (número de 

eventos mutagênicos) associada à idade, ao menos nas regiões amplificadas: 

indivíduos mais idosos apresentam um maior número de indels na região sequenciada, 

quando comparados com os indivíduos mais jovens. Existe também uma diferença 

entre os pacientes XP-V idosos e os controles com idades semelhantes: nos pacientes 

idosos existe não só um número maior de indels, como também o tamanho dos 

fragmentos inseridos ou deletados é maior. Os pacientes XP-V jovens não apresentam 

inserções ou deleções com mais de 10 nucleotídeos. Esses resultados não haviam sido 

descritos anteriormente (provavelmente pela ausência de pacientes XP-V em idades 

avançadas nos outros estudos), e indicam um papel dessa polimerase na manutenção 

da integridade do genoma ao longo da vida dos indivíduos, ao menos nos genes das 

imunoglobulinas.  

Pol  é necessária para a manutenção da estabilidade genômica na presença de danos 

genotóxicos como os fotoprodutos, sua ausência estando associada ao aumento de 

quebras (Limoli et al, 2002). Além disso, mesmo na ausência de agentes genotóxicos 

externos, cada vez mais estudos têm relacionado a ação de pol  na replicação de DNA 

em regiões de estruturas não-B de DNA, que ocorrem normalmente em algumas 

regiões do genoma e podem bloquear as polimerases replicativas (Bétous et al, 2009; 

Sharma et al, 2012; Boyer et al, 2013), e na replicação de sítios frágeis (Rey et al, 2009; 

Bergoglio et al, 2013), sendo que sua ausência também está associada à formação de 

quebras cromossômicas nessas situações. É possível que a ausência de pol , com sua 

substituição por outra(s) polimerase(s) por um longo período de tempo, esteja ligada a 

um aumento da instabilidade genômica, principalmente nas regiões repetitivas, em um 

mecanismo semelhante ao observado em C. elegans, que acumula um número 

crescente de deleções ao longo da vida, na ausência de pol  ou em resposta a 

estruturas não-canônicas de DNA, em um mecanismo dependente de outra 

polimerase,  (POLQ)(Roerink et al, 2014; Koole et al, 2014). 
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6 CONCLUSÕES 

Com o trabalho realizado durante esta tese, e relação com dados existentes na 

literatura, pudemos contribuir com algumas conclusões, dentre as quais destacamos as 

que julgamos mais importantes: 

Fibroblastos humanos com mutações em XPD/ERCC2, provenientes de 

pacientes XP-D, XP-D/CS e TTD/XPD são altamente sensíveis ao estresse oxidativo, 

induzido por pelo menos dois agentes oxidantes (Azul de Metileno fotoativado e 

Bromato de Potássio), sendo que a complementação das três linhagens com o gene 

XPD foi capaz de restaurar a proficiência de reparo em todas as linhagens. Detectamos 

diferenças importantes relacionadas ao mecanismo de morte celular entre as 

linhagens estudadas, sendo que as células XP-D apresentam um mecanismo de morte 

celular por apoptose, enquanto as células XP-D/CS e TTD/XPD apresentam em 

concomitância mecanismos de apoptose e necrose. As linhagens diferem também em 

relação à capacidade de reparo/retomada da transcrição após danos oxidativos 

causados em DNA plasmidial, que são extremamente diminuídas nas células XP-D/CS e 

TTD/XPD, quando comparado com as células XP-D. Identificamos também uma 

sensibilidade moderada de células provenientes de pacientes XP-V ao tratamento 

oxidativo, porém esses dados necessitam de confirmação por ensaios de 

complementação. De um modo geral, esses dados indicam que a proteína XPD, e a via 

de reparo NER, participa do processamento de lesões induzidas por estresse oxidativo, 

auxiliando células humanas a sobreviver a lesões induzidas no seu genoma nuclear. Na 

ausência de determinadas funções dessa proteína, a redução da capacidade de reparo 

dessas lesões sinaliza a processos de morte celular, os quais podem explicar fenótipos 

clínicos observados em pacientes XP-D. Curiosamente, células de linhagens que 

apresentam apoptose e necrose, após tratamento com agente gerador de oxigênio 

singlete (MB fotoativado), correlacionam com fenótipos mais graves, envolvendo 

problemas de desenvolvimento com XPD/CS e TTD. Células provenientes de paciente 

com fenótipo mais brando (XP-D) apresentam apenas apoptose. Esses dados devem 

ser melhor explorados, buscando confirmar essa correlação em um número maior e 

diversificado, na expectativa que os fenótipos celulares (apoptose/necrose ou apenas 

apoptose) possam corresponder a uma regra geral que discrimine fenótipos clínicos de 
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pacientes (CS e TTD ou XP, respectivamente). Essas observações não só poderiam 

facilitar o diagnóstico de pacientes como também podem ser pistas importantes para 

se compreender as bases moleculares da diferença fenotípica entre esses pacientes.  

A proteína DNA polimerase  é induzida após tratamento genotóxico em fibroblastos 

primários proficientes e deficientes em NER, sendo que o tratamento de células primárias 

com pré-doses de UVC antes de doses altas do mesmo agente genotóxico é capaz de 

induzir mudanças no perfil do ciclo celular, aumentar a capacidade de retomada do 

processo de replicação do DNA e proteger da morte celular. Esses dados são pioneiros 

no sentido de demonstrar que células humanas também apresentam processos 

indutivos similares ao processo SOS observado inicialmente em bactérias, envolvendo 

aumento da expressão e atividade de uma DNA polimerase TLS.  

Confirmamos também a possibilidade de uso do perfil de mutações em sítios 

A/T nos genes variáveis das imunoglobulinas como alternativa de diagnóstico de XP-V, 

assim como na predição da funcionalidade da proteína pol  presente nas células dos 

pacientes. Além disso, detectamos um aumento na frequência de mutações nos genes 

variáveis das imunoglobulinas em função da idade nas células humanas, assim como a 

presença de grandes deleções e inserções nos genes variáveis das imunoglobulinas nos  

pacientes XP-V de idades avançadas, o que não foi observado nos pacientes jovens ou 

em controles de idades pareadas. 
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7 ANEXOS 

 

Anexo 1: Paper publicado. Rocha CR e Lerner LK, Okamoto OK, Marchetto MC, Menck 

CF. The role of DNA repair in the pluripotency and differentiation of human stem cells. 

Mutat Res 752(1): 25-35, 2013. 

 

Anexo 2: Tabela com as sequências dos primers utilizados. 
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Anexo 2: Tabela com as sequências dos primers utilizados 

Nome do oligonucleotídeo Sequência 

POLB Forward 5′ -ACGTAAACTGGAAAAGATTCGGC-3′  

POLB Reverse 5′ -GCCCAATTCGCTGATGATGGTTC-3′  

GAPDH Forward 5´-CAAGGCTGTGGGCAAGGT – 3´ 
GAPDH Reverse 5´-GGACCATGCCAGTGA-3´ 
hFR3 1 Forward 5’-GACACGGCTGTGTATTACTGTGC-3’ 

hFR3 2 Forward 5’-GACACGGCCGTGTATTACTGTGC-3’ 
hFR3 3 Forward 5’-GACACCGCCATGTATTACTGTGC-3’  

hFR3 4 Forward 5’-GACACAGCCACATATTACTGTGC-3’ 

hFR3 5 Forward 5’-GACACAGCCGTGTATTACTGTAC-3’ 

hFR3 6 Forward 5’-GACACGGCCTTGTATTACTGTGC-3’ 

hiJH4-5 Reverse 5’-GTCGAACCAGTTGTCACATTGTG-3’ 
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