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Resumo

A radiacdo UV-B causa tanto danos oxidativos quéades diretas no DNA.
Neste trabalho, evidenciou-se diferentes vias dqerce de DNA e propriedades
mutagénicas distintas de acordo com as regidespEreo estudadas. A radiacdo UV-
C foi utilizada como controle. Provavelmente, adés diretas produzidas por ambas
regides do espectro estudadas sdo os dimeros idedias ciclobutano contendo
uracil, envolvendo o reparo por excisdo de nudleos (NER) para sua correcdo. A
irradiacédo de cepas deficientes nos genes qudaadienzimas participantes no reparo
por excisdo de bases (BER), aponta a inducdo @edesemelhantes para ambas as
regibes do espectro, além da inducdo de uma leséioypar apos a irradiacdo com UV-
B sem filtro, possivelmente a 5-hidroxiuracil. O WB/sem filtro (amplo espectro)
produz lesbes que sao substrato para a enzimawidase IV, provavelmente atuando
no reparo por incisdo de nucleotideos (NIR), prandenassim a producéo de sitios AP
devido a atuacdo de BER em lesdes aglomeradasr@irde pirimidinas ciclobutano
aparecem como a principal lesdo direta formada p&6GB. Estes tém grande
participacdo na mutagénese induzida por este ggeste que, as cepas que nao tém
atividade Uracil DNA-glicosilase apresentaram méai@quéncia de mutagénese de
aquisicdo de resisténcia a rifampicina quando coagiaa as cepas proficientes nessa
enzima. Comparando-se o perfil de reversdo-taac induzida peldJV-B com filtro
a induzida pelo UV-C, nota-se que ha semelhangautagénese gerada. No entanto,
para o UV-B com filtro observa-se ainda que haingremento de mutagénese na cepa
CC105 (F~A). Tais resultados apontam que ha uma similaridtdelesbes induzidas
pelas duas regides do espectro estudadas, alémmdepassivel lesédo particular

induzida pelo UV-B com filtro, possivelmente a FAgdgnina.
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Abstract

UV-B radiation damages DNA both by direct absonptiand oxidative
processes. Different DNA repair pathways were shdwrperform UV-B-induced
damage in this work, with associated mutagenic gntitgs, depending on which UV
spectral region was used to irradi&tecoli cells. For the purpose of comparison, UV-B
induced responses were compared with those arigeEm axposure to UV-C.
Cyclobutane pirimidine dimers (CPD) appear to keertiain direct damage induced by
both spectral regions, with a classical dependemteNucleotide Excision Repair
pathway. Inactivation of different Base ExcisionpBe (BER) deficient strains points
to similar lesions induced after exposure to bgtectral regions, and indicates a
particular lesion, possibly 5-hidroxyuracil to imeluced by long-wave UV-B (>300nm).
Broadband UV-B produces lesions which seem to Hestsates for BER enzyme
EndolV, implicating Nucleotide Incision Repair imeir removal, thus preventing
accumulation of AP sites due to BER activity in stered nearby lesions. Uracil-
containing cyclobutane pyrimidine dimers appeathasmain direct damage and, in the
case of UV-B, with a major role in mutagenesis. dUr®NA glycosylase-deficient
strains gave rise to the highest Rifampicin mutafiequencies. Comparing LasLac’
mutagenesis profile, there is a similarity betwdeng-wave UV-B and UV-C. A
specific increment in the number of Cagvertants in a F>A transversion responsive
strain upon treatment with long-wave UV-B impliestihe occurrence of Fapy-Adenine

as one monomeric damage.
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1.0Introducgéo
1.1 A radiagao ultravioleta

A radiacdo ultravioleta (UV) do espectro eletromé&t@go € subdividida em trés
bandas denominadas UV-A, UV-B e UV-C. Normalmeegta,fotobiologia, a regido do
UV-A compreende os comprimentos de onda de 4000an82 o UV-B de 320 a 290
nm e o UV-C de 290 a 200 nfDIFFEY, 1991). O espectro da radiagcdo UV bem como
algumas de suas caracteristicas encontram-seuna fi FRIEDBERGet al, 2006).

A proporcdo das radiacGes solares que chegam a &eate, aproximadamente,
0,3% de UV-B; 5,1% de UV-A; 62,7% de luz visivel3&,9% de infravermelho
(PERDIZet al, 2000). O fluxo espectral de UV na superficie dard € modificado por
fatores geograficos, como por exemplo, a latitualegltitude e a reflexdo, fatores
meteoroldgicos, de acordo com a presenca de nevitsres sazonais, como o horario
e as estacdes do ano (DIFFEY, 19%1$&m disso, a composi¢cdo dos comprimentos de
onda que chegam a superficie terrestre dependenaiaosicdo dos gases que envolvem
o0 planeta, que tém a capacidade de absorver detetas faixas do espectro solar
(JACOVIDES et al, 2009). O UV-C ¢ totalmente absorvido pelo oxigéni
estratosférico (¢) que, ao se dissociar, forma o gas o0zonig).(Bste, por sua vez,
absorve na faixa de 280-320 nm, portanto, grande pa UV-B também nado chega a
superficie terrestre. Ja o UV-A tem alta eficiénd& penetragdo através das varias
camadas atmosféricas, perfazendo 95% do UV tegresbintra apenas 5% do UV-B

(BERSARATINA et al, 2008).
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Figura 1: Espectro da radiacao ultravioleta.
(Adaptado de FRIEDGEREt al, 2006).



1.2 A absor¢éo do UV por biomoléculas

Os efeitos biolégicos da radiagdo UV sdo resultadte absorcdo fotoquimica
das moléculas de significado biolégico, das quasido desoxirribonucléico (DNA) é
o principal representante, seguido das proteirmagras moléculas como, por exemplo,
os esteroides e as porfirinas. No DNA, as basesgeihadas sdo as responsaveis pela
absorcdo do UV (croméforos) e cada base possuispacto de absorgdo particular,
que varia de 260 a 265 nm, j& as proteinas tém iom ge absor¢do em 280 nm
(DIFFEY, 1991).

Devido a sua baixa capacidade de penetracdo ridesgos efeitos observaveis
do UV no homem, devido a exposi¢éo solar, se limigapele e aos olhos. A penetracdo
do UV na pele € menor do que 1 mm, e no olho éraiokopela cornea e lente, antes de
alcancar a retina (DIFFEY, 1991).

1.3 LesOes causadas pela radiacdo ultravioleta

Apesar da baixa incidéncia do UV-B solar na superterrestre, é a essa regiao
do espectro que estdo associadas a maior parteedpkasias cutaneas, enquanto que,
estima-se que o UV-A contribua apenas com cercal@®0% dos casos de
fotocarcinogénese. A carcinogénese associada a® @\Wescrita como a habilidade
dessa faixa de comprimento de onda de induzir $¢egfiEemutagénicas no DNA, como
os dimeros de pirimidinas ciclobutano (CPD) e ogodduto 6-4 pirimidina pirimidona
(6-4 PP)(BERSARATINA et al, 2008). Em relacdo ao UV-A, acredita-se que a
inducdo de mutacdes ocorra via reacdes de fotdskéresido por outros cromoforos
produzindo espécies reativas de oxigénio (ERO)ataeam o DNA. Isso leva a geracao
de lesdes oxidativas, destacando-se a 8-oxo-H&elti -deoxiguanosina (8-oxoGua)

(ROSENet al, 1996).



As lesbes no DNA sdo as mais importantes em tebhiwd8gicos, pois podem
comprometer processos vitais como a replicacadaceditranscricdo. Quando o DNA é
exposto a radiacdo UV, as pirimidinas adjacentesatn-se covalentemente ligadas,
resultando numa estrutura em forma de anel, essduea € produto da saturacdo das
duplas ligagbes entre os carbonos 5,6 (FRIEDBER@GI, 2006). Dentre as lesdes
produzidas pela radiacdo UV, o CPD foi a primeiseadescobertdEUKERSet al,
2008). O CPD pode ter doze formas isoméricas, tem#y) somente o dimeois-syné
predominante (FRIEDBEREt al, 2006).

Além dos dimeros de pirimidina outras lesdes sadyridas pela radiacdo UV
em pirimidinas, como o fotoproduto 6-4 (6-4PP),idrdto de citosina e os glicois de
timina (GOOSEN & MOOLENAR, 2008). O 6-4 PP ¢é formagreferencialmente, em
sequéncias 5-TC e 5-CC, e é produzido em niveisones do que o CPD (PFEIFER
et al, 2005). Esse fotoproduto € formado a partir dacBgp do C6 de uma pirimidina
com o C4 de uma pirimidina adjacente. Esse tipded@o gera distorcdo no DNA
bastante proeminente devido a forte angulacdo ariadtre as bases ligadas
(FRIEDBERGet al, 2006).

O 6-4 PP pode dar origem ainda a um outro fottyto, o isdbmero de Dewar,
que é produzido quando o 6-4PP, formado pelo UVsneaito, € irradiado com
comprimentos de onda proximos a 320 nm. Esse fodiopo € um isémero de valéncia
do 6-4 PP e sua formacgdo estd associada a expesigspectro policromético do UV
solar ou durante a irradiagéao utilizando um simoablar (SSL). Tal fato ocorre pois
ambas as fontes emitem radiacdo em comprimentoadtetanto na faixa de producao
do 6-4 PP, quanto na regido de absor¢dao do mesm828nmm, possibilitando a

formagao do isomero (TAYLOR e colaboradores (19@)d PERDIZet al, 2000). Na



figura 2 estdo ilustradas as principais lesdes niia® associadas a radiacdo UV,

enguanto na figura 3 estédo as principais leséépdanonomérico.
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Figura 2: Estruturas quimicas das principais lesdes gerpdbs radiagdo UV. (A)
Dimero de pirimidinas ciclobutano; (B) Fotoproduel pirimidina pirimidona; (C)
Isdbmero de Dewar.

(adaptado de FRIEDBER& al, 2006).
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Figura 3: Estruturas quimicas de algumas bases alteradaxjaacao. (A) 8-0x0-7,8-
diidro-2"-deoxiguanosina (8oxoGua); (B) Glicol dmiha; (C) 5-hidroxicitosina.
(Adaptado de DIZDAROGLU, 2003).



A producédo de dimeros no DNA é influenciada petagppr¢cdo da composicao
das bases nitrogenadas no genoma, bem como pelénsexy das mesmas. Assim, €
possivel se obter dimeros, T-T, C-T, C-C e T-C.tAlzela 1 estdo relacionadas as
propor¢cdes de formacdo dos diferentes tipos de @RCfuncdo do comprimento de
onda, em organismos com distintas propor¢des desbasogenadas (FRIEDBER&
al., 2006). Observa-se que os dimeros mais produz@osio tipo T-T, enquanto que
os do tipo C-C sédo formados em menor proporcdo.estmdo relativamente recente,
demonstrou, do ponto de vista quantitativo, viaeespmetria de massas, que
sequéncias TT e TC sdo mais fotorreativas do quee@sncias CT e CC (DOUKI &
CADET, 2001).

Além das lesdes diméricas, também sdo associadagliacdo UV danos
oxidativos produzidos via ERO (ROSHtal, 1996), que sé&o originadas pela absorcao
dos fotons por outras moléculas, os cromoforogrimgdiarios (PEAKet al, 1984).
Acredita-se que essas moléculas excitadas tambésamointeragir diretamente com o
DNA produzindo lesdes (KULUNCSIC& al, 1999). Na tabela 2, estdo apresentados
os valores encontrados de formacdo dos principatgprfodutos produzidos pela
radiacdo UV em células de mamiferos (CHO) (PER&iIZI, 2000). Pode-se notar que
a inducéo dos trés tipos de lesdes varia de aaunthoa faixa da radiacdo UV. Quando
se observa a eficiéncia de producdo de CPD em reg@o espectral, nota-se que o
UV-C é o mais eficiente para indu¢do de CPD e @24dB que o UV-B, todavia, o

isbmero de Dewar é uma lesdo que aparece exclusntarapos exposi¢cao ao UV-B.



Tabela 1:Distribuicdo dos dimeros de pirimidina ciclobutam DNA irradiado com UV.

Proporcéao de CPD (%)

Comprimento de Dose

Fonte do DNA onda (hm) (J/nf) C<>C T<>Ce G>T T<T
H. influenzae
(alta proporgéio A+T) 265 2 X 16 5 24 71
280 4x 16 3 19 78
E. cali
(G+C=A+T) 265 2x16 7 44 59
280 4x16 6 26 68
M. luteus
(alta proporgéo G+C) 265 2 X 16 26 55 19
280 4x 16 23 50 27

Adaptado de FRIEDBERGt al, 2006).

Tabela 2: Formagédo de CPD, 6-4PP e isdmero de Dewar no DiNé€tlilas expostas ao UV.

Les&o/kpb/J/m Raz&o
uv-c 2,2 x 10° 5,3 x 10° ND 1:4
uv-B 2,0 x10* 2,4 x10° 2,9x10° 1:8 1:70 1:8
UV-A  3,0x 10 ND ND
ssL 2,1x1c° 3,7 x 10 1,3 x 10 1:6 1:16 1:3

ND: nao detectado.

(Adaptado de PERDIt al, 2000).



1.4 Mutag0es induzidas pela radiagdo UV

As diferentes lesbes produzidas pela radiacdo Ushdo ndo reparadas, podem
comprometer funcdes bioldgicas importantes comeaastricdo e a replicagdo do
DNA, levando a célula a morte (CH@t al, 2006). A falha em reparar danos conduz a
mutagénese, quando estes estdo presentes no DBlAtalarreplicacdo. Sabe-se ainda,
gue, diferentes regides do espectro tém propriedadgagénicas distintas. Uma alta
frequéncia de transicbes em sequéncias pirimidinicentendo citosinas é observada
apos a irradiagdo com UV-C e UV-B (PFEIFERal, 2005). No entanto, quando se
trata da radiacdo UV-A, nota-se uma elevada taxtahesversdes ST gerada pelo
pareamento incorreto da 8-oxoGua com adenina, aradsversdes AC causada pela
incorporacgao errbnea de 8-oxoGTP pareando comraredea fita-molde (KAPPESt
al., 2006).

A distribuicdo e o reparo das lesdes causadas nd ddpendem da sequéncia
de nucleotideos, de estarem ou ndo em regidestitasse da acessibilidade ao DNA
pela sua associagdo com proteinas cromossdmicasutAgénese gerada por um
fotoproduto depende da base nitrogenada afetadsqigéncia das bases e da eficiéncia
do seu reparo por um dado mecanismo €tldl, 1998). Atualmente, j4 se sabe que a
cinética de reparacdo de cada tipo de lesdo pogkcax as diferentes respostas
celulares observadas. Em humanos e roedores, derdd0-90% dos 6-4 PP sao
removidos do genoma nas primeiras 4 horas apdadiacao, enquanto que 40-50%
dos CPD permanecem no genoma 24 horas apos aagdadiProvavelmente isto se
deve a maior afinidade do complexo XPC/hHR23B ab BP em relacdo ao CPD
(LIMA-BESSA et al, 2008). Em estudo recente, foi associado a esseraium alto
potencial mutagénico, visto que 80% das mutacoesnéradas nos transgeresc e cll

de células murinas foram mapeadas em sitios diglimicos. Outro estudo realizado

10



em camundongos indica, ainda, que ap0s a monom@&oizdo CPD mediada pela
enzima fotoliase e luz visivel, as muta¢bes indagigpelo UV-B no gend P53
diminuiram cerca de 40-50% (LIMA-BESSét al, 2008). O papel do 6-4 PP na
mutagénese é controverso. Contrariamente ao olokepasa o CPD, a fotorremocao do
fotoproduto 6-4 em fibroblastos humanos n&o foiazage diminuir as mutagdes em
TP53 Do mesmo modo, You e colaboradores 2G{dud LIMA-BESSA et al, 2008)
apontam pouca ou nenhuma contribuicdo desse tipesée na indugdo de mutagénese
em células de camundongo.

Em eucariotos, muta¢gdes ocorrem durante a repbcegl@lar, quando, perante
0 bloqueio da replicacdo por um CPD, ha a trocaldA polimerases replicativas
editoriais pela DNA polimerasg (pol n), capaz de fazer sintese translesdo sem
obstrucéo da forquilha. Assim, a replicacao comtiawcorrer normalmente, mesmo em
presenca de danos no DNA. No entanto, a polimerastid envolvida na tolerancia ao
erro apos a irradiacdo com UV, pois ela é capdnateporar duas adeninas opostas ao
dimero de timinas, assim, a pptem um papel importante na prevencédo de uma parte
das mutacOes e morte celular causada pela radiB¢aBm humanos, essa polimerase
é codificada pelo geneOLH, e em pacientes que apresentam predisposi¢cacnaerca
de pele, devido a doenca xeroderma pigmentoso (93¢ gene encontra-se inativo
(CHOI et al, 2006).

Em E. coli, a DNA polimerase replicativa (pol Ill) diante dena obstrucdo na
forquilha devido a uma lesédo nao instrutiva, um G#D exemplo, é substituida pela
DNA polimerase V capaz de realizar sintese traéisles associada a sintese transles&o
uma elevada frequéncia de mutagénese (WRZESINSl, 2005).

Se em células de mamiferos o 6-4 PP é rapidamemi@vido, isso explicaria o

resultado da fotorrestauracdo de 6-4PP nao inflaeagnutagénse.

11



Se o CPD permanece por até 24 horas, a fotorragéupbviamente influencia
a diminuicdo de mutagénese, pois ao longo de 2dshieve haver replicacdes sendo
iniciadas. Todavia, se existe pplentdo a mutagénese CPD decorre da atividade pol
sobre dimeros CT, TC e CC.

Outra fonte de mutacdo bastante estudada € desgioi de citosina, que,
apesar de ocorrer espontaneamente devido a vasiad@epH e temperatura, €
aumentada apos a irradiagcdo com UV (LEE & PFEIRER3). A perda do grupamento
amino da citosina gera uracil, através da subgditudo NH por um atomo de oxigénio
(Figura 4). O uracil formado é potencialmente métacp, pois altera a informacgéo
genética gerando uma troca do par G&T. O uracil produzido no DNA é removido
por uma enzima especifica chamada uracil-DNA glass (UDG), e organismos
deficientes nessa enzima tém altas taxas de mugs@antanea (SHAW & PENG,
1996). Uma fonte bastante comum de geracdo del éracidesaminacao de citosinas
presentes em dimeros do tipo CPD, em que obsee/quesa desaminacgao é acelerada.
Acredita-se que esse tipo de dimero seja o maiuribainte para as mutagdes, ja que
as citosinas dimerizadas desaminam de 7-8 vezes magido em relagdo aos
mondmeros, além de possuirem uma meia-vida de dtérds. A desaminagcdo de
citosinas em regides de dimeros 5-CC e 5 -TCJteevlem dimeros contendo 5°-UU e
5-TU respectivamente, e esse tipo de lesdo focril@scomo sendo altamente
mutagénica. Em bactérias e outros organismos,eexista enzima especializada na
monomerizac¢do de dimeros, denominada fotoliaséudonem mamiferos placentarios
acredita-se que proteina semelhante atue no centdimlciclo circadiano e ndo na
reversao dos dimeros a monémeros, passando aasseada de criptocromo. Quando o

uracil é formado no DNA, em regifes contendo dimeeoUDG torna-se incapaz de
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remover o uracil formado devidoimpedimentos espaciais, restando apenas o reparo
por excisédo de nucleotideos (NER) para removetdaies (SOUSAt al, 2007).

Em vertebrados, a citosina contida na sequénci& ¥ @lvo de metilagdo na
posicdo 5 do anel pirimidinico 8G). Estudos demonstram que a producdo de
tumores esta associada a desaminagdo espontabemetdcitosinas, gerando timina,
alterando dessa forma a informacao genética prodazransicdes do tipo-€T nessas
regibes. A desaminacdo de 5-metilcitosina é aurdard@os irradiacdo com UV-B, o
mesmo ndo ocorre para irradiacdo com UV-C. Aléraajiassim como citosinas, as 5-
metilcitosinas podem estar contidas em dimeros GPDeste caso a desaminagao

também é acelerada (ROCHET#®E&al, 2009).

H,N o
N/ \ H,0 HN ‘
-NH,
N o) N
G \
CH; |
CH,

Figura 4: Desaminacdo de uma citosina gerando a base uracil.
(adaptado de PENG & SHAW, 1996).
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1.5 Cancer

A radiacdo UV representa um dos fatores ambienfaés mais afeta a saude
humana, gracas a sua capacidade de gerar cancpelelesupressdao do sistema
imunoldgico e o envelhecimento prematuro da peléBIN, 2003).

A radiacdo UV, dependendo do comprimento de onolde [interagir com tipos
celulares distintos localizados em diferentes prdidades (Figura 5)Sabe-se que
comprimentos de onda curtos, que correspondem =&a falo UV-B, sé&o
predominantemente absorvidos pela epiderme, aftgmaitanto, principalmente os
gueratinécitos, enquanto que comprimentos de owdgob, na faixa do UV-A,
penetram em camadas celulares mais profundas,imatinganto os queratinécitos,
guanto os fibroblastos (BERNEBURsB al, 2000).

Apesar da habilidade de células humanas para remoaemecanismo de
excisdo de nucleotideos, os danos causados pelacdgadUV, algumas lesdes
permanecem no genoma. No entanto, existem mecangngoprevinem que tais lesdes
promovam a mutagénese durante o processo de gFuicdm desses mecanismos € a
parada do ciclo celular seguida de reparo, e ma@utx morte celular via apoptose. Em
ambos 0s mecanismos, a proteina p53 tem papel erdal. O acimulo de p53
ativada por fosforilagao induz a parada do ciclalaeg possibilitando que haja o reparo
das lesdes antes que a célula entre na fase Sudopraso o dano no DNA nado possa
ser reparado, vias apoptéticas sdo ativadas panmat as células danificadas. Nesse
processo a p53 ativa a expressao de genes denpmotpfomotoras da apoptose
(MATSUMURA & ANANTHASWAMY, 2004). Em trabalho anter Kulms e
colaboradoresapud KULMS & SCHWARZ, 2002), verificaram a importanc@as
lesbes induzidas por UV-B na inducdo de vias apigpi Foram realizados

experimentos em células epiteliais transformadad. §)lirradiadas com UV-B, seguida
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da adigcéo de lipossomas contendo a enzima fotadiasapsulada, aumentando assim a
reparacdo dos dimeros através da fotorreativac@imatica. Nesse estudo foi
observado que a retirada da lesdo era acompanieadand inibicdo da indugéo de
apoptose. Em estudo similar realizado em camundoergbumanos, foi observada a
diminuicdo de queimaduras através da aplicacdaaoge lipossomas, contendo a
enzima UV endonuclease do fago T4 encapsuladas atgeserem submetidos a
irradiacdo (KULMS & SCWARZ, 2002).

O céancer de pele estéd intimamente relacionado as&go solar. Evidéncias
sugerem que os comprimentos de onda abaixo de B28&0 os mais efetivos na
producdo desse tipo de cancer e que comprimentosiadie mais longos acentuam os
efeitos dos comprimentos de onda curtos (SETLOWA4L9A carcinogénese gerada
pela radiacdo UV envolve a inativagdo de um ou mgeimes supressores de tumor ou a
ativacdo de pro-oncogenes. A doenca também podétaresle um produto génico
alterado por uma mutacdo. Varios genes com papgabriante na fotocarcinogénese
tém sido estudados, dentre eles destacam¥e58 TP19e RAS O geneTP53¢é o
alvo mais frequente de alteragBes genéticas itdds em canceres humanos. A perda
ou mutacao d@P53foi demonstrada em aproximadamente 50% dos tumendsora a
frequéncia de mutacédo varie em cada tipo. Em cadeepele ndo melanoma, foi
detectada alta frequéncia de mutagdo pB3 (50-90%), em que as alteracoes
predominantes eram transi¢cdes de C para T e CCTdarn regides bipirimidinicas

(MATSUMURA & ANANTHASWAMY, 2004).
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Acredita-se que a inducdo do cancer de pele pelBW¢orra através de pelo
menos dois mecanismos: o efeito direto do UV-B MeAD causando mutagdes no
genoma, e pelo efeito indireto no sistema imuncligievando a inabilidade do mesmo
em responder contra os antigenos do tumor (AUBDO32 Estudos realizados em
camundongos indicam que a exposicdo ao UV-B inwothsbes no DNA de
queratinécitos e células do sistema imunoldgico, gogratinécitos por sua vez,
produzem citocinas que afetam a resposta do sistemnaologico tanto localmente,
quanto sistemicamente. No local que recebeu aiagad, essas citocinas geram um
ambiente imunossuprimido, que pode afetar a atiddde células apresentadoras de
antigeno (Langerhans). No que se refere a respisséanica, essas citocinas interferem
por um periodo de tempo mais curto, com a indugéespostas mediadas por células
do sistema imunoldgico (ROZA & VINK, 2001). Célula® sistema imunoldgico
cutadneas, como as células apresentadoras de andgafulas dendriticas que contém
dano no DNA, tipo CPD, que migram para os linformdp0s a sensibilizacdo, se
mostram deficientes na atividade de apresentac@ntigeno e estdo envolvidas na
formacao de células T supressoras (ROZA & VINK,00

A inducdo de dano no DNA tem um papel fundamengafatoimunologia. A
interacdo do UV com o DNA gera diversos danos,sficesubstratos para o reparo por
excisao de nucleotideos (NER). As proteinas degseag ndao estdo apenas envolvidas
na remocao das lesbes causadas pela radiacadamiz tém participacdo importante
na transcricdo, possivelmente, envolvendo genegvaeles para a resposta
imunoldgica. Dados na literatura apontam algungegetP como subunidades do fator
de transcricdo basal TFIIH, dando suporte a ass@migentre danos no DNA e

fotoimunologia (KRUTMANN & BERNEBURG, 2000).
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Muitas das evidéncias associando a imunossupressdanos no DNA se
originaram de estudos utilizando a enzima endoagel&/ do bacteriéfago T4, que é
capaz de remover o CPD do DNA deixando um sitigrajainico (AP). A aplicacao de
locdes contendo a endonuclease V em pele irradiada UV reduziu os niveis de
interleucina (IL)-10 e fator de necrose tumoral FFNt) na epiderme. Ambas as
citocinas sdo imunossupressoras, IL-10 inibe ayw@al de citocina pelas células T,
NK, e macrofagos, bem como a apresentacdo de aatiggos macrofagos. TN
estimula a migracdo das células apresentadorasntigemo para os linfonodos
(YAROSH et al, 2002). Para demonstrar a importancia do dano NA Da resposta
imunoldgica realizou-se um estudo utilizando c&ukpresentadoras de antigeno
irradiadas com UV-B e a enzima fotoliase, que éazafe desfazer exclusivamente a
leséo tipo CPD do DNA, através da monomerizacadidwro, e foi observado que a
remocao de aproximadamente 55% dos CPDs recoosttwapacidade das células
apresentadoras de antigeno de induzirem sensgdibizaor contato e produgédo de
células T supressoras (KRUTMANN & BERNEBURG, 2000).

A imunomodulacdo gerada pela radiagdo UV € de mgtrémportancia em
pacientes que sdo sensiveis a essa radiacao. ¥anmos mostraram que pacientes que
sofrem da doenca xeroderma pigmentoso, sao ddgbsiem NER e possuem desordens
no sistema imunoldgico. Modelos utilizando rat@hsgénicos apontam tanto o reparo
global do genoma (GGR), quanto o reparo acoplattarécricdo (TCR) como pecas
fundamentais na prevencdo da imunomodulacéo capsaddV-B. Em experimentos
realizados em camundongos deficientes na ativid&dd, que ndo tém o reparo GGR
nem TCR, foi demonstrado que estes sdo altamenteiveis a imunossupressado. E
em modelos usando animais que possuem apenasro fEPR a imunossupressao é

aumentada (ROZA & VINK, 2001).
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Outra caracteristica da exposicdo ao UV € o fotelbecimento, que pode ser
caracterizado pelo enrugamento, ressecamento, ulgdom da espessura da pele e
queratose seborréica. Evidéncias indicam que g&ulde metaloproteinases da matriz
(MMP) seja o principal fator relacionado a patogénelo fotoenvelhecimento. Em
alguns estudos foi verificado que a radiacdo UVumdinda modificacbes poés-
transcricionais em proteinas da matriz dérmica,ccgaor exemplo, o coladgeno. Em
relacdo as MMP, observou-se que elas tém ativigmdeeolitica que degradam as
proteinas da matriz, e podem ser induzidas tarito p¢-B, quanto pelo UV-A. Cada
MMP degrada um componente da matriz dérmica, pemeio, a MMP-1 cliva o
colageno tipo I, Il e lll, desestruturando, pottarsuas fibras (BERNEBURE@t al,
2000). Outro fator que contribui bastante para todiovelhecimento € o declinio da
funcdo mitocondrial, que ocorre devido a alta fégua de mutacdes encontradas no
DNA mitocondrial (DNAmt) de células irradiadas. Nes estudos foram observadas
delecbes no DNAmt, que foram atribuidas a produg@doERO pela radiacdo UV
(BERNEBURGet al, 2000).

1.5.1 Epidemiologia

A pele é o maior 6rgdo do corpo humano, e é dlaidim duas camadas: uma
externa, a epiderme e outra interna, a derme. & @eksponsavel por proteger o corpo
do calor, luz e infec¢des, além de regular a teatpea do corpo, ser um reservatorio de
agua, vitamina D e gordura.

Embora o cancer de pele seja o tipo de cancerfmegisente, correspondendo a
cerca de 25% de todos os tumores malignos registrad Brasil, quando detectado
precocemente, apresenta altos percentuais deksteatipo de cancer € mais frequente
em pessoas com mais de 40 anos, sendo relativanaeotem criangas e negros, com

excecdo daqueles que apresentam doencas cutaéeéss.pAs neoplasias cutaneas
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estdo associadas a alguns fatores de risco, coexpasicdo a radiagdo ionizante,
processo irritativo crénico, genodermatoses (xaradeigmentoso), e principalmente a
exposicao aos raios UV solares (INCA, 2009).

Devido a heterogeneidade da pele, as neoplasdanp@cometer diferentes
linhagens. Os tipos mais frequentes séo: carcinoasacelular, responsavel por 70%
dos diagndsticos de cancer de pele, o carcinonuempdide, com 25% dos casos, e 0
melanoma, detectado em 4% dos pacientes. Apesarcdecinoma basocelular ser o
mais frequente, ele também é o menos agressivoX(IR@09).

Os canceres de pele podem ser subdivididos engdgses: os ndo-melanoma e
0 melanoma.

« Nao-melanoma: Fazem parte desse grupo os carcindrasscelular e o
epidermoide. Eles sédo raramente letais e podemesexdos cirurgicamente. A
cirurgia normalmente é bastante dolorosa e prodcatrizes. Este tipo de
carcinoma é mais frequente em partes do corpo tagas sol, como, os olhos,
face, pescoco, e bracos.

« Melanoma: E 0 menos prevalente dos canceres deqoeleido, esta associado
a maior letalidade. A sua incidéncia esta associafltores genéticos, como
doencas e cor da pele, bem como pessoas que téricbide queimaduras
solares, principalmente durante a infancia (OM®$920

1.6 Fototerapia

A fototerapia tornou-se uma das praticas clinicasnatilizadas no tratamento
de desordens cutaneas, como a psoriase, dermapteaa vitiligo emicosis fungdides
(MARTIN et al, 2007). Acredita-se que seu efeito terapéuticorracatraves da
inibicdo da sintese de DNA, no entanto, seu megenigde acdo ainda nado foi

completamente elucidado. Sabe-se que os efeitagéigiicos sdo determinados pelas
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propriedades fisicas da radiacdo UV utilizada. ORJ&feta principalmente a epiderme
e a derme, causando deplec¢des de queratinocitafascde Langerhans e células T. O
UV-A, por sua vez, tem a capacidade de penetras mpafundamente na derme,
atingindo fibroblastos, células dendriticas, enlilite bem como células que fazem
parte do sistema imunolégico (MATZ, 2007). Apésradiagdo com UV, as células que
tém lesdes no DNA podem seguir por diferentes \dapendendo da quantidade de
lesGes bem como da eficiéncia de reparo: (1) adasépodem reparar as lesdes e
assumir suas fungdées normais; (2) podem ser eldasmaia apoptose ou necrose; (3)
apesar das lesdes no DNA, sobrevivem, no entastép esuscetiveis a processos
mutagénicos em potencial. Acredita-se que o pratcipecanismo responsavel no
sucesso do tratamento seja a indugdo de apoptosapalmente em células do sistema
imunoldgico (KORECKet al, 2007). Contudo, apesar dos efeitos anti-inflémas e
imunossupressores associados as radiacbes UV-B -4, lAIguns efeitos adversos
também sdo descritos (MATSUMURA & ANANTHASWAMY, 2aD

2.0 As lesdes induzidas por UV e seu reparo

O reparo de DNA é um processo em que mdultiplas neawi atuam
ordenadamente, removendo lesdes, mantendo o gehamade danos genéticos,
portanto, restaurando sua integridade (FRIEDBERG8R
2.1 Reparo por excisdo de nucleotideos (NER)

A descoberta de NER ocorreu através de estudtizacias com culturas de
células dekE. coliirradiadas com UV. Nesses estudos observou-se gjles@es eram
retiradas do DNA e que havia ressintese do fragmextisado. Os genes individuais
gue participam do processo foram descobertos pastemte (VAN HOUTENet al,

2005).
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Os genes NER estdao amplamente dispersos pelo @gomosbacteriano. Os
genesuvrA e uvrB estdo sob o controle do sistema SOS, ja o geri@nao esta sob seu
controle. Varios genes que sao relacionados a sespodanos no DNA séo regulados
pelo sistema SOS. Esse sistema € bastante imgrj@mfue esses genes Sao expressos
em baixas quantidades constitutivamente. Os nidas proteina UvrA sdo de
aproximadamente 20-25 moléculas por célula, enquante apds a indugdo SOS o
namero de moléculas aumenta em 10 vezes; em retacdvrB o0s niveis apds a
inducdo sdo de 1000 moléculas contra 250 copiasieeh basal (VAN HOUTENet
al., 2005).

O complexo UvrABC tem um amplo espectro de sulmdratse propde que ele
reconhega modificacdes na conformacdo espacial N& B ndo necessariamente
alteracdes nas bases. O NER tem um processo chateagconhecimento especifico
da lesdo, que é sua habilidade em localizar e ifabanta lesdo no genoma. Esse
reconhecimento € feito através das interacdes astemzimas UvrAB e o DNA lesado
(FRIEDBERG et al, 2006). Atualmente, o modelo proposto do complexwABC,
com as trés subunidades, s6 foi mostiadavo para lesdes do tipo CPD (LAGH al,
2003) e para a mostarda nitrogenada bifuncional fhgtloretamina) (de ALENCAR
et al, 2005).

2.1.1 A proteina UvrA

A proteina UvrA é um polipeptideo de 940 amino&sidom cerca de 104 kDa
de massa molecular, e faz parte da superfamilisadsportadores ABC. A UvrA tem
dois motivos dedo de zinco e um motivo hélice-vbltlice . Este consiste em duas
hélices com uma pequena cadeia de aminoacidos edlageSua por¢cdo C-terminal se
ajusta ao sulco maior do DNA, e este tipo de mo&vamplamente encontrado em

proteinas que se ligam ao DNA. Acredita-se queggoeC-terminal da proteina, que é
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rica em glicinas, seja a responsavel pelo reconfeettd da lesdo. A ligacdo de UvrA ao
DNA é estimulada pela presenca de ATP, e sua IBdrékta associada ao desligamento
do DNA néo lesado (GOOSEN & MOOLENAR, 2008).

2.1.2 A proteina UvrB

A proteina UvrB tem 673 aminoacidos e peso moleada’6,6 kDa. A proteina
purificada aparentemente nao possui atividade Ad,Rasentanto, acredita-se que esta
atividade esteja associada a sua ligagdo a Uvrduando clivada. Em solugéo, UvrB
se dispbe em forma de mondmero e interage esmeuiicte com UvrA, formando
ligacBes proteina-proteina e complexos proteina-Dskdo o Ultimo somente na
presenca de UvrA (GOOSEN & MOOLENAR, 2008).

2.1.3 A proteina UvrC

A proteina UvrC é um polipeptideo de 610 aminoa&ieltem peso molecular de
68,5 kDa. A UvrC isolada tem tanto afinidade porAjwguanto por UvrB e uma alta
afinidade pelo complexo UvrB-DNA (GOOSEN & MOOLENARO008). A UvrC tem
dois sitios cataliticos, um na por¢cdo N-termina eutro na por¢cdo C-terminal, que
medeiam a incisdo do DNA lesado apds o reconhetinpar UvrB (VAN HOUTEN
et al, 2005).

2.1.4 Mecanismo geral NER

Na figura 6esta representado o esquema proposto com as etapas-dos
processos de reconhecimento, incisdo, sintesag@bgle NER.

Um dimero de UvrA se associa a proteina UvrB, fooao complexo
UvrA,UvrB, cuja interacdo é estritamente dependente Te. AlvrB é considerada a
proteina chave de reconhecimento de NER bacteriana, vez que ela interage com
todos os componentes desse mecanismo de reparo MAWMITEN et al, 2005). O

complexo UvrAUvrB pode distorcer unidirecionalmente pequenashtvse de DNA fita
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dupla, deslocando-se sobre ele. A proteina Uvrfa atomo uma “casamenteira”
molecular, que leva a proteina UvrB aos sitios aqpréém danos no DNA, levando a
formacdo de um complexo temporario UstdrB-DNA (HOUTEN et al, 2005) .
Apoés a formacdo desse complexo, ocorre a hidroless@&TP através da ativacdo da
funcdo ATPase de UvrB. Este é acompanhado pelatlgamento local do DNA e por
uma mudanga conformacional em UvrB (VAN HOUTEN al 1993). Estudos
realizados com microscopia de forca atbmica sugeyeena proteina UvrB atue em
forma dimérica no DNA, integrando um complexo Uxd&rB,, que percorreria o
DNA em busca de lesbes em ambas fitas (VERHOE¥E&AI, 2002). Quando a leséo
€ encontrada pelo complexo UytdvrB, o DNA é desenrolado e a proteina UvrA se
dissocia do complexo, permanecendo apenas a iatetagrB-DNA. A proteina UvrC
se liga ao complexo UvrB-DNA e séo feitas as duasdes. Ocorre a hidrolise a 4
ligacOes fosfodiéster do lado 3'da lesdo, e aa&tigs fosfodiéster do lado 5'da leséo,
ambas incisdes sao realizadas pela enzima UvrEFBRERG et al, 2006). A DNA
helicase Il (UvrD) é requerida no complexo possfoi para retirar o fragmento de
oligonucleotideo incisado contendo a lesdo (ORREAL, 1992). A proteina UvrB nao
se desliga da lacuna deixada pelas incisdes, prdega fita simples de degradagdes
inespecificas. A UvrB s6 deixa o complexo apdésegada da DNA polimerase |, que
se liga ao terminal 3'OH para realizar a ressimdedBNA. O ultimo evento do reparo é
a ligacao do fragmento neo-sintetizado ao pré-existpela DNA ligase (FRIEDBERG

et al, 2006).
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Mecanismo geral NER

B

DNA polimerase

Figura 6: Esquema do mecanismo proposto para o reparo pmaexde nucleotideos
(NER) emE. coli.
(adaptado de RADMAN, 2004).
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2.2 Reparo por excisdo de bases (BER)

O reparo por excisdo de bases é fundamental neaggimade lesbes oxidativas,
bases modificadas, sitios com perda de bases,apusinples e pequenas lacunas de
DNA (ZHARKOV, 2008). O inicio da excisdo da basedificada ocorre através da
hidrélise da ligacdo glicosidica entre a base sque&leto desoxirribose, esta reacdo &
catalisada por uma classe de enzima chamada dedidbsilase. Este primeiro evento
gera sitios abasicos, que podem ser apurinicogioimalinicos, denominados sitos
AP. Os sitios AP também podem resultar da hidr@ggeontanea da ligacdo glicosidica
(VISNES et al, 2008). O reparo de sitios AP é realizado por segunda classe de
enzimas chamadas AP endonucleases, que reconheremalta especificidade estas
regibes. Estas enzimas fazem incisbes no DNA araleé hidrélise da ligacdo
fosfodiéster no lado 5° do sitio AP. Algumas AP @mitleases possuem uma atividade
AP liase associada, que tém a capacidade de olis@io AP no lado 3°. A hidrélise da
ligacdo fosfodiéster na regido 5 do sitio AP gararesiduo 5 desoxirribose-fosfato,
que € removido por uma outra classe de enzimasjnglieem as exonucleases, bem
como enzimas com atividade DNA-desoxirribofosfothesse (dRpase). A agdo em
sequéncia dessas enzimas gera uma lacuna. O eegaraopletado com a insercao do
nucleotideo e sua ligacdo ao DNA (FRIEDBERG, 2006).

2.2.1 DNA glicosilases

As DNA glicosilases sdo proteinas pequenas conmxapaolamente 30 kDa, e
suas atividades podem ser demonstradas observarmefzarecimento de bases livres
apos o tratamento com agentes genotoxicos. Estamasnsdo capazes de identificar
uma alteracdo na base e romper a ligacdo glicasa&titre a base e a desoxirribose,
produzindo sitios AP no DNA. A atividade destasimas é especifica, em que cada

uma reconhece alguns tipos de lesbes particulBRIEDBERGet al, 2006).
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DNA glicosilases estudadas neste trabalho:
* Uracil-DNA glicosilase (Ung)

A superfamilia das Uracil-DNA glicosilases incluelp menos 5 grupos de
enzimas reconhecendo substratos similares, apassimilaridade de sequéncia entre
elas ser baixa. Todas Ung possuem quatro foldggegueadas organizadas
paralelamente no centro da proteina, estas est@derasi-hélices de cada lado. Estas
duas regides estdo conectadas por alcas, que fa¢endo sitio ativo da enzima, bem
como a regido de reconhecimento da lesdo que a& lrggido dos fosfatos no DNA
(ZHARKOV, 2008).

Em E. coli, 0 gene responsavel pela codificacdo desta enzimgeheung A
proteina Ung é capaz de reconhecer e retirar usadidb em DNA fita simples quanto
em DNA fita dupla. Além de uracil, Ung também naelcece 5-florouracil, um produto
de oxidacdo, e 5-hidroxiuracil (FRIEDBER@t al, 2006). Esta enzima é
completamente inativa para as outras pirimidiregotquanto para o uracil contido em
RNA. A atividade de Ung nao gera quebra na fitaDdMA apés a retirada da base
(ZHARKQOV, 2008). O funcionamento de Ung ndo nedassia presenca de ions
metéalicos como cofatores, mas sua atividade padessienulada por M facilitando
sua ligacdo ao DNA (FRIEDBER& al, 2006).

. Formamidopirimidina DNA glicosilase (Fpg)

A superfamilia das formamidopirimidina DNA glicassles possui duas enzimas
homologas ent. coli, a formamidopirimidina DNA glicosilase (Fpg) e a endclease
VIII (Nei). A estrutura por cristalografia desta:izenas revelou dois dominios
conectados por um ligante flexivel, em que o dooiiterminal da enzima € composto
por duas folha$-pregueadas e a porcdo C-terminal tem dois motleofigacdo ao

DNA, uma hélice-volta-hélice e um motivo dedo decei (ZHARKOV, 2008).
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A funcdo das enzimas Fpg e Nei é o reparo de lesddativas. EmE. colia
principal enzima que repara essas lesdes é Fpgegoehece e excisa lesées do tipo 8-
oxoGua e derivados de formamidopirimidinas em guase adeninas. A enzima Nei é
especifica para reparar pirimidinas oxidadas. Area Fpg tem aproximadamente 30,2
kDa e, além de sua atividade DNA glicosilase, adaspi uma atividade AP liase
associada. Fpg é capaz de catalisar uma reacdhoadiminacdo, uma atividade
desoxirribofosfodiesterase (dRpase). Fpg conseipeeat a base, clivar a cadeia de
DNA, mas ap0s sua atuacdo € necessario que umestgrdise remova o terminal
3'fosfato, para que o preenchimento da lacuna possmer (FRIEDBERGet al,
2006).

. Endonuclease Il (Nth)

A endonuclease Il € uma enzima bifuncional, comauatividade DNA
glicosilase, especifica para pirimidinas oxidadasnea atividade endonuclease via
reacdo dg-eliminacdo. E uma enzima de aproximadamente Z3a Rssim como as
enzimas Fpg e Nei, Nth também contém dois domiméos definidos, embora tenham
uma organizacdo bem diferente. Nth tem um dondoio seis hélices, que possui um
motivo hélice-grampo-hélice, seguido de uma alca @m residuos de glicina e prolina
e um residuo bastante conservado de acido aspafiicmtro dominio contém um
nacleo FeS, cuja funcéo é sinalizar o dano oxidg@HARKOV, 2008).

A atividade da Nth gera residuos de desoxirribaagibeos 5 -fosfato
5'terminais e aldeidasp insaturados 3 terminais, devido a sua reacdbelaminacao,

o terminal deixado precisa de um processamentaoadic para completar o reparo

(CUNNINGHAM & WEISS, 1985).
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2.2.2 AP endonucleases

As AP endonucleases sdo menos numerosas em re&lagadlA glicosilases.
Normalmente, cada organismo possui uma ou duassdesizimas. Enk. coli, séo
conhecidas duas AP endonucleases, a exonucleg3@h)le a endonuclease IV (Nfo)
que apesar de possuirem uma similaridade de fus@@ogestruturalmente diferentes
(ZHARKOV D. 0., 2008). A hidrolise da ligacéo fosliéster da cadeia de DNA, é
catalisada por AP endonucleases, que deixam tesy8n@H e 5 PQ para posterior
entrada da DNA polimerase (FRIEDBERGal, 2006).

. Exonuclease Il (Xth)

A enzima exonuclease Ill tem peso molecular de P&, ké estritamente
dependente de M§j(FRIEDBERGet al, 2006). Xth é uma exonuclease-&" e, além
de sua atividade AP endonuclease, possui atividadesfatase, 3 fosfodiesterase, e
RNase H (ZHARKOQOV, 2008). A presenca de diversagdes cataliticas associadas a
uma pequena proteina sugere que um UuUnico sSiti@ atatalise todas as reacdes
enzimaticas, através de trés dominios em sua @strdd primeiro € o sitio ativo que
catalisa a clivagem das ligacdes fosfodiéster era das hélices do DNA, o segundo
reconhece a estrutura em dupla hélice, e o teréerssponsavel pelo reconhecimento
da regido deixada pela retirada da base, facilitaadfuncdo AP endonuclease
(FRIEDBERGet al, 2006).

* Endonuclease IV (Nfo)

A endonuclease IV também é uma metaloenzima, depémcde Zfi. Sua
funcdo é parecida com a da Xth, no entanto, elapudsui atividade exonuclease
(ZHARKOV, 2008). E uma proteina de 32 kDa. AssinmooXth, Nfo ataca o lado

5'fosfodiéster da perda da base, deixando um tain®fOH. Adicionalmente, Nfo
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remove fosfoglicoaldeido, fosfato, desoxirribosdo&fato e residuos 4-hidroxi-2-
pentenal do terminal 3'de DNA dupla fita (FRIEDBER{GI, 2006).

Além da atividade descrita anteriormente para a Héudos descrevem uma
outra atividade para esta enzima, participandoeg@arp por incisdo de nucleotideos
(NIR). Neste reparo, Nfo é capaz de clivar a cadei®NA no lado 5’ de varias bases
alteradas por oxidagao, gerando terminais 3’-hidl®%’-fosfato. Foi observado ainda
gue esta enzima atua fazendo incisdes proximasdedecomo por exemplo, 5,6-
diidrouracil, 5-hidroxiuracil e residuos de formaapirimidina. O terminal 3’-hidroxil
deixado pela atuacdo de Nfo é o substrato necegsamra que haja a sintese de DNA
pela DNA polimerase |. Por isso, é associado a esteanismo de reparo baixa
toxicidade apds as incisdes, devido a ausénciatdariediarios toxicos, como ocorre

no reparo por BER (ISCHENKO & SAPARBAEYV, 2002).
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Mecanismo geral BER
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Figura 7: Esquema danecanismo proposto para o reparo por excisao des {BER)
emE.coli. 3
(adaptado de LEITA@t al, 2005).
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2.3 Fotorreativacdo enziméatica

Os sistemas de reparo de DNA podem ser subdividktiosdois grupos, de
acordo com a sua dependéncia de luz. O reparoandepte de luz, ou reparo no
escuro, € observado quando célulasEdecoli apds sofrerem irradiacdo com UV e
mantidas no escuro, tornam-se livres de danos né,Ri¥vido a atuacdo do NER.
Outros mecanismos de reparo que se enquadram casgaria sdo o BER e o reparo
recombinacional. Nos mecanismos de reparo depessidetluz, ndo ha cortes na fita
de DNA, ou seja, o DNA permanece integro. O meoamidependente de luz visivel é
chamado de fotorreativagdo enzimatica, devido &cgeacdo fundamental da enzima
fotoliase (BEUKERSet al, 2008).

2.3.1 Mecanismo da fotorreativagéo enzimatica

A fotoliase € uma enzima capaz de reverter diretaeno dimero de pirimidinas
ciclobutano em mondmero, em uma reacdo dependeritez cha regido do visivel/UV.
A absor¢cdo da luz se da através de cromoforos,uas qao estdo covalentemente
ligados a proteina. Membros dessa familia estdokdiglos por todos os reinos, podem
ser subdivididas em trés classes de acordo confusigdo: CPD fotoliase, 6-4 PP
fotoliase e criptocromos (GOOSEN & MOOLENAAR, 2008)

A enzima fotoliase (Phr) dE. coli tem 49 kDa e possui dois cromoforos, o
FADH e o meteniltetraidrofolato (MTHF). O MTHF écomplexo antena responsavel
por absorver os fotons de luz na regido do visieelransferi-los para o FADH
(GOOSEN & MOOLENAAR, 2008). O FADH, por sua vezrsmite o elétron para a
lesdo CPD, induzindo a monomerizacdo do dimerolé®oa € doado novamente a

enzima, restaurando sua fungéo (MIYAZAVeéAal, 2007).
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Mecanismo da fotorreacdo enzimatica

(A)
Frv
— — — «
DNA DNA Fotoliase Absor ¢éo Revers d0
integro com ligada ao de luz do dano e
dimero CPD libera ¢éo
da enzima
(B)

Figura 8: Esquema do mecanismo proposto para a fotorregi@nrenzimética (A) e
detalhe mostrando a atuacao da enzima (B).
(adaptado de SANCAER! al, 2004).
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A radiacao solar é o principal fator etiologico resgivel pela alta incidéncia de
cancer de pele. Muitos estudos mostram que ambpsreSes de UV que alcancam a
superficie terrestre (UV-B e UV-A), interagem comDINA tanto de forma direta
quanto indiretamente através da fotossensibilizagd® outros cromoéforos
(KULUNCSIS et al, 1999). A identificacdo dos produtos da radiac@mnéprocesso de
muito interesse, especialmente o estudo das lgs0dsizidas pela por¢édo do UV-B.
Tal porcdo do UV compreende uma regidao de transggice o UV-C e o UV-A,
podendo gerar um grande espectro de lesdes. AE3u,djracas a atenuagcdo da camada
de ozbnio, a penetracdo da porcdo curta do UV-Bsuperficie terrestre podera

contribuir para o aumento dos casos de cancerlde pe

3.0 Objetivo
Geral
B Estudar os efeitos letais e mutagénicos induzidda padiagédo UV-B ent.
coli, utilizando a radiagdo UV-C como controle.
Especificos
B Avaliar os mecanismos de reparo DNA relevantes jparaparo das lesdes
causadas pelas regides do espectro estudadas.

B Apurar a mutagénese gerada pelo UV-B confrontanctmyaa do UV-C.
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4.0 Material e Métodos
4.1 Cepas bacterianas
Nos experimentos foram utilizadas cepas bacteridedsscherichia coliK12.
No quadro abaixo encontram-se relacionadas todespas utilizadas, bem como suas
caracteristicas genéticas relevantes (quadro 1).

Quadro 1: Cepas bacterianas

~ GENOTIPO
DESIGNACAO ORIGEM
RELEVANTE
AB1157 Selvagem P. Howard-Flanders (University afeY USA)
AB1886 uvrA6 de P. Howard-Flanders (University of Yale, USA)
AB1885 uvrB5 de P. Howard-Flanders (University of Yale, USA)
AB1884 uvrC34 de P. Howard-Flanders (University of Yale, USA)
BH20 fpg S. Boiteux (CEA Fontenay-Aux-Roses, Franca)
BW527 nfo B. Weiss (University of Michigan, USA)
BW9091 xthA B. Weiss (University of Michigan, USA)
BW375 nth B. Weiss (University of Michigan, USA)
RJF624 uvrA fpg Este trabalho
RJF631 uvrB fpg Este trabalho
RJF630 uvrC fpg Este trabalho
BW544 nfo xthA B. Weiss (University of Michigan, USA)
BH160 nth fpg S. Boiteux (CEA Fontenay-Aux-Roses, Franca)
KY1220 phr Estoque do laboratorio
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DESIGNACAO

RJF790

RJF791

RJF792

RJF793

RJF794

DESIGNACAO

CC101

CC102

CC103

CC104

CC105

CC106

GENOTIPO
RELEVANTE
ung
UvrA ung
uvrA ung phr
uvrA phr

phr ung

SUBSTITUICAO

DE BASE

AT-CG

GG-AT

GG-CG

GG-TA

AT-TA

AT-GC

ORIGEM

Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho
Este trabalho

Este trabalho

ORIGEM

J. H. Miller (UCLA)
J. H. Miller (UCLA)
J. H. Miller (UCLA)
J. H. Miller (UCLA)
J. H. Miller (UCLA)

J. H. Miller (UCLA)
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Os antibioticos utilizados para o cultivo das cepasterianas estdo relacionados no
quadro abaixo (quadro 2).

Quadro 2: Antibioticos utilizados

ANTIBIOTICO CONCENTRACAO FORNECEDOR
Estreptomocina 100g/ml Sigma
Ampicilina 100ug/mi Kodak International
Biotechnologies
Kanamicina 4Qug/ml Sigma
Cloranfenicol 2Qug/ml Sigma

4.2 Meios de cultura e solucdes tampéao
* Meio LB (Lysogenic Broth) (MILLER, 1992)
NaCl 1% (Industrias Quimicas Merck);
Bacto-triptona 1% (Difco Laboratories);
Extrato de Levedura 0,5% (Difco Laboratories);
Agua deionizada (g.s.p.) 1000 ml
* Meio LB sdlido
Meio LB solidificado com agar 1,5% (Difco Labor&a&s).
* Gelose de superficie (GS) em agua deionizada
NaCl 0,5% (Industrias Quimicas Merck);
Agar 0,6% (Difco Laboratories);
*  Meio MMM (MILLER, 1992), preparar em frascos separados:
60 ml de Sais MMM-10X
0,3 ml de Tiamina 1% (Calbiochem)
6 ml de Lactose 20% (Industrias Quimicas Merck);
0,24 ml de Casaminoacidos 10% (Difco Laboratories);

0,6 ml de MgS@®@.7H,O 1M (Reagen-Quimibras Industrias Quimicas S/A);

37



Um frasco contendo Agar 1,5% (Difco Laboratoriesy, um volume de 533 ml de 4gua
deionizada
Obs. 1: Para o meio MMM glicose, substituir a laetgor glicose 40% (IndUstrias
Quimicas Merck);
Obs. 2: Excetuando-se a tiamina que deve ser didiraautoclavar cada item
separadamente, para posteriormente serem misturados

* Sais MMM-10X
K HPO, 10,5% (Reagen-Quimibras Industrias Quimicas S/A);
KH.PO, 4,5% (Reagen-Quimibras Indastrias Quimicas S/A);
(NH4)2SO, 1% (Industrias Quimicas Merck);
NaCsHs07 .2H,0 0,5% (Reagen-Quimibras Industrias Quimicas S/A);
Agua deionizada (g.s.p.) 1000 ml

« Tamp&o M9 pH 7,0 (MILLER, 1992)
NaHPO,. 2H,0 0,752% (Industrias Quimicas Merck);
KH,PO, 0,3% (Reagen-Quimibras Industrias Quimicas S/A);
NH,4CI 0,1% (Indastrias Quimicas Merck);
NaCl 0,05% (Industrias Quimicas Merck);
Agua deionizada (g.s.p.) 1000 ml

e« Tampéao McBis
MgSO, 10 mM (Reagen-Quimibras Industrias Quimicas S/A);
CaCk 5 mM (Industrias Quimicas Merck);
Agua deionizada (g.s.p.) 100 ml

Apés a preparagdo, 0os meios e os tampfes forarnclawados por 20 min a

120°C. Apds a autoclavagem foram adicionados a t@@aml do tampédo M9, 100 pl
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de MgSQ 1 mM (Industrias Quimicas Merck) e 100 ul de GaL mM (Industrias
Quimicas Merck).
4.3 Manutencédo das cepas bacterianas

As cepas bacterianas foram mantidas em estoqueslaits que consistem em
meio LB suplementado com timina 50 pg/ml e sokdifio com agar 0,75%, mantidos
em temperatura ambiente. Para utilizacdo frequeage cepas, as culturas foram
mantidas em criotubos contendo a cultura em fasa&ciesaria, em glicerol 87%
(Industrias Quimicas Merck) na propor¢éo de 1:108C.
4.3.1 Obtencgéo das culturas bacterianas para 0s exmentos

As culturas utilizadas nos experimentos foram faikas com auxilio de
micropipetas dos estoques a -70°C para Erlenmegatendo meio LB liquido com o
antibiotico apropriado (quadro 2). Apés o inocws,culturas eram crescidas durante a
noite a 37°C sob agitacdo (150 rpm), até alcancaaefase estacionaria (1 x %10
células/ml). Para se obter culturas na fase exmimlede crescimento (1-2 x %0
células/ml), foram feitos repiques a partir dawmaltem fase estacionaria na proporcao
de 1:40 em meio LB sem antibiético, a 37°C sobagdiv (150 rpm).
4.4 Obtencéo de fagos P1 carreando o gene de intge

Para a obtencédo dos fagos P1 carreando o gendedesse, cresceu-se uma
cultura mutada no gene de interesse até a fase@xgial como descrito anteriormente.
A cultura foi acrescentado CaQR mM), com o objetivo de tornar a membrana
permeavel a entrada do fago P1. A multiplicidadendieccdo (m.o.i) foi de 1:10, ou
seja, um fago para cada 10 bactérias. Posteriognenta suspensao de fagos P1
selvagem foi adicionada a cultura (obedecendo ai)ngoe foi mantida a 37°C sem
agitacdo por 20 minutos, para que houvesse a d@isoRarte da cultura ndo foi

infectada com o fago e permaneceu guardada a 4%Caggacao, para posterior
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titulacdo do mesmo. A cultura infectada com o flgsemeada em placas de LB com
o auxilio de GS e incubadas por 24 horas a 37°©sAysse periodo, as plaques foram
raspadas e centrifugadas a 8000 rpm por 10 minetossobrenadante foi recolhido e
adicionado cloroférmio. A suspensdo de fagos foistgmormente titulada
(SAMBROOK et al, 1989).
4.4.1 Titulagéo do fago P1

A cultura que nao foi infectada e mantida a 4°Cutiizada para se fazer a
titulacdo do fago. O fago foi convenientemente iddue acrescentado a cultura e
incubado a 37°C por 20 minutos sem agitacdo, paeaojfago fosse adsorvido. A
semeadura foi realizada em placas de LB com aw@iGS, e mantidas a 37°C por 24
horas, e posteriormente as plaques foram contadas.
4.5 Obtencao de novas cepas

A técnica utilizada para a obtencdo de novas ckpastransdugcdo com fagos
P1 (MILLER, 1992). Para a realizagcdo desta técmiesceu-se até a fase estacionaria a
cultura da cepa recipiente da mutacao carreada fpgl® P1, a cultura entdo foi
centrifugada a 8000 rpm durante 10 min e ressuapems2 ml de Mcbis (MgSQL0
mM e CaC} 5 mM) e em seguida incubada por 30 min a 37°C agitacdo com 0S
fagos de interesse na proporcdo de 1:10. Os fagwsiam o DNA bacteriano que
contém a mutacdo de interesse associada a um marégds a incubacao, as células
foram centrifugadas e ressuspensas em 5 ml de h@rodo 250 pl de citrato de sodio
1 M e incubadas novamente por 1 hora a 37°C setacagl Posteriormente, a cultura
foi centrifugada e ressuspensa em 1 ml de LB cdot@® mM de citrato de s6dio. Em
seguida, as células foram espalhadas em placastdedmn LB, citrato de sédio 1 M e

0 antibidtico para a selecdo. As placas foram iadab por 24 horas a 37°C e as
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colénias foram selecionadas em meio contendo atitibi apropriado e estocadas a -
70°C.
4.6 Sobrevivéncia bacteriana

Apos a obtencdo das culturas em fase exponereiatascimento, as culturas
foram centrifugadas a 8000 rpm por 10 minutos edtf@ e 10°C, e posteriormente
ressuspensas no mesmo volume em tampao M9. Anteed&cdo uma aliquota foi
retirada para se obter o nimero inicial de célviaseis. As culturas foram entdo
irradiadas com UV-B (280-320 nm), UV-B (300-320 now) UV-C (254 nm)Para se
obter o UV-B (300-320 nm), utilizou-se um filtro deolietileno (NUNC Brand
Products), que absorve com bastante eficiéncia goraptos de onda inferiores a 300
nm. ApGs cada dose de UV, aliquotas foram retiradpsopriadamente diluidas em
tampado M9 e semeadas em placas contendo LB sél&dplacas entdo eram incubadas
a 37°C por aproximadamente 24 horas, apés esselpaas coldnias eram contadas, a
fracdo de sobrevivéncia (NgNera determinada e o resultado plotado em gréafico
(IN/Ng] X dose de UV), onde N\representa o numero inicial de células, e N émamna
de células apds o tratamento. Os pontos representagtia de trés experimentos mais
0 erro padréao.
4.6.1 Fotorrestauracéo

Para os experimentos de fotorrestauracéo as cufionam crescidas e irradiadas
como descrito no item anterior. Apos a irradiacém dJV-B ou UV-C as placas ja
semeadas foram expostas a luz visivel por 30 nsrmaca que houvesse a reversao dos
dimeros por via enzimética mediada por luz. A daeteacdo da fracdo celular foi
realizada da mesma maneira da sobrevivéncia celalgrara se obter a taxa de
viabilidade apos a fotorrestauragéo, fez-se a raméie 0 nimero de sobreviventes apos

a fotorrestauracdo pelo numero de sobreviventedaemestauracao.
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4.7 Mutagénese
4.7.1 Mutagénese de selecédo em meio contendo Riféacima (Rif°—Rif)

As células foram tratadas como descrito no iteneraort e submetidas a i
Uma aliquota foi retirada para se determinar aesib&ncia celular (como descrito
anteriormente), e outra foi inoculada em LB liqueloncubada a 37°C sob agitagédo
(150 rpm) por 18-24 horas. No dia seguinte, aliggidoram retiradas e semeadas em
placas de LB contendo rifampicina (1Q@/ml), para se determinar o numero de
mutantes, e semeadas em meio LB para se determmimanero de células viaveis ap0s
a incubacéo. As placas eram incubadas como desaiitem anterior. O nimero de
mutantes foi calculado fazendo-se a razao enti@mero de mutantes encontrado apos
cada tratamento pelo numero de células viaveis eressltados obtidos foram
padronizados e expressos por nimero de mutanté§’arélulas (Mut/18céls).

Para se saber o nimero de mutantes ap0s a fohonasio, fez-se da seguinte
forma: apds cada dose de UV uma parte da cultuadi&da ou ndo (controle) foi
exposta (em tampdo M9) a radiacdo visivel por 3Qutos. As proximas etapas
prosseguiram como as descritas no paragrafo ant€sexperimentos representam a
média de trés experimentos mais ou menos o ermagad
4.7.2 Mutagénese de reversao para crescimento emimeontendo Lactose
(Lac—Lac")

Para a mutagénese de reversdo para crescimentoeamcontendo Lactose
(Lac—Lac’) foram utilizadas cepas especificas que sdo iddiea de troca de bases.
O cultivo e o tratamento das culturas foram iguwis realizados na mutagénese de
aquisicdo de resisténcia a rifampicina, salvo ososnele cultura utilizados para
obtencdo de células viaveis (meio minimo conteniitoge - MMM glicose) e da

mutagénese (meio minimo contendo lactose - MMMok&t Para melhor avaliacédo da
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mutagénese, antes da semeadura em MMM lactoséldasceram concentradas 10
vezes. As placas de MMM lactose eram mantidas fdrotas a 37°C, e as contendo
glicose por 24 horas a 37°C. Para o céalculo deeimento de mutantes fez-se a razao
do nimero de mutantes apos o tratamento sobre ernlde mutantes espontaneos.

4.8 Especificagbes das lampadas

Lampada de UV-B: lampada ultravioleta com comprimento de onda cao m 312
nm.

15 W com filtro- modelo VL-215 LM (Vilber Loumart).

Dosimetro: VLX-3W (Vilber Loumart).

Fotocélula: CX-312 (Vilber Loumart).

Lampada de UV-C: Germicidal lamp G15T8 15 W (Sankyo Denky).

Dosimetro: VLX-3W (Vilber Loumart).

Fotocélula: CX-254 (Vilber Loumart).
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5.0 Resultados
5.1 Sobrevivéncia bacteriana ao UV

Para investigar o papel do reparo por excisdo dotideos no processamento
das lesbes induzidas por diferentes por¢cbes deag@ali UV, foram realizados
experimentos de sobrevivéncia celular utilizandaspas deficientes nos principais
genes NER, e para o controle foi utilizada uma gepficiente em todos os genes desse
reparo. Foram determinadas as sobrevivéncias & dosgcentes de UV-B (com e sem
filtro) e para fins comparativos, ao UV-C.

Objetivando estudar as lesbes causadas somentep@ejao de UV-B que
alcanca a Terra (> 300 nm), foram conduzidos empmrios usando filtros de
polietileno. Esses filtros permitem a passagem apeie comprimentos de onda
superiores a 300 nm. Para o estudo dos efeitosipcd pelo espectro completo da
regido do UV-B, os experimentos foram realizadom s& utilizagcdo de filtros.
Observando-se os graficos A e B da figura 9, net&ipersensibilidade das cepas
deficientes em NER, quando comparadas a cepa selvd@ercebe-se ainda que, para
se alcancar uma sensibilidade similar ao UV-B sérm,ffoi necessario um incremento
de aproximadamente 5 vezes na dose de UV parapesientos realizados com UV-
B com filtro. Em relacdo ao UV-C (figura 9 C), asscomo para o UV-B nas duas
condicdes testadas, as cepas deficientes nos ¢#flesse mostraram sensiveis ao
tratamento. A dose de UV-C necesséria para levanesmo nivel de sensibilidade do
UV-B sem filtro é cerca de 20 vezes menor e apragamente 100 vezes menor
guando comparada as doses usadas nos tratamenobE/\¢d® com filtro. N&o foi
observada, em nenhum dos trés tratamentos testhftwenca de sensibilidade entre os

mutantes.
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N/No
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Figura 9: (A) Sobrevivéncia ao UV-B (com filtro) das cepas ABl11(Sélvagem),
AB1886 (uvrA), AB1885 (uvrB) e AB1884 (vrC); (B) Sobrevivéncia ao UV-B (sem
filtro) das cepas AB1157 (selvagem), AB188&/rf), AB1885 (vrB) e AB1884
(uvrC); (C) Sobrevivéncia ao UV-C das cepas AB1157 (selvage#B1886 (uvrA),
AB1885 (uvrB) e AB1884 (vrC);
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Além das lesdes tipo dimero de pirimidina, clagamate envolvendo o reparo
via NER, também sdo associados a radiacdo UV dariktivos produzidos via
espécies reativas de oxigénio (ROS&MNaIl, 1996), que sdo originadas pela absorc¢ao
dos fétons por cromoéforos intermediarios (PEAKal, 1984). Acredita-se que, essas
moléculas excitadas também possam interagir dieritencom o DNA produzindo
lesbes (KULUNCSICSet al, 1999). Em trabalho recente realizado em nosso
laboratério, foi demonstrado que cepas deficientegienexthA, sdo hipersensiveis a
radiagao UV-B, o0 que nado ocorre para o tratameono dV-C. A toxicidade observada
nao foi atribuida ao classico CPD, uma vez queasilsdidade foi abolida com o uso de
um captador de ions ferro, indicando assim a gerde&ERO via reacdo de Fenton pela
radiacdo UV-B (SOUZAet al, 2006).

Para se avaliar a geracédo de lesbes oxidativazidatupelas duas regides de
UV-B estudadas neste trabalho, analisou-se a jpat#&o das enzimas do reparo por
excisdo de bases (BER) na remocdo de tais lesfiresés de experimentos de
sobrevivéncia celular de cepas deficientes nog@paincipais genes dessa via.

Analisando-se os gréaficos da figura 10, observawmséor sensibilidade aos
tratamentos das cepas deficientes nos ggtiés e fpg desde as primeiras doses, e
discreta sensibilidade das cepas deficientesferanth para o UV-B com filtro (figura
10 A). O mesmo né&o ocorre para o UV-B sem filtro,que se destaca a cepa deficiente
no genenfo. As cepas deficientes exthA e fpg apresentam sensibilidade intermediaria
entre as cepasfo e a selvagem. O mutante arth tem um perfil de sobrevivéncia
similar ao da cepa selvagem (figura 10 B). E ingue ressaltar que as doses de UV-B
utilizadas sao cerca de 8 vezes maiores para o ddhaifiltro, e 10 vezes maiores para

0 UV-B sem filtro em relacé@o as doses utilizadasatarevivéncia das cepas deficientes
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em NER. Em relagdo aos resultados da sobreviveaawi&)V-C, n&o foi observada
diferenca de sensibilidade entre as cepas mutarge®pa selvagem (figura 10 C).

Para melhor analisar a participacdo de BER na ré@mdas lesbes causadas pelo
UV-B e UV-C, foram realizados experimentos de selvéncia com cepas duplamente
deficientes nas duas possiveis rotas de reparepA BH160 duplo mutante nos genes
fpg e nth tem a capacidade reduzida de fazer incisbes enteglcar e a base
modificada, e a cepa BW544 duplo mutante nos gethesnfo ndo possui atividade AP
endonuclease. De acordo com os graficos da figdranfio nota-se uma maior
sensibilidade em comparacéo a cepa selvagem ensamliatamentos.

No intuito de se averiguar a possivel participad@id-pg na correcdo das lesdes,
foram construidas cepas duplamente deficientes geres uvrA/fpg, uvrB/fpg e
uvrC/fpg e avaliacdo das suas sobrevivéncias ao tratanoemoUV-B com e sem
filtro. De acordo com os graficos da figura 12, nf@d observada diferenca de
sensibilidade entre as cepas apenas deficienteblEEf e as cepas duplo mutantes

NER/Fpg.
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Figura 10: (A) Sobrevivéncia ao UV-B (com filtro) das cepas ABl1S@lvagem),
BH20 (pg), BW527 @fo), BW9O091 kth) e BW375(th); (B) Sobrevivéncia ao UV-B
(sem filtro) das cepas AB1157 (selvagem), BHp@)( BW527 ffo), BW9091 kth) e
BW375(nth); (C) Sobrevivéncia ao UV-C das cepas AB1157 (selvag8idR0 fpg),

BW527 (ifo), BW9091 kth) e BW375(th)
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Figura 11: (A) Sobrevivéncia ao UV-B (com filtro) das cepas ABl1S@lvagem),
BW544 {pfo xth e BH160 (th fpg; (B) Sobrevivéncia ao UV-B (sem filtro) das cepas
AB1157 (selvagem), BW54s{o xth e BH160 (th fpg; (C) Sobrevivéncia ao UV-C
das cepas AB1157 (selvagem), BW5a#b(xth) e BH160 (th fpg.
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N/No

SOBREVIVENCIA AO UV-B COM FILTRO SOBREVIVENCIA AO UV-B SEM FILTRO
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Figura 12: (A) Sobrevivéncia ao UV-B (com filtro) das cepas ABl1Sélvagem),
AB1886 (vrA), RJF624 (vrA fpg), AB1885 (vrB), RJF631 (vrB fpg), AB1884
(uvrC) e RJF630 yvrC fpg); (B) Sobrevivéncia ao UV-B (sem filtro) das cepas
AB1157 (selvagem), AB1886uyrA), RJF624 (vrA fpg), AB1885 (vrB), RIJF631
(uvrB fpg), AB1884 (vrC) e RIF630yvrC fpg).
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A mutagénese causada pelo UV-B é caracterizadaumpar alta frequéncia de
transicbes em sequéncias bipirimidinicas contendosicas. Acredita-se que o
fotoproduto tipo CPD seja a lesdao mais mutagénioa §er quantitativamente
predominante, ter o reparo lento e propensabypass(PFEIFERet al, 2005). Além
disso, relatos na literatura apontam que as c@esoontidas em dimeros sdo mais
sujeitas a desaminacao apos a irradiacdo com Wupiedo uracil (PENt al, 1996).

De posse dessas informacdes, foram construidas defiaientes no geneg
gue codifica a enzima responsavel por remover a baxcil do genoma, em diferentes
contextos genéticos. Além da deficiéncia na u@bilA glicosilase, com o intuito de
garantir que os dimeros permanecessem no genoram fonstruidas cepas deficientes
no genephr, que codifica a enzima fotoliase. Ambas as muwaf@@m introduzidas na
cepa selvagem AB1157 e na cepa deficiente uemA AB1886. A cepa RJF790
deficiente emung, e KY1220 deficiente emphr apresentaram um perfil de sensibilidade
similar ao da cepa selvagem AB1157. Interessantemnenduplo mutantengphr se
mostrou mais sensivel ao tratamento desde as g@ssdaixas (figura 13). Em relacdo
ao duplo mutantevrA/ung nao foi observada diferenca de sensibilidade evaga ao
simples mutantevrA (figura 13). Resultados semelhantes foram obtidasliando-se
as mesmas cepas com UV-B sem filtro (figura 14) lvemo para a irradiagdo com
UV-C (figura 15).

A fim de se discriminar as lesdes do tipo dimergidenidina do total de lesdes
produzidas tanto pelo UV-B com filtro, bem comoqelV-B sem filtro, experimentos
de sobrevivéncia celular foram conduzidos seguigoduminacdo com luz na regido do
visivel (figuras 17, 18 e 19). Tal estratégia ekpental permite que ocorra a
fotorrestauracdo enzimatica realizada pela foli#&omo controle os experimentos

foram realizados também com cepas deficientes mamanfotoliase. Os resultados
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obtidos apontam uma sensibilidade similar paragastomutantes testados. De acordo
com o esperado, somente as cepas proficientesrmaphpetiveram sua sobrevivéncia
aumentada apos a iluminagdo com luz visivel. A agbaagem se mostrou igualmente
resistente aos tratamentos com ou sem iluminagéoleo visivel. O mesmo perfil de
sobrevivéncia foi observado para ambas as regi@ésvdB estudadas. Todas as cepas

foram similarmente sensiveis ao tratamento.
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Figura 13: (A) Sobrevivéncia ao UV-B (com filtro) das cepas ABl1S@lvagem),
RJF790 ¢ng), KY1220 (phr) e RIF794 thr ung; (B) Sobrevivéncia ao UV-B (com
filtro) AB1886 (uvrA) e RJIF791yvrA ung).
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Figura 14: (A) Sobrevivéncia ao UV-B (sem filtro) das cepas ABl15&lvagem),
RJF790 ¢ng), KY1220 fphr) e RIF794 ghr ung; (B) Sobrevivéncia ao UV-B (sem

filtro) AB1886 (uvrA) e RJIF791vrA ung).
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Figura 15: (A) Sobrevivéncia ao UV-C das cepas AB1157 (selvagB®df,790 (ng),
KY1220 (phr) e RIF794 ghr ung; (B) Sobrevivéncia ao UV-C AB1886uyrA) e

RJF791 QvrA ung).
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Figura 16: (A) Sobrevivéncia ao UV-B (com filtro) da cepa AB115@él¢agem) com e
sem fotorrestauracadB) Sobrevivéncia ao UV-B (com filtro) das cepas ABA88
(uvrA) e RIF791 §vrA ung), RIF793 vrA phr) e RIF792yvrA ung ph) com e sem

fotorrestauracéo.
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Figura 17: (A) Sobrevivéncia ao UV-B (sem filtro) da cepa AB115&lyagem) com e
sem fotorrestauracaddB) Sobrevivéncia ao UV-B (sem filtro) das cepas ABi88
(uvrA) e RIF791 §vrA ung), RIF793 gvrA phr) e RIF792yvrA ung ph) com e sem

fotorrestauragéo.
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Figura 18: (A) Sobrevivéncia ao UV-C da cepa AB1157 (selvagem) @rsem
fotorrestauracéo(B) Sobrevivéncia ao UV-C das cepas AB1886r1A) e RIF791
(uvrA ung), RIJF793 @vrA phr) e RIF792yvrA ung ph)) com e sem fotorrestauragao.
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5.2 Mutagénese Ri—Rif"induzida pelo UV

Vérios relatos na literatura apontam lesdes emsio&s como sendo 0s
principais danos produzidos pelo UV-B, tais leséedraduzem em mutacdes do tipo
transicdo & T ou em “tandem” CGTT, que séo as assinaturas deixadas pela agéo do
UV-B no DNA (PENGet al 1996; PFEIFERet al 2005; SOUSAet al, 2007). De
acordo com nossos resultados de sobrevivénciaacelal auséncia da uracil DNA
glicosilase ndo sensibiliza nenhuma das cepasdtestdara se avaliar um possivel
papel de lesbes em citosinas gerando uracil nenmento da mutagénese em cepas
deficientes emung, foram realizados experimentos para verificar pacmlade de
crescimento em meio de cultura contendo rifampieipés a irradiacéo (Rif>RifF).
Para garantir que as lesbes produzidas ndo foseenovidas do genoma, 0S
experimentos de mutagénese foram realizados wuiilizgse cepas deficientes no gene
uvrA. Analisando os resultados obtidos, nota-se gut® fgara o UV-B com filtro como
para o UV-C, as cepas que ndo tém atividade UD@saptam maior frequéncia de
mutagénese quando comparadas as cepas proficierses enzima. Além disso, estes
resultados apontam uma grande contribuicdo dosrdénte pirimidina na mutagénese
induzida por ambas as lampadas. Tais resultadenpsdr observados analisando-se a

diminuicdo na taxa de mutagénese apos a fotorrastu (figura 19).
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MUTAGENESE Rif S—Riff APOS IRRADIACAO COM UV-B COM
FILTRO

600 -
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Figura 19: (A) Mutagénese RT-Rif" das cepas AB188@igrA), RJf791 (vrA ung),
RJF793 @vrA phr) e RJIF7924vrA ung ph) apos irradiacdo com UV-B com filtr(B)
Mutagénese RT-Rif® das cepas AB188ai(rA), RJf791 (vrA ung), RIF793 GvrA
phr) e RIF792yvrA ung ph) apds irradiagcdo com UV-C.
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5.3 Mutagenese Lae-Lac” induzida pelo UV
Com o objetivo de melhor se conhecer a naturezaleibes induzidas por
ambas as radiacOes, foram realizados estudos dag@ématse utilizando cepas com
diferentes muta¢gBes no cédon 461 do dang que codifica a enzim@ galactosidase.
Esta técnica permite avaliar qual troca de baseaesirrendo, através da restauracdo do
codon inicial. As seis substituicdes possiveiscestdicadas na figura abaixo.
Cdédon g galactosidase selvagem
---GGG AAT--GAG---TCA GGC---
---GLU---
--- 461---
CC101 AT—-CG ----GGG AAT --TAG--- TCA GGC
l
G
CC102 GC—A.T -GGG AAT --GGG--- TCA GGC
!
A
CC103 GC—CG ----GGG AAT --CAG--- TCA GGC
!
G
CC104 GC—HT.A -GGG AAT --GCG--- TCA GGC
!
A
CC105 AT->T.A -GGG AAT --GTG--- TCA GGC
!
A
CC106 AT—-G.C ---GGG AAT --AAG--- TCA GGC

!
G

Figura 20: Mudancas na posicdo 461 do gelaeZ. As substituicbes de base
necessdrias para restaurar o cédon GAG estdo wmhastrantamente com o0s
aminoacidos resultantes da troca para as seis.cépapas 0 acido glutamico na
posicao 461 restaura o fendétipo original.

(adaptado de CUPPLES & MILLER, 1989).
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De acordo com os resultados obtidos para o UV-6gmia-se um incremento de
mutacdes nas cepas CC10{E), CC103 (&-G) e CC106 (C). Comparando-se o
perfil de mutagénese para UV-B com filtro ao obtpghra o UV-C, nota-se que ha
semelhanca na inducdo nas cepas supracitadas. tAltoerpara o UV-B com filtro
observa-se ainda que ha um incremento de mutag@&aesepa CC105 (FA). Tais
resultados apontam que ha uma similaridade dasdesduzidas pelas duas regides do
espectro estudadas, além de uma possivel lesdoufmrinduzida pelo UV-B com

filtro.
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MUTAGENESE Lac —Lac* APOS IRRADIACAO COM UV-B
COM FILTRO
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Figura 21: (A) Mutagénese induzida LaslLac" pelo UV-B (com filtro), (B)
Mutagénese induzida LaeLac” pelo UV-C.
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Comparacdo geral da mutagénese UV-& UV-B:

O UV-C induz em média 228 vezes mais mutantésgacJOULE do que o UV-B.
O UV-C induz em media 76 vezes mais mutante? jiif JOULE do que o UV-B.

Logo, olocuslacZ parece responder melhor aos tratamentos pré-émnitaas.

Lactose

As cepadacZ que responderam ao UV-C possukat spotstipicos de lesdes
DIMERICAS, enquanto que a mutagénese para o UV-Bgeadecorrer de lesbes
formadas sob forma DIMERICA E MONOMERICA.

As cepas portadoras de sequéncias DIMERIZAVEIS samtam niveis mais
altos de mutagénese ao UV-C, enquanto aquelas ependem de trocas em regides
NAO DIMERIZAVEIS (ou seja, a troca ocorreria emiast de lesdo monomérica),

apresentam niveis mais baixos de mutagénese.

Rifampicina
A mutagénese de aquisicao de resisténcia a ritanapinduzida tanto pelo UV-
C quanto pelo UV-B foi DUAS VEZES SUPERIOR quanddediciéncia em UDG foi

adicionada abackgrounduvrA.
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Quadro 3: Indugdo de revertentdac’ quantitativamente analisados como mutantes
induzidos por 1dcelulas por J.i

CEPA

SELVAGEM

CC101
(T—0G)
CC102
(G—A)
CC103
(C—-0G)
CC104
(C—A)
CC105
(T—A)
CC106
(A—G)

CEPA

SELVAGEM

CCi101
(T—-G)
CC102
(G—A)
CC103
(C—-0G)
CC104
(C—A)
CC105
(T—A)
CC106
(A—G)

Hot spot

GGG

CCC TTA--€TC--- AGT CCG

GGG
CCC
GGG
CCC
GGG
CCC
GGG
CCC
GGG
CCC
GGG
CCC

AAT--GAG---TCA GGC

AAT---TAG---TCA GGC
TTA--ATC---AGT CCG
AAT--GGG---TCA GGC
TTA--CCC---AGT CCG
AAT---CAG---TCA GGC
TTA--GTC---AGT CCG
AAT--GCG---TCA GGC
TTA--CGC---AGT CCG
AAT--GTG---TCA GGC
TTA--CAC---AGT CCG
AAT---AAG---TCA GGC
TTA---TTC---AGT CCG

Hot spot

GGG

CCC TTA--€TC--- AGT CCG

GGG
CCC
GGG
CCC
GGG
CCC
GGG
CCC
GGG
CCC
GGG
CCC

AAT--GAG---TCA GGC

AAT---TAG---TCA GGC
TTA--ATC---AGT CCG
AAT--GGG---TCA GGC
TTA--CCC---AGT CCG
AAT---CAG---TCA GGC
TTA--GTC---AGT CCG
AAT---GCG---TCA GGC
TTA--CGC---AGT CCG
AAT--GTG---TCA GGC
TTA--CAC---AGT CCG
AAT---AAG---TCA GGC
TTA---TTC---AGT CCG

Dose UV-B
(J.m?)

4000
4000
4000
4000
4000

4000

Dose UV-C
(J.m?)

50
50
50
50

50

Mut/10°

4,58

15,38
11,14
10,69

8,92

Mut/10°

37,29

54,71
2,99
11,92

41,30

Mut/J.m?

0,0011
0,0040
0,0030

0,0027

0,0022

Mut/J.m?

0,75

1,09
0,06
0,24

0,82
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6.0 Discusséo

Muitos estudosn vivo e in vitro tém mostrado que a radiacdo ultravioleta é
capaz de modificar varias estruturas molecularesyindo o DNA. As altera¢des na
molécula de DNA sdo as que tém maior significadwdgico, devido a geracdo de
mutacdes e consequentemente aumentando as chartesetivolvimento de cancer de
pele (MARROT & MEUNIER, 2008). Apesar da regiagrespondente ao UV-A, ter a
capacidade de penetrar em camadas mais profundpsl@lglOVINE et al, 2009),
grande parte do efeito carcinogénico da radiacdoélAtribuido & por¢cdo do UV-B,
com possivel participacdo da regido do UV-A na @ddude melanoma (LEE &
PFEIFER, 2003).

As principais lesGes produzidas pelas radiagdesCU¥-UV-B descritas na
literatura incluem os fotoprodutos formados poroaf@o direta dos fétons, que sao os
dimeros de pirimidinas ciclobutano e o fotoprod6étd pirimidina pirimidona. Os
outros tipos de danos encontrados sao as roturéisaesimples e em fita dupla, e varias
bases modificadas, como por exemplo, 8-oxoguagiie@p| de timina, 5,6-diidrotimina
e o fotoidrato de citosina (JIAN& al, 2009). Em relagéo a radiacdo UV-A, estima-se
que seus efeitos ocorram através da fotossenaiffiliz de cromoéforos enddgenos,
gerando espécies reativas de oxigénio (KULUNCS&I&l 1999). Trabalhos recentes
mostraram que o UV-A é capaz de produzir lesdetatirno DNA, do tipo CPD, mas
sua energia nado é suficiente para a formacgéo dBB-MNo entanto, a participacdo dessa
lesdo na mutagénese induzida por esta regido @ectes@inda gera controvérsias, e a
mutagénese continua sendo explicada por contaedéed oxidativas (BIVERSTAEt
al., 2008); (JIANGet al, 2009).

No presente trabalho objetivou-se o estudo dagdesiiluzidas pela regidao do

UV-B, bem como verificar a mutagénese associadasa eegido do espectro. Como
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modelo de estudo foram utilizadas diferentes cepdsscherichia coli deficientes em
genes importantes de reparo de DNA.

Grande parte dos trabalhos realizados com o intletee conhecer as lesdes
induzidas pela radiagdo ultravioleta utilizaranegido do UV-C como objeto de estudo.
Em verdade, esta regido do espectro solar naandeslesse bioldgico, uma vez que nao
alcanca a superficie da Terra (IOVINE, 2009). Emtiapartida, devido aos extensos
estudos realizados com essa regido do espectrg;© tdrnou-se uma excelente fonte
de comparacao entre os efeitos produzidos porsorgades do UV.

A natureza quimica das lesfes, bem como sua dfiai@e producdo, depende
principalmente do comprimento de onda dos fétonsléntes (SCHUCHt al, 2008).
Expondo-se cepas deficientes nos principais gersponsaveis pelo reparo por excisao
de nucleotideos (NER) as irradiacbes com as dileseregides do espectro estudadas,
observou-se um perfil de sensibilidade similar Eegdrés por¢cdes do UV. No entanto,
verificou-se a necessidade de um incremento de desacordo com o aumento do
comprimento de onda, para se alcancar o mesmo dévabbrevivéncia (fig. 1 (A), (B)

e (C)). Tais resultados apontam uma similaridadeatareza das lesbes, concordando
com os dados da literatura, em que a energia dossfda regido do UV-B é suficiente
para a producdo de lesdes diretas (SCHU&Hal, 2008). Estas lesdes sao,
provavelmente, o CPD e o 6-4PP, ja que sdo assl@sapritarias encontradas apos a
irradiacdo com UV. Tais lesdes causam grande ¢i&tana estrutura do DNA, devido a
ligacdo covalente formada entre as duas bases (HERTet al, 1998); (LEEet al,
2000); (PINESet al, 2009) e sao essencialmente reparadas pelo rppaexcisao de
nucleotideos (NER). Além disso, em nosso trabalideaciou-se o aumento da
sobrevivéncia celular apds a fotorrestauracao, namodd a atuacdo da enzima fotoliase

mediada por luz visivel na correcdo dos danos dassaelo UV (figuras 16, 17 e 18).
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Em E. coli que é nosso modelo de estudo, existe apenas memspecifica para
monomerizacdo do fotoproduto do tipo CPD (FRIEDBE&Gal, 2006), indicando
portanto, que o aumento da sobrevivéncia (aproxamamte 100 vezes) é devido a
retirada desta lesdo especifica. Além disso, quaedobserva os resultados obtidos
com os duplo mutantas/rA/fpg, uvrB/fpg e uvrC/fpg, nota-se claramente um fenétipo
NER predominantemente quanto a sensibilidade adfigita 12).

Contudo, resultado interessante foi obtido comegmg duplo mutantes emng
phr (RJF794), que apesar da proficiéncia em NER, s&trmo mais sensivel as trés
regides do espectro estudadas (figuras 13, 14 .eEsB)dos mostram que uma lesao
pode ser inicialmente reconhecida por diferentedneas de reparo, no entanto a
interacdo entre as diversas proteinas de reparoneéessariamente configura uma
competicdo pelo substrato, contrariamente, asetifes vias podem atuar de forma
complementar e cooperativa (YANG, 2008). Estudogrgsalografia por difragcao de
raio X mostram que uma molécula de DNA contendddRD resulta em uma torcdo da
cadeia na regido da lesédo, e simula¢gdes de dinanaleular revelaram que a auséncia
do pareamento das bases devido ao CPD gera mexdilidade e diminui a energia
necesséria para a distorcdo da cadeia de DNA. &ab&ida que quando proteinas de
reparo se associam ao DNA lesado a tor¢do do DN#atse ainda mais proeminente,
aumentando sua flexibilidade. Esta situagdo poderéaer o reconhecimento do sitio
da lesdo por outras proteinas, ja que normalmente @identificacdo de uma lesédo as
proteinas reconhecem a conformacgdo do DNA, as poetdidrogénio e a distribuicdo
de cargas do DNA, que séo alteradas na interacd®|Bddio-proteina (YANG, 2008).
Evidéncias demonstrando a cooperacdo entre asemidésr vias de reparo ja foram
descritas na literatura, como por exemplo, a ig@aentre XPC (proteina NER) e

Timina DNA-glicosilase que interagem na retiraddidena erroneamente pareada com
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guanina, produzindo um sitio AP (YANG, 2008). Tasc é similar ao resultado

observado em nosso trabalho, em que possivelmefd®léase, que ja foi descrita

como auxiliar o reparo NER (SANCARt al, 1984), pode interagir com a UDG na
identificacdo da lesdo, provavelmente um dimerderta uracil, para que haja o reparo
via NER.

Em relacdo aos resultados obtidos nos experimeetosutagénese de aquisicao
de resisténcia a rifampicina, percebe-se que agénése das cepas deficienteswam
é cerca de duas vezes maior em relagdo as cefaseptes nesse gene (figura 19),
indicando portanto que a formacdo de uracil é atexanapds irradiagdo com UV.
Nota-se ainda que o uracil pode surgir sob formalideeros CPD, jA que apds a
fotorrestauracédo a mutagénese € diminuida.

Além da sensibilidade observada para as cepadateéic em NER, também foi
observada sensibilidade das cepas deficientes el B&s resultados podem indicar
gue o UV-B produz outras lesfes que nao sao stibgi@ea a enzima fotoliase, ou seja,
lesBes que nao sao do tipo CPD. Sabe-se, que alemesbes tipo CPD, classicamente
envolvendo o reparo via NER, também sdo associadadiacdo UV danos oxidativos
produzidos via espécies reativas de oxigénio (ROSEAN, 1996). As lesdes oriundas
do ataque de radicais livres sdo responsaveis gatas mais frequentes nas moléculas
de DNA. Estas lesBes incluem modificacdes nas basesdesoxirribose, além de
guebras na cadeia fosfodiéster. O reparo por exaisdbases € a principal via de
processamento desse tipo de lesdo (JIANE., 1997).

Com o intuito de investigar o papel dessas lesae®xicidade produzida pelo
UV, foram realizados experimentos de sobrevivénceular utilizando cepas
deficientes nos quatro principais genes dessanwig.ecoli. Nossos resultados estéo de

acordo com dados da literatura (SOUZA et al, 200@) que a cepa BW9091 deficiente
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no genexthA (exo Ill) mostrou-se hipersensivel ao tratamerion UV-B com filtro
(figura 10). Interessantemente, a cepa BH20, @afieienfpg (Fapy), apresentou uma
sensibilidade semelhante a cepa BW9091. Para o W¥rBfiltro as cepas BW9091 e
BH20, apresentam o mesmo perfil de sensibilidademiado para o UV-B com filtro,
no entanto, observa-se uma hipersensibilidade pa, aeficiente no genefo (endo
IV). Como esperado para o UV-C, nenhuma das cegséadas mostrou-se sensivel ao
tratamento, corroborando com os dados da literatir@ relatam a sua capacidade de
produzir essencialmente lesdes diretas no DNA (BERSet al, 2008).

A enzima endonuclease Ill € uma AP endonuclease gapel importante na
remocédo de diversas bases alteradas por oxidagdoindo timina glicol, residuos de
uréia (LASPIA & WALLACE, 1988), bem como produtog @xidacdo de citosinas,
como por exemplo a 5-hidroxicitosina, 5-hidroxiukaciracil glicol dentre outras
(JIANG et al, 1997). Assim como ocorre para células deficeeta endo Il tratadas
com HO,, a auséncia desta enzima também né&o sensibiiéhil@ ao tratamento com
UV-B (figura 10). Uma possivel explicacdo para adkpo observado para a cepa
deficiente ermth (endo 1ll), € a existéncia de uma atividade redotel@ara o reparo
dessas bases modificadas, que é desempenhada porowtma enzima chamada
endonuclease VIII. Esta enzima possui a mesma ifisfpaxle de substratos que a endo
[ll, podendo, portanto, substitui-la desenvolvendea funcdo similar (JIANGet al,
1997). Além disso, os diferentes produtos de oXidagle citosinas através do ataque
de radicais hidroxila sdo observados apds irradiagin UV (BARREIROSet al,
2006). Tais produtos de oxidagdo sdo bastante estavedmjes estudos mostram que
uracil glicol, 5-hidroxicitosina e 5-hidroxiuracdo susceptiveis dxyypasspela DNA
polimerase. Os derivados de uracil, como o urakdolge 5-hidroxiuracil sempre

pareiam com adenina, por isso sdo lesfes potemigmmutagénicas. A 5-
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hidroxicitosina pode parear com guanina e com adeneé raramente pareia com
citosina. Oxidagfes em citosinas tém um caratenesgmente mutagénico e néo letal,
gerando transicOes do tipo—&I e transversdoes de-&G (WALLACE, 2002). No
presente trabalho utilizou-se um conjunto de se[®s que nos permitiu analisar a
frequéncia de substituicbes de bases através dibareomento da reversao de Laara
Lac" (CUPPLES & MILLER, 1989). Em nosso estudo obsergewsm incremento de
cerca de 400 vezes na inducao de transversdepaG+#G para o UV-B com filtro e
de aproximadamente 1200 vezes para o UV-C. Taidtades apontam uma possivel
participacéo da leséo 5-hidroxicitosina pareando ciosinas.

A hipersensibilidade da cepa deficiente A ao UV-B, ja havia sido descrita
por nosso grupo. Acredita-se que esta enzima atueparo de lesbes essencialmente
letais, devido & sua extrema sensibilidade aonratiéo (SOUZAet al, 2006). Além
disso, o inicio do reparo de uma lesdo oxidativdepocorrer através da atividade AP
endonuclease da endo lll, que catalisa a clivagamcatieia fosfodiéster pdi-
eliminacdo. Dessa forma, a auséncia de exo lll parapletar o reparo, pode ser
extremamente téxica para a célula, ja que o tetmde&xado por endo Il ndo é
substrato para a DNA polimerase |. Esse tipo dmitel pode ser convertido em
substrato reconhecivel pela DNA polimerase |l qoamdtado com AP endonucleases
de classe Il, que sao a exo lll e a endo IV (LASRIWALLACE, 1988).

Similar ao observado para a cepa deficientexthith, a cepa que n&o possui a
atividade desempenhada ppg, também se mostrou muito sensivel ao tratamemto co
UV-B (figura 10). A funcdo desta enzima € o repdedesdes oxidativas (ZHARKOV,
2008). EmE. coli Fpg é a principal enzima que atua na remoc¢ao deo§uanina e
formamidopirimidinas (Fapy) derivadas de guaninadanina. As lesdes do tipo Fapy

tém carater letal e blogueiam a DNA polimerasetgmio sdo muito tdxicas para a
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célula. Contudo, em estudo realizadoitro, observou-se que adeninas e guaninas sao
frequentemente incorporadas pareando com a Fapy#fejagerando trocas deJA ou

de T—C. A enzima Fpg tem alta especificidade de recanteto deste tipo de leséo.
Todavia, Fpg também retira FapyAdenina, quandosestncontra pareada com timina,
indicando que esta lesdo tem um carater principaknéeletério (WIEDERHELTet

al., 2002). Curiosamente, foi observado um incremeatonutagénese apos irradiacdo
com UV-B com filtro de cerca de 100 vezes na cefa@b, que responde a uma troca
de T—A, 0 mesmo nao ocorre para a irradiagdo com UVigti@d 21).

Souza e colaboradores (2006) atribuiram a endomeldV uma atividade
importante na remocédo de lesbes potencialmentegénitaas induzidas por UV-B
(300-320 nm). Neste caso, Endo IV atuaria via ®epgaor incisdo de nucleotideos
(NIR). Este mecanismo de reparo € independentéudgd@ de uma DNA glicosilase,
alternativamente, em NIR, uma AP endonucleaserfazincisdo adjacente a lesédo, sem
gue haja a retirada da base alterada, gerandorotmét que é reconhecido pela DNA
polimerase (DAVIETet al, 2007). A importancia biolégica desta via de repainda
ndo € bem compreendida, mas acredita-se que mrepaNIR previna a formacao de
sitios AP, que sao extremamente téxicos para dacdhsta via de reparo é acionada
para a corre¢cdo de pirimidinas oxidadas-@eoxinucleosideos. O reparo via NIR é
iniciado por AP endonucleases, &ncoli por Nfo (endo IV) (ZHARKOV, 2008). Em
nosso estudo o mesmo resultado para a sobrevivéakilr ao UV-B com filtro foi
observado (figura 10). Interessantemente, foi elaskr uma elevada toxicidade apos o
tratamento com UV-B sem filtro para a cepa defigiema atividade endonuclease IV
(figura 10). Nesta regido do espectro ocorre umastima” de efeitos conectados com
diferentes comprimentos de onda, favorecendo augémdde diferentes tipos de lesdes,

além de possibilitar o incremento do ndmero dedesformadas. A producdo do
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fotoproduto 6-4 e seu isdbmero, por exemplo, sédelesgjue podem ser favorecidas
durante irradiagdo com esta regido do espectro DPERt al, 2000). Essas lesdes
perturbam a conformacdo do DNA, pois causam umgAdomuito proeminente na
dupla fita (FRIEDBERGet al, 2006). A promocao de lesbes umas muito proxitaas
outras podem gerar uma instabilidade na cadeia &\ roduzindo roturas
espontaneas. A essas lesdes, também conhecidaslesire aglomeradaslstered
lesiongy, é associada uma grande chance de toxicidadeladexd reparo via BER.
Substratos de BER quando muito préximos podem pipduebras duplas devido a
atuacdo das enzimas na correcdo dessas lesdes KAHWAR2008). Muitas DNA
glicosilases e AP endonucleases vem sendo estudadaso intuito de melhor se
conhecer suas participagdes no reparo de lest@s@gldas. Acredita-se que esse tipo
de les&o iniba a atuacdo de outras enzimas apopumeira incisdo, levando ao ndo
processamento da lesdo e consequentemente a uwageelxicidade do produto
gerado (ZHARKOQV, 2008). Estudos bioquimicos predizque células deficientes em
DNA glicosilases especificas para retirada de balesadas por oxidacdo sdo mais
resistentes a radiagdo em relacédo as célulasipriBs nestas enzimas. Isto ocorre, pois
a auséncia de reparo (via producéo de sitos AR)nare formacao de roturas no DNA
devido ao reparo de les6es muito proximas (WALLAGHE)2). No presente trabalho
pode-se observar que cepas duplo mutantes nadppitiwias de BER sdo mais
resistentes do que os simples mutantes, indicandoogndo processamento da leséo
previne contra a toxicidade do tratamento (figu@ae1l1l). Em trabalho recente sugere-
se que o reparo via NIR atuaria na remocédo de desgdomeradas e seria uma
alternativa ao tradicional reparo por BER em quéoranacdo de um sitio AP €

fundamental (DAVIETet al, 2007).
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7.0 Concluséo
A radiagdo UV-B induz a formagao tanto de lesOestal$ quanto de lesdes
oxidativas. As lesdes diretas sdo, provavelmeritagis de pirimidinas ciclobutano
contendo uracil e estas tém grande participacdoutagénese induzida por este agente.
O UV-B sem filtro produz lesdes que séo substrata @ enzima Endo 1V,
possivelmente envolvendo o reparo via NIR, que ipeea formacédo de sitios AP

devido a atuacao do reparo por BER em lesdes aghoiae
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8.0 Consideracoes finais

O perfil de danos induzidos pelo UV-B tem similadés qualitativas com o
induzido pelo UV-C no que diz respeito a alta géoade lesdes diméricas tipo CPD.
Ao serem minimizados pela fotorrestauracéo, targmbaevivéncia incrementa quanto a
mutagénese geral sofre reducgéo.

A forte tendéncia do UV-C em produzir lesdes digasievidencia-se pelo
fendtipo selvagem de cepas deficientes em repatipa®ER.

Um aspecto importantissimo quanto a mutagéneseigapelo UV (C e B) diz
respeito aos dimeros contendo CITOSINAS. As form&s, C-T ou CC, quando
presentes durante a replicacdo do DNA Emcoli, podem gerar trocas do tipo
C.G—A:T quando processadas por polimerases que insArem frente a substratos
nao-codificantes, ou quaisquer outros tipos de agocse processados por
Mutapolimerases, como a DNA polimerase V. Todaaiajutagénese de reversao para
utilizacdo de lactose aponta para trocas de basepmpvavelmente foram originadas
pela ocorréncia de lesées monoméricas em PURINASsiyelmente 8-oxo-Gua e
Fapy-adenina.

O surgimento de URACIL a partir de danos em ci@sioonstitui um capitulo a
parte tanto na mutagénese quanto na inativagadacetevelado neste trabalho. A
mutagénese RifDOBRA quando o genang é inativado, e, surpreendentemente, a
dupla inativagdoung phr causa um significativo incremento na letalidade LAd.
Possivelmente, como ja discutido anteriormente, aoliase colabora com o
reconhecimento de CPD, mas, de forma inédita, eanenlDG aparece como auxiliar

no mapeamento de lesGes contendo uracil.
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Por outro lado e, finalmente, a radiacdo UV-B possaracteristicas
modificadoras das lesdes dimericas inicialmentenéolas. O isbmero Dewar 6-4 é

exclusivamente formado nessa faixa espectral.

Quadro 4: Quadro comparativo geral das respostas de repadddNéd e mutagénese
induzidas pelo UV.

TIPO DE LE§A0 LESOES DIMERICAS LESOES MONOMERICAS
PRODUCAO ALTA QUANTIDADE BAIXA QUANTIDADE
REPARO ENVOLVIDO NER, PHR e UDG BER (FPG, UDG) e NIR
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9.0 Perspectivas

B Estudos de mutagénese e inativacdo em bactériaeei@moto em interacdo de

comprimentos de onda na regiao do UV, em funcaoe®anismos de reparo de

DNA,;

B Analise molecular das les6es em espectrometriaadsans.
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