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RESUMO

Espécies reativas de oxigénio (ERO) s&o produzidas durante o metabolismo
aerobico e sido capazes de reagir com diversas biomoléculas, como lipidios,
proteinas e DNA. Dentre as ERO, o oxigénio singlete ('0,) é conhecido como um
dos principais agentes envolvidos no estresse oxidativo. A exposigao de alguns
pigmentos, como o azul de metileno (MB) & luz é capaz de gerar 'O,, sendo essa a
base da terapia fotodinamica (TFD). Quando em excesso, o 'O, e outras ERO
mostram efeitos tdxicos e carcinogénicos e estao relacionados ao envelhecimento e
a etiologia de varias doencas, incluindo artrite, doencas degenerativas e cancer. A
principal via de reparo de danos oxidativos ao DNA € a via por excisdo de base
(BER). No entanto, estudos recentes tém observado a atuagao de fatores da via de
reparo por excisao de nucleotideo (NER) na correcédo desse tipo de lesdo. Um dos
fatores da via NER é a proteina Xeroderma Pigmentoso do Grupo de
complementagdo A (XPA), que atua em conjunto com outras proteinas na etapa de
localizacdo dos sitios de danos e de recrutamento de outros fatores de reparo.
Ainda, agentes oxidativos como o '0, sdo capazes de induzir a express&o génica.
Nesse contexto, o presente trabalho teve como objetivo principal avaliar a resposta
de células deficientes em XPA ao tratamento com MB fotossensibilizado. Para isso,
foram analisadas a viabilidade celular e a ocorréncia de danos oxidativos em
linhagens proficientes e deficientes em XPA, assim como a expressao dessa enzima
em células proficientes e complementadas. Nossos resultados indicam um aumento
da resisténcia ao tratamento em células complementadas com XPA e um maior nivel
de danos oxidativos em linhagens deficientes nessa enzima. Além disso, o
tratamento foi responsavel pela modulagdo da expressao dessa enzima até 24h
depois. Esses resultados indicam uma evidéncia direta da participacdo de enzimas
do NER no reparo de danos oxidativos e contribui para um melhor entendimento
sobre os efeitos da TFD na indugao da expressao génica.

Palavras-chave: Estresse oxidativo, azul de metileno, oxigénio singlete, reparo
de DNA, XPA.



ABSTRACT

Reactive oxygen species (ROS) are produced by aerobic metabolism and
react with biomolecules, such as lipids, proteins and DNA. In high concentration, they
lead to oxidative stress. Among ROS, singlet oxygen ('O) is one of the main ROS
involved in oxidative stress and is one of the most reactive forms of molecular
oxygen. The exposure of some dyes, such as methylene blue (MB) to light (MB+VL),
is able to generate 'O, and it is the principle involved in photodynamic therapy (PDT).
'0, e other ROS have caused toxic and carcinogenic effects and have been
associated with ageing, neurodegenerative diseases and cancer. Oxidative DNA
damage is mainly repaired by base excision repair (BER) pathway. However, recent
studies have observed the involvement of nucleotide excision repair (NER) factors in
the repair of this type of injury. One of these factors is the Xeroderma Pigmentosum
Complementation Group A (XPA) protein, which acts with other proteins in DNA
damage recognition and in the recruitment of other repair factors. Moreover, oxidative
agents such as '0, can induce gene expression. In this context, this study aimed at
evaluating the response of XPA-deficient cells after treatment with photosensitized
MB. For this purpose, we analyzed the cell viability and occurrence of oxidative DNA
damage in cells lines proficient and deficient in XPA after treatment with MB+VL, and
evaluated the expression of this enzyme in proficient and complemented cells. Our
results indicate an increased resistance to treatment of complemented cells and a
higher level of oxidative damage in the deficient cell lines. Furthermore, the treatment
was able to modulate the XPA expression up to 24 hours later. These results indicate
a direct evidence for the involvement of NER enzymes in the repair of oxidative
damage. Besides, a better understanding of the effects of PDT on the induction of
gene expression could be provided.

Keywords: Oxidative stress. Methylene blue. Singlet oxygen. DNA repair. XPA.
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1. INTRODUGAO E JUSTIFICATIVA

1.1. ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO

O oxigénio é um composto indispensavel para a produgédo de energia, tanto
nos animais como nas plantas. Exceto os organismos que sdo adaptados para viver
sob condi¢gdes anaerdbicas, todos os seres vivos requerem oxigénio para seu
metabolismo. No entanto, embora seja indispensavel a vida, pode também ocasionar
danos aos organismos, reversiveis ou ndo, podendo levar até mesmo a morte
celular.

Devido a sua configuragao eletrbnica, o oxigénio esta sujeito ao ganho de
elétrons, tornando-se, assim, um potente oxidante. O oxigénio molecular (O;) possui
sua reatividade limitada devido a sua cinética. No entanto, durante o processo de
respiragdo, o O, & progressivamente reduzido e essa redugdo incompleta leva a
formacido de moléculas potencialmente oxidantes, conhecidas como espécies
reativas de oxigénio (ERO) (Morel e Barouki, 1999).

As ERO, que incluem espécies de oxigénio reduzidas parcialmente, isto é,
anion superoxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila, s&o geradas
endogenamente como subprodutos da respiracdo e também durante estados
patologicos por neutrofilos ativados (Ramana, Boldogh et al., 1998).

Sob condigdes fisioldgicas normais, uma pequena fragdo do oxigénio
consumido pela mitocdéndria é convertida constantemente em &nions superoxido,
peréxido de hidrogénio, radicais hidroxilas e outras ERO. Apesar das ERO
possuirem um importante papel na regulagcdo de muitas fungdes celulares,
participando da transdugao de sinais e ativando fatores de transcricdo especificos,
como NF-kB e AP-1 (Dalton, Shertzer et al., 1999), a produgao excessiva de ERO
pode causar efeitos deletérios, sendo essencial a atuagdo de mecanismos contra
essas condicdes.

Dentre esses mecanismos estdo os sistemas de defesa antioxidantes das
células, responsaveis pelo controle dos niveis de ERO, seja transformando um
radical livre em outro menos reativo, neutralizando sua agdo ou promovendo o
aumento da geragdo de antioxidantes enddgenos. Diversas enzimas fazem parte

desses sistemas e sao responsaveis pela detoxicagao das ERO, como a catalase,
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envolvida na decomposicdo do perdxido de hidrogénio (H20,) e a superdxido
dismutase (SOD), que participa da eliminagdo de superdxido. Outras enzimas,
incluindo a quinona redutase e a heme oxigenase, podem prevenir a formagao de
radicais derivados do oxigénio. Essas enzimas sdo induzidas como parte da
resposta ao estresse oxidativo (Morel e Barouki, 1999).

Dessa forma, o estresse oxidativo acontece quando a homeostase do estado
redox da célula é alterado. Este desequilibrio pode ocorrer devido a uma
superprodugcdo de ERO ou a uma deficiéncia no sistema antioxidante celular
(Buonocore e Groenendaal, 2007). Assim, o desbalango entre a producado de ERO e
a remocgao pelos sistemas de defesa antioxidante € denominado estresse oxidativo,
que se caracteriza por uma condigdo celular ou fisioldégica, em que a elevada
concentracdo de ERO causa danos moleculares as estruturas celulares, com
consequente alteragao funcional (Droge, 2002), o que pode afetar diversos tecidos e
orgaos, tais como musculo, figado, tecidos adiposo (Barja De Quiroga, 1992),
vascular (Duarte, Appell et al., 1993; Fenster, Weinsier et al., 2002) e cerebral
(Halliwell, 1994; Keynes e Garthwaite, 2004). No entanto, o efeito deletério do
estresse oxidativo varia consideravelmente de um ser vivo para outro, de acordo
com a idade, o estado fisioldgico e a dieta (Niess, Dickhuth et al., 1999). Mais ainda,
pode variar entre tipos celulares e até mesmo entre células de um mesmo tecido,
uma vez que a capacidade antioxidante das células pode ser bastante diversificada
(Berra e Menck, 2006).

A exposicéo prolongada a condi¢des oxidativas leva ao acumulo de danos ao
DNA, possivelmente levando a mutagdes. O estresse oxidativo cronico pode reprimir
a expressao génica pela alteragdo da atividade de fatores de transcricdo ou pela
modificagdo da regido promotora do gene. Além disso, também é possivel que
ocorra a oxidagdo de proteinas reguladoras de RNA (Morel e Barouki, 1999),
responsaveis pela modulagcdo da expressdo génica em resposta a fatores
extracelulares (Lasko, 2003). Alteragdes oxidativas de nucleotideo de RNA (Taddei,
Hayakawa et al., 1997) também podem ser deletérias para a expressdo de
proteinas.

Acredita-se que os niveis basais de alteragcbdes oxidativas no DNA contribuem
para a instabilidade genética das células e estdo envolvidos na carcinogénese

espontanea, no envelhecimento e na patogénese de diversas doengas
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degenerativas relacionadas a idade, incluindo artrite, cancer e doencgas
neurodegenerativas (Harman, 1992; Papaconstantinou, 1994; Beckman e Ames,
1999).

A maioria das ERO produzidas endogenamente é derivada da cadeia de
transporte de elétrons. Estima-se que 1-5% do oxigénio consumido pelas células
sejam capazes de formarem ERO (Chance, Sies et al., 1979). Somada a produgéao
endégena, ERO podem ser produzidas por fatores exdégenos, como radiagao
ionizante, dieta e xenobidticos (Davies, 1987; Kolachana, Subrahmanyam et al.,
1993). Também estdo associados a produgédo de ERO, habitos de vida inadequados,
como o consumo de alcool, o fumo e uma dieta inapropriada. Estados psicologicos
que provocam estresse emocional também contribuem para a produ¢do de ERO
(Elsayed, 2001). Além disso, o envelhecimento (Droge, 2002) e o exercicio fisico
realizado de forma extrema (Elsayed, 2001) também estdo associados ao estresse
oxidativo.

Apesar de sua relevancia patofisioldgica, ha pouca informagdo sobre as
fontes enddgenas de ERO responsaveis pelos danos oxidativos ao DNA (Hoffmann,
Spitkovsky et al., 2004). Provaveis candidatos sdo enzimas que metabolizam o
oxigénio nas proximidades do DNA nuclear, por exemplo, lipoxigenases, NAD(P)H
oxidases, xantina oxidases e citocromos, que estdo localizados na membrana do
nucleo (Peskin, Konstantinov et al., 1987), embora ndo se tenham, ainda, estudos
conclusivos.

A acdo de ERO sobre as bases do DNA causam danos tanto no DNA
gendmico como no mitocondrial (Beckman e Ames, 1999; Stief, 2003), tendo sido,

portanto, objeto de estudo de muitas pesquisas.
1.2. OXIGENIO SINGLETE

As principais espécies reativas de oxigénio sao o peroxido de hidrogénio
(H202), anion superdéxido, radical hidroxila e o oxigénio singlete (Snyder, Skovsen et
al., 2005), sendo este a forma mais reativa do oxigénio molecular (Kim, 2002).

Dentre as ERO, o oxigénio singlete ('O,) tem se destacado como um
importante oxidante biolégico por apresentar propriedades unicas e reatividade

extremamente alta com componentes bioldgicos, tais como proteinas, lipidios e
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DNA. Modificagbes nessas estruturas podem ser deletérias a célula por gerarem
uma perda na funcdo de membranas e proteinas, bloquear a replicagdo do material
genético ou, ainda, causar mutagdes. A oxidagao por '0, de alvos biolégicos como
proteinas, lipidios e acidos nucléicos pode levar a morte celular, embora durante
uma resposta inflamatéria essa toxicidade seja benéfica ao organismo por defendé-
lo contra microorganismos (Grune, Klotz et al., 2001).

O '0, possui caracteristicas exclusivas por ser a Unica espécie reativa de
oxigénio nao-radical, que esta em estado eletronicamente excitado, sendo altamente
eletrofilica. Assim, o 'O, induz um processo de oxidagdo caracteristico, atacando
diretamente componentes orgénicos em suas zonas ricas em elétrons sem o
envolvimento de radicais livres (Oh, Jang et al., 2006).

Sabe-se que o '0, pode ser gerado nas células sob condigdes de estresse
oxidativo (Sies, 1986), pela decomposigao de peroxidos lipidicos ou pela dismutagéo
esponténea do superoxido (Foote, 1971; Krinsky, 1974). Algumas evidéncias tém
sido apresentadas para a formacao de 0, por diversas enzimas como peroxidases
(e.g. myeloperoxidase (Kanofsky, 1984), lactoperoxidase (Kanofsky, 1983),
horseradish peroxidase (Kanofsky, 1988), cloroperoxidase (Kanofsky, 1984) e
lipoxigenases (Kanofsky e Axelrod, 1986). Acredita-se que alguns tipos celulares,
como eosindfilos, macréfagos e neutrdfilos (Steinbeck, Khan et al., 1993; Teixeira,
Cunha et al,, 1999), quando estimulados sdo capazes de gerar este oxidante
durante a resposta inflamatoria (Teixeira, Cunha et al., 1999), possivelmente como
resultado da presenca das enzimas citadas acima. O 'O, também é produzido em
reacdes envolvendo ozbénio e durante a reagcdo de H,O, com acido hipocloroso
(Foote e Wexler, 1964) ou peroxinitrito (Di Mascio, Bechara et al., 1994).

As células conttm uma variedade de moléculas que podem servir como
substrato para a oxidacdo por '0O,. Os aminoacidos metionina, histidina, cisteina,
tirosina e triptofano reagem comumente com o 'O, em taxas constantes (Davies,
2004). Estas taxas e a alta concentragao de proteinas nas células sugerem que essa
€ a principal classe de biomoléculas capaz de reagir com '0, em todos os
compartimentos celulares (Figura 1). Apesar de menos abundantes que proteinas,
0s acidos graxos insaturados também constituem um significante substrato para o
'0, formado proximo as membranas. Acidos nucléicos também sdo oxidados por

'0,, sendo a guanina a base mais reativa (Ravanat, Sauvaigo et al., 2004), uma vez
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que esta possui um baixo potencial redox (Neeley e Essigmann, 2006). Desse
modo, modificagées oxidativas na guanina sdo os principais danos gerados por
aparentemente todos os tipos de espécies reativas de oxigénio.

A oxidacao dessa base pelo '0, tem atraido interesse e vem sendo foco de
diversas pesquisas devido a sua importancia na etiologia do cancer e na sua cura,
através da terapia fotodindmica (TFD) (Ravanat e Cadet, 1995; Ahmad e Mukhtar,
2000). Mesmo o 0, gerado no citoplasma, quando nao interceptado por algum
sequestrador bioldgico (Dahl, Midden et al., 1988), parece ser capaz de reagir com o
DNA nuclear. Em todo caso, a oxidacdo de todas as biomoléculas pode levar a
diferentes respostas biologicas.

2 G3H

kv GSSG

’FS FS

O Proteina de

sinalizagdo % Proteina de

Lipidio \ sinalizagéo
insaturado \ oxidada

Lipidio
oxidado Eventos
lownstream

Resposta Celular

Figura 1. O '0, gerado pela ativagdo de um fotossensibilizador (FS) na presenga de oxigénio
pode oxidar uma proteina sinalizadora diretamente (1), oxidar lipidios insaturados, gerando
produtos que interagem com a proteina (2) ou alterar o equilibrio redox da célula pela oxidagao
da glutationa (3) [Adaptada de Kochevar, 2004].

O 'O, é capaz de induzir efeitos genotéxicos, mutagénicos e
carcinogénicos (Epe, 1991; Sies e Menck, 1992). A oxidagdo de componentes
bioldgicos induzida por esta espécie reativa estd associada a varias patologias,
como catarata, envelhecimento da pele e cancer (Davies e Goldberg, 1987; Meucci,

Mordente et al., 1991). Em contraste com ERO, como perdxidos, superoxido e H;Oo,



que sao removidos pela glutationa peroxidase, SOD e catalase, respectivamente,
para o 'O, ndo sdo conhecidos sistemas especificos de eliminacdo deste agente, o
que tem sido atribuido ao seu baixo tempo de vida, ndo se caracterizando como
pressdo seletiva para evolugdo de sistemas de defesa especificos (Redmond e
Kochevar, 2006). Além disso, antioxidantes quimicos que interceptem o '0, devem
estar em concentragéo elevada ou préximos ao seu sitio de geragéao para que sejam
efetivos, devido ao seu curto tempo de vida no estado excitado (Frank e Cogdell,
1996; Sharma, Panico et al., 1997).

Recentemente, foi sugerido o envolvimento da isocitrato desidrogenase
NADP(+)-dependente (IDPc) na resposta de protegcdo aos danos causados por
oxigénio singlete, provavelmente por sua atuagdo como enzima antioxidante (Kim ,
Lee et al., 2007), embora seja também um provavel alvo de oxidagcédo do '0,, 0 que

provoca sua inativacao (Kim , Tak et al., 2004).
1.2.1. Formacgao do Oxigénio Singlete

O oxigénio molecular em seu estado fundamental triplete (°*=g’) apresenta seu
nivel eletrdbnico de energia mais alta constituido por dois orbitais degenerados n*
ocupados por dois elétrons. Cada elétron se encontra em um orbital com spins
paralelos, constituindo um biradical, denotado por %0, (Martinez, Medeiros et al.,
2000). Esta caracteristica conferiria ao oxigénio uma alta reatividade, entretanto sua
reducao direta por dois elétrons com spins antiparalelos ndo € permitida pela regra
de conservagao de spin, tornando-o relativamente inerte. O oxigénio no estado
excitado pode apresentar-se sob duas formas: 1Ag e 1zg+, a primeira com energia de
22 kcal/mol acima do estado fundamental e vida-média alta (2-4 us em H,0), e a
segunda com energia de 37,5 kcal/mol acima do estado fundamental e vida-média
muito menor, decaindo rapidamente para o estado 1Ag (Martinez, Medeiros et al.,
2000) (Figura 2).
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Figura 2 — Distribuigdo eletronica nos orbitais moleculares (1*) do oxigénio no estado singlete
(‘A 'Z4") € no estado fundamental triplete (*£g’) (Martinez; Medeiros; Di Mascio, 2000).

Portanto, o 'O, (1Ag) € o estado eletrénico de menor excitagdo do oxigénio
molecular (Snyder, Skovsen et al., 2005), resultado da elevagao de um elétron para
um orbital de maior energia (Kim, 2002). E produzido por células sob condicdes
normais ou patofisioldégicas (Kanofsky, 1989), atuando como um sinalizador e um
mecanismo de defesa contra multiplos patégenos — incluindo microorganismos,
virus, células tumorais e trombos, resultando na ativacdo da resposta inflamatoria
(Snyder, Skovsen et al., 2005). Entretanto, em concentragao excessiva, assim como
outras ERO, apresenta agéo carcinogénica e toxica sobre alguns tecidos.

Apesar do grande numero de reagbdes nao-fotoquimicas gerarem '0,, como
as ja citadas, a fonte mais comum em sistemas biolégicos € provavelmente a
exposi¢cao a UV ou luz visivel na presenca de um fotossensibilizador apropriado
(Davies, 2004), sendo, portanto, um importante agente citotoxico envolvido na morte
celular fotoinduzida na presenga de O, (Snyder, Skovsen et al., 2005).

Como visto por Tyrrel e Pidoux, a geragéo de '0, possui um importante papel
na inativacao de células humanas em cultura por UVA e radiagcbes préximas a luz
visivel . Ainda, conforme revisado por Wei et al (1997), tanto UVC como UVB séao

capazes de gerar '0,a partir da irradiagao direta de dG .



1.3. AZUL DE METILENO

@) azul de metileno (MB), nome quimico “3,7-
bis(dimethylamino)phenothiazine-5-ium chloride” (Figura 3), € um corante catidénico
pertencente a classe das tiazinas. Foi sintetizado primeiramente em 1876 e tem sido
amplamente utilizado como um corante biolégico. Entretanto, o MB possui ainda
efeitos fisioldgicos interessantes e complexos atribuidos a sua propriedade redox,
que favorece a formacao de produtos intermediarios de oxidacdo. As propriedades
fotoquimicas do MB tém sido estudadas em sistemas quimicos, sendo seus
principios a base para o entendimento da acdo do MB na maioria dos sistemas

bioldgicos.

J_,N
CHj CHj
Azul de Metileno

Figura 3 — Formula estrutural do Azul de Metileno.

Na presengca de oxigénio, a combinacdo da Iluz visivel com um
fotossensibilizador provoca a geragao de '0, e outras ERO, como anions superdxido
e radicais hidroxila (Sobolev, Jans et al., 2000). Corantes como o rosa bengala, a
eosina e o MB séo fotossensibilizadores efetivos por possuirem estado triplete com
energia suficiente para a sensibilizagdo do oxigénio (Derosa e Crutchley, 2002).

A Figura 4 mostra as reagdes envolvidas durante a fotoativagcdo do MB. A luz
provoca a alteracdo da molécula do MB em seu estado fundamental para um estado
singlete excitado (1MB), que pode voltar para seu estado fundamental ou passar
para um estado triplete excitado (3MB). O estado triplete pode decair lentamente
para seu estado fundamental ou participar de reacdes do tipo | ou Il. Reagdes do
tipo Il ocorrem na presenca de oxigénio. A reagao mais rapida do tipo Il € a formagéao
de '0,, na presenca de oxigénio, e o retorno do MB ao seu estado fundamental. O

estado triplete do MB também pode reagir com o oxigénio para formar superoéxido,



entretanto, sua formagdo acontece em uma taxa muito mais baixa que a formagao
do '0,. O estado triplete do MB também é capaz de reagir com um substrato ou
solvente para permitir a transferéncia de um atomo de H ou elétron, caracterizando a

reacao do tipo | (Floyd, Schneider et al., 2004).

Fotoquimica Basica do Azul de Metileno

=10Msee! . 10, + MB

: ; Q. i Tipo Il

MB =1’ o 3MB 2__, O + MB

.| 1M Tga .

hex | | ~10%ec”
v
M < 1010tec » Transferenclade Houe TIpO |
{substrato ou solvente)
ME - estado fundamental *0? - oxiginie singlete

'MB - estado singlete excitado O] - superéuido
*ME - eatado triplete excitado

Figura 4 — Fotoativagao do Azul de Metileno (figura adaptada de Floyd et al., 2004).

Sabe-se que o MB possui a propriedade de se ligar fortemente ao DNA,
especificamente em regides ricas em G-C. Também ja foi descrito que o MB, na
presencga da luz, provoca a quebra de fitas de acidos nucléicos (Cadet, Berger et al.,
1986; Ohuigin, Mcconnell et al., 1987; Muller, Boiteux et al., 1990) e que o0 'O, & um
importante intermediario desse processo, reagindo preferencialmente com a guanina
e produzindo diferentes produtos de oxidagao (Cadet, Decarroz et al., 1983). Gutter
e colaboradores mostraram que o MB induz a foto-oxidag&o de residuos de guanina
no DNA de células KB humanas (Gutter, Nishioka et al., 1976).

O '0, e o radical hidroxila, as espécies mais reativas geradas
fotodinamicamente, possuem tempos de vida extremamente curtos no ambiente
intracelular, e sua area de influéncia é bastante pequena, nido mais do que 20 nm do
sitio de geragao (Sobolev, Jans et al., 2000). Entretanto, o tempo de vida do 'O, e de
outras ERO nao se refere a sua completa auséncia, mas indica o tempo em que sua
concentragao diminui para 37% da concentragao original. Isso significa que apods trés
tempos de vida, 5% do 'O, ainda permanecem se difundindo na célula. E possivel

que mesmo um nivel reduzido de 'O, ao oxidar um alvo apropriado seja capaz de
9



iniciar uma resposta (Redmond e Kochevar, 2006). Desse modo, a localizagao
intracelular do fotossensibilizador determina a area de sua acdo e os alvos
moleculares de oxidag&o (Oleinick e Evans, 1998; Niedre, Patterson et al., 2002).
Conseqlientemente, o 'O, pode reagir somente diretamente com moléculas que
estejam proximas a localizagao do fotossensibilizador (Kochevar, 2004).

A localizagao exata do MB em cultura celular ainda ndo esta clara, sendo alvo
de controvérsias na literatura. Por exemplo, o lisossomo é um sitio de localizagéo e
agao do MB. Santus e colaboradores (1983) mostraram que o MB é capaz de liberar
enzimas lisossomais em fibroblastos humanos durante sua iluminagdo com luz
visivel (Santus, Kohen et al.,, 1983). Também foi observada sua localizacdo na
mitocdndria (Rashid e Horobin, 1990). Alguns autores, entretanto, sugerem que o
MB estaria localizado no lisossomo e que haveria migragdo para o nucleo sob
iluminagao (Ruck, Kollner et al., 1992). Outros autores demonstraram que o nucleo
seria sua principal localizagao (Yu, Chang et al., 1993). A provavel razao para essa
discrepancia pode estar no fato do microambiente afetar as propriedades do MB
(eficiéncia de emissdo) e impedir a determinacdo exata de sua localizagdo por
microscopia de fluorescéncia (Tardivo, Giglio et al., 2005).

A fotoquimica de fenotiazinas no nucleo tem sido investigada por varios
grupos, principalmente na area de interagdes acidos nucléicos-MB (Tuite e Kelly,
1993). A produgéo fotoquimica artificial de 'O, e outras ERO é utilizada para destruir
células e tecidos tumorais, através de um processo denominado terapia fotodinamica
(Ryter e Tyrrell, 1998). Quando iluminado, o MB intercalado provoca a formacéao de
residuos de guanina oxidados por intermédio do oxigénio singlete, principalmente a
7,8-dihidro-8-oxoguanina (8-oxoG), (Wainwright, Phoenix et al., 1997). O azul de
metileno na presencga da luz ja mostrou causar danos oxidativos a guanina, levando
a quebras de fita simples do DNA e sitios alcali-labeis em uma linhagem celular de
leucemia mieléide humana, K562 (Mcnair, Marples et al., 1997).

A interacdo do 'O, com o DNA é capaz de provocar modificagdes que podem
ser reconhecidas por proteinas especificas, tanto para o reparo do DNA como para
regulacdo de processos de sinalizagdo dependentes desses danos (Grune, Klotz et
al., 2001). A 8-oxoG é o principal dano induzido por espécies reativas de oxigénio
causado a bases do DNA e é frequentemente utilizado como um indicador de

estresse oxidativo na célula (Melvin, Cunniffee et al., 1998).
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1.4. DANOS OXIDATIVOS NO DNA

Os pares de bases de DNA, A:T e G:C, sao cruciais para a preservacao da
informacgéo contida no genoma. No entanto, as propriedades estruturais das bases
do DNA e, consequentemente, as propriedades desse emparelhamento podem ser
modificadas por reagdes envolvendo agentes ambientais, como radiagao UV, e por
produtos ou subprodutos metabdlicos endogenos, como as ERO (David, O'shea et
al., 2007), comprometendo a integridade funcional do genoma. Estima-se que as
células de mamiferos estejam sujeitas a pelo menos 10.000 lesdes diferentes a cada
dia, o que pode, entretanto, estar subestimado (Ataian e Krebs, 2006). Apesar de
varios agentes danosos ao DNA estarem presentes no meio ambiente, a maioria dos
danos é de origem enddgena e deve-se principalmente a: (i) oxidagado do DNA por
ERO geradas normalmente pelo metabolismo das células; (i) desaminagao
espontanea de bases do DNA, e (iii) metilagdo de bases por S-adenosilmetionina
(Fortini, Pascucci et al., 2003). Lesbes oxidativas constituem o principal dano
enddégeno que ocorre no genoma de todos os organismos aerobicos (Mitra, 1zumi et
al., 2007).

Os antioxidantes ndo sdo capazes de proteger completamente o DNA contra
0 estresse oxidativo e varias lesbes como modificagdes de base, degradacdo de
produtos da desoxirribose e quebras de fitas simples podem ocorrer (Grishko,
Rachek et al., 2005). ERO geradas endogenamente pelo metabolismo celular
aerobico sdo capazes de gerar mais de 50 produtos de oxidagao tanto em bases
puricas como pirimidinicas, produzindo lesées no DNA por meio do ataque a atomos
de C, C12 e C42, na desoxirribose. Algumas dessas lesdes sdo tdxicas, enquanto
outras sao extremamente mutagénicas, quando nao submetidas ao reparo.

Estudos genéticos mostram uma relagdo direta entre defeitos no reparo de
bases danificadas e doengas humanas. Os efeitos de ERO sao ainda mais danosos
aos tecidos poés-mitdticos, uma vez que as células danificadas ndo podem ser
substituidas. De fato, modificagcdes oxidativas em bases do DNA nuclear e,
particularmente, no mitocondrial, sdo consideradas chave na perda neuronal
associada ao envelhecimento e neurodegeneracao (Weissman, De Souza-Pinto et

al., 2007). Diversas evidéncias sugerem que danos oxidativos no DNA de células
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neuronais podem contribuir para a etiologia de doengas neurodegenerativas, como
Alzheimer, Parkinson e esclerose amiotropica lateral (Vasko, Guo et al., 2005).

A oxidacdo da guanina ocorre mais facilmente devido ao seu baixo potencial
de oxidagao, que varia de acordo com a sequéncia no DNA (Neeley e Essigmann,
2006). Padrées de mutacdo distintos foram observados em estudo envolvendo
guaninas em trés posi¢cées, com maior ocorréncia de mutacbes em duas delas
sugerindo que o contexto da sequéncia interfira na geragdo de danos e mutagénese
induzida por ERO (Agnez-Lima, Napolitano et al., 2001).

Calcula-se que em uma célula humana, aproximadamente 1.000 residuos de
8-oxoG/genoma por dia sejam geradas (Kunkel, 1999). A presenca de 8-oxoG é
particularmente deletéria porque ao adotar a conformacgéo syn € capaz de mimetizar
a timina (T), emparelhando-se com a adenina (A) (Figura 5) e permitindo que a
replicagcdo ocorra mesmo sem o reparo ter sido processado (David, O'shea et al.,
2007). A 8-oxoG tem, portanto, potencial mutagénico, uma vez que permite
transversdes G:C - T:A durante a replicagao (Peterson e Cote, 2004).

Numerosos estudos revelaram a ocorréncia de mutacdées G:C->A:T,
G:C>T:A e G:C>C:G apds a replicacao in vitro de DNA de células expostas a
oxidantes. No entanto, a 8-oxoG ndo induz mutagées G:C—->C:G, o que sugere a
presencga de outras lesdes derivadas da guanina responsaveis por esta mutagdo. De
fato, diversos produtos resultantes da oxidagdo da guanina tém sido relatados

(Figuras 5 e 6) (Neeley e Essigmann, 2006).
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sua oxidagao (b) (Fonte: David et al, 2007).
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Figura 6 — Produtos da oxidagao da guanina (Figura adaptada de Neeley e Essigmann,

2006).



Além disso, a 8-0xoG possui um potencial de oxidacdo ainda menor que o
da guanina (Neeley e Essigmann, 2006). Dessa forma, esta sujeita a oxidagc&o por
'0,, podendo gerar diferentes produtos, entre eles, a 2-aminoimidazolona (Iz),
oxazolona (Oz), produtos da hidantoina (Hiraku, Ito et al, 2007), como
espiroiminodihidantoina (Sp) (Neeley e Essigmann, 2006) e acido oxalurico (Duarte,
Gasparutto et al., 2001). Nesse contexto, diversas evidéncias indicam que o 'O,
reage eficientemente com a 8-oxoG, apresentando taxa de reagao duas vezes maior
que a reagao com a guanina (Neeley e Essigmann, 2006). Os produtos dessa

reacao estdo apresentados na Figura 7.
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Figura 7 — Produtos gerados pela oxidagdo da 8-oxoG por oxigénio singlete. [Fonte: (Cadet,
Ravanat et al., 2006)]

1.5. REPARO POR EXCISAO DE BASE

Para proteger a integridade gendmica, as células possuem mecanismos
capazes de promover o reparo de danos gerados ao DNA, como o reparo por
excisao de base (BER), o reparo por excisdo de nucleotideos (NER) e o reparo de

bases mal-emparelhadas (mismatch repair). A principal via de reparo de lesbes
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provocadas por agentes oxidantes ao DNA é o BER, capaz de promover a excisédo e
a substituicdo de nucleotideos danificados no DNA. Dessa forma, o BER protege a
célula contra efeitos deletérios de agentes enddgenos ou exégenos, como danos
causados ao DNA por agentes metilantes e oxidantes ou por sitios abasicos
(apurinico/apirimidinico) gerados espontaneamente. Foi estimada, in vivo, a geragao
de 2.000-8.000 sitios abasicos por célula por dia, dependendo do tipo de tecido
(Nakamura e Swenberg, 1999).

O BER pode ser subdivido em cinco etapas: (i) remogao de base por uma
DNA (glicosilase especifica; (ii) incisdo do sitio abasico resultante por uma AP-
endonuclease; (iii) processamento do terminal bloqueado; (iv) preenchimento do sitio
abasico e (v) restauracao da fita de DNA (Wilson e Bohr, 2007).

O primeiro passo € caracterizado pela acdo de uma DNA glicosilase, que
apos o reconhecimento da base modificada, cliva a ligagdo N-glicosidica, gerando
um sitio apurinico/apirimidinico (sitio AP). Essa lesdo, também pode ser gerada
espontaneamente ou por radiagdo e agentes quimicos, e € substrato para uma AP-
endonuclease ou uma AP-liase, que provoca a quebra de fita simples. Apds a
clivagem da ligagdo fosfodiéster, o BER pode seguir por dois caminhos: o curto e o
longo, que diferem pelo tamanho da lacuna preenchida e pelas enzimas envolvidas
[revisado em (Sung e Demple, 2006)].

A APE1/Ref-1, principal AP-endonuclease de mamiferos, possui um
importante papel no BER e participa de ambos os caminhos da via. APE1/Ref-1
promove a incisdo na regidao 5 do esqueleto agucar-fosfato do sitio AP, por um
mecanismo estimulado por M92+ (Barzilay, Walker et al., 1995), deixando um
grupamento 3’-OH e um grupo 5’-fosfato-desoxirribose (dRP) proximo ao espago do
nucleotideo.

Apos essa incisdo no DNA, os proximos passos da via curta, adicgdo de um
nucleotideo na lacuna gerada e remog¢ao do grupamento 5-dRP, s&o catalisados
pela DNA polimerase 3 (pol B) (Matsumoto e Kim, 1995; Singhal, Prasad et al., 1995;
Sobol, Horton et al., 1996). A via curta € caracterizada pela re-sintese de um unico
nucleotideo no sitio abasico pela DNA polimerase (3 (pol B). A atividade liase da pol
B € sensivel a algumas modificagbes quimicas do grupo dRP. Assim, tais
modificagdes regulam os passos dessa via. Por exemplo, muitos agucares oxidados

ou reduzidos sao resistentes a remocado pela dRP liase e o reparo desses
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intermediarios bloqueados pode seguir pela via longa do BER, a qual envolve a re-
sintese de um oligonucleotideo de 2 a 7 nucleotideos de comprimento. A sintese de
DNA na via longa é realizada pela pol B, pol &/e, ou outras polimerases, e requer
varios fatores de replicagdo de DNA, incluindo a “flap endonuclease” (FEN1) e o
antigeno nuclear de proliferagado celular (PCNA) (Matsumoto, Kim et al., 1994;
Klungland e Lindahl, 1997). O produto final do DNA reparado é selado pela DNA
ligase | ou pelo complexo XRCC1/DNA ligase Il (Prasad, Singhal et al., 1996;
Cappelli, Taylo et al., 1997). A Figura 8 mostra as etapas das duas vias do BER.

Via curta do BER Via longa do BER
Glicosilase Multifuncional Glicosilase Bifuncional
U EE— .d-FI“
Excisfo da b . .
l Excishio da base, UNG, AAG l it el l Incislio do siic AP,
ya OGG1, NTH1 neE
—_— — dfp”
S — PRI S
Incisfio do shtio AP, APE1 l Excisiio 3'-UA, APE1 1 Sintese par
i deslocamento
arp dRp da fita, DNA
e — M polimerase
Preenchiments da lacuna e Preanchimanto da i
l excislio de 5'-dRp, POLR lacuna, POLR Emlnm; 2:’ E -dRp,

Fita selada, DNA ligase
l Fita selada, DMNA ligase

Figura 8. As vias de reparo por excisao de base de mamiferos. A via curta (incorporagao de um
nucleotideo Unico) e a via longa (sintese de reparo que envolve tipicamente 2-7 nucleotideos)
do BER sao mostradas. A primeira pode prosseguir a partir da agao de uma DNA glicosilase
monofuncional ou bifuncional. Independentemente disso, APE1 e, presumivelmente, POL,
sdo necessarias para completar o processo. Na via longa, a POL ou a DNA polimerase PCNA-
dependente deslocam a fita contendo o dano, enquanto a FEN1 promove a excisao do DNA
intermediario na terminacao 5. Em seguida, a DNA ligase sela o produto da sintese de reparo.
Figura adaptada de (Wilson, Sofinowski et al., 2003).

1.6.REPARO POR EXCISAO DE NUCLEOTIDEO

O reparo por excisdao de nucleotideos (NER) é talvez a via de reparo mais
flexivel, considerando a diversidade de lesdes sob as quais atua. As caracteristicas
comuns entre as lesdes reconhecidas pela via NER s&o aquelas capazes de causar
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tanto a distorcdo da dupla hélice como a modificagdo quimica do DNA (Hess,
Schwitter et al., 1997). Dentre essas lesdes, os dimeros de pirimidina (dimeros de
pirimidina ciclobutano e os fotoprodutos-6,4) sdo as lesbes mais significativas
causadas por UV. O NER foi caracterizado, em nivel bioquimico, em detalhes
consideraveis [revisado em (Hutsell e Sancar, 2005)]. Seis fatores de reparo, XPA,
RPA, XPC, TFIIH, XPG e XPF-ERCC1, sdo necessarios e suficientes para remover
os danos do DNA. Um modelo atual para o NER estabelece XPA, RPA e XPC na
primeira etapa de localizagdo dos sitios de danos e de recrutamento do fator de
reparo e de transcricdo TFIIH, que contém seis polipeptideos incluindo helicases
XPB e XPD que desnaturam o DNA no local do dano e as subunidades XPG e XPF-
ERCC1, responsaveis pelas duas incisbes nas extremidades 3' e 5,
respectivamente. O fator de replicagdo C (RFC), PCNA e DNA polimerases & e ¢
preenchem a lacuna, e na etapa final, a DNA ligase | completa o reparo (Figura 9).

O NER distingue-se em duas formas: NER gendmico global (GG-NER), que
corrige danos em todo o genoma, e o NER acoplado a transcricdo (TC-NER),
responsavel pelo reparo de lesdes em fitas transcritas de genes ativos. Essas duas
vias sdo fundamentalmente idénticas, exceto pelos mecanismos de reconhecimento
de dano. No GG-NER, o complexo protéico que envolve XPC e HHR23B é
responsavel pela detecgao do dano. Ja o reconhecimento do dano pelo TC-NER néo
requer XPC, mas acredita-se que ocorra quando a maquinaria de transcricdo sofre
parada no sitio de dano. A parada do complexo da RNA polimerase deve ser
revertida de forma a permitir que as proteinas do NER tenham acesso ao dano no
DNA. A remocao do complexo ocorre pela acdo das proteinas CSA e CSB, assim
como outros fatores especificos do TC-NER. Os passos subsequentes do GG- e TC-

NER procedem de forma comum as vias [revisado em (Hutsell e Sancar, 2005)].

18



Reparo do Genoma Global Reparo acopladoatranscricao

HHR238 CsB
\E .
l CSAw ZS8csa Reconhecimento

d = da leséo
TFIH —Q_____,;/—

3

XPB XP
Verificagéo da
AP les&o e marcagéo
ES XPA
ERCC1 XPG

e |

L —————3
NAl ONA g
' Sintese de DNA e
Ligagéao

Figura 9 - Modelo para o reparo por excisdo de nucleotideo. XPA participa da via comum entre
as duas subvias do NER (GG-NER e TC-NER) na etapa de verificagdo do dano e recrutamento
de outros fatores de reparo. Nucleases especificas sdo responsaveis pela dupla-incisdao nas
regioes 5’ e 3’. A excisao e polimerizagao subseqiiente liberam o oligonucleotideo que contém
a lesao. Figura adaptada de (Cleaver e Mitchell, 2003).

Apesar de o NER ser conhecido geralmente como um sistema de reparo para
grandes grupamentos (bulky adducts), tem sido visto que ele atua em outras lesdes,
como bases alteradas por estresse oxidativo que sdo normalmente processadas
pelo BER (Huang, Hsu et al., 1994; Branum, Reardon et al., 2001). Devido a essa

propriedade, o NER possui um papel de backup para a via BER na remog¢ao desses
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danos. O NER é capaz de remover diversas lesdes induzidas por ERO, como timina
glicol, ciclodeoxiadenosina e 8-oxoG (Reardon, Bessho et al., 1997; Kuraoka,
Bender et al., 2000). Diversos estudos tém demonstrado o envolvimento de
proteinas do NER na remocéo de 8-oxoG (Slupphaug, Kavli et al., 2003; Tuo, Jaruga
et al., 2003; D'errico, Parlanti et al., 2006), a principal lesdo mutagénica oxidativa,
sugerindo o NER como uma via alternativa no reparo desse tipo de lesdo durante o
estresse oxidativo. No entanto, embora tenha sido demonstrado que o NER é capaz
de promover a excisao de 8-oxoG, timina glicol, e talvez outras lesbes de base de
DNA geradas por estresse oxidativo de forma tdo eficiente como os dimeros de
timina ciclobutano (Reardon, Bessho et al., 1997), a 8-oxoG e outras lesdes
oxidativas sdo reparadas de forma muito eficiente por OGG1 e outras glicosilases
(Fromme e Verdine, 2004). Conforme revisado por Van Loon e colaboradores
(2010), diversas enzimas tém sido associadas ao reparo de 8-oxoG, como NEIL1,
NEIL2, MSH2, além de proteina envolvidas no NER, como CSA, CSB e XPC (Van
Loon, Markkanen et al., 2010) (Tabela I). Foi visto que as NEILs, diferente de OGG1
e NTH1, também s&o funcionais no reconhecimento e remocdo de produtos
resultantes da oxidagao subsequente de 8-oxoG, como Sp e Gu (Hazra, Muller et al.,
2001; Hailer, Slade et al., 2005). Também ha evidéncias de que fibroblastos de
camundongo embrionario e células-tronco embrionarias deficientes em msh2
possuem altos niveis basais de 8-oxoG no DNA (Deweese, Shipman et al., 1998;
Colussi, Parlanti et al., 2002; Xie, Yang et al., 2004). Associado a isso, camundongos
deficientes nessa enzima apresentaram niveis elevados de 8-oxoG em alguns
orgaos especificos, o que sugere que a protecdo contra danos ao DNA é mediada
por diferentes mecanismos de reparo (Russo, De Luca et al., 2007).

Além disso, foi demonstrado que apesar de OGG1 ser essencial no reparo de
8-oxoG em regides da fita ndo transcrita, ela ndo é requerida em regides da fita
transcrita, o que indica a existéncia de uma via independente de OGG1 no TCR in
vivo (Le Page, Klungland et al., 2000). Nesse contexto, ja foi reportado que essa
lesdo localizada na fita transcrita € reparada em um processo dependente da
presenca de fatores do NER, como o CSB, XPG e TFIIH, além de produtos dos
genes BRCA1 e BRCAZ2 [revisado em (Gallego e Sarasin, 2003)
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Tabela 1 — Proteinas envolvidas no reparo de 8-0xoG.

Proteina Funcgao
DNA glicosilase, Ap liase, remove 8-oxoG pareada
0GG1 N . T
frente a C e formamidopirimidinas
MUTYH DNA glicosilase, remove A pareada frente a 8-oxoG
DNA glicosilase, AP liase, remove 8-0xoG pareada
NEIL1 N
frentea C
DNA glicosilase, AP liase, remove 8-0xoG presente em
NEIL2
estruturas de bolhas
APE1 AP-endonuclease, 3’-fosfodiesterase
PNK 3’-fosfatase

DNA polimerase B
DNA polimerase A
DNA polimerase § e ¢
PCNA

RF-A

DNA ligase IlI/XRCC1
FEN1

DNA ligase |

hMTH1

hMSH2

hMLH1

CSB

CSA

XPC

DNA polimerase, dRP liase

DNA polimerase, dRP liase

DNA polimerase, 3’->5’ exonuclease
Proteina auxiliar de DNA polimerases
Proteina auxiliar de DNA polimerases
DNA ligase

Flap endonuclease, 5’23’ exonuclease
DNA ligase

8-0x0G-dGTPase

Reconhecimento de mal-emparelhamento
Reparo de bases mal-pareadas

Reparo de 8-0xoG do genoma

Reparo de 8-0xoG do genoma

Reparo de 8-0xoG do genoma

[Tabela adaptada de (Van Loon, 2010)].

No entanto, a contribuicdo do NER na remoc¢ao dos danos oxidativos a bases

dos nucleotideos ainda precisa ser melhor determinada.

1.7.Fator de reparo Xeroderma Pigmentoso — grupo de complementagao A
(XPA)

Avancos consideraveis sobre o processo do NER humano foi adquirido
através do estudo de duas raras desordens autossdmicas recessivas - Xeroderma

Pigmentoso (XP) e Sindrome de Cockayne (CS). Individuos afetados com qualquer
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uma destas doencas mostram hipersensibilidade severa a UV devido a deficiéncia
nesse mecanismo de reparo. Ambas as doengas sao geneticamente heterogéneas;
XP é causada por mutagdes em um dos sete genes (XPA a XPG), além de um tipo
denominado XPV (Xeroderma Pigmentoso Variante), a qual apresenta reparo de
DNA normal, mas apresenta deficiéncia na sintese de DNA quando este é submetido
a lesdes. Ja a CS é causada por defeitos em um dos dois genes (CSA ou CSB) e
também por mutagdes nos genes XPB, XPD e XPG. Os produtos de gene XP sao
conhecidos por executar varias fungbes durante o reconhecimento de danos e
incisdo do DNA (Lindahl e Wood, 1999). Os produtos do gene CS, por outro lado,
sdo necessarios para o reparo TC-NER, de genes transcricionalmente ativos
(Friedberg, 1996).

O XP ¢é uma sindrome rara caracterizada principalmente pela alta
susceptibilidade ao cancer de pele e extrema sensibilidade a luz solar. Pacientes XP
apresentam taxas de cancer de pele e olhos mil vezes maior que pessoas saudaveis
(Kraemer, Lee et al., 1987; Kraemer, Lee et al., 1994). Manifestagbes neuroldgicas
progressivas, incluindo a deterioragcado cognitiva, ocorrem em cerca de 20-30% dos
pacientes, sendo mais comum em grupos XPA, D e G. Sintomas oculares sao vistos
em quase 80% dos pacientes XP, comecgando na infancia com fotofobia e
conjuntivite. Mais tarde, os tumores malignos também podem envolver os olhos. Em
geral, os pacientes XPA sofrem com pouca ou nenhuma atividade de reparo de
DNA, caracterizando a maior sensibilidade e severidade da doenca nesses
pacientes (Anttinen, Koulu et al., 2008).

O gene XPA esta localizado no cromossomo 9q31.1 e codifica uma proteina
com dominio dedo-de-zinco com 273 aminoacidos (XPA) que participa do
reconhecimento de danos e ligagdo ao DNA nessas regi6es (Miura, Miyamoto et al.,
1991; Jones e Wood, 1993; Asahina, Kuraoka et al., 1994). XPA esta envolvida em
ambas as subvias do NER [revisado por (Sidwell, Sandison et al., 2006)]. O gene é
formado por 6 éxons distribuidos em 22-25 kb de DNA gendmico (Satokata, Iwai et
al., 1993; Topping, Myrand et al., 1995), e muta¢des foram encontradas em todo o
gene, com excegdo do éxon |. O primeiro éxon € essencial para a localizagéo
nuclear, mas nao para o reparo do DNA (Miyamoto, Miura et al., 1992). O éxon Il
codifica um dominio de ligacdo ao ERCC1, um componente do heterodimero 5'
endonuclease composta por ERCC1 e XPF (ERCC4) (Li, Peterson et al., 1995), e a
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supressao da regiao de ligagdo de ERCC1 in vitro gera um impacto negativo de
fendtipo dominante (Li, Peterson et al., 1995). O éxon lll codifica o dedo de zinco
que se liga a RPA (Li, Lu et al., 1995). Ja os éxons IV e V compdéem o dominio de
ligacdo ao DNA (Kuraoka, Morita et al., 1996; lkegami, Kuraoka et al., 1998),
enquanto o éxon VI interage com o complexo TFIIH (Park, Mu et al., 1995).

Duas classes de pacientes XPA s&o conhecidas, aqueles com graves
disturbios do sistema nervoso central, como a surdez neurosensorial, reducdo da
condutividade nervosa, dificuldade para andar e, ocasionalmente, microcefalia, e
aqueles com somente sensibilidade da pele e cancer. Os casos mais severos
tendem a ter os dois alelos com mutagdes que ocorrem na regido de ligagdo ao DNA
da proteina, resultando muitas vezes em truncamento, e uma analise detalhada e
representacado diagramatica foram publicadas, conforme vista na Figura 10 (States,
Mcduffie et al., 1998). Alguns outros casos leves tém mutagdes perto de um sitio de
splicing, de modo que o splicing alternativo pode permitir a persisténcia de um baixo
nivel de proteina normal (Sidwell, Sandison et al., 2006).

Doenga neuroldgica severa em XP

ou perda de fungéo mutacio de splice

5 - -2 it jin mRMA

FFO--!Lﬂum_*m ==
_ Tim 2TAA . .2,.20 Arga, > TGA A8

Exon 1 Exon2 Exon3 Exon 4 Exon 5 Exon 6
[ Ligacio ao DNA

58 95 130 185 225 273
—__N_Lg_ﬁ Zn finger :*
|

RPA,, ERCC1 RPA, TFHH

A

n-iwo sltio dB.. j : .
splice (+ 11) m“"ﬁ; ::.:"d'“ +

Doenga neurclégica branda em XP His,.. >Arg

ou perda parcial de fungéo

Figura 10 - Localizagdo das mutagées no gene XPA. Esta ilustragcédo é tipica de um grande
numero de mutacdes nesse gene, mas nao necessariamente todos os que tenham sido
relatados. Figura adaptada a partir de States ef al., 1998.
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Diversos estudos tém demonstrado que XPA pode estar envolvida no reparo
de lesdes oxidativas, uma vez que tem sido visto redu¢cdo no reparo de danos
oxidativos no DNA em células deficientes nessa enzima (Satoh, Jones et al., 1993;
Jaiswal, Lipinski et al., 1998; De Waard, De Wit et al., 2003; Dusinska, Dzupinkova et
al., 2006). No entanto, padrbes de expressdo dessa proteina na presenca de
agentes oxidantes e mesmo sob condigdes de estresse oxidativo induzido por '0,a
partir da fotossensibilizagdo do MB ainda n&o foram descritos, o que revela a
importancia de estudos que melhor avaliem respostas envolvidas no processo de
reparo de lesdes oxidativas.

Dessa forma, foi de interesse do presente trabalho investigar respostas
celulares de linhagens proficientes e deficientes em XPA, apds estresse oxidativo
induzido por 0, gerado a partir da fotossensibilizagdo do MB, a fim de esclarecer o
envolvimento e a possivel regulagdo da expressado dessa proteina em resposta a
esse tipo de estresse, além de corroborar com as evidéncias que indicam a atuagao

do NER em lesdes oxidativas.

2. OBJETIVO GERAL

Caracterizar respostas celulares envolvidas no processo de estresse
oxidativo provocado por oxigénio singlete em linhagens humanas deficientes e

proficientes em XPA.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Determinar a viabilidade das células tratadas com MB
fotossensibilizado (MB+VL) em diferentes concentragoes;

2) Determinar os niveis de danos oxidativos no DNA pela ocorréncia da

principal lesdo gerada por oxigénio singlete no DNA, a 8-oxoG;

3) Quantificar e avaliar a expressao de XPA em seus niveis basais e em
diferentes tempos apds o tratamento das células com MB;

24



3. MATERIAIS E METODOS:

3.1. Linhagens e cultura celular

Para a realizacdo dos experimentos, buscando uma analise comparativa das
respostas celulares em linhagem celular proficiente e deficiente em XPA, foram
utilizadas as seguintes linhagens: MRC-5 (células fibroblasticas normais), XP12BE e
XP12RO (fibroblastos derivados de bidpsias de pele de pacients XP, grupo de
complementacédo A) e, XP12RO/XPA (células complementadas por AAV2),
gentilmente cedidas pelo Prof. Dr. Carlos Frederico Martins Menck, ICB-USP/SP.
Todas as linhagens foram cultivadas em Dulbecco's Modified Eagle's Medium
(DMEM - Invitrogen) contendo 10% de soro bovino fetal (SBF) (Invitrogen) e 50 ug
de penicilina e estreptomicina. As células foram mantidas em incubadora Elite Il
(REVCO) a 37°C e 5% de CO..

3.2. Tratamento com MB

Diferentes concentragdes de MB fotossensibilizado foram utilizadas para
determinacdo da viabilidade, enquanto concentracdes especificas foram utilizadas
para a extracdo de proteinas e quantificacdo de 8-oxoG. As células foram
plaqueadas em subconfluéncia para os ensaios de viabilidade celular e extracao de
proteinas e em confluéncia para o ensaios de quantificagdao de 8-oxoG. A solugéo
estoque de MB em agua ultrapura foi diluida em Minimum Essential Medium a
Medium (MEM ALPHA — Invitrogen). As células foram incubadas com essa solugao
por 1 hora a 37°C e 5%CO; para permitir a penetracdo do corante nas células. Apds
esse tempo, o meio foi retirado e solugao tampéo fosfato salina PBSA (NaCl 137mM;
KCI 3mM; Na;HPO, 8mM; KH,PO, 2mM) foi adicionada as placas, e estas

submetidas a fotoativagao.

3.3 Fotoativacao do azul de metileno

O oxigénio singlete foi gerado a partir da fotoativagcdo do azul de metileno

(Merck) em negatoscopio com duas lampadas fluorescentes de 15W (Osram) por 20
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minutos. As placas de cultura celular foram irradiadas sobre a superficie do

negatoscopio.

3.4. Viabilidade Celular

A analise da viabilidade celular 48 horas apds o tratamento com as diferentes
concentracdes de MB foi realizada pelo método de exclusdo com o corante Azul de
trypan 0,4% (Cellgro), indicando o numero de células viaveis e nao-viaveis, com o
auxilio de um hemocitdmetro. Este método permite a distingdo entre células vivas e
mortas, por estas ultimas incorporarem o corante e adquirirem coloragdo azul. A
contagem do numero de células viadveis e néo viaveis foi realizada em microscopio

optico (Tecnal).

3.5. Quantificacao de danos oxidativos no DNA (8-0x0G)

8-o0xoG é uma das principais lesbes mutagénicas induzida por ERO e é
comumente utilizada como um biomarcador de estresse oxidativo no DNA. A avidina
€ utilizada na deteccédo de 8-oxoG devido a sua alta afinidade por esta lesdo, que é
estruturalmente similar a biotina (Struthers, Patel et al., 1998). A ligagao de avidina
conjugada ao isotiocianato de fluoresceina (FITC) aos fibroblastos foi realizada
conforme descrito anteriormente, com pequenas modificagdes (Struthers, Patel et
al., 1998). Previamente, as células foram cultivadas em placas de 96 pogos e
tratadas com MB+VL, como descrito acima. Em seguida, foram fixadas em metanol
absoluto (20 min, -20 °C), permeabilizadas em PBSA contendo 0.1%Triton X-100 (15
min a temperatura ambiente) e bloqueadas contra ligagdo nao-especifica com PBSA
contendo 10% de SBF (1h a temperatura ambiente). FITC-avidina (Sigma, 1:400 em
PBSA) foi adicionado as células, que foram incubadas a 37°C por 1h. Em seguida,
as células foram submetidas a quatro lavagens (4x4min) com PBSA/10%SBF,
enquanto a detecgao de FITC-avidina ligada foi determinada pela fluorescéncia total
emitida por cada pog¢o, quantificada por meio de leitor de fluorescéncia de placas,
com excitagdo a 485 nm e emissao a 520 nm.
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3.6 Imunofluorescéncia

As células foram plaqueadas sobre laminulas em placas de 6 pocos para
avaliar a presenca de 8-oxoG. O método utilizado para deteccao dessa leséo foi o
mesmo realizado para determinagcdo dos niveis de 8-oxoG gerados logo apos o
tratamento, conforme descrito no item anterior. Apds o ensaio, as laminulas
contendo as células foram visualizadas em microscoépio de fluorescéncia com filtro
para FITC.

3.7 Immunoblotting

Os ensaios de immunoblotting foram realizados seguindo protocolos padrdes.
Apos o tratamento com MB+VL, as células foram coletadas, ressuspendidas em
tampao de lise (Tris-HCI 50 mM pH7.5, NaCl 150 mM, SDS 0,1%) e armazenadas a
-80°C. A concentracdo de proteinas foi quantificada de acordo com o método de
Bradford (Bradford, 1976). Aliquotas (10 ug) das proteinas totais foram desnaturadas
a 95°C por 5 minutos, separadas por SDS-PAGE e transferidas para membrana de
PVDEF. Apds bloqueio com TBST (2.5 mM Tris, 15 mM NaCl, 0,1% Tween 20)/5% de
leite desnatado, as membranas foram incubadas por 16-18h com anticorpo
monoclonal primario contra XPA (Abcam, 1:2000). Apds trés lavagens com TBST (3
x 10 min), as membranas foram incubadas com o anticorpo secundario complexado
a peroxidase (Southern Biotech, 1:5000) por 1h 30min. A detecc¢ao da expressao foi
realizada utilizando o kit Immobilon Western Chemiluminescent HRP Substrate
(Millipore).

4. RESULTADOS

4.1. Sensibilidade ao MB-VL em células proficientes e deficientes em XPA.

Para confirmar a deficiéncia da proteina nas linhagens deficientes em XPA, foi

realizado um immunoblotting. Conforme observado, apenas as linhagens normais e

complementadas apresentaram a expressdo de XPA (Figura 11A). Apesar da
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viabilidade celular das quatro linhagens diminuir apds o tratamento de maneira dose-
dependente, células XPA n&o apresentaram uma maior sensibilidade com relagao as
células normais (Figura 11B) em baixas concentragbes. Sob uma concentragao de
30 uM MB a viabilidade de MRC5 foi significativamente mais baixa do que a de
células XPA ou XPA-complementada. No entanto, em concentra¢des de 40 e 50 uyM
MB, a viabilidade da linhagem celular deficiente em XPA, XP12RO, foi em torno de
ou menor que 50%, respectivamente, apresentando menor resisténcia quando
comparada a essa linhagem complementada (XP12RO/XPA), nessas mesmas
concentracdes. Esse resultado indica a atuacdo da proteina XPA na reducido da
citotoxicidade causada pelo tratamento. Ainda, a 50 yuM MB nao houve diferenca
significativa entre as viabilidades das demais linhagens (MRC5, XP12RO/XPA e
XP12BE), sugerindo diferentes respostas aos danos oxidativos entre as linhagens
deficientes em XPA. Com base na auséncia de uma maior sensibilidade de células
XPA comparadas as células normais, foram investigados os niveis de danos no DNA

dessas células apoés o tratamento.
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Figura 11 — Confirmagao da auséncia de expressao de XPA em células deficientes e viabilidade
de linhagens celulares proficientes e deficientes em XPA apés a exposi¢ao a doses crescentes
de MB+VL. (A) A expressdo de XPA foi detectada por immunoblotting e (B) a viabilidade foi
determinada pelo teste de exclusdo com Trypan blue. Nas concentragdes de 40 e 50uM MB, a
complementagdao de células XP12RO com XPA (XP12RO/XPA) reduziu a citotoxicidade
induzida pelo tratamento (p<0,001, teste ANOVA). O grafico representa as médias de pelo
menos trés experimentos independentes. As barras de erro indicam o desvio padrao da média.
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4.2. Células deficientes em XPA mostram mais danos oxidativos no DNA
do que células proficientes apos exposi¢ao a MB+VL

Uma vez que o 'O, gera principalmente 8-0xoG, a modificacdo de base mais
frequentemente induzida por ERO, a geracdo dessa lesdo foi analisada apos
fotossensibilizagdo por meio da avidina conjugada a FITC. FITC-avidina apresenta a
propriedade de se ligar direta e especificamente a 8-oxoG devido a similaridade
estrutural a biotina, substrato da avidina (Struthers, Patel et al., 1998). Células XPA
nao-tratadas foram fracamente coradas por FITC-avidina, enquanto o nucleo das
células tratadas com MB-VL exibiu uma forte fluorescéncia, mostrando que a
producdo do 'O, é capaz de mediar danos oxidativos no DNA (Figura 12a). No
entanto, células normais (MRC5) e XPA-complementadas (XP12RO/XPA) néo
apresentaram um acumulo significativo de 8-oxoG. Dessa forma, somente as
linhagens celulares deficientes em XPA (XP12RO e XP12BE) mostraram niveis
elevados dessa lesdo (12,5% e 29% maior que o controle ndo tratado,

respectivamente) (Figura 12b).
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Figura 12 — Formagao de 8-oxoG logo apés o tratamento com MB(40uM)+VL em células
proficientes e deficientes em XPA. (A) Os niveis de oxidagao induzida por dano ao DNA foram
detectados por microscopia de fluorescéncia, usando 8-oxoG como marcador. Na figura, fotos
representativas de dois experimentos independentes, realizadas com as mesmas
configuracoes da camera (ampliagdo: X100; escala: 50um). (B) A quantificagao de 8-oxoG
ligada a FITC-avidina foi determinada pela fluorescéncia relativa ao controle nao tratado.
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4.3. MB+VL modula a expressao de XPA em fibroblastos

A fim de avaliar a expressdo de XPA sob estresse oxidativo induzido por
MB+VL, foi realizado immunoblotting, como descrito previamente. De acordo com os
resultados, MB+VL foi capaz de modular a expressdo de XPA em células normais e
complementadas (Figura 13). Em MRC5, 30 e 60 minutos apds o tratamento, uma
reducdo significativa na expressdo de XPA foi observada (15% e 30%,
respectivamente), embora uma redugdo maxima de 35% nos niveis de expressao de
XPA foi detectada quatro horas apds o tratamento. No entanto, um aumento
significativo nos niveis de expressao de XPA foi observado 24 horas apds o
tratamento (34%). Para as células XPA-complementadas, houve uma redugdo de
58% na expressdo XPA em 30 minutos apds o tratamento, seguida de um aumento
crescente em 2, 4 e 24 horas pés-tratamento, chegando a um aumento maximo de
50%.
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Figura 13 — Anadlise da expressdo de XPA por immunoblotting e quantificagao das bandas
correspondentes em (A) células normais (MRC5) e (B) células XPA-complementadas
(XP12RO/XPA) tratadas com MB (20pM)+VL. A densitometria foi realizada por meio do software
de analise ImageJ (NIH). Os resultados estdo expressos como a média da densidade 6ptica
integrada * o desvio padrao. Comparagdes estatisticas foram feitas utilizando o teste t de
Student (*, p<0,05; **, p<0,001).
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5. DISCUSSAO

Os dados obtidos neste estudo indicam que os niveis de expressao de XPA
podem ser modulados pela terapia fotodindmica com MB e que as linhagens
celulares deficientes em XPA apresentam niveis mais elevados de 8-oxoG apds o
estresse oxidativo induzido por 'O, por meio da fotossensibilizagdo do MB. Estes
resultados sugerem que, além da XPA estar relacionada ao reparo de danos
oxidativos do DNA, seus niveis de expressao podem ser regulados sob condi¢des de
estresse oxidativo gerado pela TFD.

Os dados gerados neste trabalham corroboram com trabalhos anteriores, que
mostraram que apdés o tratamento com agentes oxidantes, células XPA nao
apresentaram uma grande sensibilidade em relacdo as células proficientes
(Nocentini, 1992; Low, Fok et al., 2008). A viabilidade celular apds tratamento com
MB-VL foi determinada aplicando teste de exclusdo pelo azul de Trypan. De acordo
com o resultado, ndo houve redugdo significativa na viabilidade, comparada as
células proficientes, em concentragbes de até 40uM MB (Figura 11). Esse resultado
apresenta-se consistente com estudos anteriores, nos quais, apos tratamento com
hematoporfirina fotossensibilizada, células XPA apresentaram a mesma faixa de
sensibilidade de duas linhagens normais (Nocentini, 1992). Os resultados também
corroboram com aqueles obtidos por Low e colaboradores (2008), nos quais as
células XPA apresentaram pouca variagdo na citotoxicidade apds tratamento com
H,O, comparada as células proficientes, possivelmente porque as células normais
possuem a via NER funcional, resultando em deteccdo de danos e sinalizacdo de
morte eficientes (Low, Fok et al., 2008). No entanto, nas maiores concentragdes
utilizadas, as células XP12RO mostraram-se mais sensiveis ao tratamento que as
células normais (MRC5). Adicionalmente, a complementacédo de xpa nessas células
foi capaz de aumentar a resisténcia ao tratamento, comparando-se a das células
proficientes. Entretanto, apesar de deficiente em XPA, a linhagem XP12BE nao
apresentou redugado significativa na viabilidade em relagdo as células normais
(MRCS5). Em estudo realizado anteriormente foi demonstrada uma forte correlagao
existente entre a severidade da doenga e a perda da fungdo da proteina. Em
pacientes afetados com a forma mais severa da doencga, a maioria das mutagdes

relevantes no fendtipo patoldgico resulta de truncamento da proteina, como o caso
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das células XP12RO, cuja mutagdo esta no dominio de ligagdo ao DNA (Tabela II).
Outros casos menos severos apresentam mutagdo proxima ao sitio de splicing,
como as células XP12BE, em que o splicing alternativo pode permitir a produgao de
baixos niveis da proteina normal. Conforme visto por Sidwell e colaboradores (2006),
€ possivel que pequenas quantidades da proteina normal sejam suficientes para
aliviar os problemas neuroldgicos normalmente associados aos defeitos em XPA
(Muotri, Marchetto et al., 2002; Sidwell, Sandison et al., 20006).
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Tabela 2 — Mutagoes em XPA ja caracterizadas em amostras de diferentes pacientes.

TAnLE 2. XPA Mutations Charactedzed in Patient Samples*

Cell HGM Cell Alsplice

strain bank # severity Mt change change RFLFP Location [nheritance Comments

XPIZBE GME509 Mild Gita T Missplice e Intron 3 F SGME568) B wiwt (GM5566)
Gio C Missplice AT I Exon 4 M IGMS5L10)

XPICA GM2990 Severe C374 del C Fram eshift MFel Exon 3 Homozypgote HPECA affected 1st C

XPICA GMZI91 Severe C374 del C Frameshift MFel Exnn 3 Homozypgote HPLICA affected st C

XPSCA GMES94 Severe Ato G Mo splice Introm 3 Homozygote

XP2ICA AGGHIZ9 Mild CtoT R22Bstop Hphl Exon 6 Homozpgote

HPL3CA GMIATG4 Severe s

XP3O GME2D33 Gto A Mo splice Patl Exon 3 Homozygote

HP4d0 GHM2090 Gio A Mo splice Patl Exon 3 Homozpgote HP5I0 affected 3rd C

HPAIO GM2091 Gio A Mo splice Parl Exon 3 Homozygote HP4J0 affected 3rd C

XP3KR GMEERZ Gto C Missplice AlwM I Intron 3 Unkmown
CtaT R2Z2Bstop Hphl

EP4LO GM544 2 bp del (A468-A469) Frameshift Exond Homozygote

XPL3LOD i 't Gia C Missplice AT Exon 4 Homozygote

XP205 GM43L4 Gto C Missplice Alw N1 Introm 2 Homozygote

XPI1PD G009 5 nt del (C345-T353) Frameshift na Exon 3 Unknown HPEPD affected B
Gto T C108F Exon 3 Ui knowin

XPIPD GMZOLO 5 mt del (C349-T353) Frameeshift Mk Excon 3 U knowm EP2ZPD affected B
Gto T C108F Exon 3 Unknown KPLIPD affected B

XPSPD GMZDG62 Gtao C Missplice AfT I Exon 4 Unknown
CtaT REZ I lstop Dide | Exon 5

[XPIZRO Severe CtaT R207 stop Exon 5 Homozrgote

XPEZERO GM7 L0 Spvere CtaT R207stap Exon 5 Homozygote

XP22SF na Mild 20 bp del (A468-4487) Fram eshift na Exon 4 M (KHSF} B wt/20bp del
Aldmsertion (663} Frameshift na Exon 5 F [JHSF} KP2GF affected sib

HKPZGEF na Mild 20 bp del (A468-44487)  Frameshift na Exon 4 M [KHEF) B wi'20bp del
Almsertion (663} Frameshift M Exnin 5 F [JH&F} KP22F affected sib

XP1WI GMIG30 Gto C Missplice AT Exon 4 Haomozrgote FiGML&31): M (GMIG3Z}

" " GMEZ i M IGMZ41)

= e AGLITL 5 bp del (C349-T353) Frameshift Exon 3 Ui knowin
Ato G Mew splice Introm 3 Unknown

*na, not applicable; 1st C, 3rd C, first cousin, third cousing B, brother; F, father; M, mother,

- Destacado em vermelho, as linhagens XP12BE e XP12RO. [Fonte: (States, Mcduffie et al., 1998)]
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Ja esta bem estabelecido que a exposicdo do DNA a luz visivel na
presenca de certos fotossensibilizadores como MB e riboflavina aumentam
consideravelmente a formacéo de 8-oxoG em DNA purificado ou no DNA de
células em cultura (Floyd, West et al., 1990; Schneider, Price et al., 1990;
Yamamoto, Nishimura et al., 1992). Sob irradiagdo, o MB intercalado ao DNA
provoca a formacao de residuos de guanina oxidados por intermédio do '0,,
principalmente a 8-oxoG (Wainwright, Phoenix et al., 1997). A incubagao de
células THP1 com um gerador de 'O, resultou na formagdo de 8-oxoG no DNA
nuclear, indicando que o 'O, quando liberado na célula é capaz de oxidar
diretamente o DNA celular (Ravanat, Remaud et al., 2000). Por ser a 8-0xoG o
principal dano induzido por ERO as bases do DNA, e ser frequentemente
utilizado como um marcador de estresse oxidativo na célula (Schneider, Price
et al., 1990; Melvin, Cunniffe et al., 1998), foi realizado o ensaio baseado em
FITC-avidina para investigar se os niveis de 8-oxoG mostram-se mais elevados
nas células deficientes em XPA. De acordo com os resultados, foi observado
um aumento significativo dessa lesao em células XPA apo6s o tratamento com
MB+VL (Figura 12). No entanto, esse aumento nao foi observado em células
normais ou complementadas. Esses resultados indicam claramente que o 'O
gerado por MB+VL pode reagir com o DNA e induzir a formagao de 8-oxoG em
células XPA, sendo essa lesdo potencialmente mutagénica. Ja estd bem
estabelecido que o acumulo de danos oxidativos contribui para a maior
frequéncia de canceres e degeneragao neuroldgica em pacientes XP (Satoh,
Jones et al., 1993). Conforme relatado em estudo realizado anteriormente, a
frequéncia de transversoes devido a essa lesdo é entre 3 e 5 vezes maior em
células XPA (Klein, Bleeker et al., 1992). Mais recentemente, foi observada que
a taxa de mutagdes em células tratadas com o agente oxidativo H,O, chega a
ser 5 vezes maior em XPA (Wang, Choi et al., 2010).

Por outro lado, a TFD, a qual gera '0, como o principal oxidante durante
a fotossensibilizagdo, pode induzir a expressdo de uma variedade de genes
(Kick, Messer et al., 1995; Gomer, Ryter et al, 1996; Schmidt-Erfurth,
Schlotzer-Schrehard et al., 2003; Yow e Cho, 2009). Conforme revisado por
Fuchs e Thiele (1998), se as células-alvo ndo forem destruidas durante a TFD,
o estresse foto-oxidativo pode modular a ativagao de fatores de transcricdo

nuclear que regulam a expressado de genes de resposta ao estresse (Fuchs e
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Thiele, 1998). O estado redox celular estd envolvido na regulagdo da
expressdo génica e as ERO podem atuar como mensageiros quimicos e
modular a expressao de genes por meio da ativagédo de vias de transdugéo de
sinal. Como mostrado por Langie e colaboradores (2007), a expressédo de
genes relacionados ao NER pode ser modulado pelo estresse oxidativo. Estes
pesquisadores observaram um aumento nos niveis de mRNA de XPA apéds
tratamento com H,0O, (Langie, Knaapen et al., 2007). Neste trabalho,
demonstramos a modulagao nos niveis de expressao da proteina XPA apés o
tratamento com MB-VL (Figura 13). De acordo com nossos resultados, os
niveis de XPA foram reduzidos apés 30 minutos, 1 hora e 4 horas apods a
fotossensibilizagdo em células normais e apos 30 minutos nas células
complementadas. No entanto, a expressao mostrou-se aumentada nessas
células 2, 4 e 24 horas apos o tratamento e em células normais apenas 24
horas apds o tratamento, sugerindo que a expressao de XPA pode ser alterada
sob condicdes de estresse oxidativo induzido por 'O,. A diferenca dos padrées
de expressao encontrada entre essas linhagens pode estar relacionada ao fato
de que a diferenga de expressdo de xpa mostra ser tecido-especifica e dessa
forma, a regulagdo transcricional deve ocorrer de forma célula-especifica
(Layher e Cleaver, 1997). Além disso, os baixos niveis de expressao dessa
proteina observados nos tempos iniciais pos-tratamento pode se dever ao fato
de que os niveis de XPA por célula sao relativamente baixos (5 a 8 cépias de
mMRNA por célula), de modo que o turnover dessa proteina possa requerer um
tempo muito longo (Muotri, Marchetto et al., 2002). Adicionalmente, sabe-se
que proteinas sdo o maior alvo do 'O, (Glaeser, Zobawa et al., 2007). Ainda,
foi reportada uma diminuicdo da expressdao de XPA provocada pela
superexpressao da proteina HMGA1 (Reeves e Adair, 2005; Adair, Maloney et
al., 2007; Maloney, Adair et al., 2007). Conforme artigos publicados
anteriormente, essa proteina pode ser induzida sob condigcdes de estresse
(Morikawa, Manabe et al., 2010), inclusive oxidativo (Dhar, Young et al., 2002).
Na maioria das células normais, o gene xpa € transcrito constitutivamente em
niveis muito reduzidos (Cleaver e States, 1997; Layher e Cleaver, 1997).
Entretanto, tem sido visto que variagdes nas concentragdes intracelulares de
XPA causam efeitos drasticos na eficiéncia do NER. Cleaver e colaboradores

mostraram que mesmo diminuicbes moderadas nos niveis de XPA reduzem
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significativamente as fungdes do NER (Cleaver, Charles et al., 1995; Muotri,
Marchetto et al., 2002). Por outro lado, o vetor utilizado na complementagao
das células XP12RO/XPA possui o enhancer do citomegalovirus (CMV)
associado ao promotor CBA, o que pode levar a uma superexpressao da
proteina uma vez que sua transcricdo € aumentada por fatores de transcricdo
induzidos sob condigdes de estresse oxidativo (Bruening, Giasson et al., 1998).
Contudo, esses resultados indicam, claramente, o envolvimento de XPA na
resposta ao estresse oxidativo induzido por MB+VL. Em um trabalho publicado
recentemente, foi citada a atuagao de proteinas do NER (CSA, CSB e XPC) no
reparo de 8-oxoG (Van Loon, Markkanen et al., 2010). Uma vez que essa € a
principal lesdo gerada pela fotoativagdo do MB, os resultados aqui observados
sugerem que a XPA também seja capaz de atuar na corregdo de 8-oxoG
especificamente. No entanto, os mecanismos envolvidos nesse processo
precisam ser melhor investigados.

Conforme revisado por Hutsell e Sancar (2005), estudos anteriores (Wu,
Zhao et al., 2003; Butkiewicz, Popanda et al., 2004) mostraram que o alelo G
variante da XPA possui um efeito protetor contra o aparecimento de cancer de
pulmao. Esses estudos prevéem que os individuos com XPA variante G teriam
menor incidéncia de cancer de bexiga também. Gu e colaboradores (2005)
reportaram que essa variante seria responsavel pela maior resisténcia ao
tratamento de cancer de bexiga, possivelmente pela maior capacidade de
reparo dessa variante, 0 que provocaria uma maior remog¢ao de danos
oxidativos do DNA, prevenindo a via apoptdtica e permitindo a maior
sobrevivéncia das células tumorais (Gu, Zhao et al., 2005). No entanto, n&o
foram realizados estudos com amostras da populacdo nao-afetada para
determinar se o alelo XPA variante G mostra o0 mesmo efeito protetor contra o
cancer de bexiga superficial. Se isso acontecer, este estudo revela uma
questao interessante na analise genética de carcinogénese e tratamento do
cancer: uma mutacado que faz os portadores mais resistentes ao cancer, mas
uma vez que o desenvolve, a mesma mutacdo pode torna-los menos
responsivos ao tratamento por agentes que, direta ou indiretamente, causam
danos ao DNA (Hutsell e Sancar, 2005). Se o uso da TFD induz a expressao
de XPA e essa indugao leva a uma maior capacidade de reparo, € possivel que

haja uma maior resisténcia a morte celular das células que sobrevivem,
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indicando a importadncia de se conhecer os processos celulares envolvidos

nesse tratamento.
6. CONCLUSAO

Como conclusdo, os dados mostrados nesse estudo sugerem que
apesar de haver diferengas na viabilidade entre as linhagens deficientes em
XPA, a complementagdo dessa proteina na linhagem XP12RO leva a um
aumento na resisténcia ao tratamento com MB+VL, o que indica o
envolvimento dessa proteina em resposta ao estresse oxidativo induzido por
'0,. Além disso, a ocorréncia da principal lesdo oxidativa, 8-oxoG, ¢ mais
elevada nas células deficientes em XPA, o que sugere o envolvimento dessa
proteina no reparo de danos oxidativos no DNA. Adicionalmente, a expressao
de XPA pode ser regulada sob condi¢des de estresse oxidativo gerado MB+VL.
Esses resultados indicam uma evidéncia direta da participacdo de enzimas do
NER no reparo de danos oxidativos e torna possivel um melhor entendimento
sobre os efeitos da TFD na indugao da expressao génica de XPA. Ainda, uma
vez que a existéncia de 8-oxoG pode levar a mutagdes e ao aumento da
susceptibilidade de genotoxicidade induzida por 'O, em células XPA, enquanto
a viabilidade permanece alta, corroboram com o potencial risco de cancer em

pacientes com Xeroderma Pigmentoso A.
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