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RESUMO

O melanoma é o tipo de cancer de pele mais agressivo que tem origem nos
melanadcitos, as células produtoras do pigmento melanina. A radiagédo UV tem sido
considerada um importante agente etiolégico da doenca. Neste contexto, a melanina
desempenha um papel fotoprotetor, devido sua capacidade de absorver a luz UVB.
Entretanto, ela também pode atuar como fotossensibilizador sob radiagédo UVA e luz
visivel, contribuindo para a geragao de espécies reativas de oxigénio, principalmente
oxigénio molecular singlete ('02), que é formado por transferéncia de energia de
excitacao para o O2 no estado fundamental triplete, e € a forma mais reativa do
oxigénio molecular capaz de oxidar biomoléculas. No DNA, 02 reage exclusivamente
com a base guanina, formando 8-oxoguanina que pode parear com as bases citosina
e adenina, e entdo a transversdo G+C para T+A € induzida. A guanina também pode
ser oxidada no pool de desoxinucleotideos celular formando 8-oxo-dGTP, um potente
substrato mutagénico para a sintese de DNA, e neste caso, ambas as transversdes
seriam induzidas: A-T para C+G e G+C para T+A. A enzima 8-oxo-dGTPase, produto
do gene humano MTH1, impede a incorporagcao de 8-oxo-dGTP no DNA. 8-oxo-
dGTPase hidrolisa 8-oxo-dGTP a 8-oxo-dGMP, que nao pode ser refosforilada, e pela
agao da 8-oxo-dGMPase € ainda degradada a 8-oxo-dG, que é excretada para o meio
extracelular. O objetivo deste estudo foi avaliar a oxidacdo de dGTP em células de
melanoma murino (B16-F10), causada por 'O2 e/ou melanogénese estimulada. Para
gerar 'O2 pelo processo de fotossensibilizagdo do tipo Il, as células B16-F10 foram
previamente incubadas com 10 pg/mL de Rosa Bengala Acetato (RBAc) e
posteriormente irradiadas com luz visivel verde (526 + 20 nm), e o estimulo da
melanogénese foi realizado utilizando meio de cultura RPMI 1640 suplementado com
0,4 mM de L-tirosina e 10 mM de NH4Cl. As células foram submetidas a condi¢des de
claro (irradiadas) e escuro, e as amostras coletadas em Oh e 18h. Entao, foram
realizadas analises de determinagao intra e extracelular de 8-oxo-dG por HPLC-
MS/MS, bem como atividade e expressao das enzimas de sanitizagao, por HPLC-PDA
e RT-gPCR, respectivamente. Foi demonstrado que os niveis de 8-oxo-dG excretados
das células foram elevados 18 h apds a realizagao dos tratamentos, em comparagao
ao tempo de 0 h e a quantidade de 8-oxo-dG intracelular. A Unica alteracéo observada
se refere a acdo do RBAc nas células sem estimulo da melanogénese, nas quais
promoveu uma retencao da 8-oxo-dG no meio intracelular. Também foi demonstrado
que a atividade das enzimas 8-oxo-dGTPase e 8-oxo-dGMPase nao sofreram
modulagao significativamente estatistica, bem como a expressao do gene MTH1.
Sendo assim, '02 e o estimulo da produgdo de melanina ndo promoveram alteragées
no sistema de sanitizagdo e por consequéncia ndo se observaram alteracbes
correspondentes nos niveis de produtos de oxidagdo do pool/ de nucleotideos
secretados pelas células.

Palavras-chave: Pool de nucleotideos. Espécies Reativas de Oxigénio. Melanina.
Melanoma. Oxigénio Molecular Singlete.



ABSTRACT

Melanoma is the most aggressive type of skin cancer that originates in
melanocytes, the melanin pigment-producing cells. UV radiation has been considered
an important etiological agent of the disease. In this context, melanin plays a
photoprotective role, due to its ability to absorb UVB light. However, it can also act as
photosensitizer under UVA radiation and visible light, contributing to the generation of
reactive oxygen species, mainly singlet molecular oxygen ('O2) that is formed by the
transference of excitation energy to the Oz in the triplet ground state, and it is the most
reactive form of O2, capable of oxidizing biomolecules. In DNA, the 'Oz reacts
exclusively with the guanine base, forming 8-oxoguanine that can pair with cytosine
and adenine bases, generating G+C to T+A transversion. Guanine can also be oxidized
in the cellular deoxynucleotide pool forming 8-oxo-dGTP, a potent mutagenic substrate
for DNA synthesis and in this case both transversions would be induced: A-T for C-G
and G+C for T*A. The 8-oxodGTPase enzyme, a product of the human MTH1 gene,
prevents the incorporation of 8-oxodGTP into the DNA. The 8-oxodGTPase hydrolyzes
8-0xodGTP to 8-oxodGMP, which cannot be rephosphorylated, and by the action of
the 8-oxodGMPase it is further degraded to 8-oxodG and excreted to the extracellular
medium. The objective of this study was to evaluate the deoxynucleotides pool
oxidation in murine melanoma cells (B16-F10) caused by 'O2 and/or stimulated
melanogenesis. To generate 'Oz by the type |l photosensitization process, B16-F10
cells were previously incubated with 10 ug/mL Rose Bengal Acetate (RBAc) and
posteriorly irradiated with green visible light (526 £ 20 nm), and the melanogenesis
stimulation was performed using RPMI 1640 culture medium supplemented with 0.4
mM L-tyrosine and 10 mM NH4CI. The cells were submitted to light (irradiated) and
dark conditions, and the samples collected at Oh and 18h. Then, intra and extracellular
determination analyzes of 8-oxo-dG were performed by HPLC-MS/MS, as well as
activity and expression of sanitizing enzymes by HPLC-PDA and RT-gqPCR,
respectively. The excreted 8-oxo-dG levels of the cells were shown to be elevated 18
h after testing, compared to the time of 0 h and the amount of intracellular 8-oxo-dG.
A single observed change refers to the action of RBAc in cells without melanogenesis
stimulation, in which it promotes a retention of 8-oxo-dG in the intracellular
environment. It has also been shown that the activity of 8-oxo-dGTPase and 8-oxo-
dGMPase enzymes did not undergo significantly statistical modulation, as well as an
expression of the MTH1 gene. Thus, 02 and the stimulation of melanin production do
not promote alterations in the sanitization system and consequently do not
corresponding changes were observed in the levels of oxidation products of the
nucleotide pool secreted by the cells.

Keywords: Nucleotide Pool. Reactive Oxygen Species. Melanin. Melanoma. Singlet

Molecular Oxygen.
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1 INTRODUGAO

O melanoma é um tipo de cancer de pele considerado a forma mais grave das
neoplasias malignas do 6rgao, devido a alta possibilidade de metastase (INCA, 2019).
O melanoma se origina nos melandcitos, as células produtoras de melanina, pigmento
nao proteico sintetizado a partir da L-tirosina.

Este pigmento desempenha um papel importante na protecao da pele, devido
sua capacidade de absorver a luz ultravioleta (UV) (YAMAGUCHI et al, 2006), que é
considerada o principal agente etioldgico ambiental do melanoma (SKIN CANCER
FOUNDATION, 2017). O seu papel fotoprotetor &€ geralmente associado a absorgao
da radiagao UVB (280-320 nm), entretanto, a melanina também pode atuar como
fotossensibilizador sob radiagcdo UVA (320-400 nm) e luz visivel (400-700 nm),
levando a geracéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) que podem danificar as
biomoléculas (HALLIDAY et al, 2005, CHIARELLI-NETO et al, 2014).

EROs sdo moléculas instaveis derivadas de oxigénio, que incluem radicais e
nao-radicais. O oxigénio molecular singlete ('O2) é uma espécie nao-radicalar que
pode ser formada por radiagdo UVA na pele (por fotossensibilizadores enddgenos)
(BAIER et al, 2007). O 02 é um potente oxidante, capaz de oxidar principalmente
acidos nucléicos (MARTINEZ, 2003). O 02 pode ser gerado por varios processos, e
dentre eles a fotossensibilizagcdo tem sido utilizada como uma terapia para o
tratamento de alguns tipos de cancer de pele, denominada terapia fotodindmica (PDT)
(DAVIDS; KLEEMANN, 2011). Este processo acontece quando um fotossensibilizador
absorve luz visivel ou luz UV e essa energia € transferida para outras moléculas,
produzindo EROs (mecanismo do tipo |) e especificamente 'O2 no mecanismo do tipo
Il (KOCHEVAR et al, 1996; OLIVEIRA, 2006; RONSEIN et al, 2006; DAI et al, 2012).
Um fotossensibilizador muito conhecido € o Rosa Bengala (RB), que é um corante
sintético utilizado para matar microorganismos e células tumorais (PANZARINI,
INGUSCIO; DINI, 2011; KOEVARY, 2012). Devido sua natureza aniénica, O RB nao
consegue atravessar as membranas celulares e entrar nas células. Entdo, o
desenvolvimento de derivados hidrofobicos do RB, como o Rosa Bengala Acetato
(RBACc), favoreceu seu acumulo intracelular e a remogao dos grupos acetatos restaura
as propriedades do RB (PANZARINI; INGUSCIO; DINI, 2011).

Algumas EROs reagem com o DNA e causam danos oxidativos nas suas

bases nitrogenadas, sendo que o '0O2 reage com o DNA exclusivamente na base
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guanina, gerando 8-oxoguanina (RAVANAT et al, 2000), que pode parear com as
bases citosina e adenina, e entdo a transversao G+C para T+A € induzida. A oxidacao
da guanina também pode ocorrer no pool de nucleotideos celular, sendo que a
oxidagao de dGTP forma 8-oxo-dGTP, que € um potente substrato mutagénico para
a sintese de DNA, pois pode ser incorporado oposto a citosina e adenina no DNA,
durante a replicagdo, com eficiéncias quase iguais. Neste caso, ambas as
transversodes seriam induzidas: T+A para G+C e G+C para T-A.

As células possuem mecanismos elaborados que impedem as mutagdes
causadas por oxidagdo da guanina no DNA e na sua forma de nucleotideo livre
(HAYAKAWA et al, 1995). Duas enzimas DNA glicosilases estdo envolvidas na
correcao do pareamento errbneo de bases no DNA e elas s&o codificadas pelos genes
mutM (Fpg) e mutY em E. coli, e OGG1 e MYH, respectivamente, em células
humanas. Uma terceira enzima, 8-oxo-dGTPase, produto do gene mutT em E. coli e
MTH1 em humanos, é uma pirofosfohidrolase, que impede a incorporagédo de 8-oxo-
dGTP no DNA (MICHAELS; MILLER, 1992).

A 8-oxo-dGTPase € uma enzima de sanitizagcao do pool de nucleotideos e
possui uma atividade enzimatica que hidrolisa 8-oxo-dGTP a 8-oxo-dGMP (MO; MAKI,;
SEKIGUCHI, 1992), que nao pode ser refosforilada, e pela agdo de uma nucleotidase
(8-oxo-dGMPase) é ainda degradada a 8-oxo-dG (HAYAKAWA et al, 1995), que
passa através da membrana plasmatica e é excretada para o meio extracelular
(FOTOUHI et al, 2011). O gene MTH1 é regulado positivamente em muitos tipos de
canceres como em carcinomas de células renais humanas (OKAMOTO et al, 1996),
tumores de mama (WANIA; MILOB; D’AMBROSIOC, 1998) e linhagens de células de
cancer de pulmao (HIBI et al, 1998; KENNEDY et al, 1998), sugerindo que os tumores
tém uma dependéncia maior da funcao de MTH1, do que as células normais.

Dessa forma, se tornou interessante investigar como a produgéo 'O2, via
fotossensibilizagdo com RB, interfere no sistema de reparo do pool nucleotideos, apds
o possivel dano causado, considerando também o papel fotossensibilizador ou
fotoprotetor da melanina. Para isso, foram utilizadas células de melanoma murino

(B16-F10), com e sem indugédo de melanogénese.
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1.1 JUSTIFICATIVA

O '02 é a forma mais reativa do oxigénio molecular e um potente oxidante,
conhecido por ser mutagénico e genotéxico. Essa espécie pode reagir e danificar o
DNA na base guanina (RAVANAT et al, 2000), que também pode ser oxidada na forma
de nucleotideo livre (2’-desoxiguanosina 5'-trifosfato - dGTP) no pool de nucleotideos
celular formando 8-oxo-dGTP, um potente substrato mutagénico para a sintese de
DNA (HAYAKAWA et al, 1995). As enzimas de sanitizagcao, 8-oxo-dGTPase e 8-oxo-
dGMPase, degradam 8-oxo-dGTP a 8-oxo-dG, uma forma facilmente excretada para
fora da célula (HAYAKAWA et al, 1995), e previnem a incorporagao de 8-oxo-dGTP
no DNA durante a replicagdo. Essa eliminacdo de desoxinucleotideos trifosfato
(dNTPs) danificados do pool de nucleotideos tem recebido menos atencdo do que o
papel das vias de reparo do DNA (SPEINA et al, 2005). No entanto, estudos tém
mostrado que o pool de nucleotideos € um alvo altamente sensivel para EROs
(HAGHDOOST et al., 2005; HAGHDOOST et al, 2006), pois € menos protegido devido
a proximidade com as fontes primarias geradoras de EROs: mitocéndria e
peroxissomos intracelulares (SVOBODA; HARMS-RINGDAHL, 1999), enquanto o
DNA é protegido pela cromatina (LULUNGMAN et al, 1991).

Além do papel de 'Oz na oxidagdo do pool de nucleotideos, a melanina pode
exercer tanto um papel fotoprotetor (YAMAGUCHI et al, 2006) quanto
fotossensibilizador sob radiagdo UV (KORYTOWSKI et al, 1987) e luz visivel
(CHIARELLI-NETO et al, 2014), o que contribui para a geragao de EROs, juntamente
com o estimulo da melanogénese (CUNHA et al, 2012). Kvam e Tyrrell (1999)
relataram que células de melanoma humano com alto teor de melanina acumularam
duas vezes mais 8-0xo-dG no DNA apés irradiagcdo com UVA do que células com
baixo teor de melanina. Dessa forma, é importante entender os efeitos do 02, da
melanina e da interacdo de ambos na oxidacdo de dGTP, e como o sistema de reparo

do pool de nucleotideos se comporta frente a agdo desses agentes oxidativos.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo geral

Avaliar a oxidagdo de dGTP em células de melanoma murino (B16-F10),
causada por 'O2 e/ou melanogénese, bem como a atividade e a expressdo das

enzimas de sanitizacao.

1.2.2 Objetivos especificos

Em células de melanoma murino B16-F10 com melanogénese estimulada,
submetidas a fotossensibilizagdo como fonte geradora de '0O2 e com a combinagéo de

ambos, os objetivos especificos desse estudo séo:

e Detectar e quantificar 8-oxo-dG no pool de nucleotideos e excretado das
células;
e Avaliar a atividade enzimatica de 8-oxo-dGTPase e 8-oxo-dGMPase, e

expressao de MTH1.



1.3 ESTRATEGIA EXPERIMENTAL
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B16-F10
Estimulo Estimulo
Controle melanogénese Fotossensibilizagédo melanogénese (M++) +
(Mi) com RB ('Oz) Fotossensibilizagdo
com RB ('Oz2)
Claro 0 h (imeditamente apds irradiagao)
Escuro 18 h apds irradiagao
Expresséao Determinacéao Atividade
MTH1 8-ox0-dG enzimas de
sanitizagcéo
Extracdo RNA e Intra e
sintese cDNA extracelular HPLC-PDA
HPLC-
RT-gPCR EC/PDAMS Kit PPiLight
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 MELANOMA

O melanoma é um tipo de cancer de pele que se origina nos melandcitos, as
células produtoras de melanina. O cancer de pele € o mais frequente no Brasil e
corresponde a 30% de todos os tumores malignos registrados. Embora o melanoma
represente apenas 3% das neoplasias malignas do 6rgéo, ele é a forma mais grave
de céncer de pele devido a alta possibilidade de metastase (INCA, 2019).

A radiagcdo UV é o principal agente etiolégico ambiental do melanoma,
especialmente naqueles que sao geneticamente predispostos a doenca (SKIN
CANCER FOUNDATION, 2017). As radiacbes UVB e UVA agem nas células por
mecanismos diferentes na geragdo de danos. Os raios UVB sdo diretamente
absorvidos pelo DNA e causam danos diretos ao DNA, os quais induzem alteracdes
genéticas que promovem a carcinogénese (LARSSON et al, 2005). Diferentemente,
os raios UVA induzem a formagdo de EROs, principalmente 'O2, através de
fotossensibilizadores endogenos. '02 reage com varias biomoléculas, incluindo
membranas, proteinas e DNA, o que também pode levar a carcinogénese (LARSSON
et al, 2005; CADET; DOUKI, 2011).

Além dos fatores ambientais, como a radiagdao UV, o desenvolvimento do
melanoma também pode estar associado a fatores individuais, como fatores
genéticos, histérico de melanoma e fendtipo. Alguns genes mutados ou deletados
estdo presentes com mais frequéncia em pacientes portadores de melanoma,
incluindo o gene supressor de tumor CDKN2A (inibidor de quinase dependente de
ciclina 2A) e os protooncogenes B-Raf e Cdk4 (quinase dependente de ciclina 4)
(GRUBER et al, 2008). Além disso, individuos com historico familiar da doenca, e que
possuem pele, olhos e cabelos claros (loiros e ruivos) sdo mais suscetiveis ao
desenvolvimento deste tipo de cancer (GANDINI et al, 2005; BERWICK; ERDEI; HAY,
2009), pois este fenodtipo esta associado com uma menor quantidade de melanina e
também difere quanto ao tipo de melanina, possuem mais feomelanina que exibe
coloragdo amarela/vermelha, do que a eumelanina que apresenta coloracao
marrom/preta (SALOPEK et al, 1991).
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2.1.1 Melanina

A melanina é o pigmento responsavel pela coloragao da pele, olhos e cabelos,
e sintetizada pelos melandcitos no interior de organelas, chamadas melanossomos. A
sintese da melanina, denominada melanogénese, inicia-se com a oxidagdo da L-
tirosina em dopaquinona, catalisada pela enzima tirosinase, e € seguida de outras
etapas que originam, a eumelanina ou a feomelanina, os 2 principais tipos de melanina
que derivam do mesmo precursor, a dopaquinona (ITO; WAKAMATSU, 2003).

A classificagao do tipo de melanina depende principalmente da cor, presenca
de enxofre na molécula e solubilidade. A eumelanina exibe coloragdo marrom ou
preta, apresenta o heteroatomo nitrogénio em sua estrutura e é insoluvel na maioria
dos solventes. E formada, predominantemente, por dihidroxi-indol (DHI) e acido 5,6-
dihidroxi-indol-2-carboxilico (DHICA) (CHEDEKEL; AHENE; ZEISE, 1992). A
feomelanina exibe coloragdo vermelha ou amarela, possui nitrogénio e enxofre em
sua estrutura e é soluvel em solugdes alcalinas. Possui uma estrutura formada por
unidades de benzotiazinas, decorrente de cisteinil-DOPAs formadas pela ligacao de
residuos de cisteina com a dopaquinona no processo de polimerizagdo (MARS;
LARSSON, 1999).

A melanina desempenha um papel importante na protecdo da pele, devido
sua capacidade de absorver a luz UV (YAMAGUCHI et al, 2006), através da sua
condensagao e formacdo de uma “capa” que envolve o nucleo celular dos
queratindcitos para proteger o DNA, efeito conhecido como blackout (YAMAGUCHI;
BRENNER; HEARING, 2007). Juntamente com a absorg¢ao de fotons, a possibilidade
da melanina atuar removendo EROs ou inibir sua formacgao, contribui para seu efeito
protetor (HOOGDUIJN et al, 2004).

Além do seu papel fotoprotetor, a melanina também pode atuar como
fotossensibilizador sob radiacdo UV (KORYTOWSKI et al, 1987). Atribui-se a
melanina a fotoprotegcao principalmente contra a radiagdo UVB, enquanto o papel
fotossensibilizador esta relacionado com a radiacdo UVA e luz visivel, levando a
geragado de EROs que podem danificar as biomoléculas (HALLIDAY et al, 2005).

Chiarelli-neto et al (2014) demonstraram que a luz visivel pode danificar os
melandcitos através da fotossensibilizacdo da melanina e geragao de 'Oz, provocando
a fotooxidagao do DNA e a morte celular necro-apoptoética. Sendo assim, a exposicao

a luz visivel também pode contribuir para o cancer de pele. Além disso, Cunha et al
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(2012) relataram que o estimulo da melanogénese (sintese de melanina), em células
B16-F10, resultou em niveis aumentados de EROs, produzidos na via de sintese da
melanina.

Kalegari (2017) avaliou a ocorréncia de bases modificadas no DNA em células
B16-F10, utilizando ensaio cometa modificado com a enzima de reparo hOGG1. Foi
demonstrado que o estimulo da melanogénese juntamente com a geragéo de 'O2
provocou aumento nos niveis de danos no DNA, em 0 e 18 h apés irradiagao com luz
visivel verde (526 + 20 nm). Adicionalmente, também foi demonstrada a reducgao da

viabilidade celular, em 0 e 18 h, por ensaios de MTT e cristal violeta.

2.2 ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO (EROs)

EROs sdo moléculas instaveis formadas pela excitacdo (transferéncia de
energia) ou reducao (transferéncia de elétrons) parcial do oxigénio molecular. Essas
moléculas derivadas de oxigénio incluem radicais como hidroxila ("OH), superdxido
(O27), alcoxila (RO") e peroxila (ROz2’), e ndo-radicais, que sdo agentes oxidantes ou
convertidos facilmente em radicais, como acido hipocloroso (HOCI), perdoxido de
hidrogénio (H202), ozdnio (O3) e oxigénio molecular singlete ('02). EROs em niveis
elevados sdo considerados oncogénicos e por isso sao associados ao cancer
(MOLONEY; COTTER, 2017; PRASAD; GUPTA; TYAGI, 2017).

As EROs sao geradas dentro das células, tanto por fontes exégenas quanto
enddgenas. As fontes exdgenas sao poluentes, xenobidticos, fumaga, radiagéo, entre
outros. O oxigénio molecular (O2) pode absorver radiagdo e formar 'O2, ou ganhar
elétrons e ser sequencialmente reduzido a O2™, H202, ‘OH e H20 (FIGURA 1). As
EROs enddgenas sao produzidas como um subproduto em organelas celulares como
mitocdndrias, peroxissomos e citocromo P-450 (ACHARYA et al, 2010, PRASAD;
GUPTA; TYAGI, 2017). Elas atuam como moléculas de sinalizagdo, mas também sao
considerados subprodutos tdxicos inevitaveis do metabolismo de organismos
aerdbicos (MITTLER, 2017). EROs também s&o produzidas em condi¢cdes
inflamatadrias, durante processos patoldgicos. Sendo que uma reagéo inflamatéria ndo
controlada pode provocar uma inflamacéao crénica que pode contribuir para a iniciagao
de um tumor (VALAVANIDIS et al, 2013; WU et al, 2014).
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FIGURA 1 — VIAS DE REDUGCAO DO OXIGENIO A AGUA, LEVANDO A FORMAGAO DE
ESPECIES REATIVAS DE OXIGENIO INTERMEDIARIAS

a L

0, —-— 0, i—;:_- H,0, T;L- 'OH %;.. H,O

Reagdo Geral: O, +4e +4H — 2H,0

FONTE: Adaptado de Scandalios (2002), com permissao da Elsevier (n° de licenga:
4681481328074).

LEGENDA: O oxigénio molecular Oz pode absorver energia (hv) e formar oxigénio molecular singlete
('02), ou ganhar elétrons e ser sequencialmente reduzido a: radical superéxido (O2~), peréxido de
hidrogénio (H20>), radical hidroxila ((OH) e agua (H20).

Em niveis baixos, as EROs apresentam efeitos benéficos regulando a
homeostase e a sinalizagdo intracelular, entretanto, quando sdo excessivamente
geradas, ou inadequadamente eliminadas, desempenham um papel importante no
dano de lipideos, proteinas e DNA (PRASAD; GUPTA; TYAGI, 2017). As células
possuem sistemas de defesa antioxidante que mantém o equilibrio entre a producao
e a eliminacao de EROs. Quando este equilibrio é interrompido devido ao excesso de
EROs, deplecao de antioxidantes ou ambos, ocorre o estresse redox (SIES; BERNDT;
JONES, 2017). Dessa forma, o dano causado, principalmente no DNA intracelular,
pelas EROs, é conhecido por ser mutagénico e provavelmente contribui para a perda
da estabilidade genémica das células (MULLER et al, 1990).

2.2.1 Oxigénio Molecular Singlete ('0z2)

O '02é um tipo de EROs nao-radicalar, formado por transferéncia de energia
de excitagdo para o oxigénio molecular (O2) no estado fundamental triplete (3Zg’), que
por sua vez, € um radical livre, pois possui dois elétrons desemparelhados com spins
paralelos localizados em orbitais 17 distintos, como pode ser observado na FIGURA
2. Dessa forma, o O2 apresenta baixa reatividade pois sua redugcado direta por 2
elétrons que também possuam spins paralelos, e consequente agdo como agente
oxidante, contraria o Principio de Pauli (em orbitais atbmicos ou moleculares um par

de elétrons deve apresentar spins opostos). A regra de restricdo de spin € removida
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quando o Oz recebe um acréscimo de energia e € gerado o oxigénio nas suas formas
singlete (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

FIGURA 2 - DISTRIBUIGAO ELETRONICA DO OXIGENIO MOLECULAR NOS ESTADOS
FUNDAMENTAL E SINGLETE

o*2p - - -
n*2p _T T T b T

e 2p T\ T ™ T4 ™ T
o2p o T N
o0*2s T T T~

o 2s B R RS
o*1s Ty R MCTS
ols B o R

Estado fundamental 05 singlete 05 singlete
(°2g 0z) (12g *0,) (*Ag Oy)

FONTE: O autor (2019).

LEGENDA: O oxigénio molecular no estado fundamental triplete (3Z502) possui dois elétrons
desemparelhados com spins paralelos em orbitais m*2p diferentes. Enquanto, nos estados singletes:
124*0O2 ha dois elétrons desemparelhados com spins opostos em orbitais T*2p distintos e 'AgO2ndo ha
elétrons desemparelhados.

Existem dois estados do oxigénio eletronicamente excitado (representados na
FIGURA 2): "Ag um estado menos energético (22 kcal/mol acima do fundamental), em
que nao existem elétrons desemparelhados, e de vida-média elevada
(aproximadamente 2 a 4 us em H20), e 'Z4* um estado mais energético (37,5 kcal/mol
acima do fundamental), que possui dois elétrons desemparelhados com spins opostos
em orbitais 1* distintos e de vida-média muito inferior (10-'' s), que rapidamente decai
ao estado 'Aq. Entdo, somente a forma 'Ag do oxigénio singlete é considerada nos
sistemas bioldgicos, denotada por 'O2 (MARTINEZ, 2003).

O 'O2 pode ser gerado por varios processos: fotossensibilizagdo
(KOCHEVAR; REDMOND, 2000), oxidagao do peroxido de hidrogénio (H202) por
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hipoclorito (CIO") (HELD; HALKO; HURST, 1978) ou peroxinitrito (ONOO") (DI
MASCIO et al, 1994), decomposicdo térmica de endoperdxidos derivados do
naftaleno, como N,N-di(2,3-dihidroxipropil)-1,4-naftalenodipropanamida (DHPN)
(MARTINEZ et al, 2000), peroxidacao lipidica (MIYAMOTO et al, 2003), fagocitose de
virus e bactérias (mecanismo de defesa) (STEINBECK; KHAN; KARNOVSKY, 1992)
e reacgbes enzimaticas com peroxidases e oxigenases, entre outras enzimas
(KANOFSKY, 1989).

O oxigénio molecular singlete é a principal espécie reativa formada por
radiacdo UVA na pele (por fotossensibilizadores endégenos) (BAIER et al, 2007). UVA
penetra mais profundamente na derme em comparagédo a UVB (AGAR et al, 2004), e
€ a principal fonte de UV responsavel pelo fotoenvelhecimento da pele e o
desenvolvimento de varios tipos de cancer de pele. Niveis aumentados de 02 foram
encontrados em queratindcitos humanos apds exposigéao a radiagdo UVA (BAIER et
al, 2007). O 'Oz é a forma mais reativa do oxigénio molecular e um potente oxidante
em relagdo aos compostos de alta densidade eletrénica, capaz de oxidar todos os
tipos de biomoléculas, principalmente acidos nucléicos (MARTINEZ, 2003), e

conhecido por ser mutagénico e genotoxico (RAVANAT et al, 2000).

2.3 FOTOSSENSIBILIZAGAO E TERAPIA FOTODINAMICA

Na fotossensibilizagdo, uma molécula (fotossensibilizador) absorve luz visivel
ou luz UV e essa energia € transferida para outras moléculas, produzindo espécies
reativas que modificam moléculas celulares (KOCHEVAR et al, 1996; OLIVEIRA,
2006). Entdo, o processo acontece quando um fotossensibilizador, luz de
comprimento de onda adequado e oxigénio molecular estdo presentes
simultaneamente (KOCHEVAR; REDMOND, 2000).

Nas reacbes de fotossensibilizacdo (FIGURA 3), os fotossensibilizadores
absorvem energia quando sao irradiados com luz UV ou visivel, e passam a um estado
excitado singlete ('PS’), o qual pode decair para o estado fundamental singlete (°PS)
emitindo fluorescéncia, ou ser convertido ao estado triplete excitado (°PS’) através da
invers&o espontanea do spin do elétron excitado. O estado 3PS’ possui tempo de vida
mais longo e pode decair ao estado °PS emitindo fosforescéncia, ou reagir por
mecanismos fotoquimicos do tipo | ou Il. Na reacao do tipo |, pode reagir com um

substrato organico (R) ou uma segunda molécula fotossensibilizadora, por
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transferéncia de elétron, levando a formag&o de radicais que interagem com Oz e
geram EROs, como H202, O2" e "OH. Alternativamente, na reagédo do tipo Il, o
fotossensibilizador no estado 3PS” pode transferir sua energia diretamente para o Oz,
gerando °PS e 'O2 (RONSEIN et al, 2006; DAI et al, 2012).

FIGURA 3 — REPRESENTAGAO ESQUEMATICA DO PROCESSO DE FOTOSSENSIBILIZAGAO

—» R oxdants —— e 2ol S'+

POl — | 3 +Rgpr ——» RT+8¢  +'0;, ——» EROs

FOSFORESCENCIA

+ LUZ |

g —» 1p§ k] = L.
PsS —» PS5

— + PSS —p PS5+t + PS-

FLUCRESCENCIA

ol L +%0, 5 "PS +7p,

FONTE: Adaptado de Ronsein et al (2006), licenciado sob CC BY 3.0 BR.

LEGENDA: O fotossensibilizador (PS) € irradiado e absorve energia que o excita para a um estado
excitado singlete ('PS”), podendo ser convertido ao estado triplete excitado (3PS") ou decair ao estado
fundamental singlete (°PS). 3PS’, pode entdo reagir com o oxigénio molecular (302) por duas vias, tipo
| e tipo Il, levando a formagao de espécies reativas de oxigénio (EROs) e oxigénio molecular singlete
(102), respectivamente.

Os fotossensibilizadores sdo compostos sintéticos ou naturais, sendo que os
comumente utilizados em laboratdrio para a geracdo de 'O2 s&o: rosa bengala, azul
de metileno, fenalenona e meso-tetrafenil porfirina (KOCHEVAR; REDMOND, 2000).

O processo de fotossensibilizagado tem sido utilizado como uma terapia para
o tratamento de alguns tipos de cancer de pele, denominada terapia fotodinadmica (do
inglés photodynamic therapy — PDT) (DAVIDS; KLEEMANN, 2011). Essa terapia
possui vantagens como boa seletividade as células tumorais, mostra-se minimamente
invasiva e pode ser utilizada sozinha ou juntamente com outras terapias como
quimioterapia e imunoterapia (JUARRANZ et al, 2008).

A PDT tem sido utilizada com sucesso como terapia de primeira linha ou
paliativa para o tratamento de cancer de pulmao, esbfago, bexiga, pele nao
melanoma, cabega e pescogo, no entanto tem mostrado algumas desvantagens que
limitam sua aplicagao clinica no tratamento de melanoma. Neste caso, o desafio mais

importante € superar a resisténcia ao melanoma devido ao aprisionamento
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melanossémico do fotossensibilizador, a presenga de melanina que atua na absorgao
da luz incidida, defesa antioxidante, defeitos nas vias apoptoticas, evasdo imune e
estimulo da neoangiogénese. Assim, os potenciais alvos para a PDT no melanoma
sao: indugao de morte celular, reducdo do potencial antioxidante, inibigdo dos
mecanismos enddgenos de resisténcia a drogas e neoangiogénese, juntamente com

a ativacao de uma eficiente resposta imune anti-melanoma (BALDEA et al, 2018).

2.3.1 Rosa Bengala

O Rosa Bengala (RB) é um corante sintético que pertence a classe dos
xantenos soluveis em agua, e sua capacidade de converter o oxigénio triplete em seu
estado singlete quando irradiado com luz verde, pela presenca de atomos de cloro e
iodo nos anéis de xanteno, levou a sua utilizagdo como fotossensibilizador do tipo I
para matar microorganismos e células tumorais (PANZARINI; INGUSCIO; DINI, 2011;
KOEVARY, 2012). O rosa bengala mostrou-se ser toxico e entrar preferencialmente
em células tumorais e ja foi relatado no tratamento de melanoma metastatico
(THOMPSON; HERSEY, WACHTER, 2008; FOOTE et al, 2010).

Este corante possui natureza anibnica, o que faz com que em baixas
concentragdes, o RB seja inibido de atravessar as membranas celulares e entrar nas
células na auséncia de um veiculo. Assim, para favorecer o seu acumulo intracelular,
derivados hidrofébicos do RB com acetato foram desenvolvidos. A adicao de grupos
acetatos ao anel xanteno converte a molécula RB em Rosa Bengala Acetato (RBAc)
(FIGURA 4), tornando-a mais hidrofébica e melhorando a sua capacidade de
internalizar nas células. Ao mesmo tempo, as propriedades fotofisicas (emissao de
fluorescéncia) e fotoquimicas (fotossensibilizagdo) do RB sao extintas. Apds a
internalizagcdo nas células, os grupos acetatos sa&o removidos por esterases
carboxilicas citoplasmaticas, restaurando a estrutura nativa, bem como as
propriedades de fluorescéncia e fotossensibilizagdo do RB. Conforme descrito por
Panzarini, Inguscio e Dini (2011), em uma revisdo sobre RBAc, o seu acumulo
intracelular depende do equilibrio entre trés processos: influxo de RBAc inativo,
restauracédo de RB ativo e efluxo de RB (BOTTIROLI et al, 1997). Apds a restauragao
das moléculas de RB fotoativas, elas permanecem por um longo tempo dentro das
células. RB se localiza nos endossomos e depois apresenta uma redistribuicao



29

intracelular para a regido perinuclear e, por fim, para o aparelho de Golgi e reticulo
endoplasmatico (PANZARINI; INGUSCIO; DINI, 2011).

FIGURA 4 — ESTRUTURA QUIMICA DO ROSA BENGALA DIACETATO
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FONTE: Kalegari (2017).

LEGENDA: Estrutura quimica do corante sintético rosa bengala, modificado com a adigdo de grupos
acetato para favorecer seu acumulo intracelular e utilizagdo como fotossensibilizador na terapia
fotodinamica.

A producdo de EROs por RB é obtida por irradiagdo com luz visivel verde,
cujo comprimento de onda varia entre 530 e 560 nm (PANZARINI; INGUSCIO; DINI,
2011). Soldani et al (2007) demostraram que células HelLa fotossensibilizadas com
RBACc-PDT (luz visivel a 530 nm), sofreram danos generalizados em varias organelas

e estruturas celulares, com uma indugéo preferencial de apoptose.

2.4 DANOS NO DNA E NO POOL DE NUCLEOTIDEOS

Algumas EROs reagem com o DNA e causam danos oxidativos nas suas
bases nitrogenadas, levando a formagao de bases oxidadas, através da oxidagao
direta dos acidos nucléicos e de quebras na molécula de DNA (BERRA, 2008). As
quatro bases nitrogenadas sao suscetiveis a oxidagdo, pois apresentam baixos
potenciais de redug¢do, sendo que a guanina possui o menor valor (STEENKEN,;
JOVANOVIC, 1997). Dessa forma, entre as bases oxidadas geradas, a 8-oxoguanina
(8-oxo-7,8-dihidroguanina) € a mais abundante e parece desempenhar papéis criticos

na carcinogénese e envelhecimento (HAYAKAWA et al, 1995), aléem de ser
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frequentemente considerada um marcador geral de dano oxidativo no DNA (SPEINA
et al, 2005).

O '02 reage com o DNA exclusivamente na base guanina (RAVANAT et al,
2000). A 8-oxoguanina formada no DNA pode parear com as bases citosina e adenina,
e entdo a transversdo G+C para T+A ¢é induzida. A oxidagdo da guanina também pode
ocorrer no pool de nucleotideos celular (reservatério dos precursores dNTPs —
desoxinucleotideos trifosfato) formando  8-oxo-dGTP  (8-oxo-7,8-dihidro-2'-
desoxiguanosina 5’-trifosfato), que € um potente substrato mutagénico para a sintese
de DNA, pois pode ser incorporado oposto a citosina e adenina no DNA, durante a
replicacéo, com eficiéncias quase iguais. Neste caso, ambas as transversdes seriam
induzidas: TA para G+C e G+C para T-A (FIGURA 5) (HAYAKAWA et al, 1995).

FIGURA 5 — MUTAGCOES INDUZIDAS NO DNA PELA FORMAGAO DE 8-OXOGUANINA E
INCORPORAGCAO DE 8-0xo0-dGTP
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FONTE: Adaptado de Eshtad et al (2016), licenciado sob CC BY 4.0.

LEGENDA: Quando 'Oz oxida a guanina (G) no DNA ocorre a formacgéo de 8-oxoguanina (OG) que é
pareada erroneamente com a adenina (A) apos replicagao, e assim a mutagéo G+C para T+A € induzida.
Alternativamente, 'O2 pode oxidar dGTP em 8-0xo-dGTP no pool de nucleotideos, que é incorporado
no DNA oposto a citosina (C) ou adenina (A), e assim ambas as mutagdes podem ser induzidas: G+C
para T*A e T+A para G+C.
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Estudos com Escherichia coli revelaram que as células possuem mecanismos
elaborados que impedem as mutagdes causadas por oxidagdo da base guanina no
DNA e na sua forma de nucleotideo livre (HAYAKAWA et al, 1995). Duas enzimas
DNA (glicosilases estao envolvidas na corregao do pareamento errébneo de bases no
DNA e elas sado codificadas pelos genes mutM (Fpg) e mutY. A mutM remove 8-
oxoguanina quando pareada com a base citosina e a mutY remove a base adenina
quando pareada com 8-oxoguanina. Uma terceira enzima, produto do gene mutT, &
uma pirofosfohidrolase (8-oxo-dGTPase) que impede a incorporagao de 8-oxo-dGTP
no DNA (MICHAELS; MILLER, 1992). A 8-oxo-dGTPase possui uma atividade
enzimatica que hidrolisa 8-oxo-dGTP a 8-oxo-dGMP (8-oxo-7,8-dihidro-2'-
desoxiguanosina 5’-monofosfato) (MO; MAKI; SEKIGUCHI, 1992), que nao pode ser
refosforilada, e pela agdo de uma nucleotidase (8-oxo-dGMPase) é ainda degradada
a 8-oxo-dG (8-oxo-7,8-dihidro-2’-desoxiguanosina) (FIGURA 6) (HAYAKAWA et al,
1995), que passa através da membrana plasmatica e é excretada para o meio
extracelular (FOTOUHI et al, 2011). As células humanas contém enzimas que sao
analogas as de E. coli (FIGURA 7). hOGG1 possui fungdo similar a mutM
(RADICELLA et al, 1997), MYH (MutYH) é analoga a mutY bacteriana (MCGOLDRICK
et al, 1995) e MTH1 é equivalente a mutT (FURUICHI et al, 1994).

FIGURA 6 — ACAO DAS ENZIMAS DE REPARO NO POOL DE NUCLEOTIDEOS: 8-oxo-dGTPase E
8-oxo-dGMPase
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LEGENDA: Quando ocorre a oxidagdo de dGTP no pool de nucleotideos, 8-oxo-dGTP é formado e a
enzima de reparo 8-oxo-dGTPase (codificada pelo gene mutT em E. coli e MTH1 em humanos) age
removendo dois grupos fosfatos da molécula formando assim 8-oxo-dGMP. Em seguida, a agdo da
enzima 8-oxo-dGMPase é necessaria para a remogéao do grupo fosfato restante e ha a formagéao de 8-
oxo-dG, molécula mais facilmente excretada da célula.



32

FIGURA 7 — ACAO DAS ENZIMAS DE REPARO NO DNA, hOGG1 e MutYH, ENVOLVIDAS NA VIA
DE REPARO POR EXCISAO DE BASES (BER)
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LEGENDA: Quando ocorre a oxidagéo da guanina (G) no DNA, 8-oxoguanina (O) é formada e a enzima
de reparo hOGG1 age removendo a 8-oxoguanina, dessa forma nenhuma mutagao é induzida no DNA.
MutYH, outra enzima de reparo, remove a adenina (A) pareada erroneamente com a 8-oxoguanina (O),
e a agao de hOGG1 ainda é necessaria para haver o reparo no DNA.

[] [=]

O papel da eliminacdo de dNTPs danificados do pool de nucleotideos celular
recebeu menos atencdo do que o papel das vias de reparo do DNA. No entanto, a
eliminacdo dos dNTPs danificados € muito importante para a manutencdo da
integridade genémica (SPEINA et al, 2005). Além disso, estudos tém mostrado que o
pool de nucleotideos é um alvo altamente sensivel (HAGHDOOST et al., 2005;
HAGHDOOST et al, 2006), pois diferentemente do DNA, que é protegido pela
cromatina (LJUNGMAN et al, 1991), os dNTPs sdo menos protegidos devido a
proximidade com as fontes primarias de EROs: mitocéndria e peroxissomos. Foram
apresentadas evidéncias de que o nucleotideo de guanina livre (dGTP) é mais
acessivel aos radicais livres do que dG no DNA (SVOBODA; HARMS-RINGDAHL,
1999). Por consequéncia, a enzima MTH1 age sobre 8-oxo-dGTP de forma a
minimizar seus niveis e entdo, sua possivel incorporacdo no DNA durante a
replicagdo. Ja foi relatado que ratos deficientes dessa enzima apresentam maior
incidéncia de cancer em comparacado a ratos com expressao do tipo selvagem de
MTH1 (TSUZUKI et al, 2001).
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Fotouhi et al (2011) em seu estudo com linhagem celular de linfoblastoide
humano TK6, relataram que o pool de nucleotideos € um alvo significativo para as
mutacdes induzidas por UVA e que MTH1 desempenha um papel importante na
protecdo de células contra o estresse redox induzido por UVA e consequentemente
contra o cancer de pele. Os resultados obtidos mostraram aumento na frequéncia
mutante juntamente com maior concentragéo intracelular de 8-oxo-dGTP em células
com MTH1 silenciado e menor concentragao de 8-oxo-dG extracelular, sugerindo que,
pelo menos em parte, a atividade mutagénica da UVA € mediada pela producéo de 8-
oxo-dGTP.

MTH1 mostrou-se superexpressado no nivel de mRNA em carcinomas de
células renais humanas (OKAMOTO et al, 1996), tumores de mama (WANIA; MILOB;
D’AMBROSIOC, 1998) e linhagens de células de cancer de pulmao (HIBI et al, 1998;
KENNEDY et al, 1998; KENNEDY; PASS; MITCHELL, 2003). Sendo assim, é
sugerido que os tumores tém uma dependéncia maior da fun¢gdo de MTH1, do que as

células normais.

2.5 ENZIMAS DE SANITIZAGAO DO POOL DE NUCLEOTIDEOS

A superfamilia de hidrolases NUDIX é encontrada em mais de 250 espécies
em eucariontes, bactérias e arqueas. Os membros dessa familia consistem,
principalmente, de pirofosfohidrolases que atuam sobre os nucleosideos difosfatos
ligados a outra porgéo X, incluindo nucleotideos danificados por oxidagdo. O genoma
humano possui 24 genes dessas enzimas e pelo menos 5 pseudogenes que
apresentam uma consideravel diversidade de substrato (CARTER et al, 2015). Foram
sugeridos homologos humanos funcionais de mutT: NUDT1 (MTH1), NUDT15 (MTHZ2)
e NUDT18 (MTH3), que assemelham-se em suas sequéncias, mas diferem
consideravelmente em suas especificidades de substratos (TAKAGI et al, 2012).

A proteina MTH1 é a melhor caracterizada dos homdlogos, e cliva 8-oxo-
dGTP a 8-oxo-dGMP, mas n&o aceita 8-oxo-dGDP como substrato. Semelhante a
MTH1, outras proteinas NUDIX, a NUDT15 e a NUDT18 foram propostas como
sanitizantes do pool de nucleotideos e podem funcionar em conjunto com MTH1 ou
atuar como enzimas compensatorias se a atividade de MTH1 for perdida (CARTER et
al, 2015). A proteina MTH2 é descrita como o segundo homélogo humano de mutT

bacteriano com atividade de 8-oxo-dGTPase, que pode converter tanto 8-oxo-dGTP
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quanto 8-oxo-dGDP a 8-oxo-dGMP, mas possui atividade enzimatica contra 8-oxo-
dGTP muito menor do que a de MTH1 (TAKAGI et al, 2012; CARTER et al, 2015).
NUDT18 possui uma sequéncia intimamente relacionada a MTH1 e MTHZ2, por isso
foi proposto que ela deveria ser nomeada MTH3. Essa proteina € especificamente
ativa contra 8-oxo-dGDP e dificilmente cliva 8-oxo-dGTP (TAKAGI et al, 2012).

Carter et al (2015) demonstraram que NUDT15 tem uma atividade
consideravelmente menor para espécies de guanina oxidadas do que para os
nucleotideos nao danificados. Enquanto MTH1 demonstrou uma forte atividade em
relagdo a 8-oxo-dGTP, nenhuma das outras enzimas propostas mostrou atividade
apreciavel com nucleotideos oxidados. No geral, foi concluido que MTH1 € o principal,
e talvez o unico, membro da familia NUDIX com papel celular como sanitizante do
pool de dNTP oxidado.

MTH1 é regulado positivamente em muitos tipos de canceres, sugerindo que
os tumores tém uma dependéncia maior da funcdo de MTH1, do que as células
normais. Isso levou ao desenvolvimento de inibidores de MTH1 no tratamento do
cancer. No entanto, mesmo que alguns inibidores como o TH588 e TH1579 tenham
exibido potente atividade antitumoral com toleravel toxicidade em estudos pré-clinicos
(GAD et al, 2014; SAMARANAYAKE; HUYNH; RAI, 2017), outros ndo conseguiram
matar células tumorais (KAWAMURA et al, 2016; WARPMAN BERGLUND et al,
2016).

Wang et al (2016) demonstraram que a apoptose de células de melanoma
humano é determinada por niveis endégenos de EROs e que a inibigdo de MTH1 com
TH588 contribui para uma maior sensibilizagcdo dessas células. No entanto, havia
pouca compreensdo de como MTH1 é regulado nas células tumorais. Entdo, em
seguida, Wang et al (2017) investigaram os mecanismos regulatérios que sustentam
a expressao de MTH1 em células de melanoma, e relataram que MTH1 é regulado
por poliubiquitinagdo mediada por E3 ligase Skp2. Em linhagens de células de
melanoma e amostras de pacientes, foi observada uma correlagdao positiva da
expressao de Spk2 e MTH1. Investigagdes mecanisticas mostraram que Skp2 limitou
o0 dano ao DNA e a apoptose desencadeada por estresse redox e que MAPK regulou
positivamente Skp2 e MTH1 para tornar as células mais resistentes a esse estresse.

Hu et al (2019), desenvolveram uma estratégia de dano oxidativo amplificado
para terapia tumoral focada no aumento da geragao de EROs, através de um processo

fotodinamico, e na inibigdo da atividade da enzima MTH1, simultaneamente. O inibidor
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de MTH1, TH287, foi encapsulado com revestimento de silica mesoporosa modificado
com tetrafenilporfirina-zinco (Zn-Por) via coordenagdo metalo-supramolecular
(PMPT). Zn-Por se comportou como fotossensibilizador para geracdo de EROs sob
irradiacéo com laser e o TH287 liberado age impedindo o processo de reparo de danos
mediado por MTH1, para agravar o dano oxidativo, resultando assim em toxicidade
celular e inibicdo do crescimento do tumor.

Outra estratégia para atacar o sistema de defesa de células tumorais contra
EROs, envolvendo uma melhor eficacia da terapia fotodinamica e a supressao de
MTH1, foi mostrada por Fan et al (2018). O estudo demonstrou a sintese e aplicagao
de nanoparticulas de silica mesoporosa, utilizadas como veiculo multifuncional para o
fornecimento simultaneo de siRNA MTH1 e o fotossensibilizador Clorina e6 (Ce6), em
linhagem celular humana de osteosarcoma e camundongos. Portanto, a supressao da
funcdo de MTH1 pode fornecer outra estratégia para melhorar a eficacia da PDT,
melhorando a sensibilidade celular as EROs em células tumorais e, ao mesmo tempo,

nao modificando a regulagado redox em células normais.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAIS

Os materiais utilizados para o cultivo celular, como meio de cultura RPMI 1640
e soro fetal bovino foram adquiridos da Gibco (Paisley, UK), e o bicarbonato de sédio,
penicilina e estreptomicina da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). A estufa
umidificada foi adquirida da Panasonic Healthcare Co (USA). Os reagentes acido
citrico, acetato de aménio, EDTA, Sacarose, Tris, desferroxamina, acido ascérbico,
NaCl, NH4Cl, albumina bovina, DTT, glicerol, Tween-20, MES, L-tirosina, 8-oxo-dG,
dGTP, dGMP foram comprados da Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Metanol grau
HPLC, H202, CuSO4foram adquiridos da Merck (Darmstadt, Alemanha). Acido férmico
e MgCl2 foram comprados da Synth (Diadema, SP, Brasil), Triton X 100 da Vetec
(Duque de Caxias, RJ, Brasil) e acetonitrila grau HPLC da JT-Baker (Phillipsburg, NJ,
USA). Os primers utilizados para os genes MTH1 e HPRT foram adquiridos da
Invitrogen (Carslbad, CA, USA). A agua ultrapura foi obtida por um sistema da
GEHAKA (S&o Paulo, Brasil).

3.2 CULTIVO DE CELULAS B16-F10

As células de melanoma murino, cedidas pelo Prof. Dr. Roger Chammas
(Escola de Medicina da Universidade de S&o Paulo, Brasil) foram cultivadas em
garrafas estéreis com meio de cultura RPMI 1640 suplementado com 7,5% (v/v) de
soro fetal bovino, 8 mM de bicarbonato de sédio, 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL
de estreptomicina, e mantidas em estufa umidificada contendo 5% (v/v) de CO2 a 37
°C (CUNHA et al, 2012).

3.3 ESTIMULO DA MELANOGENESE E FOTOSSENSIBILIZACAO

O estimulo da sintese de melanina foi realizado com a incubagao das células
por 48 h (em estufa umidificada contendo 5% (v/v) de COz a 37 °C) em meio de cultura
RPMI 1640 suplementado com 0,4 mM de L-tirosina e 10 mM de NH4CI (KONGSHOJ
et al, 2007), além da suplementacao com 7,5% (v/v) de soro fetal bovino, 8 mM de

bicarbonato de sddio, 100 U/mL de penicilina e 100 ug/mL de estreptomicina (meio de
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estimulo). O controle foi realizado com a incubacao das células em meio RPMI 1640
com suplementacao de 7,5% (v/v) de soro fetal bovino, 8 mM de bicarbonato de sddio,
100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina, mas sem adigao de L-tirosina
e NH4ClI (meio controle).

De acordo com Cunha et al (2012), as células estimuladas possuem menores
taxas de proliferacao, entdo, apds 48 h, ha aproximadamente 30% menos células em
comparagao com o controle. Assim, as células submetidas as condi¢gdes de estimulo
foram plaqueadas com um incremento de 15% em relacdo a condi¢cdo controle:
5,75-10°% e 5-10° células/placa, respectivamente. As células foram plaqueadas, com
meio de cultura controle, 24 h antes do estimulo para ades&o nas placas de cultura
de células de 100 mm estéreis, e mantidas em estufa umidificada contendo 5% (v/v)
de CO2 a 37 °C (KALEGARI, 2017).

Com o objetivo de gerar oxigénio singlete (O2) por fotossensibilizagdo, as
células B16-F10 foram incubadas com Rosa Bengala Acetato (RBAc), disponivel no
laboratério (sintetizado anteriormente conforme descrito em Suzukawa, 2012 e
Webers, 2017) e luz visivel verde, utilizando lampadas de diodo emissor de luz (LED),
doadas pela empresa Cromatek - Cromax Eletronica LTDA (S&o Paulo, Brasil), com
pico de emissdo em 526120 nm (KALEGARI, 2017). A irradiagdo ocorreu em uma
camara construida em MDF, formato cubico e com dimensdes internas de 22,5 cm
(SUZUKAWA, 2012).

Apos plaqueamento e adesdo das células B16-F10, a melanogénese foi
estimulada como descrito acima. Apds 48 h, os meios de cultura foram substituidos
por meio controle ou meio de estimulo (ambos sem RBACc) e pelo meio controle com
adicdo de RBAc 10 ug/mL ou meio de estimulo com RBAc 10 ug/mL e as células
incubadas em estufa durante 2 h. Apds isso, todos os meios foram substituidos por
HBSS e as células irradiadas com luz visivel verde durante 15 min (condi¢ao claro) ou
mantidas em estufa com papel aluminio (condi¢do escuro) durante 15 min. Em
seguida, para realizar analises imediatamente apds o tratamento (0 h) o HBSS foi
removido e para realizar 18 h apods a irradiacdo, o HBSS foi substituido por meio de
cultura controle e meio de estimulo, conforme o grupo, e as células mantidas em
estufa umidificada contendo 5% (v/v) de CO2 a 37 °C (KALEGARI, 2017).
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3.4 DETERMINACAO DE 8-ox0-dG (EXTRA E INTRACELULAR)

3.4.1 HPLC-EC e HPLC-PDA

Para determinar 8-oxo-dG excretado das células, foram coletados os
sobrenadantes do tempo 0 h (HBSS) e do tempo 18h (meio controle e meio de
estimulo). As amostras foram centrifugadas a 3000 xg por 5 min e o sobrenadante foi
usado para a detecgao e a quantificagéo de 8-oxo-dG em HPLC (Shimadzu, LC-20AD)
com detector eletroquimico (130 e 380 mV; ESA Coulochem lll, modelo 5011A/5020)
e detector PDA (254 nm; Shimadzu SPD-M20A), conforme descrito por Shigenaga et
al (1990) e Eblin et al (2006).

Os sobrenadantes (20 uL) foram injetados no HPLC utilizando uma coluna
analitica de fase reversa C-18 (250 x 4,6 mm, 5 ym; Agilent), sob fluxo de 0,8 mL/min,
fase movel constituida por 90% de acido citrico 4 mmol/L, acetato de aménio 8
mmol/L, EDTA 20 mg/L, pH 4,0, e 10% de metanol grau HPLC, e tempo de corrida de
15 min. O sistema foi calibrado com solugao padrao de 8-oxo-dG.

Para determinar 8-oxo-dG intracelular, as células foram retiradas das placas
com tripsina, lavadas com PBS e centrifugadas a 3000 xg por 5 min para obter os
pellets de células. Aos pellets adicionou-se tampao de lise (Sacarose 320 mmol/L,
MgCl2 5 mmol/L, Tris HCI 10 mmol/L, desferroxamina 0,1 mmol/L, Triton X 100 1%,
pH 7,5), e foram centrifugados a 5000 xg por 5 min. Em seguida, o sobrenadante
obtido foi injetado no HPLC (20 uL), para detectar e quantificar 8-oxo-dG como

descrito acima.

3.4.2 HPLC-MS/MS

Alternativamente, os sobrenadantes foram processados da seguinte forma:
adicdo de 1,5 pL de solugdo contendo 750 fmol/uL de ['*Ns]8-oxo0-dG,
homogeneizagdo em vortex e secagem completa a vacuo (em baixa temperatura);
adicado de 500 pL de metanol, homogeneizagdo em vortex e centrifugagao por 10 min
a 16000 xg; secagem completa a vacuo (em baixa temperatura) do sobrenadante
obtido; e, por fim, as amostras foram ressuspensas em 75 uL de H20 e centrifugadas
por 5 min a 16000 xg. Em seguida, 50 yL foram injetados no sistema HPLC-ESI-



39

MS/MS (HPLC, Agilent 1200 series; ESI-MS/MS, Applied Biosystems/MDS Sciex
Instruments).

As anadlises foram conduzidas com ionizagdo por electrospray em modo
positivo (ESI+, [M+H]"), utilizando os seguintes parametros otimizados: gas de
interface (CUR), 15 psi; gas de nebulizagdo (GS1), 45 psi; gas na fonte de ions (GS2),
50 psi; gas de dissociagdo induzida por colisédo (CAD), LOW; temperatura da fonte do
ESI (TEM), 650 °C; potencial de entrada (EP), 10 V; tensao do spray de ions (IS), 5500
V e foi utilizado o modo de monitoramento de reagdao multipla (MRM) (TABELA 2). As
razdes entre as areas (aduto/padrao interno) foram utilizadas para quantificagcdo. Para
as quantificagdes foram injetadas curvas de calibragdo no intervalo de 50 a 4000 fmol
de 8-0x0-dG (750 fmol de ['°Ns]8-oxo-dG).

TABELA 1 — MODO DE MONITORAMENTO DE REACAO MULTIPLA

Transi¢gao do MRM
5Ns-8-0x0dG m/z 289,197— m/z 173,000
8-oxodG m/z 284,197— m/z 167,900
8-oxodG m/z 284,197— m/z 140,000

FONTE: O autor (2019).

A seguinte condigdo cromatografica foi utilizada: coluna Luna C-18 (150 x 2,0
mm, 3,0 yum, 100A; Phenomenex) com pré-coluna C-18 4,0 x 3,0 mm (Phenomenex,
Torrance, CA), e eluicdo com um gradiente de acido férmico 0,1% em H20 (Solugao
A) e metanol (Solugéo B), a 35 °C, com fluxo de 130 pL/min (O - 30 min, 0 - 50% de B;
30 - 31 min, 50 - 80% de B; 31 - 36 min, 80% de B; 36 - 38 min, 80 - 0% de B; 38 - 48
min, 0% de B). A valvula de comutagéao de fluxo foi configurada para permitir a entrada
de eluentes no espectrémetro de massas durante o intervalo de 13 a 28 min.

Os pellets de células foram ressuspendidos em 200 pL de solugdo de
acetonitrila e H20 (9:1; v/v) para a completa inibicdo do metabolismo celular, e
processados da seguinte forma: adicdo de 800 uL de solugdo de solvente de extracao
(40% acetonitrila, 40% metanol e 20% H20) e os padrdes internos, homogeneizagao
em vortex e secagem completa a vacuo (em baixa temperatura); adigdo de 1 mL de
metanol, homogeneizagao em vértex e centrifugacéo por 10 min a 16000 xg; secagem
completa a vacuo (em baixa temperatura) do sobrenadante obtido; e, por fim, as
amostras foram ressuspendidas em 75 uL de H20 e centrifugadas por 5 min a 16000
xg. Em seguida, 50 pL foram injetados no sistema HPLC-ESI-MS/MS.
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As analises no espectrdbmetro de massas foram conduzidas como descrito
anteriormente, e para as quantificagbes foram injetadas curvas de calibragdo no
intervalo de 50 a 1000 fmol de 8-oxo-dG (1000 fmol de ['®*Ns]8—oxo0-dG). A seguinte
condigcao cromatografica foi utilizada: coluna Luna C-18 (150 x 2,0 mm, 3,0 um, 100A;
Phenomenex) com pré-coluna C-18 4,0 x 3,0 mm (Phenomenex, Torrance, CA), e
eluicdo com um gradiente de acido férmico 0,1% em H20 (Solugdo A) e acido formico
0,1% em metanol (Solugao B), a 35 °C, com fluxo de 130 pyL/min (0 - 30 min, 0 - 50%
de B; 30 - 31 min, 50 - 80% de B; 31 - 36 min, 80% de B; 36 - 38 min, 80 - 0% de B;
38 - 48 min, 0% de B). A valvula de comutacao de fluxo foi configurada para permitir

a entrada de eluentes no espectrémetro de massas durante o intervalo de 8 a 43 min.

3.5 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DE MTH1 POR RT-gPCR

ApOs a realizacao dos tratamentos, as células foram retiradas das placas com
tripsina, lavadas com PBS e centrifugadas a 3000 xg por 5 min para obter os pellets
de células. Em seguida, o RNA foi extraido utilizando o kit ilustra RNAspin Mini (GE-
Healthcare, UK), de acordo com as instrugdes do fabricante, quantificado através da
medida de absorbancia em 260 e 280 nm (Nanodrop 1000 — Thermo Scientific), e
armazenado a - 80 °C.

Posteriormente, a sintese do cDNA, a partir do RNA extraido, foi realizada
utilizando um kit convencional ImProm Il Reverse Transcription System (Promega,
EUA), seguindo as especificagdes do fabricante, que contém a enzima transcriptase
reversa e um conjunto de reagentes projetados para a sintese de DNA a partir de um
MRNA poli (A), em termociclador: 5 min a 25 °C (incubacéo); 1 h a 42 °C (sintese); 15
min a 70 °C (inativagcdo da enzima) e 10 min a 4 °C. O cDNA recém sintetizado foi
armazenado a - 20 °C (CUNHA, 2012).

O cDNA sintetizado foi entdo submetido a andlise de expressédo génica
através de PCR Quantitativo em tempo real (QPCR), utilizando iniciadores especificos
(TABELA 1) para o gene de interesse MTH1 e o gene de controle interno HPRT.

Primeiramente, foram realizados testes iniciais e padronizacdo dos primers
MTH1 e HPRT no equipamento Rotor-Gene Q (Corbett Research), e a mistura de
reacao constituiu-se por: 5 yL de cDNA 1:50; 5 uL de primer (combinagao F (forward)
e R (reverse)); e 10 uL de BrightGreen 2X gPCR MasterMix-No Dye (abm).

Alternativamente, foi utilizado o equipamento StepOnePlus Real-Time PCR System



41

(Applied Biosystems) para verificar a eficiéncia dos primers e analisar a expressao de
MTH1 nas amostras. A mistura de reagao constituiu-se por: 1 uL de cDNA 1:5; 1 pL
de primer (combinagéao F (forward) e R (reverse)); 0,5 pL de H20 nuclease free; e 2,5
ML de Power SYBR Green PCR Master Mix (Applied Biosystems), composto por
AmpliTag Gold® DNA Polimerase altamente purificada, corante ROX™, mistura de
dNTPs e tampdes otimizados.

A reacgao, nos dois equipamentos, ocorreu com 50 ciclos de amplificagao,
alternando-se a temperatura de: 1) Desnaturacdo do DNA molde: 10 s a 95 °C; 2)
Anelamento dos primers: 20 s a 57-60 °C; 3) Temperatura 6tima da Taq polimerase:
20sa72°C..

A expressao do gene MTH1 foi normalizada pelo gene de referéncia HPRT, e
obtida utilizando o método AACT (LIVAK; SCHMITTGEN, 2001), considerando a
eficiéncia dos primers utilizados. AACT representa a razao da eficiéncia do gene alvo
elevada ao ACT do gene alvo, pela eficiéncia do gene de referéncia elevada ao ACT
do gene referéncia (AACT = (Emrr1) 2CTvH1/(Epprr) ACTHRT), @ ACT representa o valor
de CT do controle subtraido pelo valor de CT de cada amostra (ACT = CTcontrole -
CTamostra).

TABELA 2 — OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES UTILIZADOS PARA A REAGAO DE RT-qPCR

Gene Concentragao Sequéncia
MTH1-F 800 nM 5-AAGGTGCAGGAAGGAGAGAC-3’
MTH1-R 800 nM 5-GCCGAGAAGATATGCACGTC-3’
HPRT-F 800 nM 5-TCCCTGGTTAAGCAGTACAGCCCC-3
HPRT-R 800 nM 5-AGTCTGGCCTGTATCCAACACTTCG-3

FONTE: O autor (2019).

3.6 ANALISE DA ATIVIDADE ENZIMATICA DE 8-oxo-dGMPase E 8-oxo-dGTPase

3.6.1 Sintese e purificagcao de 8-oxo-dGMP e 8-oxo-dGTP

Para sintetizar ambos os substratos foi utilizada uma mistura reacional
contendo: 3,7 mmol/L de dGTP ou dGMP, 140 mmol/L de &cido ascérbico, H202 5%
v/v e 1,3 mmol/L de CuSOa4. Em seguida, a amostra reacional foi mantida a 37 °C sob
agitagdo branda durante 1 h no escuro (PERES, 2016).

Para purificar os compostos sintetizados, utilizou-se o HPLC com detector

PDA (254 nm), coluna analitica de fase reversa C-18 (250 x 4,6 mm, 5 uym; Agilent),
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sob fluxo de 0,8 mL/min, e um gradiente linear de fase movel partindo de 2% de
metanol e 98% de trietilamina hidrogenocarbonato 0,1M, a 10% de metanol de 5a 15
min e retorno para 2% de metanol de 15 a 20 min, finalizando a corrida em 25 min. Os
volumes coletados de 8-oxo-dGTP e 8-oxo-dGMP foram liofilizados e, em seguida,
dissolvidos em 1 mL de agua ultrapura.

A concentragao dos compostos foi determinada em espectrofotometro UV-VIS
(Shimadzu, UV-2450), através da medida de absorbancia, utilizando o coeficiente de
extingdo molar €296 8-0x0-dGTP = 7868 cm™"-mol'-L (TRILINK BIOTECHNOLOGIES,

2019) para os dois compostos.

3.6.2 Atividade de 8-oxo-dGMPase

A atividade de 8-oxo-dGMPase foi analisada através da formacéo de 8-oxo-
dG a partir de 8-oxo-dGMP. Ao pellet de células obtido foi adicionado 100 uL de
tampao, contendo 20 mM de MES-NaOH (pH 6,5), 4 mM MgClz, 80 ug/mL de albumina
bovina, 8mM de DTT, 2% de glicerol e 0,005% de Tween-20. Apds centrifugagao por
5 min a 5000 xg, adicionou-se 10 yL de 8-oxo-dGMP 0,13 mM a 50 uL do
sobrenadante, a fim de obter 22 uM do substrato na reagéo. A reagao ocorreu por 20
min a 37 °C, sob agitacdo branda (HAYAKAWA et al, 1995). Em seguida, 20 yL da
mistura reacional foi injetada no HPLC-PDA, para detectar e quantificar a formagao
do produto 8-oxo-dG, como ja descrito anteriormente. O sistema foi calibrado com
solucao padrao de 8-oxo-dG, de 25 a 0,25 uM.

Os valores de concentragdo de 8-oxo-dG obtidos foram normalizados por
quantidade total de proteinas, utilizando-se o método de Bradford (1976). 20 uL de
amostra foram adicionados a 180 pL do reagente de Bradford, e apds 10 min, realizou-
se leitura espectrofotométrica em 595 nm (leitor de microplacas, Epoch Biotek). A
concentracao de proteinas foi calculada com base na utilizagdo de uma curva-padrao

de albumina serina bovina (BSA) de 0,8 a 0,1 ug/uL.
3.6.3 Atividade de 8-oxo-dGTPase
A atividade de 8-oxo-dGTPase foi analisada através da formagao de 8-oxo-

dG a partir de 8-oxo-dGTP. Ao pellet de células obtido foi adicionado 100 uL de
tampao, contendo 20 mM de Tris-HCI (pH 8), 4 mM MgClz, 40 mM NaCl, 80 ug/mL de
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albumina bovina, 8mM de DTT, 10% de dglicerol e 0,005% de Tween-20. Apos
centrifugagcdo por 5 min a 5000 xg, 5 yL de 8-oxo-dGTP 0,44 mM a 50 uL do
sobrenadante, a fim de obter 40 uM do substrato na reagéo. A reagéo ocorreu por 20
min a 30 °C, sob agitagao branda (MO; MAKI; SEKIGUCHI, 1992). Em seguida, 50 uL
da mistura reacional foi injetada no HPLC-PDA, para detectar e quantificar a formagéo
do produto 8-oxo-dG, como ja descrito anteriormente. O sistema foi calibrado com
solugao padrao de 8-oxo-dG, de 25 a 0,25 uM.

Alternativamente, a atividade de 8-oxo-dGTPase também foi analisada
através da deteccgéao de pirofosfato inorganico (PPi) utilizando o kit PPiLight inorganic
pyrophosphate assay (Lonza; Basel, Switzerland). Ao pellet de células obtido foi
adicionado 100 uL de tampéo, contendo 20 mM de Tris-HCI (pH 8), 4 mM MgClz, 40
mM NaCl, 80 ug/mL de albumina bovina, 8mM de DTT, 10% de glicerol e 0,005% de
Tween-20. Apds centrifugagao por 5 min a 5000 xg, adicionou-se 5 uL de 8-oxo-dGTP
0,44 mM a 50 pL do sobrenadante, a fim de obter 40 yM do substrato na reacdo. A
reagao ocorreu por 20 min a 30 °C, sob agitagao branda (MO; MAKI; SEKIGUCHI,
1992). Em seguida, em uma placa branca de 96 pogos foram adicionados 40 pL da
mistura reacional, 20 pL do reagente converting e apos incubagao por 30 min a
temperatura ambiente, 20 yL do reagente detection. Apdés 30 min de incubagao a
temperatura ambiente, foi realizada a leitura de luminescéncia (leitor de microplacas,
Tecan) em 0,1 s (tempo de integragao). Para quantificar o PPi formado, foi utilizada

uma curva-padrao de pirofosfato de sodio de 0,2 a 0,04 pM.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram analisados com o software Prisma 6. As repetigdes e
tratamentos foram avaliados pela analise de variancia (ANOVA). As diferencas entre
os tratamentos e controle foram avaliadas pelo teste Tukey, com nivel de significancia
p <0,05.
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4 RESULTADOS

4.1 DETERMINAGAO DE 8-ox0-dG (EXTRA E INTRACELULAR)

4.1.1 8-oxo-dG Extracelular

Para determinar a quantidade de 8-oxo-dG excretada das células, no tempo
de 0 h apds os tratamentos, foi coletado e analisado o HBSS apds os 15 min de
irradiagédo, enquanto no tempo de 18 h apds o tratamento, foi coletado e analisado o
meio de cultura utilizado durante este periodo de incubacgao das células. As tentativas
iniciais de detectar e quantificar 8-oxo-dG por HPLC com os detectores eletroquimico
e PDA nao foram satisfatorios, pois o limite de detecgao néao foi suficiente (dados nao
mostrados). Entdo, alternativamente, as amostras foram enviadas para a
Universidade de S&o Paulo para serem processadas e analisadas por HPLC-MS/MS,
onde foi possivel obter uma sensibilidade suficiente para detectar e quantificar 8-oxo-
dG nos sobrenadantes.

A quantidade de 8-oxo-dG obtida em cada grupo de tratamento esta
demonstrada na FIGURA 8, de acordo com os tempos de coleta das amostras (0 e 18
h) e condigdes submetidas de claro (irradiadas) e escuro. Os resultados mostraram
que a quantidade de 8-oxo-dG formada e excretada das células incubadas com RBAc
com e sem a melanogénese estimulada (M++ RBAc e Controle RBAc,
respectivamente) ou s6 com estimulo de melanogénese (M++), ndo apresentou
diferencga estatistica entre os grupos e o controle, tanto submetidas a irradiagao (claro)
quanto nao submetidas (escuro). Apdés 18 h também nao houve diferencga estatistica
entre os grupos e o controle. Entretanto, pode-se observar e ressaltar a diferenga na
quantidade de 8-oxo-dG entre os tempos de 0 e 18 h, sendo que 18 h apds os
tratamentos os valores de 8-oxo-dG excretados foram aproximadamente 10 x
superiores que os de 0 h. Esse resultado era esperado, ja que os niveis detectados
em Oh representam o total excretado em 15 min, enquanto que os niveis detectados
em 18h representam o saldo de uma crescente formagéao do dano oxidativo ao longo
do tempo, a agdo das enzimas de sanitizagao e também processos de degradagéo da
8-oxodGuo, ja que € um produto suscetivel a subsequente oxidagao (MARTINEZ et
al, 2002).
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FIGURA 8 — QUANTIFICACAO DE 8-oxo-dG EXTRACELULAR
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FONTE: O autor (2019).

LEGENDA: As células B16-F10 foram plagueadas (5:10° células na condigdo controle e 5,75-10%
células na condigdo de estimulo da melanogénese) e incubadas para adeséo a 37°C e 5% de CO:2 por
24 h. Em seguida, a melanogénese foi estimulada por 48 h utilizando 0,4 mM L-Tirosina e 10 mM NH4Cl
e a fotossensibilizagao foi realizada. A quantidade de 8-oxo-dG extracelular foi determinada por HPLC-
MS/MS nos tempos 0 h (A) e 18 h (B) apds os tratamentos. Os dados sdo apresentados como a média
+DP de trés experimentos independentes.

4.1.2 8-0xo-dG Intracelular

Para determinar a quantidade de 8-oxo-dG produzida nas células, nos tempos
de 0 e 18 h apds a realizacado dos tratamentos, foram obtidos os pellet de células, os
quais foram processados e analisados no HPLC-MS/MS. A quantidade de 8-oxo-dG
obtida em cada grupo de tratamento esta demonstrada na FIGURA 9, de acordo com
os tempos de coleta das amostras (0 e 18 h) e condigcbes submetidas de claro
(irradiadas) e escuro.
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FIGURA 9 — QUANTIFICACAO DE 8-ox0-dG INTRACELULAR
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FONTE: O autor (2019).

LEGENDA: As células B16-F10 foram plagueadas (5:-10° células na condigédo controle e 5,75-10%
células na condigéo de estimulo da melanogénese) e incubadas para adeséo a 37°C e 5% de CO:2 por
24 h. Em seguida, a melanogénese foi estimulada por 48 h utilizando 0,4 mM L-Tirosina e 10 mM NH4Cl
e a fotossensibilizagao foi realizada. A quantidade de 8-oxo-dG intracelular foi determinada por HPLC-
MS/MS nos tempos 0 h (A) e 18 h (B) apds os tratamentos. Os dados sdo apresentados como a média
+DP de trés experimentos independentes. * p < 0,05.

De maneira geral, as quantidades de 8-oxo-dG formadas foram muito baixas
e proximas ao limite de detecgao da curva de calibragdo (50 a 1000 fmol). Entretanto,
os valores obtidos nos grupos em que as células foram incubadas com RBAc (Controle
RBAc) e sem irradiagcdo (condicdo escuro) apresentaram diferenca estatistica em
relagédo ao controle em 0 e 18 h. Este mesmo grupo (Controle RBAc) na condigao
claro, também apresentou diferenca estatistica em relagao ao seu respectivo controle,
imediatamente apos a realizagao da fotossensibilizacdo (0 h). Este resultado pode

indicar que apenas a presenca do corante pode estar gerando dano oxidativo na célula
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e que a geragdo de 'O2 (na condigdo claro 0 h) ndo aumentou o nivel de 8-oxo-dG
intracelular em relagdo ao dano ja gerado na condigdo escuro 0 h, ou ainda, que o 'Oz
possa também ter reagido com a 8-oxodGuo (MARTINEZ et al, 2002) formando outros

produtos que ndo foram monitorados neste trabalho.

4.2 ANALISE DA EXPRESSAO GENICA DE MTH1 POR RT-gPCR

4.2 1 Padronizagao da temperatura de anelamento dos primers

Inicialmente, foram realizados testes com temperaturas diferentes de
anelamento para cada primer (FIGURA 10), a fim de obter a formag¢ao de apenas um
pico na curva de melting, o que representa a formag¢ao de apenas um produto e assim
especificidade do primer. Primeiramente foi testada a temperatura padréo
(comumente utilizada) de 60 °C, e foi adequada ao gene HPRT (controle interno),
como pode ser visualizado na FIGURA 10 — C, em que todas as amostras testadas
apresentaram a formacao de um unico pico. Porém, esta temperatura nao funcionou
para o gene MTH1 (FIGURA 10 — A), pois varios picos foram formados. Apds testes,
a temperatura foi ajustada para 57 °C, em que conseguiu-se a formag¢ao de um unico
pico (FIGURA 10 — B), como para o gene HPRT.
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FIGURA 10 — CURVAS DE MELTING

FONTE: O autor (2019).

LEGENDA: As curvas de melting apresentadas correspondem aos primers do gene MTH1 a
temperatura de anelamento de 60 °C (A) e a 57 °C (B), e do gene HPRT (C) a temperatura de
anelamento de 60 °C.

4.2.2 Expressao do gene MTH1

Para analisar a expressdo génica de MTH1 nas células por PCR em tempo
real, foi utilizado o cDNA sintetizado a partir do RNA extraido nos tempos 0 e 18 h
apo6s a realizagédo dos tratamentos: estimulo da melanogénese, fotossensibilizagao
com RBAc e ambos simultaneamente. Os valores obtidos de expressdo do gene
MTH1, em cada grupo de tratamento, foram normalizados pelo gene de controle
interno HPRT e estdao demonstrados na FIGURA 11.
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FIGURA 11 — EXPRESSAO DO GENE MTH1 NORMALIZADA PELO GENE HPRT
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FONTE: O autor (2019).

LEGENDA: As células B16-F10 foram plagueadas (5:10° células na condigdo controle e 5,75-10°
células na condigdo de estimulo da melanogénese) e incubadas para adeséo a 37°C e 5% de CO:2 por
24 h. Em seguida, a melanogénese foi estimulada por 48 h utilizando 0,4 mM L-Tirosina e 10 mM NH4Cl
e a fotossensibilizagao foi realizada. A expressdo de MTH1 foi determinada por RT-gPCR nos tempos
0 h (A) e 18 h (B) apos os tratamentos. Os dados s&o apresentados como a média +DP de trés
experimentos independentes.

Os dados de avaliagao da expressao do gene MTH1 imediatamente (0 h) apds
as células serem incubadas com RBAc e irradiadas (com e sem a melanogénese
estimulada) (M++ RBAc e Controle RBAc, respectivamente) ou s6 com estimulo de
melanogénese (M++), ndo apresentou diferenga estatistica entre os grupos e o
controle, tanto submetidas a irradiagao (claro) quanto ndo submetidas (escuro). Apos
18 h também n&o houve diferenga estatistica entre os grupos e o controle, mesmo que
seja observada uma tendéncia de diminuigdo na expressao de MTH1 no grupo com

RBAc e melanogénese estimulada (M++ RBAc) na condig¢ao claro (com irradiacao).
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Dessa forma, n&do se pode alegar que houve alguma modulagédo na transcricdo do
gene MTH1 de células de melanoma B16-F10 quando comparadas a células tratadas
com RBAc com ou sem irradiagdo, mesmo em condigdes de melanogénese

estimulada.

4.3 ANALISE DA ATIVIDADE ENZIMATICA

4.3.1 Sintese e purificagdo de 8-oxo-dGMP e 8-oxo-dGTP

Com o intuito de obter 8-oxo-dGMP e 8-oxo-dGTP em quantidades suficientes
para realizar os experimentos de atividade das enzimas 8-oxo-dGMPase e 8-oxo-
dGTPase, respectivamente, foi utilizada a metodologia desenvolvida pela Dra. Patricia
da Silva Peres, no proprio laboratorio, para a sintese de 8-oxo-dG (PERES; VALERIO;
MARTINEZ, 2016). Esta metodologia visou a sintese mais eficiente e simples do
nucleosideo modificado 8-oxo-dG, e também mostrou-se eficiente para os
nucleosideos fosfatados 8-oxo-dGMP e 8-oxo-dGTP, utilizando uma reagéo composta
por dGMP ou dGTP 3,7 mmol/L, acido ascoérbico 140 mmol/L, CuSO4 1,3 mmol/L e
H202 5% vl/v, e incubacao a 37 °C durante 1 h.

ApOs a realizagao das sinteses, as amostras foram injetadas em HPLC e os
produtos 8-oxo-dGMP e 8-oxo-dGTP foram separados, dos seus precursores dGMP
e dGTP, e coletados sob fluxo de 0,8 mL/min de um gradiente linear de fase moével
partindo de 2% de metanol e 98% de trietilamina hidrogenocarbonato 0,1M, a 10% de
metanol de 5 a 15 min e retorno para 2% de metanol de 15 a 20 min, finalizando a
corrida em 25 min. A formacao dos produtos foi observada e confirmada pelo seu
espectro UV em 254 nm (FIGURA 12).
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FIGURA 12 — ESPECTRO DE ABSORGAO DO 8-0x0-dGTP E 8-oxo-dGMP EM 254 nm
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FONTE: O autor (2019).

LEGENDA: Perfil de escaneamento por detecgdo PDA dos produtos sintetizados 8-oxo-dGTP (A) e 8-
oxo-dGMP (B) em HPLC utilizando gradiente de trietilamina hidrogenocarbonato 0,1 M e metanol (C)
como segue: 0 — 5 min, 2% C; 5 - 15 min, 10% C; 15 — 20 min, 2% C até 25 min.

O produto 8-oxo-dGTP foi coletado entre 22 e 23 min de corrida, enquanto
dGTP eluiu entre 20 e 21 min, e o produto 8-oxo-dGMP foi coletado entre 20 e 21 min
de corrida e dGMP eluiu entre 17 e 18 min (FIGURA 13). Portanto, ambos os produtos
obtidos apresentaram boa separacdo cromatografica dos seus respectivos

precursores.

FIGURA 13 — CROMATOGRAMAS DOS PRODUTOS 8-oxo-dGTP E 8-oxo-dGMP E DOS
PADROES dGTP E dGMP
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FONTE: O autor (2019).

LEGENDA: Cromatogramas das inje¢cées de 20 pL de 8-oxo-dGTP 0,858 mM juntamente com o padrao
comercial de dGTP 0,1 mM (A) e 20 uL de 8-oxo-dGMP 1mM juntamente com o padrdo comercial de
dGMP 1mM (B) utilizando gradiente de trietilamina hidrogenocarbonato 0,1 M e metanol (C) como
segue: 0 — 5 min, 2% C; 5 - 15 min, 10% C; 15 — 20 min, 2% C até 25 min.
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Apos a coleta dos produtos, eles foram liofilizados, dissolvidos em 1 mL de
agua ultrapura e as concentragdes obtidas foram 8-oxo-dGMP 3,27 mM e 8-oxo-dGTP

0,858 mM. Em seguida, foram armazenados em temperatura de - 20 °C.

4 .3.2 Atividade de 8-oxo-dGMPase

Para analisar a atividade da enzima 8-oxo-dGMPase, foi realizada a
quantificacdo do produto da acdo enzimatica 8-oxo-dG apds incubagdo com o
substrato 8-oxo-dGMP, por HPLC-PDA. Primeiramente, obteve-se uma curva padrao
de 8-oxo-dG comercial, nas concentragdes de 25, 10, 5, 0,5 e 0,25 uM (FIGURA 14),
abrangendo as condi¢cdes de 100 a 1% de conversdo enzimatica, considerando a
concentracao de 22 yM de 8-oxo-dGMP na reacéo.

Em seguida, foram realizadas as injegdes no HPLC de 4 réplicas biolégicas
das amostras incubadas com o substrato e sem adigdo do substrato, como controle
negativo de cada amostra. O produto desejado 8-oxo-dG foi eluido entre 10 e 11 min
de corrida, apresentando boa separagao do substrato 8-oxo-dGMP que obteve tempo
de eluigdo entre 5 e 6 min (FIGURA 15). Também foi realizada a injecéo de 8-oxo-
dGMP diluido no tampao de lise, para confirmar o tempo de retencédo do substrato. A
formacdo de 8-oxo-dG foi observada através do tempo de retencdo do padrao
comercial de 8-oxo-dG, em comparagao com o padrao de 8-oxo-dGMP (FIGURA 16),
e confirmada pelo seu espectro UV em 254 nm (FIGURA 17). A quantificagao foi
realizada utilizando-se a equacao da reta obtida através da curva padrao demonstrada
(FIGURA 14).
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LEGENDA: Curva padrao obtida com injegées de 20 uL do padréo comercial de 8-oxo-dG de 25 a 0,25
MM em HPLC-PDA utilizando fase moével constituida por 90% de acido citrico 4 mmol/L, acetato de
amonio 8 mmol/L, EDTA 20 mg/L, e 10% de metanol.

FIGURA 15 — CROMATOGRAMAS DE AMOSTRA COM E SEM ADIGAO DE 8-oxo-dGMP
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FONTE: O autor (2019).

LEGENDA: Cromatogramas das injegdes de 20 pyL de amostra incubada com o substrato 8-oxo-dGMP
e formagdo de 8-oxo-dG (A) e 20 uL de amostra sem incubagdo com o substrato 8-oxo-dGMP como
controle negativo (B), utilizando fase movel constituida por 90% de acido citrico 4 mmol/L, acetato de
amonio 8 mmol/L, EDTA 20 mg/L, e 10% de metanol.
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FIGURA 16 — CROMATOGRAMAS DOS PADROES DE 8-0x0-dGMP e 8-0x0-dG
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FONTE: O autor (2019).

LEGENDA: Cromatogramas das injecées de 20 yL de 8-oxo-dGMP 0,12 mM diluido em 50 pL do
tampéo de lise (A) e 20 pL de 8-oxo-dG comercial 5 yM (em agua) (B), utilizando fase mével constituida
por 90% de acido citrico 4 mmol/L, acetato de amdnio 8 mmol/L, EDTA 20 mg/L, e 10% de metanol. No
cromatograma (A) o pico que aparece entre 11 e 12 min de corrida é referente a algum composto
presente no tampao de lise.

FIGURA 17 — ESPECTRO DE ABSORGAO DO 8-0x0-dG EM 254 nm
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FONTE: O autor (2019).

LEGENDA: Perfil de escaneamento por deteccdo PDA do padrdo de 8-oxo-dG 5 uyM em HPLC
utilizando fase mével constituida por 90% de acido citrico 4 mmol/L, acetato de amdnio 8 mmol/L, EDTA
20 mg/L, e 10% de metanol.



55

A quantidade de 8-oxo-dG obtida em cada grupo de tratamento foi

normalizada pela quantidade de proteinas totais, e esta demonstrada na FIGURA 18,

de acordo com os tempos de coleta das amostras (0 e 18 h) e condi¢gdes submetidas

de claro (irradiadas) e escuro.

A

FIGURA 18 — ATIVIDADE DA ENZIMA 8-oxo-dGMPase EM CELULAS B16-F10
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FONTE: O autor (2019).

LEGENDA: As células B16-F10 foram plaqueadas (5-10% células na condigdo controle e 5,75-10°
células na condigéo de estimulo da melanogénese) e incubadas para adesao a 37°C e 5% de CO:2 por
24 h. Em seguida, a melanogénese foi estimulada por 48 h utilizando 0,4 mM L-Tirosina e 10 mM NH4Cl
e a fotossensibilizacao foi realizada. A atividade da enzima 8-oxo-dGMPase foi determinada através da
quantificagcao de 8-oxo-dG por HPLC-PDA nos tempos 0 h (A) e 18 h (B) apds os tratamentos. Os dados
sao apresentados como a média £DP de quatro experimentos independentes.
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Os resultados mostraram que a quantidade de 8-oxo-dG formada pela acéo
da enzima 8-oxo-dGMPase nas células incubadas com RBAc com e sem a
melanogénese estimulada (M++ RBAc e Controle RBAc, respectivamente) ou sé com
estimulo de melanogénese (M++), ndo apresentou diferenca estatistica entre os
grupos e o controle, tanto submetidas a irradiagdo (claro) quanto ndo submetidas
(escuro). Apos o tempo de recuperagdo de 18 h, também ndo houve diferenga
estatistica, portanto a atividade da enzima 8-oxo-dGMPase em células B16-F10 n&o
apresentou modulagdo pela agdo oxidante de 'O2 e pela agdo fotoprotetora ou

fotossensibilizadora da melanina, até 18 h apds os tratamentos.

4 .3.3 Atividade de 8-oxo-dGTPase

Para analisar a atividade da enzima 8-oxo-dGTPase, inicialmente, foi
realizada a tentativa de quantificar o produto da acdo enzimatica 8-oxo-dGMP apoés
incubacdo com o substrato 8-oxo-dGTP, por HPLC-PDA (dados ndo mostrados).
Porém, a formagao de 8-oxo-dGMP mostrou-se muito instavel e de facil degradacgao,
portanto esta detecgéo e quantificagao nao foi possivel através desta metodologia.

Em seguida, buscou-se quantificar o produto final, 8-oxo-dG, da degradagéo
enzimatica envolvendo 8-oxo-dGTPase e 8-oxo-dGMPase, apds incubagdo com o
substrato 8-oxo-dGTP, por HPLC-PDA. Primeiramente, utilizou-se a concentracao de
20 uM de substrato na reagao, porém, nao houve deteccao de 8-oxo-dG nas amostras
(dados ndo mostrados). Em seguida, utilizou-se a concentragéo de 40 uM de substrato
na reagao e conseguiu-se detectar e quantificar 8-oxo-dG apenas nas amostras
coletadas 18 h apds a realizagao dos tratamentos, e em uma réplica biologica, de duas
que foram realizadas. A formacgao do produto 8-oxo-dG foi observada e confirmada
como descrito na atividade de 8-oxo-dGMPase. A quantificagcdo foi realizada
utilizando-se a equacgéao da reta obtida através da curva padrdo demonstrada (FIGURA
14).

A quantidade de 8-oxo-dG obtida esta demonstrada na FIGURA 19, de acordo
com as condi¢gdes submetidas de claro (irradiadas) e escuro. Com o resultado de
apenas uma réplica bioldgica ndo se pode afirmar se ocorreu alguma modulagéo da
atividade da enzima 8-oxo-dGTPase nas células B16-F10 incubadas com RBAc com
e sem a melanogénese estimulada (M++ RBAc e Controle RBAc, respectivamente)

ou s6 com estimulo de melanogénese (M++), tanto submetidas a irradiagao (claro)
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quanto ndo submetidas (escuro), apés o tempo de 18 h. Pode-se observar uma
tendéncia de diminui¢do na quantidade de 8-oxo-dG formada, no grupo em que as
células foram incubadas com RBAc (Controle RBAc) e sem exposi¢ao a luz e,
principalmente, no grupo em que as células foram incubadas com RBAc com a
melanogénese estimulada (M++ RBAc) e irradiadas para a produgdo de '02. No

entanto, outras réplicas bioldgicas sdo necessarias para confirmar esta tendéncia.

FIGURA 19 — ATIVIDADE DA ENZIMA 8-oxo-dGTPase EM CELULAS B16-F10

Atividade B-oxo0-dGTPase -18 h

B Condigdo escuro
Condigdo claro

FONTE: O autor (2019).

LEGENDA: As células B16-F10 foram plaqueadas (5-10% células na condigdo controle e 5,75-10°
células na condigéo de estimulo da melanogénese) e incubadas para adeséo a 37°C e 5% de CO:2 por
24 h. Em seguida, a melanogénese foi estimulada por 48 h utilizando 0,4 mM L-Tirosina € 10 mM NH4Cl
e a fotossensibilizagao foi realizada. A atividade da enzima 8-oxo-dGTPase foi determinada através da
quantificagdo de 8-oxo-dG por HPLC-PDA no tempo de 18 h apds os tratamentos. Os dados séo
apresentados como os valores obtidos em apenas um experimento.

Alternativamente, buscou-se outro método para analisar a atividade
enzimatica de 8-oxo-dGTPase, atravées da detecgdo de pirofosfato inorgénico
formado, utilizando o kit PPi Light inorganic pyrophosphatase assay. Foram realizadas
3 réplicas bioldgicas, porém foram enfrentados problemas com o kit e os resultados

nao foram conclusivos (dados ndo mostrados).
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5 DISCUSSAO

O pool de nucleotideos € um alvo altamente sensivel e menos protegido
devido a proximidade com as fontes primarias de EROs: mitocéndria e peroxissomos
intracelulares. A eliminagdo de dNTPs danificados do pool de nucleotideos recebeu
menos atengdo do que o papel das vias de reparo do DNA ao longo dos anos,
entretanto, mais recentemente, varios trabalhos tem se voltado ao estudo da oxidacao
do pool de nucleotideos, sua sanitizagado e as consequéncias desses processos em
relacéo as respostas celulares (NAKABEPPU; OHTA; ABOLHASSANI, 2017).

A principal enzima de sanitizagdo, 8-oxo-dGTPase, é codificada pelo gene
MTH1 que é regulado positivamente em muitos tipos de tumores, sugerindo que essas
células possuem uma dependéncia maior da fungao de MTH1 do que as células
normais (KENNEDY et al, 1998, WANG et al, 2017). Portanto, MTH1 pode
desempenhar um papel crucial na sobrevivéncia de muitos tipos de tumores, como
melanoma e cancer de mama (CHEN et al, 2019).

Dessa forma, tornou-se interessante investigar o papel de MTH1 em células
de melanoma murino, B16-F10, apds geragdo de 'O2 por fotossensibilizagdo, uma
EROs que possui elevado poder oxidante e conhecida capacidade de gerar 8-oxo-dG,
em combinacdo com o estimulo da producdo de melanina, considerando que a
melanogénese que ocorre em células de melanoma diminui a resposta a quimioterapia
(CHEN et al, 2009).

A analise da expressdo de MTH1 mostrou uma tendéncia de regulagao
negativa da enzima em nivel de mRNA 18 h apds a geragao de '0O2 em condigdo de
estimulo da melanogénese (M++ RBAc e condi¢ao claro) (FIGURA 11). Da mesma
forma, a atividade da enzima 8-oxo-dGTPase mostrou uma tendéncia de modulagao
negativa neste mesmo grupo (FIGURA 19), em que se esperava um aumento de
expressao e atividade de MTH1, considerando que a melanina sob luz visivel pode
exercer um papel fotossensibilizador e contribuir para a geracdo de danos. Este
conjunto de resultados ndo permite afirmar que esteja ocorrendo uma modulacao
efetiva, mas pode indicar que a oxidacdo de dGTP possa ndo estar sendo reparada
tao efetivamente como nas outras condigdes, podendo gerar um cenario em que mais
8-oxo-dGTP possa estar disponivel como substrato mutagénico para a sintese de
DNA.



59

Em trabalho anterior realizado no laboratorio (KALEGARI, 2017), foi avaliado
através de ensaio cometa (alcalino e alcalino modificado com a enzima de reparo
hOGG1), o nivel de quebra do DNA e estimada a ocorréncia de bases modificadas
que nao geram rupturas espontaneas pelo uso de enzimas de reparo. Para a versao
alcalina, todos os grupos de células B16-F10 em 0 h e 18 h ndo apresentaram
diferengas estatisticas. Ou seja, o tratamento com 02 (RBAc na condigo claro) ndo
induziu um aumento significativo de quebra de fita de DNA. Uma vez que esta versao
do ensaio cometa ndo é capaz de detectar bases oxidadas (8-oxodGuo), que é a leséo
genotdxica formada por '02. Entdo, as analises da versado alcalina modificada por
hOGG1 mostraram que o grupo M++ RBAc na condig&o claro apresentou um aumento
nos niveis de danos no DNA, em relagdo ao mesmo grupo na condigdo escuro,
imediatamente apos a irradiagdo e niveis de dano ainda maiores apds 18 h. Esses
resultados indicam que 'Oz gerado por fotossensibilizagao estaria oxidando o DNA e
gerando a lesdo 8-oxodGuo e que, na presenga de melanina, a enzima de reparo
hOGG1 poderia nao estar agindo eficientemente ou que o nao funcionamento ou baixa
eficiéncia das enzimas de sanitizagdo do pool de nucleotideos em reparar o dano
oxidativo causado, poderia fazer com que o substrato mutagénico, 8-oxo-dGTP, fosse
inserido ao DNA gerando os danos observados pelo ensaio cometa. Adicionalmente,
Suzukawa et al (2012), utilizando plasmideo de DNA in vitro, mostraram que ambos
os tipos de melanina (eumelanina e feomelanina) podem levar a quebra do DNA, e
que a eumelanina, presente nas células B16-F10 € a mais prejudicial. Os autores
também mostraram que a interacéo das melaninas com DNA pode prejudicar o acesso
de enzimas de reparo as lesdes, contribuindo para a perpetuacado de danos no DNA.
Entao, esse cenario de uma possivel maior disponibilidade de substrato oxidado (8-
0xo-dGTP) e menor reparo do dano inserido no DNA vao de encontro aos niveis
aumentados detectados pelo ensaio cometa.

Wang et al (2017) mostraram que nas células de melanoma, MTH1 é regulada
positivamente por poliubiquitinagdo mediada por E3 ligase Skp2 e, dessa forma,
promove a sobrevivéncia das células apos estresse oxidativo. No nosso modelo de
estudo, o estresse gerado pela melanogénese e/ou pelo '02, como demostrado por
Kalegari (2017), reduziu a viabilidade celular das células na condigéo de tratamento
M++ RBACc (claro), em cerca de 55-60% para ambos os tempos 0 e 18 h, por ensaio
de MTT. Estudos em andamento do nosso laboratorio buscam avaliar se a condigcéo

de estimulo de melanogénese poderia afetar o sistema de ubiquitinagdo e
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proteossoma da B16-F10, o que poderia também estar relacionado aos resultados
obtidos.

Uma porgao substancial de dano oxidativo ao DNA genémico tem sua origem
em precursores do pool de nucleotideos oxidados. Foi relatado que a atividade de
MTH1 é o principal contribuinte para a manutenc&o de baixos niveis genémicos de 8-
oxo-dG em vez da atividade do reparo por excisdo de base (BER). A inibicdo da
sanitizacdo do pool de nucleotideos através da supressdo de MTH1 induz uma
resposta antiproliferativa nos fibroblastos da pele e pulmdo humanos (RAI, 2010).
Dessa forma, os resultados obtidos neste trabalho, podem nos indicar que o 'O2
gerado por fotossensibilizagdo, o estimulo da produgdo de melanina e ambas as
condigdes em conjunto, ndo causam oxidagao excessiva no pool de nucleotideos a
ponto de se observar um maior nivel de 8-oxo-dG excretado, entretanto, vale destacar
que a tendéncia de niveis maiores do dano e menor expressao e atividade da MTH1
no grupo M++ RBAc claro n&o exclui a possibilidade de um acumulo de 8-oxo-dGTP
intracelular que estaria disponivel para incorporagdo no DNA.

A condigdo de fotossensiblizagdo com RB conhecidamente produz '0O2 que
entdo gera oxidagao da guanina, entretanto, em nossos resultados ndo se observou
um aumento significativo dos niveis de 8-oxo-dG nos grupos correspondentes (RBAc
claro, com ou sem melanogénese estimulada), apenas uma tendéncia de aumento.
Isso se deve provavelmente ao fato da disponibilidade de diferentes substratos para
essa especie reativa, a qual pode reagir com proteinas, acidos nucleicos e outros
compostos bioldgicos como glutationa (DEVASAGAYAM; KAMAT, 2002).

Um resultado interessante que se obteve no presente estudo foi em relacao
ao um aumento significativo dos niveis intracelulares de 8-oxo-dG nos grupos das
células sem o estimulo da melanogénese e incubadas com RBAc na condi¢cédo de
escuro ou claro para o tempo de 0 h (ou seja, apos 15 min de irradiagdo) e também
na condi¢ao de escuro no tempo de 18 h apds irradiagdo (FIGURA 9). Destaca-se que
ndo se observa um aumento concomitante nos niveis extracelulares de 8-oxo-dG
nesses grupos. Como o efeito foi observado também nos grupos do escuro, ndo se
pode atribuir esse resultado a uma maior oxidacao de dGTP pelo 'O2. Sendo assim,
uma hipdtese para explicar esses resultados estaria relacionada ao processo de
excregao de 8-oxo-dG da célula. A literatura ndo traz muitas informagdes sobre como
seria exatamente esse processo, apenas se assume que o nucleosideo formado é

excretado. Entretanto, uma possibilidade seria sua excreg¢ao pelo transportador de
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nucleosideos equilibrativo (BOSWELL-CASTEEL; HAYS, 2017), e nesse caso, o RB
poderia estar de alguma forma perturbando esse processo pela inibicdo do
transportador, por exemplo. De forma interessante, no grupo Controle RBAc/claro/18
h os niveis voltaram para o basal do controle. Nesse caso, a fotossensibilizagdo do
RB possa ter promovido alteragées na localizagdo celular do corante, aliviando a
retencdo de 8-oxo-dG dentro da célula. Por sua vez, nas células com melanogénese
estimulada ndo se observa esse comportamento. Nao sabemos se as condi¢des de
estimulos podem influenciar a atividade do transportador, e outra possibilidade seria
a reteng¢ao do RB nos melanossomos, de forma que sua acéo sobre o transportador
nao fosse efetiva, considerando que RB restaurado dentro das células se localiza nos
endossomos e depois é redistribuido para a regido perinuclear, aparelho de Golgi e
reticulo endoplasmatico (PANZARINI; INGUSCIO; DINI, 2011). Essa questao merece
novos estudos, uma vez que nao se conhece as consequéncias de niveis maiores de
8-oxo-dG em outros processos celulares.

Ressalta-se ainda que neste trabalho foram realizadas as sinteses de 8-oxo-
dGMP e 8-oxo-dGTP, utilizando uma metodologia desenvolvida no laboratério por
Peres (2016) para a sintese de 8-oxo-dG, em que foram realizados testes envolvendo
diferentes misturas reacionais, tempos e temperaturas de incubacéo, visando uma
sintese que fosse a mais eficiente e a mais simples possivel. Igualmente no presente
trabalho, esta mesma metodologia também foi satisfatéria para a sintese de
nucleosideos fosfatados, como demonstrado na FIGURA 13. A realizacdo desta
sintese possibilitou a utilizagdo de 8-oxo-dGMP e 8-oxo-dGTP como substratos nos
ensaios de atividade das enzimas 8-oxo-dGMPase e 8-oxo-dGTPase,
respectivamente.

Em relacdo a metodologia utilizada para avaliar a atividade da enzima 8-oxo-
dGMPase, também se pode ressaltar a utilizacdo de HPLC-PDA para detectar e
quantificar a formacao de 8-oxo-dG, apds incubagdo com o substrato sintetizado 8-
oxo-dGMP. O que tinha se visto na literatura, era apenas a metodologia utilizada por
Hayakawa et al (1995), em que se mediu a formagao de fosfato inorganico por
Cromatografia em Camada Delgada em placa de PEl-celulose. Logo, a metodologia
utilizada neste trabalho mostrou-se satisfatéria para avaliar a atividade enzimatica de
8-oxo-dGMPase.
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6 CONSIDERAGOES FINAIS

Com a realizagao deste estudo, buscou-se avaliar a possivel oxidagdo de
dGTP e acgado das enzimas de sanitizagdo do pool de nucleotideos em células de
melanoma murino (B16-F10) com melanogénese estimulada e submetidas a
fotossensibilizagdo, como fonte geradora de '02. Foi demonstrado que os niveis de 8-
oxo-dG excretados das células foram elevados 18 h apds a realizagdo dos
tratamentos, em comparacgao ao tempo de 0 h e a quantidade de 8-oxo-dG intracelular.
Também foi demonstrado que a atividade das enzimas 8-oxo-dGTPase e 8-oxo-
dGMPase nao sofreram modulagdo significativamente estatistica, bem como a
expressdo do gene MTH71, mesmo que tenha sido observada uma tendéncia de
regulacdo negativa da enzima a nivel de mRNA e da atividade 8-oxo-dGTPase 18 h
apos a geragdo de 'O2 e estimulo da melanogénese. De forma geral, o sistema de
sanitizacdo em todas as condi¢gdes se mostrou aparentemente equivalente.

Por outro lado, foi mostrado um papel anteriormente desconhecido do
fotossensibilizador Rosa Bengala, que poderia estar atuando sobre a excregao de 8-

oxo-dG gerado pelo sistema de sanitizagao.
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