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RESUMO 

MORI, M. P. Novo papel da proteína XPC na regulação dos complexos da cadeia de 

transporte de elétrons e desequilíbrio redox. 2015. 173 f. Tese (Doutorado) – Instituto de 

Química, Universidade de São Paulo, São Paulo, 2015. 

Espécies reativas de oxigênio (EROs) são normalmente e continuamente geradas em 

mitocôndrias, majoritariamente na cadeia de transporte de elétrons (CTE). Harman (1956, 1972 

e 1992) teorizou que os radicais livres gerados nas mitocôndrias seriam a principal causa do 

envelhecimento. De fato, durante o envelhecimento é observado um desequilíbrio entre 

formação e remoção de EROs, que resulta em estresse redox. Essa condição favorece a 

formação de lesões oxidadas no DNA, acarretando em mutagênese ou morte celular. Diversos 

mecanismos moleculares cooperam para o reparo de DNA. Duas vias de reparo de DNA lidam 

com a maioria das lesões: o reparo por excisão de base (BER) e o reparo por excisão de 

nucleotídeos (NER). A via BER corrige pequenas modificações de bases que surgem de reações 

de desaminação, alquilação e oxidação. A via NER é mais versátil, reconhecendo lesões que 

distorcem a dupla hélice de DNA, como danos induzidos por luz UV e adutos volumos. 

Pacientes xeroderma pigmentoso (XP-A a XP-G) herdam mutações em um de sete genes que 

codificam proteínas envolvidas na via NER, ou em um gene que codifica uma polimerase 

translesão (XP-V). A doença é caracterizada por fotosensibilidade e incidência elevada de 

neoplasias cutâneas. A proteína XPC atua na etapa de reconhecimento da lesão de DNA na 

subvia de reparo global do genoma (GG-NER), e sua mutação dá origem aos sintomas clássicos 

de XP. Novas funções de XPC foram recentemente descritas: i) atuando como cofator na via 

BER auxiliando as DNA glicosilases OGG1, TDG e SMUG; ii) atuando como cofator 

transcricional de elementos responsivos a Oct4/Sox2, RXR e PPARα; e iii) na adaptação 

metabólica na transformação de queratinócitos. Então, propusemo-nos a investigar as relações 

entre XPC e a manutenção da integridade do DNA mitocondrial, a sensibilidade celular a 

estresse redox mitocondrial e possíveis alterações bioenergéticas e redox. Para tal, 

padronizamos um ensaio in vitro de cinética de incisão em DNA plasmidial a fim de 

investigarmos o possível papel de XPC no reparo de lesões oxidadas em mtDNA. Porém, nossos 

dados revelaram que XPC não se encontra em mitocôndrias. Apesar disso, células XP-C são 

mais sensíveis ao tratamento com azul de metileno (AM), antimicina A (AA) e rotenona (ROT), 

que geram estresse redox mitocondrial. A sensibilidade à AA foi completamente revertida em 

células corrigidas. Células XP-C apresentaram alterações quanto ao uso dos complexos 

mitocondriais, com diminuição da taxa de consumo de oxigênio (OCR) via complexo I e um 

aumento da OCR via complexo II, dependente da presença de XPC. Ademais, a linhagem XP-

C apresentou um desequilíbrio redox mitocondrial com maior produção de EROs e menor 

atividade de GPx. O DNA mitocondrial de células XP-C apresentou níveis elevados de lesão e 

deleção, que no entanto não retornaram aos níveis encontrados em células selvagens na 

linhagem XP-C corrigida. Observamos uma acentuada diminuição da expressão de 

PPARGC1A, um importante regulador de biogênese mitocondrial. Contudo, não foi possível 

determinar o mecanismo de supressão da expressão de PPARGC1A. Por fim, identificamos que 

o tipo de mutação em XPC pode estar associado a expressão de PPARGC1A. Esse estudo abre 

novas possibilidade na investigação do papel de proteína XPC, à parte da instabilidade 

genômica, na adaptação metabólica e desequilíbrio redox em direção da progressão tumoral. 

Palavras-chave: XPC, regulação, complexos da cadeia de transporte de elétrons, 

desequilíbrio redox, PPARGC1A   



 
 

 
 

ABSTRACT 

MORI, M. P. New role of XPC protein in regulating the electron transport chain complexes 

and redox unbalance. 2015. 173 f. Tese (Doutorado) – Instituto de Química, Universidade de 

São Paulo, São Paulo, 2015. 

Mitochondria continuously produce reactive oxygen species (ROS), mainly at the electron 

transport chain. Harman (1956, 1972 e 1992) proposed that normal aging is driven by increased 

mitochondrially generated free radicals. Indeed, during the course of aging there is an increased 

imbalance between formation and removal of ROS, leading to redox stress. This condition 

favours the formation of oxidized DNA lesions, given rise to mutations and cell death. Several 

molecular mechanisms cooperates to repair the DNA. Two DNA repair pathways deal with the 

majority of lesions: base excision repair (BER) and nucleotide excision repair (NER). The BER 

pathway corrects small base modifications that arise from deamination, alkylation and oxidation 

reactions. The NER pathway is more versitile, recognizing helix-distorting lesions, such as UV-

induced damage and bulky adducts. Xeroderma pigmentosum (XP-A to XP-G) patients inherit 

mutations in one of seven protein-coding genes involved in NER pathway, or in a gene coding 

a translesion DNA polymerase (XP-V). Photosensitivity and a thousand-fold increased in the 

risk of developing cutaneous neoplasms are the main clinical features of XP. XPC protein 

functions in the recognition step of global genome NER (GG-NER) sub-pathway, and 

mutations in this gene lead to classical XP symptoms. Recently, it has been described that XPC 

acts: i) as a cofactor in BER pathway through functional interaction with DNA glycosylases 

OGG1, TDG and SMUG1; ii) as coactivator in transcription at Oct4/Sox2, RXR and PPARα 

responsive elements; iii) in metabolic shift during keratinocytes transformation. Thus, we 

sought to investigate a possible role for XPC in the maintenance of mtDNA integrity, cellular 

sensitivity to mitochondrial redox stress and eventual bioenergetic and redox changes. For this 

purpose, we established an in vitro plasmid incision assay to investigate the possible role of 

XPC in the repair of oxidized lesions in mitochondrial DNA.  However, our data revealed that 

XPC did not localized in mitochondria. Nonetheless, XP-C cells are more sensitive to 

methylene blue, antimycin A (AA) and rotenone treatment, which induce mitochondrial redox 

stress. The XP-C sensitivity to AA was completely reverted in XPC-corrected cells. XP-C cells 

presented altered usage of mitochondrial complexes, with decreased oxygen consumption rate 

(OCR) via complex I and increased OCR through complex II, an XPC-dependent phenomenon. 

Furthermore, the XP-C cell line showed mitochondrial redox imbalance with increased ROS 

production and decrease GPx activity. MtDNA from XP-C cells accumulate lesions and 

deletions, which, however, were found at similar levels in the corrected cell line. We identified 

a sharp decrease in the expression of PPARGC1A, a master regulator of mitochondrial 

biogenesis. Nevertheless, it was not possible to determine the mechanism of suppression of 

PPARGC1A expression. Finally, our results suggest a possible link between the type of XPC 

mutation and PPARGC1A expression. This study unfolds new possible roles for XPC, aside 

from its established roles in genomic instability, in metabolic adaptation and redox imbalance 

towards tumour progression.  

Keywords: XPC, regulation, electron transport chain complexes, redox imbalance, 

PPARGC1A   
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nDNA DNA nuclear 
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NOX NADPH oxidase 

NRF1 nuclear respiratory factor 1 
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Oligo oligomicina A 

P 
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PARP1 poly (ADP-ribose) polymerase 
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PCNA proliferation activated nuclear antigen 
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Pol DNA polimerase 
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RNA Pol RNA polimerase 
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S 
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SDH succinato desidrogenase 
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SDS dodecil sulfato de sódio 

SIRT1 sirtuin 1 

SIRT3 sirtuin 3 
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SOD superóxido dismutase  
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TBP TATA box binding protein 
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TDG thymine-DNA glycosylase 
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TDPC tempo de duplicação da população celular 

TFAM transcription factor A, mitochondrial 

TFIIH transcription factor IIH 
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TTD tricotiodistrofia 

TUBB β-tubulina 
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UbQ ubiquinona 

UbQ• semiubiquinona 

UbQH2 ubiquinol 

UNG uracil-DNA glycosylase 

UVSS síndrome de sensibilidade a UV 

X 
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XP xeroderma pigmentoso 

XPA (XP-A) xeroderma pigmentosum complementation group A 
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1 INTRODUÇÃO 

Com o desenvolvimento das diversas áreas do conhecimento nos últimos dois séculos, 

em especial das Ciências da Saúde e Biológicas, observou-se um aumento significativo na 

expectativa e na qualidade de vida da população humana. Com a descoberta de antimicrobianos, 

soros e vacinas, e com os avanços tecnológicos na medicina diagnóstica, preventiva e na 

terapêutica, várias doenças infecciosas virais, bacterianas ou causadas por outros organismos 

tiveram sua incidência sobremodo diminuída. No entanto, em paralelo ao aumento global da 

expectativa de vida ocorreu um aumento expressivo na incidência e prevalência de cânceres, 

doenças cardiovasculares, neurodegenerativas e imunológicas (Castillo-Salgado, 2000; 

Buchalla et al., 2003; Mathers & Loncar, 2006).  

O fator de risco comum e principal a essas doenças é a idade. Um dos questionamentos 

na pós-modernidade ocidental é: podemos evitar essas condições fisiopatológicas associadas ao 

envelhecimento? Na tentativa de responder isso, muitos cientistas se propuseram a estudar o 

fator ou os fatores causais por trás do processo de envelhecimento. Quase 60 anos desde que 

Harman (1956) propôs a “teoria do radical livre” como causa do envelhecimento, a mitocôndria 

continua sendo a estrela principal no estudo da relação entre radicais livres e outras espécies 

reativas e envelhecimento. De fato, o custo associado ao uso do oxigênio molecular (O2) como 

aceptor final de elétrons da cadeia respiratória é a potencial formação do radical ânion 

superóxido (O2
•-) (Turrens, 2003) que, por sua vez, pode dar origem a outras espécies reativas 

de oxigênio (EROs), como peróxido de hidrogênio (H2O2) e radical hidroxila (•OH). Embora 

novas vias moleculares de geração de oxidantes e nitrosantes tenham sido descritas em células, 

como NADPH oxidases (NOX), óxido nítrico sintases (NOS), ciclooxigenases (COX), 

lipoxigenases (LOX), xantina oxidase, monooxigenases da família de citocromo P450, estima-

se que as mitocôndrias ainda são responsáveis por 90% da geração celular de EROs (Balaban, 

Nemoto & Finkel, 2005). Mesmo com o entendimento mais apropriado do papel fisiológico de 

segundos mensageiros exibido por oxidantes como H2O2 e O2
•- e nitrosante como NO•, reações 

inespecíficas destas espécies reativas com biomoléculas, como lipídeos, proteínas e DNA, 

exercem um papel chave no desenvolvimento de diversos processos fisiopatológicos 

(Holmström & Finkel, 2014). 
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1.1 MITOCÔNDRIA COMO FONTE DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO 

Acredita-se que na mitocôndria os complexos I e III da cadeia de transporte de elétrons 

(CTE) sejam os principais responsáveis pela produção colateral ou até mesmo regulatória de 

O2
•- (Fig. 1). Resumidamente, a CTE é constituída por complexos proteicos de alto peso 

molecular que possuem em suas estruturas carreadores de elétrons, capazes de transportar os 

equivalentes redutores gerados nas reações de catabolismo (fontes oxidáveis de carbono) 

sucessivamente até o O2, gerando água e um gradiente de prótons (H+) através da membrana 

mitocondrial interna (ΔpH). Devido à carga positiva do próton um gradiente elétrico potencial 

é formado através da membrana mitocondrial interna (potencial elétrico de membrana 

mitocondrial – ΔΨ). Juntos, o ΔpH e o ΔΨ contribuem para a formação da força próton-motriz 

(FPM ou Δp), que é a energia potencial desses gradientes utilizada principalmente para síntese 

de ATP, transporte de metabólitos e homeostase iônica (Figueira et al., 2013). 

Os elétrons iniciam seu fluxo através da cadeia respiratória via complexo I, quando o 

doador de elétrons é NADH, ou via complexo II, que utiliza FADH2 como cofator. O complexo 

I (NADH:ubiquinona oxidoredutase) é um complexo multiproteico, em formato de L, composto 

por pelo menos 45 diferentes subunidades (Vinothkumar, Zhu & Hirst, 2014). No sítio de 

oxidação de NADH, o primeiro grupo a receber elétrons é a flavina mononucleotídeo (FMN) 

que rapidamente os transfere via centros de ferro-enxofre (Fe-S cluster) até a ubiquinona 

(UbQ). Caso o sítio de ligação a NADH (NADH desidrogenase – módulo N) esteja desocupado 

e FMN totalmente reduzido, existe a possibilidade de O2 ser reduzido a O2
•- (Kussmaul & Hirst, 

2006). De fato, não existem subunidades extras (ou supérfluas) ao redor do sítio de ligação de 

NADH, o que reforça a hipótese de formação de oxidantes nesse local (Vinothkumar, Zhu & 

Hirst, 2014). Outro local em que se acredita gerar O2
•- é o sítio de ligação a UbQ (módulo Q) 

(Herrero & Barja, 2000) mesmo local onde a rotenona se liga inibindo o complexo I (Figueira 

et al, 2013). Independentemente do mecanismo, ambos os sítios de produção de O2
•- o liberam 

na matriz mitocondrial. 

Por sua vez, o complexo II (succinato desidrogenase – SDH) é menos suscetível a 

produção de oxidantes devido ao modo como seus centros redox estão arranjados (Yankovskaya 

et al., 2003). Porém, a redução do montante (pool) de UbQ pela SDH, glicerol-3-fosfato 

desidrogenase e acil-CoA desidrogenases a fim de abastecer os complexos III e IV, pode 

resultar em um fluxo reverso de elétrons para o complexo I, pelo menos em mitocôndrias 
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isoladas; e esse fenômeno está associado à produção de O2
•- no sítio de ligação da UbQ (Figueira 

et al., 2013). 

No complexo III (citocromo bc1), durante o mecanismo de transferência de elétrons 

denominado ciclo Q (Mitchell, 1976; Trumpower et al., 1990), a geração do radical 

semiubiquinona (UbQ•) potencializa o escape de elétrons para o O2 (Yu et al., 1978; Ohnishi & 

Trumpower, 1980). Isso porque no ciclo Q, o ubiquinol (UbQH2 – produto da redução da UbQ) 

é oxidado no sítio Qo, com a ejeção de dois H+ da matriz mitocondrial para o espaço 

intermembranas transferindo um elétron para o centro Fe-S desse complexo. Esse elétron é 

sucessivamente transportado ao citocromo c1 e, em seguida, ao citocromo c (este último não faz 

parte do complexo III). O outro elétron do UbQH2 é transferido para o citocromo bL, depois ao 

citocromo bH. O elétron no citocromo bH retorna a UbQ no sítio Qi, regenerando citocromo bH 

na forma oxidada e formando o radical UbQ•. Enquanto isso, um segundo UbQH2 chega ao 

complexo do citocromo bc1 e seus elétrons seguem as mesmas vias. O elétron do segundo 

UbQH2 que seguiu a via de oxidoredução dos citocromos bL e bH retorna ao radical UbQ• 

formado no primeiro ciclo no sítio Qi gerando UbQH2 (mesmo sítio de ligação da antimicina 

A, um inibidor do complexo III); o citocromo bH e UbQ são regenerados (oxidados) liberando-

os para outro ciclo de transporte de elétrons (Xia et al., 1997). A geração de EROs mediada 

pelo radical UbQ• ocorre, principalmente, no sítio Qo (Figueira et al., 2013). No sítio Qo, a 

transferência de um elétron da UbQH2 para o centro de Fe-S e do outro para o citocromo b não 

ocorre simultaneamente, havendo a formação transiente de UbQ•. Qualquer situação que 

permita a sobrevivência prolongada de UbQ• no sítio Qo favorece a formação O2
•- (Jezek et al., 

2005). Apesar do mecanismo não ser bem definido, sabe-se que o O2
•- produzido no complexo 

III pode ser liberado tanto na matriz mitocondrial quanto no espaço intermembranas (Muller et 

al., 2004). 

Outras fontes contribuem para a geração mitocondrial de EROs, como glicerol-3-

fosfato desidrogenase, α-cetoglutarato desidrogenase, diidrolipoil desidrogenase do complexo 

da piruvato desidrogenase e monoaminoxidase (Drahota et al., 2002; Starkov et al., 2004, 

Tretter et al., 2004; Tahara et al., 2007; Zang & Misra, 1993). Entretanto, a contribuição dessas 

para o fluxo total de EROs mitocondrial, bem como seu papel em condições fisiológicas e 

patológicas, ainda não são bem estabelecidas. 

  



25 
 

 
 

1.1.1 Sistema Mitocondrial de Defesa Antioxidante  

A “teoria do radical livre” de Harman encontrou um forte aliado após a descoberta de 

uma enzima intracelular, cuja função principal é sequestrar e reduzir o O2
•- formado ao H2O2, a 

superóxido dismutase (SOD) (McCord & Fridovich, 1969). Hoje sabemos que múltiplas vias 

enzimáticas cooperam para a detoxificação das EROs, assim como para regular o papel de 

EROs na sinalização. 

A EROs mais comumente formada na mitocôndria, o O2
•- é rapidamente dismutado 

pelas duas SODs mitocondriais, a MnSOD (SOD2), situada na matriz mitocondrial, e a 

Cu/ZnSOD (SOD1), no espaço intermembranas. Devido à alta concentração da enzima somada 

a elevada cinética enzimática (k≈2×109 M-1s-1), virtualmente, todo o O2
•- formado dá origem ao 

H2O2.  

Por sua vez, o H2O2 é menos reativo e mais difusível, sendo considerado a principal 

ERO na sinalização celular (Lindahl et al., 2011). Em mitocôndrias, dois sistemas enzimáticos 

são responsáveis pela remoção eficiente de H2O2: o sistema glutationa (GSH)/glutationa 

peroxidase (GPx)/glutationa redutase (GR) e o sistema tioredoxina (Trx)/peroxiredoxina 

(Prx)/tioredoxina redutase (TrxR). A enzima GPx utiliza duas moléculas do antioxidante GSH 

para reduzir uma molécula de H2O2 a duas moléculas de H2O e uma de O2. Em seguida, as duas 

glutationas oxidadas (GSSG) são reduzidas de volta à GSH pela enzima GR ao custo de 

NADPH. Já a Prx reduz o H2O2 através da oxidação de um resíduo de cisteína (Cys–SH) ao 

ácido sulfênico (Cys–SOH), que se condensa com a Cys–SH de uma outra molécula de Prx, 

formando uma ponte de dissulfeto intermolecular (Prx-S–S-Prx). Subsequentemente, a Trx 

reduz a ponte de dissulfeto da Prx-S–S-Prx ao custo da autoxidação intramolecular de duas 

Cys–SH (Trxoxi), regenerando duas moléculas de Prx. Por fim, a Trx oxidada retorna ao estado 

reduzido através da enzima TrxR com o gasto de NADPH (Mailloux et al., 2013). 

Um esquema geral dos processos moleculares que produzem e consomem as EROs em 

mitocôndrias é representada na figura 1. 
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Figura 1 – Processos moleculares mitocondriais que produzem e consomem as EROs. Os principais sítios de geração de O2
•- na CTE são: 

1) o sítio de oxidação de NADH no C-I através do grupo prostético FMN; 2) o sítio de ligação a UbQ no C-I; e 3) sítio Qo de oxidação da 

UbQH2. O radical O2
•- formado é dismutado a H2O2 pela SOD2 na matriz mitocondrial, e pela SOD1 no espaço intermembranas. Por sua vez, 

o H2O2 é reduzido à água pela ação de dois sistemas enzimáticos: i) o GSH/GPx/GR e ii) Trx/Prx/TrxR. Ambos os sistemas, após uma cascata 

de reações de oxirredução, acabam utilizando o potencial redutor de NADPH, gerando NADP+. Caso o H2O2 não seja metabolizado, ele pode 

passar da matriz mitocondrial para o espaço intermembranas através de aquaporinas. Além disso, o H2O2 pode se difundir através das 

membranas ao citosol e ao meio extracelular. Apesar do H2O2 ser relativamente inócuo, essa ERO pode reagir com Fe2+/Cu1+ via reação de 

Fenton gerando o ânion OH- e o altamente reativo radical •OH. Esse radical pode reagir com proteínas, lipídeos, RNA e DNA. A reação de 
•OH com DNA será tratada na seção a seguir. Adaptado de Muftuoglu, M.; Mori, M. P.; Souza-Pinto, N. C. Formation and repair of oxidative 

damage in the mitochondrial DNA, Mitochondrion, 2014. 

1.2 OXIDAÇÃO DO DNA  E MUTAGÊNESE 

O papel da molécula de DNA como armazenador da informação genética resulta em 

um problema intrínseco a essa função. No caso da molécula de DNA sofrer uma modificação 
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química, ao contrário de uma modificação em proteínas, lipídeos ou RNAs, a célula, via de 

regra, não pode degradar a molécula danificada e sintetizar uma nova. Isso porque a informação 

para sintetizar uma molécula nova está armazenada nela mesma. Contudo, duas características 

da molécula de DNA conferem-lhe vantagens para suplantar esse problema: a dupla fita e a 

complementariedade de bases entre as mesmas. 

Apesar dessa aparente vantagem química, ainda assim, inúmeras reações químicas 

podem alterar sua estrutura, resultando em mudanças no conteúdo da informação genética, as 

mutações. Ao nível do organismo, mutações podem resultar em efeitos deletérios, e tanto 

mutações germinativas quanto mutações somáticas são associadas com várias doenças humanas 

(Evans et al., 2004).  

Mesmo em condições fisiológicas, o DNA pode perder bases nitrogenadas 

espontaneamente, pela hidrólise da ligação N-β-glicosídica entre a base e o açúcar. 

Considerando somente a taxa de depurinação espontânea, o DNA pode perder de 2.000 a 10.000 

purinas por dia em uma única célula de mamíferos (Lindahl & Nyberg, 1972). De modo 

semelhante, a deaminação espontânea da citosina em uracila ocorre em média de 100 a 500 

vezes por dia em cada célula do nosso corpo (Lindahl & Nyberg, 1974; Duncan & Miller, 1980).  

Como conhecemos hoje, a complexidade necessária à vida, como 

compartimentalização, metabolismo e replicação, acarreta tanto em um aumento da 

probabilidade quanto em um aumento da diversidade química de modificações no DNA. 

Levando em consideração somente as bases nitrogenadas do DNA, as possíveis modificações 

a que elas estão sujeitas são: i) reações de oxidação, alquilação e desaminação; ii) formação de 

fotoprodutos de UV [dímeros de pirimidina ciclobutano (CPD) e 6-4-pirimidina-pirimidona (6-

4PP)]; iii) formação de adutos covalentes com nitrosaminas, epóxidos de hidrocarbonetos 

aromáticos policíclicos, aldeídos, cetoaldeídos e peróxidos de lipídeo; iv) ligação cruzada 

intercadeia, intracadeia e DNA-proteína. Ademais, ampliando os possíveis alvos de danos no 

DNA, reações de diversos compostos com a 2′-desoxirribose (2′-dR) podem gerar: i) sítios 

abásicos, ii) quebra de fita simples (SSB, do inglês single strand break) e iii) quebra de fita 

dupla (DSB, do inglês double strand break). Por fim, os próprios mecanismos de replicação de 

DNA apresentam falhas intrínsecas, de modo que podem ser gerados: i) pareamentos errôneos 

(não-canônico) e ii) alças de DNA fita simples devido a pequenas adições ou deleções, iii) além 

de quebras resultantes da desmontagem precoce da forquilha de replicação (Sancar et al., 2004; 

Branzei & Foiane, 2008). 



28 
 

 
 

Mesmo em eucariotos, onde a maioria das reações de oxirredução se encontram 

compartimentalizadas, o genoma se encontra continuamente vulnerável ao ataque de produtos 

colaterais de processos redox. Em células aeróbicas, as lesões oxidadas de DNA – ou seja, 

aquelas que foram induzidas por agentes oxidantes – representam o tipo de estresse genotóxico 

endógeno mais comum em organismos aeróbicos (Cooke et al., 2003). 

Dentre os oxidantes mais frequentemente formados em sistemas biológicos, apenas o 

•OH e 1O2 reagem eficientemente com DNA. O ataque do grupo fosfodiéster do DNA é 

desprezível devido à alta densidade eletrônica. Já a 2′-dRP pode ser atacada pelo •OH através 

da abstração de hidrogênio de qualquer um dos cinco carbonos do açúcar. A preferência de 

remoção de hidrogênio correlaciona-se à acessibilidade do carbono da pentose ao solvente na 

seguinte ordem: C5′>C4′>C3′>C2′>C1′ (Aydogan et al., 2002; Balasubramanian et al., 1998; 

Miller et al., 1994). Após o ataque mediado por •OH, ocorre a formação de um radical centrado 

no carbono atacado, que segue rearranjos intramoleculares culminando, na maioria das vezes, 

na quebra de fita de DNA (Breen & Murphy, 1995; Pogozelski & Tullius, 1998).  

Quando o C5′ é atacado, na ausência de oxigênio molecular (O2), o radical centrado 

nesse carbono (•C5′) pode atacar a dupla ligação N7–C8 da sua própria purina, formando um 

composto cíclico denominado (5′-R)- ou (5′-S)-8-ciclo-2′-desoxirribopurina (8,5′-cdP) (Keck, 

1968; Raleigh et al., 1976; Dizdaroglu, 1986). A formação de 8,5′-cdP é fortemente inibida sob 

condições aeróbicas porque O2 reage com •C5′ a uma velocidade igual a da taxa de difusão 

(Dizdaroglu et al., 1975, 1977; Isildar et al., 1981). 

Contudo, as nucleobases são de longe o principal alvo de oxidação no DNA. O •OH 

adiciona em duplas ligações das bases nitrogenadas com constantes de velocidade comparáveis 

à taxa controlada de difusão (k= 3 a 10 × 109 M−1s−1) (von Sonntag, 1987). Em pirimidinas, os 

principais alvos de ataques de •OH são os carbonos C5 e C6; e os carbonos C4, C5 e C8, em 

purinas. Os produtos finais de oxidação em timina são os quatro diestereoisômeros cis e trans 

de 5,6-dihidroxi-5,6-diidrotimina (timina glicol) e a 5-hidroxi-5-metilhidantoina (Evans et al., 

2004). Já a citosina possui um grupo amino lábil e seus produtos de oxidação principais são a 

5,6-dihidroxi-5,6-diidrouracila (uracila glicol), 5-hidroxiuracila, 5-hidroxicitosina e 5-

hidroxihidantoina (Samson-Thibault et al., 2012). Porém, a guanina é o composto mais 

amplamente estudado quanto a seus produtos de oxidação. O radical hidroxila ataca as duplas 

ligações entre os carbonos C4–C5 e N7–C8, mas também é capaz de abstrair hidrogênio do 

grupo 2-amino (Candeias & Steenken, 2000; Chatgilialoglu et al., 2009). O radical centrado em 

N7 exibe ambivalência redox (Steenken et al., 2001). Seguindo a via redutora, o radical C8-
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OH-N7-il-guanina dará origem a 2,6-diamino-4-hidroxi-5-formamidopirimidina (FapiGua); e 

seguindo a via oxidante, o radical C8-OH-C4-il-guanina resulta na formação de 8-oxo-7,8-

diidroguanina (8-oxoGua). Além disso, a guanina é capaz de reagir com 1O2 que se adiciona ao 

anel imidazol da guanina formando um endoperóxido intermediário, que segue rearranjos 

intramoleculares para formar 8-oxoGua (Ravanat et al., 2001). As mesmas reações de adição 

do •OH também ocorrem na adenina, com menor eficiência, gerando 4,6-diamino-5-

formamidopirimidina (FapiAde), 8-oxo-7,8-diidroadenina (8-oxoAde) e, em menor grau, 2-

hidroxiadenina (2-OH-Ade). A figura 2 identifica os principais alvos de espécies oxidantes em 

DNA, destacando alguns dos principais produtos resultantes desse ataque. 
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Figura 2 – Diversidade química de modificações de DNA induzidas por oxidantes. ∙OH e 1O2 são as principais EROs que reagem com 

DNA. ∙OH prontamente se adiciona nas duplas ligações das bases nitrogenadas ou abstrai hidrogênio com menor eficiência. 1) propenal base, 

2) 3′-fosfoglicolato e 3) 5′-aldeído representam produtos únicos que são gerados da abstração de H da 2′-dR, que na maioria das vezes leva a 

quebra de fita de DNA. 4) 8-oxoGua e 5) FapiGua representam dois produtos de oxidação da guanina. Ambos se originam da adição de na 

dupla N7–C8, porém o ambiente redox determina qual via o radical C8-OH vai seguir. 6) 8,5′-cdP representa um produto do radical centrado 

no C5′ que se adiciona a dupla ligação N7–C8 da purina adjacente. Não se conhece uma via de reparo de mtDNA que lide com esse tipo de 

lesão. Por isso, especula-se que essa lsesão seja extremamente tóxica para o mtDNA. 7) M1G representa uma modificação indiretas advindo 

de subprodutos reativos formados no estresse redox, como MDA e propenal base. Apesar de M1G ser considerado um aduto volumoso foi 

demonstrado que ele é capaz de ser reparado por MPG (AAG). Adaptado de Muftuoglu, M.; Mori, M. P.; Souza-Pinto, N. C. Formation and 

repair of oxidative damage in the mitochondrial DNA, Mitochondrion, 2014. 

Um resultado importante do estresse redox celular é que todas as biomoléculas são 

atingidas por diferentes EROs e subprodutos dessas reações podem interagir com DNA, 

gerando modificações distintas. Produtos de peroxidação lipídica como hidroperóxidos de 

lipídeos, derivados cetônicos e aldeídos reativos podem interagir com o DNA gerando uma 

vasta diversidade de adutos (Hecht et al., 2011). Um dos principais subprodutos da peroxidação 
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lipídica é o malondialdeído (MDA). Esse aldeído reativo ataca o grupo 2-amino da guanina 

seguido da ciclização em N1 e desidratação, dando origem ao pirimido[1,2α]purina-10(3H)ona 

(M1Gua). Outros aldeídos reativos, como o crotonaldeído, a acroleína e até mesmo o 

acetaldeído – comumente formado durante o metabolismo do etanol – reagem com DNA 

originando adutos covalentes nas nucleobase (Chung et al., 1989; Zhang et al., 2006 e 2007; 

Garcia et al., 2011). 

Entretanto, do ponto de vista biológico, a introdução de modificações químicas e/ou 

estruturais no DNA só terá relevância se essas interferirem com a “função” primária dessa 

molécula em armazenar e transmitir informação. Essa interferência decorre do fato de que 

algumas dessas modificações podem ser refratárias à atividade de DNA e RNA polimerases, 

parando a progressão da replicação ou da transcrição, que são eventos geralmente citotóxicos. 

Além disso, outras modificações podem resultar na incorporação, pela DNA polimerase, de 

outro nucleotídeo, diferente daquele que seria o par canônico do nucleotídeo não modificado, 

resultando em um evento mutagênico. É importante salientar que nem toda vez que uma DNA 

polimerase (Pol) “passa por cima” de uma lesão (lesion bypass) ocorre um evento mutagênico; 

e que nem toda modificação é mutagênica. 

Por exemplo, a 8-oxoGua pareia normalmente com citosina na orientação 

tridimensional anti. Porém, em conformação syn a 8-oxoGua pareia com adenina e, caso não 

seja reparada, origina a transversão G:C→T:A (Kuchino et al., 1987). Já a desaminação de 

citosina em uracila sempre levará a fixação da mutação de transição C:G→T:A, se não for 

corrigida. Modificações raras no DNA podem ter consequências severas em células 

replicativas, como é o caso da 2-OH-Ade. Dependendo da DNA polimerase e do contexto da 

sequência de DNA em que essa lesão se encontra, 2-OH-Ade pode parear com qualquer uma 

das quatro bases, gerando um espectro mutacional diverso (Barone et al., 2007; Amoroso et al., 

2008). 

Já a timina glicol (Tg), um produto de oxidação da timina, é capaz de bloquear a 

extensão das DNA polimerases α, β, δ e λ (Clark & Beardsley, 1989; Belousova et al., 2010). 

As modificações (5′S)-8,5′-ciclo-2′-desoxiadenina (8,5′-cdA) e (5′S)-8,5′-ciclo-2′-

desoxiguanina (8,5′-cdG) são capazes de inibir a transcrição de RNA Pol II tanto in vitro quanto 

in vivo (You et al., 2012). Outro grupo, porém, reportou que 8,5′-cdPs não bloqueiam a 

transcrição, mas geram mutação transcricional (Marietta & Brooks, 2007). Além do mais, não 

obstante várias DNA polimerases de síntese translesão serem capazes de lidar com 8,5′-cdP, 
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ainda assim essas Pol η, ι, κ e ζ passam com dificuldade através da lesão, além de incorporarem 

o nucleotídeo errado através da lesão in vivo, particularmente, Pol η (You et al., 2013). 

1.3 MUTAÇÕES EM MTDNA  E GERAÇÃO DE EROS: CICLO VICIOSO 

O genoma mitocondrial (mtDNA) possui uma altíssima densidade de informação. Em 

humanos, aproximadamente 96% dos 16.569 pares de bases do mtDNA compreendem os 37 

genes que codificam para 13 polipeptídeos, 22 RNAs transportadores (tRNA) e 2 RNAs 

ribossômicos (rRNA) (Muftuoglu et al., 2014). Dos complexos da CTE, o mtDNA codifica sete 

subunidades do complexo I (MT-ND1, -2, -3, -4, -4L, -5 e -6); uma do complexo III (citocromo 

B – MT-CYB); três do complexo IV (MT-CO1, -2 e -3); e duas da ATP sintase (MT-ATP6 e -

8). Além disso, em cada uma das duas fitas do mtDNA (H e L, do inglês heavy e light, em 

referência ao conteúdo diferenciado de purinas nas duas fitas, que resulta em massa molar 

distinta) os genes são transcritos em um único transcrito policistrônico, a partir do promotor de 

cada fita (PH o promotor da fita H e PL o promotor da fita L) (Bonawitz et al., 2006) (Fig. 3). 

Consequentemente, uma lesão no mtDNA tem uma maior chance de acontecer em uma região 

codificadora, aumentando a probabilidade de consequência fenotípica da mutação, caso o 

mtDNA esteja sendo replicado, ou de parada da RNA polimerase mitocondrial, caso o mtDNA 

esteja sendo transcrito. De fato, calcula-se que mutações no mtDNA ocorram 10 vezes mais 

frequentemente do que no DNA nuclear (Brown et al., 1979), apesar de a razão para essa 

discrepância ainda não estar clara. 
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Figura 3 – DNA mitocondrial (mtDNA) e a cadeia de transporte de elétrons (CTE). Os 37 genes codificados no mtDNA incluem sete 

subunidades do CI (ND1, 2, 3, 4, 4L, 5 e 6), uma subunidade do CIII (citocromo b – Cyt b), três do CIV (CO1, 2 e 3) e duas da ATPase (A6 e 

8), 22 tRNAs (código de uma letra) e 2 rRNAs (16S e 12S). (Obs.: Esses não são os símbolos oficiais. Os símbolos oficiais são encontrados 

no texto). A CTE e a distribuição dos polipeptídeos codificados no mtDNA. Fonte: Schon, E. A.; DiMauro, S.; Hirano, M. Human 

mitochondrial DNA: roles of inherited and somatic mutations. Nat Rev Genet, v. 13, n. 12, p. 881, 2012 

Mutações em mtDNA estão no centro do conceito moderno da teoria mitocondrial do 

envelhecimento. Essa teoria, propõe que as EROs geradas normalmente na mitocôndria são as 

responsáveis por causar mutações no mtDNA (Harman, 1972 e 1992; Linnane et al., 1989). 

Postula ainda que o acúmulo progressivo de mutações no genoma mitocondrial durante a vida 

do organismo leva a disfunção mitocondrial, e esse declínio na função mitocondrial resultaria 

em um estresse redox, aumentando ainda mais os danos e as mutações causados por oxidantes 

no mtDNA, gerando um ciclo vicioso (Taylor & Turnbull, 2005). 

Contudo, pouco se sabe a respeito da regulação in vivo da geração de oxidantes nos 

complexos mitocondriais. Porém, há uma clara correlação positiva entre a intensidade da força 

próton-motriz e a produção de O2
•-, enquanto uma diminuição nesse potencial através da 
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membrana diminui a geração de O2
•- (Korshunov et al., 1997). Especula-se que um elevado 

potencial de membrana acarreta na diminuição do fluxo de elétrons através da cadeia 

respiratória, aumentando a probabilidade de ocorrer a redução monoeletrônica do O2 em O2
•-. 

Igualmente, poder-se-ia esperar que mutações no mtDNA que afetem a velocidade do fluxo de 

elétrons através da CTE causariam também um desequilíbrio no estado redox mitocondrial em 

direção a mais oxidativo. 

É claro que, porque uma única célula pode conter de poucas centenas a alguns milhares 

de genomas mitocondriais, é comum existir uma variação na sequência das várias moléculas de 

mtDNA em uma mesma célula, fenômeno denominado heteroplasmia (Brandon et al., 2006). 

O contrário, a homoplasmia, é quando todas as moléculas da população de mtDNA são iguais. 

De acordo com os dados experimentais existentes até o momento, para que uma mutação 

patogênica no mtDNA possa se manifestar funcionalmente, ela deve exceder um determinado 

limiar do total de genomas mitocondriais na célula, que é de 60 a 90% dependendo: i) do tipo 

da mutação, ii) e o tipo celular onde ela se manifesta (Krishnan et al., 2007).  

À parte da dificuldade em investigar a validade do conceito do “ciclo vicioso”, alguns 

estudos se propuseram a analisar somente um dos lados do ciclo, começando com a investigação 

do efeito de algumas mutações no mtDNA na bioenergética e no estado redox mitocondrial. De 

fato, células de indivíduos com a mutação patogênica 8993T>G em mtDNA (que gera a 

substituição L156R na subunidade ATP6 do complexo V) apresentam uma maior produção de 

EROs (Trounce et al., 1994; Mattiazi et al., 2004; Petros et a, 2005). Em experimentos de 

transmitochondrial cybrids que consiste na fusão celular de células enucleadas com células 

depletada de mtDNA (células ρ0) Ishikawa et al. (2008) demonstraram que o mtDNA 

carregando duas mutações em ND6 (G13997A e 13885insC) é capaz de aumentar a geração 

EROs e a capacidade metastática de células tumorais. Do outro lado do ciclo, também há bons 

argumentos mostrando que a oxidação lenta e continua que ocorre nos tecidos aumentam a 

carga de mutações no mtDNA. Corroborando essa hipótese, células negativas para citocromo c 

oxidase (CO-negativo) em análise imunohistoquímica, característica encontrada em tecidos de 

algumas doenças mitocondriais, também são encontradas em tecidos pós-mitóticos 

envelhecidos comparados com tecidos jovens (Muller-Hocker et al., 1989). Inesperadamente, 

com a idade, essas células CO-negativas acumulam mutações clonais no mtDNA ao invés de 

várias mutações típicas de instabilidade genômica (Muller-Hocker et al., 1993; Brierley et al., 

1998). Em outro estudo, a transversão T414G no mtDNA foi detectada exclusivamente em 

indivíduos com mais de 65 anos de idade (Michikawa et al., 1999). Deleções no mtDNA 
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também foram detectadas mais frequentemente em células de tecidos envelhecidos, como 

neurônios de várias regiões do cérebro e fibras musculares (Corral-Debrinski et al., 1992; 

Bender et al., 2006; Bua et al., 2006). Ademais, as células que continham essas deleções 

apresentaram disfunção na cadeia respiratória (Kraytsberg et al., 2006; Bua et al., 2006). 

Contudo, há indícios de que o acúmulo de mutações em mtDNA com a idade não é 

dirigido por oxidação do mtDNA. Em um trabalho recente, Itsara et al. (2014) demonstraram 

que a maioria das mutações pontuais em mtDNA em Drosophila não são do tipo G:C→T:A – 

que é considerado uma assinatura de mutações induzidas oxidativamente. Igualmente, Waganat 

et al. (2015) estudando camundongos knockout para Cu-Zn superóxido dismutase (Sod1) não 

encontraram aumento significativo de deleções no mtDNA, embora as células desses 

camundongos produzam o dobro de H2O2 e apresentem o dobro de marcação para 8-oxoGua 

(Elchuri et al., 2005; Muller et al., 2006 e 2007; Waganat et al., 2015). Esses resultados abrem 

a possibilidade de que outros mecanismos ainda não profundamente explorados estejam 

envolvidos com a perda da estabilidade do mtDNA com a idade, entre eles os mecanismos de 

reparo de DNA. 

1.4 REPARO DE DNA 

Em uma perspectiva pessoal da descoberta da dupla hélice, Francis Crick admite que 

“Nós deixamos escapar totalmente o papel de enzimas no reparo (de DNA) ... Eu percebi que o 

DNA é tão precioso que muitos mecanismos distintos de reparo de DNA devem existir” (Crick, 

1974, tradução do autor). O grau de importância que o reparo de DNA representa para a biologia 

e a origem da vida pode ser compreendida claramente no fato de que todos os seres vivos, 

incluindo alguns vírus, possuem genes que codificam enzimas de reparo de DNA. A 

comunidade científica, em geral, aceita a hipótese de que mecanismos de reparo de DNA devam 

ter surgido muito no começo da vida. Isoladamente, a informação genética não sobreviveria às 

condições adversas que compunham a atmosfera primordial, independente da condição 

atmosférica imaginada ser redutora ou oxidante. Dessa forma, não seria fantasioso especular 

que o reparo de informações genéticas possa ter precedido ou acompanhado o aparecimento de 

moléculas autoreplicantes. 

Historicamente, os primeiros pesquisadores a terem observado o fenômeno de reparo 

de DNA foram Albert Kelner e Renato Dulbecco, em observações independentes e em modelos 

distintos. Entretanto, o fenômeno, denominado fotorreativação, foi descrito apenas nos termos 
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da habilidade da luz visível em reverter os efeitos tóxicos de radiação ultravioleta (Kelner, 1949; 

Dulbecco, 1949). Isso porque, muito antes de conhecer o mecanismo molecular pelo qual a luz 

visível ativa a clivagem dos dímeros de pirimidina pela ação da enzima fotoliase, era necessário 

conhecer os alvos moleculares e a própria natureza química das modificações induzidas pela 

luz UV, que só foi determinada claramente em 1960 (Beukers & Berends, 1960). 

Posteriormente, as consequências biológicas dessas lesões foram extensivamente investigadas 

por Richard Setlow (Setlow et al., 1966). Um avanço significativo na compreensão da 

relevância biológica do reparo de DNA foi fornecido pelo Dr James E. Cleaver (1968) que 

relatou pela primeira vez a associação de um defeito no reparo de DNA com xeroderma 

pigmentoso (XP), uma doença hereditária rara cuja principal característica fenotípica é 

suscetibilidade aumentada a neoplasias cutâneas em áreas expostas à luz solar. 

Os seres vivos são dotados de múltiplas vias de reparo que reconhecem e removem os 

diferentes tipos de modificações possíveis à molécula de DNA, cada uma com especificidade 

mais ou menos bem definida, havendo, em algumas ocasiões, sobreposição de substrato. Em 

mamíferos, há oito vias molecularmente definidas envolvidas em reparo e resposta aos 

diferentes tipos de lesões no DNA: i) reparo por reversão direta (DRR, do inglês direct reversal 

repair), ii) reparo por excisão de base (BER, do inglês base excision repair), iii) reparo por 

excisão de nucleotídeo (NER, do inglês nucleotide excision repair), iv) reparo de pareamento 

errôneo (MMR, do inglês mismatch repair), reparo de quebra de fita dupla v) por recombinação 

homóloga (HR, do inglês homologous recombination) e vi) por junção de extremidades não-

homólogas (NHEJ, do inglês non-homologous end joining), vii) sinalização de dano ao DNA 

(DDS, do inglês DNA damage response) e viii) síntese de DNA translesão (TLS, do inglês 

translesion synthesis) (Milanowska et al., 2011). 

Ainda, no contexto de reparo de DNA em mamíferos suas células possuem dois 

compartimentos onde a informação genética está armazenada na forma de DNA: o núcleo e a 

mitocôndria, onde se encontram os genomas nuclear (nDNA) e mitocondrial (mtDNA), 

respectivamente. Por muito tempo se imaginou que as mitocôndrias de mamíferos não possuíam 

um sistema de reparo de DNA. Isso se deveu, em grande parte, a experimentos conduzidos por 

Clayton et al. (1974), onde ficou demonstrado não haver remoção de dímeros de pirimidina do 

mtDNA de células humanas e de camundongos irradiadas com UV. Esses dados poderiam 

parecer contraditórios às observações feitas por Shima et al. (1973), que abordou a questão de 

reparo de mtDNA utilizando raios X. Nesses experimentos, Shima et al. demonstraram a 

incorporação de precursores de DNA em mitocôndrias isoladas de fígado de rato após a 
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irradiação. Porém, os autores do estudo demonstraram apenas que a incorporação era 

dependente de Pol γ, a DNA polimerase mitocondrial replicativa, não sendo possível identificar 

se a incorporação era associada à replicação ou ao reparo, devido à limitação técnico-científica 

da época. Finalmente o trabalho que identificou, de forma definitiva, a atividade de uma enzima 

específica de reparo de DNA em mitocôndrias de mamíferos foi realizado por Anderson e 

Friedberg, em 1980. Nesse trabalho, ficou claro que mitocôndrias altamente purificadas de 

células de mamífero apresentavam atividade específica de uracil DNA glicosilase, uma enzima 

de reparo descrita em 1974 por Tomas Lindahl.  

Sabemos hoje que, do mesmo modo pelo qual o genoma nuclear é reparado, o mtDNA 

também é sujeito a diversas vias de reparo. Porém, nem todas as vias de reparo que se encontram 

no núcleo foram identificadas em mitocôndrias até o momento. Além disso, tanto a identidade 

molecular de vários componentes dessas vias quanto os mecanismos de regulação das diferentes 

vias ainda não estão claros. 

Das oito vias de reparo identificadas em mamíferos, as vias BER e NER são as mais 

bem caracterizadas. Inclusive, nos primeiros estudos dos mecanismos moleculares de reparo de 

DNA, as duas vias eram conjuntamente denominadas de via de reparo por excisão (Setlow & 

Carrier, 1964; Boyce & Howard-Flanders, 1964; Aoki et al., 1966; Ganesan & Smith, 1969; 

Lindahl, 1982, Cleaver, 2003). As diferenças começaram a emergir principalmente através de 

pesquisas conduzidas por Lindahl no começo da década de 70, caracterizando as DNA 

glicosilases envolvidas na via de BER (Lindahl, 1982). Ainda no começo da década de 70, de 

Weerd-Kastelein e colaboradores (1972) fizeram uso da técnica de fusão nuclear para 

estabelecer os ensaios de complementação que culminariam na caracterização de sete genes que 

codificam para proteínas da via NER, e que estão mutados em pacientes XP. Por fim, nos anos 

80, dois pesquisadores independentemente cunharam o termo Reparo por Excisão de Base 

(BER) diferenciando essa via da via NER (Hayakawa & Sekigushi, 1979; Lindahl 1979). 

1.5 REPARO POR EXCISÃO DE BASE (BER) 

A via de reparo por excisão de base constitui a principal via de vigilância do genoma, 

uma vez que as lesões reparadas por essa via são as que mais comumente acometem o DNA. A 

prova desse conceito é demonstrada experimentalmente em camundongos knockout de genes 

que codificam para algumas proteínas da via BER (Maynard et al., 2009). Com exceção às 

DNA glicosilases, que participam da primeira etapa da via, a ausência de qualquer uma das 
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proteínas da via BER resulta em letalidade embrionária (Xanthoudakis et al., 1996; Tebbs et 

al., 1999; Sugo et al., 2000; Puebla-Osorio et al., 2006). A via BER é ubíqua e altamente 

conservada desde bactérias até humanos, onde atua tanto no genoma nuclear quanto no genoma 

mitocondrial (Rao, 2007; Zharkov, 2008). Até mesmo o bacteriófago T4 possui um gene que 

codifica para uma das enzimas que participam da via BER. É uma via molecularmente muito 

simples, consistindo de cinco reações sequenciais, e pode ser reconstituída in vitro utilizando-

se apenas quatro enzimas (Dianov & Lindahl, 1994). 

1.5.1 BER de Fragmento Curto (SP-BER) 

Detalhadamente, a via se inicia com o reconhecimento da modificação química na base 

nitrogenada do DNA por uma classe de enzimas denominadas DNA glicosilases. Uma 

característica catalítica comum das enzimas pertencentes a esta classe é o mecanismo de 

flipping-out, que consiste no reposicionamento da base nitrogenada do interior da dupla hélice 

para fora, no bolsão catalítico da enzima (Fromme, Banerjee & Verdine, 2004). No caso da 

modificação na nucleobase fazer contatos com aminoácidos críticos no sítio catalítico, segue-

se então a clivagem ([1] da Fig. 4) da ligação N-β-glicosídica entre a base e o açúcar, resultando 

em um sítio apurínico/apirimídico (AP ou sítio abásico). Essa estrutura é, subsequentemente, 

alvo de clivagem hidrolítica pela ação da enzima AP endonuclease (APE1) a montante do sítio 

AP (i.e. na extremidade 5′) ([2] da Fig. 4). Isso gera um terminal 3′-OH livre e um 2′-

desoxirribo-5′-fosfato (5′-dRP) no outro terminal. Em seguida, a DNA polimerase β (Pol β), no 

núcleo (Wiebauer & Jiricny, 1990; Dianov et al., 1992; Singhal et al., 1995), ou a DNA 

polimerase γ, na mitocôndria (Longley et al., 1998), remove a 5′-dRP e adiciona um nucleotídeo 

complementar ao da fita oposta ao terminal 3′-OH compatível com a síntese de DNA. Por fim, 

a descontinuidade da fita danificada é resolvida pela ação da DNA ligase 3 (LIG3) em complexo 

da proteína XRCC1 (X-ray Chinese hamster complementation group 1) ([3] da Fig. 4) 

(Weissman et al., 2007).  
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Figura 4 – Reparo por excisão de base de fragmento curto (SP-BER). Uma Ura, produto de deaminação da Cyt, pareada com 

Gua é alvo da DNA glicosilase UNG. [1] Clivagem hidrolítica da ligação N-β-glicosídica entre a base nitrogenada e a 2′-desoxirribose. 

[2] APE1 reconhece e executa a clivagem hidrolítica do sítio AP formado após a retirada da nucleobase. Pol β remove dRP e insere 

um novo nucleotídeo a partir do terminal 3′-OH livre a montante da lesão. O complexo XRCC1/LIG3 sela as pontas 3′-OH e 5′-PO4
2- 

consumindo um ATP. Fonte: Romagna, Mori e Souza-Pinto. Lesões oxidativas em DNA: detecção, formação, reparo e envolvimento 

em carcinogênese. In. Tratado de Oncologia Médica, Paulo Marcelo Gehm Hoff (Ed.). São Paulo: Editora. Atheneu, 2014. 
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1.5.2 BER de Fragmento Longo (LP-BER) 

A via BER, conforme foi descrita acima, é denominada de subvia de fragmento curto 

(SP-BER, do inglês short patch), em referência ao fato de que apenas um novo nucleotídeo é 

incorporado durante o processo de reparo (Dianov et al., 1992). Em contrapartida, existe outra 

subvia de BER, a de fragmento longo (LP-BER, do inglês long patch) (Klungland & Lindahl, 

1997). Há três diferenças fundamentais na subvia LP-BER (Fig. 5). A primeira reside no 

tamanho do fragmento de DNA sintetizado durante o reparo, onde são incorporados de 2-11 

nucleotídeos, pela Pol β, podendo essa DNA polimerase ser substituída pelas DNA polimerases 

replicativas, Pol δ e ε, com o auxílio das proteínas RPA (replication protein A) e PCNA 

(proliferation activated nuclear antigen) (DeMott et al., 1998). A segunda diferença se refere 

ao processamento da fita de DNA deslocada com a síntese do trecho mais longo que acaba se 

apresentando na forma de uma alça de DNA fita simples (ssDNA). Essa estrutura é 

incompatível com a atividade de dRP liase das DNA polimerases, sendo necessária à resolução 

a ação da endonuclease estrutura-específica FEN1 (Flap endonuclease 1). Por fim, a DNA 

ligase 1 (LIG1) é recrutada nessa subvia e catalisa a ligação das pontas estimulada 

especialmente por PCNA (Levin et al., 2000). 

Existem duas classes de DNA glicosilases: i) as monofuncionais, que executam apenas 

a função de DNA glicosilases; ii) as bifuncionais, que apresentam uma atividade de AP liase 

associada. Em células humanas, as DNA glicosilases monofuncionais são: UNG (uracil-DNA 

glycosylase), MPG (N-methylpurine-DNA glycosylase ou alkyladenine DNA glycosylase), 

SMUG1 (single-strand-selective monofunctional uracil-DNA glycosylase 1), TDG (thymine-

DNA glycosylase), MDB4 (methyl-CpG binding domain protein 4) e MUTYH (mutY homolog). 

Entre as DNA glicosilases bifuncionais temos: NTH1 [nth endonuclease III-like 1 (E. coli)], 

OGG1 (8-oxoguanine DNA glycosylase) e três DNA glicosilases da família da endonuclease 

VIII de E. coli, NEIL1, 2 e 3 (nei endonuclease VIII-like 1, 2 e 3). 

As duas classes de DNA glicosilases efetuam a catálise através do ataque nucleofílico 

no carbono-1’ do açúcar (Fromme, Banerjee & Verdine, 2004). Enquanto nas DNA glicosilases 

monofuncionais uma molécula de água ativada por um aspartato é utilizada para a catálise, nas 

bifuncionais o mesmo princípio catalítico via aspartato ativa um resíduo de lisina, que forma 

uma base de Schiff intermediária (Dodson et al., 2002). Além disso, nas DNA glicosilases 

bifuncionais, a atividade de AP liase resulta em uma quebra de fita via β-eliminação gerando 

um aldeído 3’-α,β-insaturado (NTH1 e OGG1) ou via β,δ-eliminação produzindo um terminal 
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3’-fosfato (família nei endonuclease VIII-like). Essas duas estruturas são refratárias à atividade 

de dRP liase das DNA polimerase, sendo necessário o processamento subsequente para a etapa 

síntese. O terminal de aldeído 3’-α,β-insaturado é removido pela APE1. Por sua vez, o terminal 

3’-fosfato (3’-PO4
2-) é processado pela PNKP1 (polynucleotide kinase/phosphatase protein 1). 

 

Figura 5 – Reparo por excisão de base de fragmento longo (LP-BER). Uma 2,6-diamino-4-hidroxi-5-

formamidopirimidina (FapiGua), produto de oxidação da gunaina, é alvo da DNA glicosilase NEIL1. Essa 

DNA glicosilase bifuncional, remove a base modificada e cliva a fita de DNA por meio da sua atividade de 

AP liase. O terminal gerado 3′-PO4
2- é refratário à atividade de Pol β e PNKP é recrutado para remoção dessa 

estrutura. PCNA e RPA recrutam Pol δ, uma DNA polimerase mais processiva. A síntese de DNA por Pol δ 

desloca a fita a jusante formando uma estrutura em forma de alça que é removida por FEN1. Por fim, LIG1 

sela as pontas 3′-OH e 5′-PO4
2- consumindo um ATP. Fonte: Romagna, Mori e Souza-Pinto. Lesões 

oxidativas em DNA: detecção, formação, reparo e envolvimento em carcinogênese. In. Tratado de Oncologia 

Médica, Paulo Marcelo Gehm Hoff (Ed.). São Paulo: Editora. Atheneu, 2014. 

  

RPA 

FapiGua 

PCNA 

PNKP1 

NEIL1 

FEN1 

LIG1 

Pol δ 



42 
 

 
 

A abstração de hidrogênio da 2′-desoxirribose do DNA, particularmente pelo radical 

hidroxila, em geral, resulta na quebra de fita com extremidades que necessitam ser processadas 

antes que a descontinuidade na fita seja resolvida. Porque a via central de BER apresenta uma 

etapa onde é gerada uma quebra de fita, o reparo de quebra de fita simples (SSBR, do inglês 

single strand break repair) procede pela mesma via molecular, e é considerado como uma 

subvia de BER. De fato, os intermediários de BER, como sítios AP e quebra de fita simples são 

altamente citotóxicos e isso é demonstrado pelo fato de que em camundongos, a perda (via gene 

knockout) de APE1, XRCC1, Pol β e LIG3 é incompatível com a vida (Xanthoudakis et al., 

1996; Tebbs et al., 1999; Sugo et al., 2000; Puebla-Osorio et al., 2006). 

Conforme supramencionado, extremidade contendo 3′-PO4
2-, 3′-fosfoglicolato e 5′-

aldeído são refratárias ao processamento por Pol β. O reparo da primeira já fora explicado 

acima. Por sua vez, o reparo de 3′-fosfoglicolato parece depender da proteína APE1 e de TDP1 

(tyrosyl-DNA phosphodiesterase 1) (Parsons et al., 2004 e Inamdar et al., 2002). Essa última 

proteína também participa do reparo de ligação cruzada entre a proteína topoisomerase I e o 

DNA, e se encontra mutada em pacientes com ataxia espinocerebelar com neuropatia axonal 

(SCAN1) (Takashima et al., 2002). Por último, o terminal 5′-aldeído geralmente é deslocado 

pela ação da Pol β, ao invés de ser processado, seguindo a via de LP-BER auxiliada por FEN1 

(Jung et al., 2011). 

Ainda na via BER, a proteína PARP [poly (ADP-ribose) polymerase] é um dos 

principais componentes a exercer um papel fundamental para regulação in vivo de reparo de 

DNA. PARP catalisa a polimerização de poli(ADP-ribose) (PAR) a partir de NAD+ (Chambon 

et al., 1963; Sugimura, 1973), tendo sua atividade especialmente – mas, não exclusivamente – 

estimulada na presença de quebra de fita simples (SSB) de DNA (Gradwohl et al., 1990). 

PARP1 possui arquitetura estrutural de “colar de contas” formada por múltiplos domínios: i) 

um domínio N-terminal de ligação ao DNA contendo três domínios zinc-finger; ii) um domínio 

de automodificação que é PARilado [poli(ADP-ribosil)ado] pela própria enzima; iii) e um 

domínio catalítico (Langelier & Pascal,  2013; Li & Yu, 2014). Essa característica modular 

explica a dualidade funcional que PARP1 apresenta em SSBR; se por um lado a proteína é 

capaz de inibir SSBR na ausência de NAD+, devido à sua ligação em SSB de DNA, por outro 

ela é capaz de estimular o reparo na presença de NAD+ após auto-poli(ADP-ribosil)ação in vitro 

(Satoh & Lindahl, 1992). 

Várias proteínas da via BER, particularmente as que participam ativamente na etapa 

de reparo de SSB, interagem com PAR tanto in vitro quanto in vivo. XRCC1 interage fortemente 
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com PAR in vitro e co-localiza com PAR in vivo logo após a indução da SSB (Pleschke et al., 

2000; Okano et al., 2003; El-Khamisy et al., 2003). O rápido acúmulo de PAR após a indução 

de SSB, período de 2 min, e sua rápida degradação, no curto período de 10 min, estão de acordo 

com a proposta de funções regulatória e sinalizadora de PARP1 (Jacobson et al., 1983; Alvarez-

Gonzalez et al., 1989). Outras proteínas que interagem com PAR e são fundamentais no reparo 

de diferentes tipos de SSB são PNKP e APTX (aprataxin) – a última é uma enzima que remove 

AMP ligado ao DNA devido a reações abortivas de DNA ligase (diadenosina polifosfato 

hidrolase) (Harris et al., 2009; Li et al., 2013). A etapa final em SSBR catalisada por LIG3 

também é estimulada por PAR ou PARP1 poli(ADP-ribosil)ado (Leppard et al., 2003). Fica 

evidente que PARP tem um papel fundamental na regulação fina das etapas da via BER que 

requer o recrutamento temporal e especial coordenado dos diversos componentes a fim de se 

evitar um acúmulo de intermediários tóxicos de reparo. 

1.5.3 BER Mitocondrial (mtBER) 

A via BER foi a primeira via de reparo de DNA identificada em mitocôndrias de 

células de mamífero (Anderson & Friedberg, 1980). No contexto da etapa de reconhecimento 

de BER, todas as DNA glicosilases localizadas no núcleo, exceto SMUG1, TDG e MBD4, 

foram também identificadas em mitocôndrias (Akbari et al., 2007). Porém, algumas DNA 

glicosilases mitocondriais podem existir em isoformas distintas das nucleares. Esse é o caso de 

UDG, cujas isoformas mitocondrial, UNG1, e nuclear, UNG2, diferem quanto ao sítio de 

iniciação de transcrição (Nilsen et al., 1997). Em células humanas também foram identificadas 

duas isoformas de OGG1, OGG1α e OGG1β (Nishioka et al., 1999; Takao et al., 1998). Apesar 

de OGG1α possuir uma sequência peptídica C-terminal que sinaliza fortemente para localização 

nuclear, essa isoforma pode ser encontrada tanto em núcleo quanto em mitocôndria – contudo, 

em menor concentração na última. Já OGG1β é exclusivamente mitocondrial e, apesar de 

apresentar o sítio catalítico conservado com a isoforma α, não apresenta atividade de DNA 

glicosilase in vitro (Hashigushi et al., 2004). MUTYH, por sua vez, possui 10 isoformas geradas 

por meio de splicing alternativo dos três transcritos principais: α, β e γ. Supõe-se que a isoforma 

mitocondrial seja originada do transcrito α1 e as isoformas nucleares dos transcritos β1, β3 ou 

γ2. Igualmente, MPG possui três isoformas transcricionais: A, B e C, das quais ao menos duas 

(A e B) apresentam sequência peptídica sinalizadora de localização mitocondrial putativa (Van 

Loon & Samson, 2013). Quanto às DNA glicosilases, NTH1, NEIL1 e NEIL2, foram 
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demonstradas a localização mitocondrial e a atividade dessas enzimas em extratos 

mitocôndrias, no entanto as isoformas mitocondriais ainda não foram devidamente 

caracterizadas (Takao et al., 1998; Hu et al., 2005; Mandal et al., 2012). 

 Ambas as vias SP- e LP-BER ocorrem em mitocôndria (Stierum et al., 1999; Liu et 

al., 2008). A etapa subsequente de BER é igualmente catalisada por APE1 tanto no núcleo 

quanto na mitocôndria (Tell et al., 2005). Outras enzimas que atuam no núcleo a fim de 

metabolizar terminais 3’ou 5’ refratários à atividade da DNA polimerase e AP endonuclease 

também estão presentes na mitocôndria, como PNKP1 e TDP1 (Mandal et al., 2012; Das et al., 

2010). Para a atividade de dRP liase e polimerase de DNA o mtBER depende exclusivamente 

da Pol γ, a única DNA polimerase mitocondrial que atua tanto em SP-BER quanto em LP-BER. 

Por fim, a etapa de ligação dos terminais 3′-OH do nucleotídeo incorporado e 5′-PO4
2- do 

nucleotídeo a jusante é efetuada pela LIG3, sem o auxílio da proteína XRCC1 (Lakshmipathy 

& Campbell, 2000), uma vez que esta não foi localizada em mitocôndrias de mamíferos até o 

momento. 

1.6 REPARO POR EXCISÃO DE NUCLEOTÍDEOS (NER) 

A via de reparo de DNA por excisão de nucleotídeos é reconhecidamente a que 

apresenta maior plasticidade de substrato (Schärer, 2013). Isso se deve, em grande parte, ao 

mecanismo molecular de reconhecimento das lesões no DNA, que se baseia principalmente no 

reconhecimento da distorção na estrutura da dupla hélice introduzida por modificações nas 

bases e na fita. A lista de lesões de DNA que servem de substrato para a via NER é 

quimicamente diversa e não-relacionada, como: i) produtos induzidos por UV (CPD e 6-4PP); 

ii) adutos formados a partir de produtos da ativação de hidrocarboneto aromáticos policíclicos; 

iii) alguns tipos de lesões geradas oxidativamente, como ciclopurinas; e iv) adutos formados 

por agentes quimioterápicos, como cisplatina (Gillet & Schärer, 2006). 

Didaticamente, a via pode ser entendida em quatro etapas: i) reconhecimento da lesão, 

ii) abertura da dupla hélice e verificação da lesão, iii) montagem do complexo de pré-incisão e 

iv) incisão dupla e síntese de reparo. Não obstante a via NER ser didaticamente simples, a 

reconstituição in vitro dessa reação requer entre 25 e 30 polipeptídeos (Aboussekhra et al., 

1995; Araújo et al., 2000). Mecanisticamente, a via é dividida em duas subvias, conforme o 

mecanismo de reconhecimento da lesão: i) a subvia de reparo acoplado à transcrição (TC-NER) 

que repara preferencialmente lesões presentes na fita molde de genes transcritos ativamente, 
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resultando em uma maior rapidez no reparo; e ii) a subvia de reparo global do genoma (GG-

NER), que remove lesões presentes em qualquer local do genoma. Essas subvias divergem 

apenas quanto à etapa de reconhecimento das lesões, convergindo para eventos comuns a partir 

desta. Abaixo, apresentamos as duas subvias quanto à etapa de reconhecimento. 

1.6.1 Reparo Acoplado à Transcrição (TC-NER) 

Quando uma RNA polimerase I ou II (RNA Pol) encontra uma lesão na fita molde do 

DNA de modo que bloqueie a progressão da transcrição, um dos possíveis destinos moleculares 

é o reparo acoplado à transcrição. A proteína CSB (Cockayne syndrome complementation group 

B) é a primeira a responder a RNA Pol parada na lesão. Pouco se sabe, porém, como CSB é 

capaz de reconhecer a RNA Pol (Lagerwerf et al., 2011; Edenberg et al., 2014). Sabe-se que 

essa proteína não possui o papel molecular de reconhecer o dano no DNA em si. É mais 

provável que CSB participe do mecanismo molecular que é capaz de identificar uma RNA Pol 

bloqueada durante o alongamento (elongation) da transcrição. Corroborando essa hipótese, 

CSB se associa transientemente com o complexo ternário RNA Pol-DNA-mRNA (van Gool et 

al., 1997, Tantin et al., 1997) e é capaz de estimular o alongamento de RNA Pol in vitro (Selby 

& Sancar, 1997). Dessa forma, os dados sugerem que a parada no alongamento de RNA Pol 

permite uma associação mais estável de CSB com o complexo de transcrição (van den Boom 

et al., 2004). Resultados recentes sugerem que tanto CSA (Cockayne syndrome 

complementation group A) quanto CSB também participam da regulação de TC-NER por 

ubiquitinação, que é molecularmente mais associado com sinalização do que com 

reconhecimento de lesão (Nardo et al., 2009; Menoni et al., 2012). CSA possui cinco WD-40 

repeats e forma um complexo E3 ubiquitina ligase que contém CUL4A (Cullin 4A), ROC1 

(regulator of cullins 1), DDB1 (damage-specific DNA binding protein 1) e COP9 sinalossomo 

(Groissman et al., 2003). CSA possui atividade de E3 ubiquitina ligase e ubiquitina CSB no 

domínio de ligação à ubiquitina (UBD) (Anindya et al., 2010). Apesar do domínio UBD não 

ser essencial para o recrutamento sequencial dos fatores de NER, a ubiquitinação de CSB é 

essencial para TC-NER, uma vez que uma CSB quimérica contendo um domínio não-

relacionado de ligação à ubiquitina (UBA de RAD23) é capaz de recuperar os defeitos 

moleculares em células CS-B (Anindya et al., 2010). 
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1.6.2 Reparo Global do Genoma (GG-NER) 

Quando um dano que distorce a dupla hélice ocorre em regiões não-transcritas do 

genoma ou na fita complementar à fita codificadora do gene, o reparo de DNA segue pela via 

GG-NER. Dois complexos proteicos participam diretamente da etapa de reconhecimento de 

dano: i) UV-DDB, um heterodímero formado por DDB1 e DDB2; e ii) o heterotrímero XPC-

RAD23B-centrin2. 

Apesar de ter sido inicialmente sugerido que XPA era a primeira proteína a se associar 

a lesão na via NER (Evans et al., 1997; Wakasugi & Sancar, 1998 e 1999), foi demonstrado in 

vitro que o complexo XPC-RAD23B é o primeiro componente da via a se associar ao sítio 

contendo a modificação (Sugasawa et al., 1998; Volker et al., 2001). A proteína XPC é a 

responsável pelo reconhecimento da lesão de DNA no heterotrímero. O mecanismo pelo qual 

XPC discrimina regiões contendo lesões no DNA de regiões não lesionadas foi elucidado 

através da análise estrutural de RAD4, o homólogo de XPC em Saccharomyces cerevisiae. Os 

resultados sugerem que a proteína não interage fisicamente com a lesão de DNA; ao invés disso, 

o mecanismo utilizado baseia-se em flutuações termodinâmicas que ocorrem devido ao 

enfraquecimento das ligações de hidrogênio quando o pareamento canônico está comprometido 

pela presença da lesão, e que são reconhecidos pela proteína. De fato, XPC também se liga de 

forma inespecifica em DNA com considerável afinidade. Porém, se liga com mais afinidade em 

DNA contendo modificações que afetam a estabilidade das ligações de hidrogênio (Min & 

Pavletich, 2007). Uma vez encontrado esse tipo de dano, XPC insere dois domínios β-hairpin 

(BHD2/BHD3) rodeando dois nucleotídeos na fita oposta ao dano. Em outras palavras, XPC 

sempre interage com a fita não-danificada. É exatamente essa característica que promove XPC 

como um fator de reconhecimento de dano no DNA com alta versatilidade e flexibilidade 

(Schärer, 2007). 

Por sua vez, apesar do complexo UV-DDB ter sido dispensável na reconstituição de 

NER in vitro (Aboussekhra et al., 1995; Araujo et al., 2000) a sua presença em células diminui 

consideravelmente o tempo de reparo de CPDs e 6-4PPs, demonstrando sua importância na 

cinética de GG-NER (Wakasugi et al., 2001). Inclusive, UV-DDB possui alta afinidade a esse 

tipo de lesão, especialmente em relação a 6-4PP (Reardon et al., 1993). Apesar disso, células 

deficientes em DDB2 – derivadas de pacientes XP do grupo de complementação E (XP-E) – 

apresentam taxas normais de reparo 6-4PPs, contudo, é observado uma diminuição severa no 

reparo de CPDs (Hwang et al., 1999; Tang et al., 2000). Isso se deve, provavelmente, ao fato 
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de que XPC inicia o reparo de 6-4PPs, atuando como um sistema de backup. No entanto, XPC 

se liga mais fracamente a CPDs, o que explica a importância de DDB2 para o reparo dessas 

lesões em específico e o fenótipo de pacientes XP-E. 

Abertura da dupla hélice e verificação da lesão 

Após o reconhecimento da lesão, TFIIH (transcription factor II Human) é recrutado 

para o local da lesão. Esse complexo multiproteico, que é um fator de transcrição canônico e 

também um componente essencial da via NER, é composto por 10 subunidades: i) um cerne 

contendo XPB, p52, p8, p62, p34, p44; ii) um complexo CAK (cyclin-activated kinase) 

contendo CDK7, cyclin H e MAT1; e iii) a proteína XPD que faz uma ponte entre o cerne e o 

complexo CAK (Compe & Egly, 2012). Ambas proteínas XPB e XPD são DNA helicases 

dependentes de ATP, que desenrolam a dupla fita em polaridades opostas. Porém, a atividade 

ATPase de XPB, e não de helicase, parece ser mais relevante para a montagem de TFIIH na 

lesão (Coin et al., 2007; Oksenych et al., 2009). Por sua vez, a atividade de DNA helicase 5’–

3’ de XPD é essencial para o correto funcionamento do reparo. Por outro lado, a análise 

estrutural de um homólogo de XPD de Archea revelou que, conforme a proteína desenrola a 

fita de DNA, um domínio estrutural na forma de arco envolve a fita simples contendo a lesão 

formando um túnel pelo qual a fita transloca. Essa característica faz com que XPD seja uma 

candidata a fator de verificação de dano, uma vez que o túnel é estreito o bastante para não 

permitir que lesões volumosas passem por ele, impedindo a progressão da helicase (Fan et al., 

2008; Sugasawa et al., 2009). 

Montagem do complexo de pré-incisão 

Após o recrutamento de TFIIH e a verificação do dano mediado por XPD, ocorre a 

montagem do complexo de pré-incisão, com a ligação de XPA, RPA e XPG, e o desligamento 

de XPC-RAD23B. XPA é um componente central da via, interagindo com várias proteínas de 

NER, como subunidades do complexo TFIIH, RPA, XPC-RAD23B, DDB2, ERCC1-XPF e 

PCNA. Acredita-se que XPA também participa da etapa de verificação de danos, uma vez que 

a proteína possui alta afinidade por torções em ssDNA (Camenisch et al., 2006). XPA se liga 

na extremidade 5’ da fita lesionada, próxima a XPD (do lado oposto a XPB). O heterotrímero 

RPA se liga então na fita não lesionada, cobrindo aproximadamente 30 nucleotídeos, 

deslocando XPC que deixa o complexo de reparo (Fig. 6). Além disso, RPA auxilia o correto 

posicionamento das duas endonucleases, XPG e ERCC1-XPF, que irão retirar o 
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oligonucleotídeo contendo a lesão (de Laat et al., 1998). A endonuclease XPG também é 

essencial para a montagem de complexo de pré-incisão, e seu papel inicial é estrutural, 

permitindo a montagem correta do complexo de incisão, uma vez que mutações que 

comprometem a atividade catalítica de XPG não afetam o correto recrutamento do complexo 

(Wakasugi et al., 1997; Constantinou et al., 1999). 

 

Figura 6 – Reparo por excisão de nucleotídeos (NER). GG-NER) À esquerda, na subvia de reparo global do genoma, a proteína XPC, em 

complexo com RAD23B e centrin 2 (CETN2), sonda o DNA a fim de encontrar lesões que distorcem a dupla hélice (etapa 1), que são 

reconhecidas com o auxílio do complexo UV-DDB (etapa 2). Após a ligação do complexo XPC, RAD23B se dissocia do complexo (etapa 3). 

TC-NER) À direita, na subvia de reparo acoplado à transcrição, o dano é indiretamente reconhecido durante o alongamento do transcrito pela 

parada da RNA Pol II na lesão. Durante o alongamento da transcrição, as proteínas UVSSA (UV-stimulated scaffold protein A), USP7 

(ubiquitin-specific-processing protease 7) e CSB interagem transientemente com RNA Pol II (etapa 1). Após a parada na lesão, a afinidade de 

CSB por RNA Pol II aumenta (etapa 2) e o complexo CSA-CSB é formado, o que provavelmente resulta na translocação reversa (caminhando 

para trás) da RNA Pol II (etapa 3) tornando a lesão no DNA acessível para o reparo. Após o reconhecimento do dano, o complexo TFIIH é 

recrutado para a lesão em ambos GG-NER e TC-NER (etapa 4). XPG pode se associar a TFIIH ou se ligar ao complexo de incisão 

separadamente (etapa 4). Após a ligação de TFIIH, o subcomplexo CAK se dissocia do cerne do complexo TFIIH. A atividade de helicase de 

TFIIH abre a dupla hélice ao redor da lesão, e o desenovelamento 5′→3′ do DNA por XPD verifica a existência da lesão com o auxílio da 

atividade de ATPase de XPB e XPA, que se liga em nucleotídeos quimicamente modificados em DNA fita simples (etapa 4). Nessa etapa, a 

proteína RPA também é recrutada e cobre a fita não-danificada. XPA recruta o heterodímero XPF-ERCC1 que é direcionado à fita danificada 

por RPA criando uma incisão a montante (5′) da lesão (etapa 5). Uma vez atingido esse ‘ponto de não-retorno’, XPG é ativado e corta a fita 

danificada a jusante (3′) da lesão, que excisa a lesão dentro de uma fita de 22-30 nucleotídeos de tamanho (etapa 6). PCNA que é recrutado 

após a incisão 5′ feita por XPF-ERCC1, recruta DNA Pol δ, ε ou κ para a síntese de reparo (etapa 7). A reação de NER é completada pela 

junção do corte remanescente por DNA ligase 1 ou 3 (etapa 8). Fonte: Marteijn, J. A; Lans, H.; Vermeulen, W.; Hoeijmakers, J. H. J. 

Understanding nucleotide excision repair and its roles in cancer and ageing. Nat Rev Mol Cell Biol, v. 15, p. 467. 

Dupla incisão e síntese de reparo 

A incisão do oligonucleotídeo contendo a lesão não ocorre até a chegada de ERCC1-

XPF. De fato, apesar de XPG se associar ao complexo de pré-incisão antes, e ser necessário 

para o recrutamento de ERCC1-XPF, é a segunda que realiza a primeira incisão na fita 
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danificada. A clivagem na direção 3′ em relação ao oligonucleotídeo danificado gera um 

terminal 3′-OH livre que pode ser usado para a subsequente síntese de reparo. Em seguida, XPG 

cliva a extremidade 5′ a uma distância de 22-30 nucleotídeos da primeira incisão (Marteijn e 

Lans et al., 2014). O oligonucleotídeo é liberado associado ao TFIIH, e as proteínas do 

complexo de incisão se dissociam do sítio de reparo. Por fim, para a etapa de síntese, são 

necessários fatores canônicos de replicação como Pol δ, ε ou κ, PCNA, RFC, RPA e DNA 

ligase (Shivji et al., 1995; Araujo et al., 2000). De modo geral, RFC e PCNA são necessárias 

para o recrutamento da DNA polimerase. Porém, conforme o estado proliferativo da célula, 

diferentes formas de RFC recrutam DNA polimerases distintas. Pol ε é recrutada principalmente 

em células replicativas e, aparentemente, uma forma alternativa de RFC contendo Ctf18 

[chromosome transmission fidelity factor 18 homolog (S. cerevisiae)] promove essa 

especificidade. Por sua vez, Pol δ e κ participam de NER em células não-proliferativas. Finda 

a síntese, o mesmo se aplica para o recrutamento de DNA ligases, onde LIG1 é 

preferencialmente recrutada em células replicativas enquanto XRCC1-LIG3 sela o corte 

remanescente da fita de DNA em células não-replicativas (Moser et al., 2007; Schärer, 2013). 

1.7 XERODERMA PIGMENTOSO GRUPO DE COMPLEMENTAÇÃO C (XPC) 

Grande parte do esforço para o esclarecimento dos mecanismos que regem a via NER 

originou-se do estudo de células de pacientes XP. Conforme mencionado no item 1.3, Cleaver 

propôs que essa doença tivesse relação com defeitos no reparo de lesões UV, conforme ficou 

demonstrado experimentalmente. Graças aos experimentos de fusão celular aplicado em células 

de pacientes XP, conhecemos hoje os oito grupos de complementação: XP-A a XP-G, que 

apresentam defeitos em genes que codificam proteínas da via NER e XP variante (XP-V), cujo 

defeito molecular é no gene POLH que codifica para uma DNA polimerase translesão, Pol η 

(Cleaver et al., 2009). 

1.7.1 Sintomas de Pacientes XP-C e do Modelo Murino 

XP é uma doença hereditária autossômica recessiva caracterizada, principalmente, por 

uma suscetibilidade de 1.000 até 10.000 vezes maior no desenvolvimento de neoplasias em 

áreas expostas a UV, fotossensibilidade, ceratose actínica (escamação e endurecimento da pele 
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lesionada) e, em alguns grupos de complementação, degeneração neurológica progressiva 

(DiGiovanna & Kraemer, 2012). 

Algo que tem intrigado os cientistas nas últimas duas décadas é a diversidade 

fenotípica de desordens de NER. Além de XP, há pelo menos outras três síndromes hereditárias 

bem definidas e distintas, cujos fenótipos moleculares incluem defeitos em NER: síndrome de 

Cockayne (CS), tricotiodistrofia (TTD) e síndrome de sensibilidade a UV (UVSS) (Cleaver et 

al., 2009). Não bastasse os diferentes sintomas entre essas doenças genéticas, dependendo ainda 

da natureza da mutação, i.e. missense ou nonsense, alguns pacientes podem manifestar 

espectros mais severos de uma dessas doenças ou até a combinação de duas. A figura 7 organiza 

esquematicamente os genes mutados e as manifestações clínicas possíveis. Por exemplo, XP 

sem manifestações neurológicas ocorre nos oito grupos de complementação XP (XP-A a XP-

V), porém, mutações em XPC, DDB2 (XPE) e POLH (XPV), independentemente do tipo de 

mutação, dão origem somente ao fenótipo XP. Alguns pacientes que apresentam mutações em 

ERCC3 (XPB), ERCC2 (XPD) e ERCC5 (XPG) apresentam sintomas combinados de ambos 

XP e CS, e são classificados como XP/CS. Mutações em ERCC2 (XPD) podem dar origem a 

até oito manifestações clínicas distintas. Já algumas mutações em proteínas que participam do 

complexo transcricional canônico TFIIH, como XPB, XPD e TTDA, dão origem a TTD, uma 

doença em que o fenótipo está mais intimamente relacionado a defeitos transcricionais. 

Mutações distintas em ERCC8 (CSA) e ERCC6 (CSB), por sua vez, podem levar ao 

desenvolvimento de CS, uma doença com fenótipo severo de neurodegeneração, caquexia e 

envelhecimento precoce relacionado à disfunção mitocondrial, ou UVSS, uma síndrome de 

sensibilidade moderada a irradiação UV. Como se pode observar (Fig. 7), a intrincada rede de 

interações moleculares e as múltiplas funções dessas proteínas, muito além da via NER, 

aumentam a gama de consequências celulares e sistêmicas advindas de mutações nesses genes 

(Cleaver et al., 2009; DiGiovanna & Kraemer, 2012; Marteijn e Lans et al., 2014). 
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Figura 7 – Mutações em genes de NER e manifestações clínicas. Um total de 13 genes de NER, mais 1 que codifica para a DNA polimerase 

η (POLH), dão origem a 12 manifestações clínicas. As caixas na parte superior representam os genes (nomenclatura oficial em itálico) e as 

respectivas proteínas codificadas por cada um. As caixas situadas na parte inferior representam as diversas manifestações clínicas reportadas 

até o presente momento. XP – Xeroderma Pigmentoso, FA – anemia Fanconi, TTD – tricotiodistrofia, COFS – síndrome cérebro-óculo-fácio-

esquelética, CS – síndrome de Cockayne, USSS – síndrome de sensibilidade a UV. Por vezes, o indivíduo pode manifestar a mistura de duas 

síndromes, como: XP/CS, XP/CS/FA, XP/TTD, CS/TTD e COFS/TTD. Pacientes XP-A com sintomas neurológicos apresentam síndrome de 

Sanctis-Cacchione. Pacientes FA com mutação em ERCC4 (Bogliolo et al., 2013). Pacientes CS e XP/CS/FA com mutações em ERCC1 e 

ERCC4, respectivamente (Kashiyama et al., 2013). Adaptado de DiGiovanna & Kraemer (2012). J Invest Dermatol, v. 132, p. 790. 

Porém, esse não é o caso da proteína XPC. Pacientes que herdam mutações no gene 

XPC manifestam apenas os sintomas clássicos de XP. Na infância, os pacientes XP-C 

apresentam queimaduras solares mesmo após pouca exposição solar, característica típica de 

XP. O sintoma mais comum é a ocorrência de eritema (vermelhidão cutânea) após exposição à 

luz UV. Porém, esse grupo de pacientes não experimenta sintomas mais severos de queimaduras 

solares como formação de bolhas. Com o tempo, eles desenvolvem poiquilodermia, que 

consiste em pigmentação difusa (hiper e hipopigmentação), o surgimento progressivo de 

telangiectasias (vasodilatação de veias superficiais) e atrofia. O surgimento da primeira 

neoplasia cutânea ocorre, em média, antes dos 10 anos de idade (DiGiovanna & Kraemer, 

2012). 

Em nível celular, células derivadas de pacientes XP-C são hipersensíveis a UV. 

Também, por se tratar de um defeito específico no reconhecimento de danos global no genoma, 

a TC-NER ocorre normalmente (Venema et al., 1991). Isso é evidente uma vez que células XP-

C não apresentam atraso na recuperação de síntese de RNA após irradiação UV, uma 

característica de células com defeitos em TC-NER (Mayne & Lehmann, 1982). O modelo 
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murino da doença reproduz fielmente os sintomas dos pacientes humanos (Cheo et al., 1997; 

Berg et al., 1998). Porém, camundongos knockout em Xpc apresentam um quadro clínico 

curioso: um aumento significativo na incidência de tumores pulmonares após o primeiro ano 

de vida (Hollander et al., 2005; Melis et al., 2008). Isso não é surpreendente, uma vez que 

pacientes com XP apresentam um aumento de 50 vezes na suscetibilidade ao desenvolvimento 

de câncer no cérebro e outros órgãos do sistema nervoso central (Kraemer, 1994). Também não 

é surpreendente a observação de que camundongos Xpc-/- tratados com os carcinógenos 2-

acetoaminofluoreno ou N-hidroxi-2-acetoaminofluoreno são mais suscetíveis ao 

desenvolvimento de lesões pré-maligna e malignas no fígado e no pulmão (Cheo et al., 1999), 

uma vez que lesões causadas por esses agentes são removidas, principalmente pela via NER. 

1.7.2 Estrutura da Proteína XPC 

O gene XPC se localiza no braço curto do cromossomo 3 (3p25.1) [gene ID: 7508] e 

foi clonado por Legerski & Peterson (1992). O principal transcrito contém 16 éxons e codifica 

para uma proteína contendo 940 resíduos de aminoácidos com massa predita de 125 kDa que 

foi purificada pela primeira vez por Masutani et al. (1994). In vivo a proteína XPC se apresenta 

na forma de um heterotrímero associada a RAD23B e centrin 2. A proteína RAD23B, um 

homólogo de Rad23 de S. cerevisiae, interage fortemente com XPC e parece promover a sua 

estabilidade, uma vez que células knockout para ambos Rad23a e Rad23b apresentam níveis 

reduzidos da proteína XPC, que é, nessas condições, degradada pelo sistema ubiquitina-

proteassomo (Ng et al., 2003). O reflexo dessa forte interação é que RAD23B é essencial para 

o funcionamento da via GG-NER.  Centrin 2, por sua vez, é dispensável para GG-NER tanto in 

vitro como in vivo, no entanto, o reparo é substancialmente aumentado com essa interação 

(Nishi et al., 2005). 

Boa parte do conhecimento da estrutura de XPC foi extrapolada da análise de sua 

homóloga em S. cerevisiae, Rad4 (Min & Pavletich, 2007). XPC possui quatro domínios 

principais: i) um domínio homólogo a transglutaminase (TGD) e ii) três domínios β-hairpin 

(BHD1, -2 e -3). TGD e BHD1 se ligam de forma inespecífica em DNA dupla fita não-

modificado, cobrindo 11 nucleotídeos no DNA. A maioria dos contatos realizados por TDG-

BHD1 com o DNA – tanto das cadeias laterais dos aminoácidos quanto das ligações peptídicas 

– tem como alvo grupos fosfodiéster e açúcar nas duas fitas do DNA, o que explica a afinidade 

de XPC por DNA dupla fita. Os domínios BHD2 e BHD3 são os responsáveis por fazer de XPC 
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uma proteína de reconhecimento de lesão. Na realidade, os dois domínios não chegam a 

interagir diretamente com a lesão no DNA. Ao invés disso, BHD2 e BHD3 envolvem a fita 

não-danificada do DNA e fazem contato com dois nucleotídeos que são forçados a virar para 

fora (flipping-out) devido à inserção de BHD3 na hélice de DNA. O domínio BHD3 é 

significativamente mais longo que os outros e sua inserção parece depender do enfraquecimento 

ou do rompimento de ligações de hidrogênio que alteram a força de anelamento local. Inclusive, 

o segmento BHD3 não é essencial para a função inicial de sensor de dano no DNA, sendo 

necessário para a formação de um complexo estável DNA-proteína (Maillard et al., 2007). De 

fato, através da inserção desse domínio na hélice do DNA o esqueleto de açúcar-fosfato é 

torcido em 42° (kink) e a hélice é aberta. Em seguida, dois nucleotídeos são virados para fora 

da hélice e estabilizados, principalmente, pelo empilhamento das nucleobases com cadeias 

laterais de fenilalanina de BHD2 e BHD3 (Min & Pavletich, 2007). Esse mecanismo parece 

corroborar o modelo no qual XPC atua como um sensor inicial e posteriormente estabiliza o 

“complexo aberto” para o recrutamento sequencial dos componentes de NER. 

1.7.3 Interações Proteína-Proteína de XPC 

Após a abertura do complexo, o domínio carboxi-terminal de XPC realiza interações 

cruciais com TFIIH para estabilização do complexo no dano (Uchida et al., 2002). Como 

mencionado acima, a helicase XPD, um componente de TFIIH, é uma forte candidata a 

participar da verificação de danos. XPA também pode participar dessa etapa, especialmente 

devido à sua afinidade de ligação em DNA torcido (Missura et al., 2001; Camenisch et al., 

2006). XPC ainda interage com XPA na região amino-terminal (156-325) antes da chegada de 

XPG no complexo de NER. (XPC deixa o complexo após a chegada de XPG) (Riedl et al., 

2003). 

1.7.4 Outras Funções de XPC  

Proteína auxiliar em outras vias de reparo de DNA: cross -talk entre vias 

Quando se pensa em sistemas biológicos, as proteínas de reparo de DNA não agem em 

suas respectivas vias como agiria um automóvel em uma autoestrada de apenas um sentido. 

Usando essa analogia, as vias, por vezes, apresentam dois sentidos, são sinalizadas e reguladas, 
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e estradas vicinais podem permitir o tráfego de proteínas entre duas ou mais vias. De acordo 

com essa linha de raciocínio não seria inesperado observar interações entre proteínas da via 

NER e BER. 

O primeiro relato na literatura científica de um componente da via NER atuando em 

BER foi feito por Klungland et al. (1999) demonstrando que XPG é capaz de estimular a 

atividade de NTH1 in vitro. No ano seguinte, Miao et al. (2000) demonstraram que RAD23A e 

RAD23B estimulam tanto a atividade quanto a capacidade de ligação de MPG em duplex de 

DNA contendo hipoxantina, uma base nitrogenada formada pela deaminação da Ade. 

Porém, foi o estudo conduzido por D’Errico et al. (2006) que demonstrou pela primeira 

vez consequências biológicas advindas da ausência de uma proteína de NER no reparo de lesões 

de DNA induzidas oxidativamente, que são classicamente atribuídas a via BER. Para a surpresa 

dos autores, evidências experimentais indicaram que células de pacientes XP-C são mais 

sensíveis a danos induzidos por agentes oxidantes, como raios-X e bromato de potássio. Esse 

aumento na citoxicidade correlacionou bem, não só com o atraso no reparo de ciclopurinas – 

que é substrato de NER – mas, também, de 8-oxo-7,8-diidroxiguanine (8-oxoGua) – substrato 

de OGG1 da via BER. Por fim, ficou demonstrado que XPC estimula a atividade de OGG1 

tanto em extrato celular de pacientes XP-C quanto em reações com a proteína recombinante 

isolada. Em outro estudo, Bernardes de Jesus et al. (2008) identificaram qual região da proteína 

XPC interagia com OGG1. Eles demonstraram que a mutação P334H compromete a capacidade 

de XPC em estimular a atividade de OGG1. Porque a prolina é um aminoácido cíclico – onde 

o grupo lateral está ligado tanto ao carbono α quanto ao grupo amino – ela exerce um papel 

fundamental na estrutura de proteínas, geralmente introduzindo dobras na direção da cadeia 

polipeptídica. Essa mutação pode ter afetado a estrutura do domínio de XPC que interage com 

OGG1. Além disso, a região N-terminal é capaz de se ligar a OGG1, mas, aparentemente, é a 

região C-terminal a responsável por estimular a atividade de OGG1 (Bernardes de Jesus et al., 

2008). 

XPC também interage com outras duas DNA glicosilases in vitro: TDG e SMUG1 

(Shimizu et al., 2003; Shimizu et al., 2010). No total, o complexo XPC-RAD23B pode interagir 

com três DNA glicosilases. 

Cofator transcricional  

A proteína XPC possui pelo menos mais uma função biológica bem definida além de 

reparo de DNA. Le May et al. (2010) demonstraram que vários fatores de NER, principalmente 
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XPC, são recrutados aos promotores de genes após tratamento com seus respectivos ativadores 

transcricionais. XPC não apenas interage fisicamente com essas regiões promotoras, como 

também promove a expressão do gene onde está localizado, uma vez que o silenciamento de 

XPC resulta na diminuição quantitativa do transcrito. Por fim, em um estudo conduzido por 

Fong et al. (2011), ficou mais claramente demonstrada a participação de XPC como um 

coativador transcricional. XPC-RAD23B participam ativamente da reprogramação 

transcricional induzida por Oct4 e Sox2, particularmente na região promotora de Nanog. De 

fato, o sequenciamento profundo após imunoprecipitação da cromatina (ChIP-seq) revelou uma 

sobreposição de 70% na ocupância de regiões contendo RAD23B em relação àquelas ocupadas 

por Oct4 e Sox2. A importância funcional do complexo XPC-RAD23B-centrin 2 é demonstrada 

pela incapacidade de reaquisição de pluripotência durante a reprogramação de células somáticas 

na ausência do complexo, tornando-se evidente o papel fundamental de XPC na transcrição de 

alguns genes. 

1.8 INSTABILIDADE GENÔMICA,  REPARO DE DNA  E METABOLISMO 

MITOCONDRIAL 

Recentemente, Rezvani et al. (2011) relataram um fenômeno de adaptação metabólica 

em queratinócitos silenciados constitutivamente com shRNA para a proteína XPC. Nesse 

estudo ficou demonstrado que a ausência de XPC inicialmente leva a parada do ciclo celular 

através da ativação da ATR (ataxia-telagiectasia related serine/threonine kinase) e subsequente 

fosforilação de CHK1 (check-point kinase 1) e Cdc2 (cyclin-dependent kinase 2), aumento de 

proteínas de parada de ciclo celular p16 (cyclin-dependent kinase inhibitor 2A) e p21 (cyclin-

dependent kinase inhibitor 1A, p21, Cip1) e diminuição da proteína de ciclo celular ciclina D2 

e E. Por fim, ficou demonstrado em queratinócitos knockdown para XPC a ativação da proteína 

quinase AKT1/PKB (v-akt murine thymoma viral oncogene homolog 1) através da atividade de 

proteína sensora de danos DNA-PK (protein kinase, DNA-activated), uma fosfatidilinositol-3-

quinase. Os autores concluíram que na ausência de XPC, DNA-PK torna-se hiperativada 

aumentando a participação da via NHEJ no reparo de DNA, que acarreta em instabilidade 

genômica devido à propensão a erro dessa via. Além disso, o eixo DNA-PK/AKT1/NOX1 leva 

a uma adaptação metabólica com aumento na dependência da via glicolítica sobre a fosforilação 

oxidativa para geração de ATP (Rezvani et al., 2011). 
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Mesmo com anos de pesquisa que evidenciam o papel das mutações no 

desenvolvimento de doenças, em especial, nas neoplasias, não sabemos ainda como essas 

mutações se acumulam: se através do aumento na taxa de mutação e/ou através do aumento do 

número de replicações em células cancerosas altamente proliferativas. Não sabemos também, 

se o acúmulo de mutações acelera o surgimento de câncer ou é um produto colateral do 

descontrole no crescimento anterior à aquisição do fenótipo mutador (Loeb, Springgate & 

Battula, 1974; Fox, Prindle & Loeb, 2013; Roberts & Gordenin, 2014). 

A descoberta de doenças hereditárias nas quais proteínas de reparo de DNA se 

encontram disfuncionais tem sido uma ferramenta útil para compreensão do papel das mutações 

no desenvolvimento de doenças. Em pacientes XP a relação entre mutagênese induzida por UV 

e o desenvolvimento de neoplasias cutâneas tem sido extensivamente descrita e bem 

estabelecida (Cleaver & Crowley, 2002). Porém, pouca atenção tem sido dada para o papel do 

metabolismo mitocondrial e sua contribuição no desenvolvimento de doenças relacionadas a 

processos mutacionais. Em vista disso, resolvemos investigar o estado metabólico mitocondrial 

no modelo de instabilidade genômica, linhagens celulares isoladas de pacientes XP-C e do 

modelo murino da doença. 
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2 OBJETIVOS 

2.1 OBJETIVOS GERAIS 

A literatura tem relatado ao menos três novas funções moleculares de XPC: i) cofator 

de OGG1 (TDG e SMUG1) na via BER no reparo de lesão oxidadas de DNA; ii) cofator 

transcricional em elementos responsivos de Oct4/Sox2, RXR e PPARα; e iii) na regulação do 

metabolismo energético. Devido a esses novos papéis da proteína XPC, propusemo-nos a 

investigar as relações entre a XPC e a manutenção da integridade do DNA mitocondrial, a 

sensibilidade celular a estresse redox mitocondrial e as possíveis alterações bioenergéticas e 

redox decorrentes da ausência dessa proteína sensora de danos no DNA. 

2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 

 Investigar a localização subcelular da proteína XPC e investigar seu possível papel 

no reparo de lesões oxidadas de DNA. 

 Avaliar a sensibilidade ao estresse redox de fibroblasto XP-C humanos e Xpc 

murino XP-C. 

 Investigar o papel funcional da cadeia respiratória na sensibilidade de células XP-

C ao estresse redox, através da: i) taxa de consumo de O2 dos complexos da CTE 

e em células intactas; ii) produção de O2
•- e H2O2; e iii) da atividade das enzimas 

antioxidantes SOD e GPx. 

 Avaliar os danos, número de cópias e frequência de deleção no mtDNA de células 

XP-C e seu papel na sensibilidade de células XP-C ao estresse redox. 

 Procurar genes de biogênese e regulação metabólica mitocondrial diferencialmente 

expressos na ausência de XP-C e investigar o mecanismo molecular de supressão 

da expressão de PPARGC1A em células XP-C. 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 

3.1 REAGENTES 

Agarose [CASRN] e solução salina tamponada com fosfato (PBS) da LGC 

Biotecnologia. 

Ácido acético 100% [CASRN] da Quimex Produtos Químicos LTDA. 

Acetato de amônio [NH4CH3COO – CASRN 631-61-8], ácido clorídrico 37% PA 

(CAS 7647-01-0), KCl [cloreto de potássio – CASRN 7447-40-7], NaCl [cloreto de sódio – 

CASRN 7647-14-5], etanol [CASRN 64-17-5], fosfato monobásico de potássio [KH2PO4 – 

CASRN 7778-77-0], fosfato monobásico de sódio [NaH2PO4 – CASRN 10049-21-5], fosfato 

dibásico de sódio [Na2HPO4 – CASRN 7558-79-4], KOH [hidróxido de potássio – CASRN 

1310-58-3], NaOH [hidróxido de sódio – CASRN 1310-73-2], todos da Merck KGaA©. 

Etanol [CASRN 64-17-5] e metanol [CASRN 67-56-1] da Synth®. 

Acetil-CoA [acetil coenzima A, sal trilítio – CASRN 75520-41-1], acetato de potássio 

[KCH3COO – CASRN 127-08-2], digitonina [CASRN 11024-24-1], DPI [cloreto de 

difeniliodônio – CASRN 1483-72-3], H2O2 [solução de peróxido de hidrogênio 30% (v/v) – 

CASRN 7722-84-1] e MTT [brometo de 3-(4,5-dimetil-2-tiazolil)-2,5-difenil-2H-tetrazólio – 

CASRN 298-93-1]  todos da Calbiochem®. 

Ágar [CASRN 9002-18-0] e β-mercaptoetanol [CASRN 60-24-2] da Fluka®. 

Ácido oxalacético [CASRN 328-42-7], agarose de baixo ponto de fusão [CASRN 

39346-81-1], albumina [CASRN 9048-46-8], α-cetoglutarato [ácido α-cetoglutárico de disódio 

diidratado – CASRN 305-72-6], ampicilina (sal de sódio) [CASRN 69-52-3], antimicina A 

[CASRN 1397-94-0], ascorbato [ácido L-ascórbico – CASRN 50-81-7], 5-aza-dC [5-aza-2′-

desoxicitidina – CASRN 2353-33-5], azul de bromofenol [3′,3″,5′,5″-

tetrabromofenolsulfoneftaleína – CASRN 115-39-9], azul de metileno [cloreto de 3,7-

bis(dimetilamino)fenazatiônio – CASRN 7220-79-3], NaHCO3 [bicarbonato de sódio – 

CASRN 144-55-8], bis/acrilamida (1:37,5) [solução 40% (m/v) – CASRN 110-26-9 / CASRN 

79-06-1], brometo de etídio [CASRN 1239-45-8], CCCP [carbonil cianeto de 3-

clorofenilahidrazona – CASRN 555-60-2], ciprofloxacina [CASRN 85721-33-1], CaCl2 em 

solução 1,0 M [cloreto de cálcio – CASRN 10043-52-4], MgCl2 em solução 1,0 M [cloreto de 

magnésio – CASRN 7786-30-3], MnCl2 em solução 1,0 M [cloreto de manganês (II) – CASRN 

7773-01-5], cristal violeta [CASRN 548-62-9], SDS [dodecil sulfato de sódio – CASRN 151-
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21-3], DMSO [dimetilsulfóxido – CASRN 67-68-5], DTNB [ácido 5,5′-ditiobis(2-

nitrobenzóico) – CASRN 69-78-3], DTT [ditiotreitol ou treo-1,4-dimercapto-2,3-butanodiol – 

CASRN 3483-12-3], EDTA [ácido etilenodiaminotetraacético – CASRN 60-00-4], EGTA 

[ácido etileno glicol-bis(2-aminoetiléter)-N,N,N′,N′-tetraacético – CASRN 67-42-5], espermina 

[N,N′-Bis(3-aminopropil)-1,4-diaminobutano – CASRN 71-44-3], espermidina [N-(3-

aminopropil)-1,4-diaminobutano – CASRN 124-20-9], G418 (sal disulfato) [CASRN  108321-

42-2], α-D-galactose [CASRN 3646-73-9], D-glicose [CASRN 50-99-7], glicerol [CASRN 56-

81-5], glicogênio [tipo IX – CASRN 9005-79-5], glutamato [ácido L-glutâmico de sódio 

hidratado – CASRN 142-47-2], HEPES [ácido 4-(2-hidroxietil)piperazina-1-etanosulfônico – 

CASRN 7365-45-9], HPR [peroxidase de rabanete tipo VI-A – CASRN 9003-99-0], malato 

[ácido L-(-)-málico – CASRN 97-67-6], meio LB [meio bacteriano Luria-Bertani – triptona 1%, 

extrato de levedura 0,5% e NaCl 1%, pH 7,0], D-manitol [CASRN 69-65-8], MOPS-Na [ácido 

3-(N-morfolino)propanosulfônico de sódio – CASRN 71119-22-7], NaN3 [azida sódica – 

CASRN 26628-22-8], persulfato de amônio (APS) [NH4S2O8 – CASRN 7727-54-0], piruvato 

[piruvato de sódio – CASRN 113-24-6],  PMSF [fluoreto de fenilmetanosulfonila – CASRN 

329-98-6], poli-(dI-dC) [ácido poli(desoxinosinico-desoxicitidilico) de sódio – CASRN 

118578-37-3], poli-L-lisina [solução de poli-L-lisina 0,01% (m/v) – CASRN 25988-63-0], 

rotenona [CASRN 83-79-4], sacarose [CASRN 57-50-1], succinato [ácido succinico – CASRN 

110-15-6], MgSO4 em solução 1,0 M [sulfato de magnésio – CASRN 7487-88-9], Tergitol® 

NP-40 [CASRN 127087-87-0], Tween® 20 [CASRN 9005-64-5], TritonTM X-100 [4-(1,1,3,3-

tetrametilbutil)fenil-polietileno glicol – CASRN 9002-93-1], Trizma® base [2-amino-2-

(hidroximetil)-1,3-propanodiol – CASRN 77-86-1] e TMPD [N,N,N′,N′-tetrametil-1,4-

fenilenodiamino – CASRN 100-22-1] todos Sigma-Aldrich®. 

Triptona e extrato de levedura da Acumedia (Neogen® Corporation).  

Reagente de Bradford, solução de γ-globulina bovina (BGG) 2 mg/mL e TEMED 

[N,N,N′,N′-tetrametiletilenodiamina – CASRN 110-18-9] da Bio-Rad Laboratories©. 

Amplex® UltraRed, Lipofectamine® RNAiMAX, MitoSOXTM Red, PureLinkTM 

RNase A, Proteinase K (CAS – 39450-01-6) todos Life TechnologiesTM. 

Garrafas de 25 e 75 cm², placas de cultura de 6, 24 e 96 poços e placas 22,1 e 60,1 cm² 

da TPP®. Placas de 150 cm² da Sarstedt AG & Co. Placas de 20,8 cm² para clonogênico da 

NuncTM. XF Assay Medium, XF Calibrant Solution e XF V7 Cell Culture Microplates todas 

Seahorse Bioscience©. 
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3.2. PREPARAÇÃO DE BACTÉRIAS QUIMIOCOMPETENTES 

Uma placa de bactérias Escherichia coli DH5αTM [F- φ80lacZ∆M15 ∆(lacZYA-argF) 

U169 recA1 endA1 hsdR17 (rk-, mk+) phoA supE44 λ- thi-1 gyrA96 relA1 (Invitrogen®)] foi 

gentilmente doada pelo Prof. Dr Sandro Roberto Marana do Departamento de Bioquímica do 

Instituto de Química da USP (IQ/USP). 

O método de transformação foi feito de acordo com Hanahan com pequenas 

modificações (1983). O pré-inóculo foi preparado em Erlenmeyer de 250 mL contendo 5 mL 

de meio SOB (super optimal broth – triptona 2%, extrato de levedura 0,5%, NaCl 10 mM, KCl 

2,5 mM e MgCl2 10 mM, pH 7,0) pré-aquecido a 37 °C e incubado durante 2 h sob agitação a 

220 rpm. Logo após esse período, 45 mL de meio SOB pré-aquecido foi adicionado no 

Erlenmeyer, que foi incubado sob agitação por 2-3 h adicionais ou até que se obtivesse uma 

OD de 0,5-0,6 em 600 nm. 

O frasco foi resfriado em gelo e adicionou-se 0,5 mL de MgCl2 1 M à suspensão 

celular. As bactérias foram então transferidas para um tubo cônico estéril de 50 mL a 4 °C, 

deixadas durante 15 min, em repouso e, em seguida, centrifugadas a 5.400 g durante 15 min a 

4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado ressuspenso cuidadosamente em 10 mL de 

solução RFI (acetato de potássio 30 mM, pH 5,8, KCl 100 mM, MnCl2 50 mM, CaCl2 10 mM, 

glicerol 15%). A suspensão bacteriana foi deixada em repouso no gelo por 15 min, e 

centrifugada a 5.400 g durante 12 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o precipitado 

contendo as bactérias foi ressuspenso em 2 mL de solução RFII (MOPS-Na 10 mM, pH 6,8, 

KCl 10 mM, CaCl2 75 mM, glicerol 15%). Por fim, foram preparadas alíquotas de 50 μL das 

bactérias quimiocompetentes em microtubos estéreis, as quais foram armazenadas em freezer -

80 °C. 

3.3. TRANSFORMAÇÃO BACTERIANA POR CHOQUE TÉRMICO 

Para realização do protocolo de transformação das bactérias por choque térmico, 

inicialmente, elas foram descongeladas em banho de gelo por aproximadamente 15 min. Cerca 

de 100 ng de plasmídeo pBR322 (4.363 pares de base, Invitrogen®), gentilmente doados pelo 

Prof. Dr Paolo di Mascio (IQ/USP), foram misturados à suspensão de células 

quimiocompententes e a mistura incubada em gelo por 30 min. A mistura plasmídeo/bactérias 



61 
 

 
 

foi submetida a choque térmico sendo aquecida a 42 °C durante 2 min, e imediatamente 

resfriada em gelo durante 5 min. 

Por fim, a mistura plasmídio/bactéria recebeu 450 μL de meio SOC (SOB com 

repreensão de catabólito – SOB contendo D-glicose 20 mM e MgCl2 20 mM, pH 7,0) e foi 

incubada a 37 °C sob agitação durante 1 h. As bactérias foram centrifugadas a 5.400 g por 15 

min, plaqueadas em meio LB ágar contendo 100 μg/mL de ampicilina sódica para seleção das 

transformantes e incubadas a 37 °C até que colônias visíveis fossem obtidas. 

3.4.  EXTRAÇÃO DE DNA PLASMIDIAL EM PEQUENA ESCALA (MINI-PREP) 

A extração do DNA plasmidial de interesse foi realizada pelo método de lise alcalina, 

adaptada de Sambrook & Russel (2001). Resumidamente, uma colônia bacteriana foi inoculada 

em 3 mL de meio LB líquido acrescido de 100 μg/mL de ampicilina sódica, incubadas a 37 °C 

por 16-18 horas, sob agitação constante 200 rpm. Para a coleta das células, a suspensão foi 

centrifugada a 5.400 g por 10 min. O precipitado bacteriano foi, ressuspenso em 300 μL de 

solução P1 (Tris-HCl 25 mM pH 8,0, EDTA 10 mM, RNase 100 μg/mL, lisozima 5 mg/mL) e 

acrescido de 300 μL de solução P2 (NaOH 200 mM, SDS 1%). O conteúdo dos tubos foi 

gentilmente misturado através de inversão, e os tubos foram mantidos em repouso à temperatura 

ambiente (TA), por um período de 3 a 5 min. Posteriormente, 300 μL de solução P3 (acetato de 

potássio 3 M, pH 5,5 ajustado com ácido acético glacial) foram adicionados (salting-out) e os 

tubos foram homogenizados por inversão e centrifugados a 13.000 g por 10 min. O 

sobrenadante foi transferido para novos tubos, aos quais se adicionou 0,7 volumes de 

isopropanol. O conteúdo foi misturado cuidadosamente por inversão e centrifugado a 20.000 g 

durante 30 min. Em seguida, o sobrenadante foi removido e o DNA precipitado foi 

cuidadosamente lavado com 200 μL de etanol 70% e seco em banho-seco a 37 °C. Os 

plasmídeos foram ressuspensos em tampão TE (Tris-HCl 10 mM, EDTA 1 mM, pH 7,8).  

Alternativamente, o plasmídeo de interesse foi isolado utilizando-se kits comerciais 

(Qiagen®, Inc., EUA), seguindo-se as instruções recomendadas pelo fabricante. 

A concentração do DNA plasmidial foi estimada por espectrofotometria em aparelho 

NanoDrop 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc.). Por fim, a topologia superenovelada e relaxada 

do DNA plasmidial foi analisada por migração eletroforética em gel de agarose 0,8% em 

tampão TAE (Tris-Acetato 40 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0). 
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3.5.  DETECÇÃO IN VITRO DE DANOS INDUZIDOS EM DNA  PLASMIDIAL 

Para estabelecimento de uma curva-padrão de danos em DNA plasmidial pBR322 foi 

preparado uma série de condições experimentais a fim de obter-se uma concentração ideal de 

azul de metileno (AM) e um tempo ideal de fotossensibilização. Duas concentrações (10 e 50 

μM) e três tempos de fotossensibilização (10, 20 e 30 min) foram utilizados no experimento. A 

solução de DNA plasmidial foi preparada em uma concentração final de 100 ng/μL e 30 μL 

distribuídos na tampa de uma placa de 96 poços, conforme mostrado na figura 1. Às gotas foram 

adicionadas as soluções de azul de metileno 2X concentrada a fim de se obter a concentração 

final descrita acima (concentração final de DNA plasmidial = 50 ng/μL). Os controles não-

expostos à luz permaneceram o tempo todo em microtubos âmbar. Todo o processo foi realizado 

em quarto escuro. A fonte emissora de luz consistia de uma placa contendo diodos emissores 

de luz (LED) de 2 W de potência emitindo na faixa do vermelho, estando situada a 10 cm das 

amostras (Fig. 8). 

 

Figura 8 – Ilustração esquemática do experimento de indução de danos em DNA plasmidial. Após cada período de fotossensibilização, 

as gotas foram armazenadas em microtubos âmbar etiquetados para posterior tratamento com DNA glicosilases e análise eletroforética. 
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Em seguida, as amostras tratadas foram submetidas à análise de sítios sensíveis a 

formamidopirimidina DNA glicosilase (Fpg – gene mutm) e endonuclease III (EndoIII – gene 

nth) ambas proteínas de E. coli. À solução de reação de Fpg (Bis Tris Propano-HCl 10 mM, pH 

7,0, MgCl2 10 mM, DTT 1 mM, BSA 0,1 mg/mL) ou de EndoIII (Tris-HCl 20 mM, pH 8,0, 

EDTA 1 mM, DTT 1 mM) foi adicionado 400 ng de pBR322 de cada tratamento (8 μL) e 1 U 

de cada enzima (Fpg ou EndoIII) em um novo microtubo âmbar totalizando um volume 20 μL 

de reação. As amostras foram incubadas em banho-seco a 37 °C por 1 h. A reação foi 

interrompida através da adição de 1 μL de SDS 10% e 0,5 μL de proteinase K 10 mg/mL 

(concentração final SDS 1%, proteinase K 1 mg/mL) e incubada por 30 min a 56 °C. Por fim, 

realizou-se a corrida eletroforética de 10 μL de cada amostra (~200 ng de DNA) em gel de 

agarose 0,8% em tampão TAE para analisar a proporção de plasmídeos com topologia 

superenovelada e relaxada. As intensidades das bandas foram analisadas através do programa 

ImageJ.  

O número de sítios sensíveis à enzima por plasmídeo foi calculado assumindo a 

distribuição de Poisson adaptada para essa técnica de acordo com a seguinte equação (1):  

𝑋 = −ln [
1,22×FI

1,22×(FI+FII)
] (1) 

no qual FI representa a intensidade de fluorescência medida na banda de DNA superenovelado, 

FII a intensidade na banda de DNA relaxado, e 1,22 é o fator empregado para correção do 

aumento da fluorescência do brometo de etídio quando ligado à topologia relaxada comparada 

com a superenovelada (Shubsda et al., 1997).  

3.6 LINHAGENS CELULARES 

Todas as linhagens foram rotineiramente mantidas em meio DMEM (Dulbecco’s 

Modified Eagle Medium – Gibco®) contendo D-glicose 25 mM, L-glutamina 2 mM, NaHCO3 

3,7 g/L (pH 7,38) suplementado com 10 ou 15% de SBF (soro bovino fetal – Gibco®) e 1% de 

solução de antibióticos (estreptomicina 0,1 mg/mL e penicilina 10 U/mL – Invitrogen®), a 37 

°C em estufa umidificada com atmosfera de 5% de CO2 (condição padrão de cultura). 
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3.6.1 Fibroblastos Humanos Imortalizados 

A linhagem de fibroblastos selvagem utilizada como controle, MRC-5, derivadas de 

tecido pulmonar fetal normal imortalizado com Simian virus 40 (SV40), foi gentilmente doada 

pelo Prof. Dr Carlos Frederico Menck do Depto de Microbiologia, Instituto de Ciências 

Biomédicas (ICB/USP). 

As células XP4PA são provenientes da derme de um paciente XP-C e também foram 

imortalizadas com SV40 (XP4PA-SV). Essa linhagem carrega uma mutação 

c.1643_1644delTG (n.1747_1748delTG considerando o transcrito mais atual NM_004628.4 – 

Mutalyzer 2.0.5, ©LUMC) em homozigose que introduz uma mudança no quadro de leitura 

gerando um códon precoce de terminação e uma proteína truncada de 571 aminoácidos 

(Val548AlafsX25) (Li et al., 1993; Chavanne et al., 2000). Porém, é mais provável que o mRNA 

sofra decaimento mediado pela mutação sem sentido (nonsense-mediated message decay) 

(Khan et al., 2006) e o fenótipo molecular seja a ausência da proteína. 

A linhagem XP4PA corrigida (XP4PA-XPC) apresenta a reversão da mutação TG in 

locus, expressando a proteína selvagem (Dupuy et al., 2013). A correção cromossômica da 

mutação genética foi alcançada com o uso de meganucleases desenhadas para introduzir uma 

quebra de fita dupla (DSB – double strand break) sítio-específica e estimular HR no loco 

desejado (Daboussi et al., 2012; Dubuy et al., 2013). Ambas as linhagens também foram doadas 

pelo Prof. Menck. 

3.6.2 Fibroblastos Humanos Primários 

Quatro linhagens de fibroblastos primários também foram gentilmente cedidas pelo 

Prof. Menck. A linhagem XP17VI – estabelecida no laboratório do Prof. Dr Alain Sarasin do 

Institut de Recherches Scientifiques sur le Cancer (CNRS), Villejuif, França – apresenta a 

mesma deleção da linhagem XP4PA. A linhagem AS405 também estabelecida no laboratório 

do Prof. Sarasin é uma linhagem selvagem. As linhagens XP02SP e XP03SP foram ambas 

estabelecidas no Laboratório de Reparo de DNA, no ICB/USP. A linhagem XP03SP apresenta 

a mutação comum às células XP4PA e XP17VI. A linhagem XP02SP apresenta uma mutação 

c.1969G>T em homozigose (n.2073G>T considerando o transcrito mais atual NM_004628.4 – 
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Mutalyzer 2.0.5, ©LUMC) que é preditiva de gerar um códon precoce de terminação e uma 

proteína truncada de 657 aminoácidos (p.Glu657X) (Leite et al., 2009). 

3.6.3 Fibroblastos Murinos Primários 

Camundongos C57BL/6 selvagem (Xpc+/+), heterozigoto (Xpc+/-) e Xpc null (Xpc-/-) 

foram gentilmente doados pela Dra Carolina Quayle durante o seu doutoramento no laboratório 

do Prof. Dr Menck, em colaboração com o Prof. Dr Jan H. J. Hoeijmakers, do Institute of 

Genetics da Erasmus University, Holanda. As linhagens de fibroblastos dermais primários de 

camundongos adultos (MDF – do inglês murine dermal fibroblast) (8-10 semanas de idade) 

foram estabelecidas conforme o descrito por Maynard et al. (2006). 

Resumidamente, os camundongos foram sacrificados em câmara de CO2, as caudas 

removidas e limpas através de lavagem serial em etanol 70%, PBS estéril e DMEM estéril. 

Após a higienização as caudas foram cortadas em pedaços pequenos com bisturi em placas de 

22,1 cm2 (TPP®) contendo DMEM completo (10% de soro bovino fetal, 10 U/mL de 

penicilina, 10 μg/mL de estreptomicina e 0,25 μg/mL de anfotericina) e 1.000 U de colagenase, 

e incubadas por 24 h em estufa de 5% de CO2 a 37 °C. Os pedaços mais grosseiros foram 

vigorosamente homogeneizados a fim de promover a dissociação de células ainda presas à 

matriz extracelular e de divulsionar qualquer grumo celular. O meio de cultura, contendo 

células não-aderidas, ossos e pedaços de pele, foi filtrado em sistema cell strainer de 100 μm 

acoplado a tubos cônicos de 50 mL (BD FalconTM) através de centrifugação a 200 g por 5 min. 

O precipitado resultante (contendo as células não-aderidas) foi transferido a placa original que 

já continha algumas células aderidas. 

3.7 ISOLAMENTO DE MITOCÔNDRIAS DE CÉLULAS EM CULTURA 

As frações mitocondriais de todas as linhagens celulares foram isoladas como descrito 

em Maynard et al. (2010). As células foram cultivadas em 40-60 placas de Petri de 60 cm2 

(TPP®) ou em 15-24 placas de Petri de 150 cm² (Sarstead®) até atingirem confluência de 80-

90% (fase log de crescimento). A partir da coleta das células, todas as etapas foram realizadas 

a 4 °C. As células foram lavadas com PBS gelado e desprendidas com auxílio de cell scraper 

(TPP®). As suspensões celulares foram centrifugadas a 5.400 g por 10 min e o sobrenadante 
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descartado. Os precipitados celulares foram lavados 2X com tampão MSHE 1X (manitol 210 

mM, sacarose 70 mM, HEPES-KOH 10 mM, EGTA 1 mM, EDTA 2 mM, pH 7,4), e 

centrifugados utilizando-se as condições anteriores. Após as lavagens – que tiveram o intuito 

de remover os sais de fosfato remanescente do PBS – o precipitado celular foi ressuspenso em 

1-2 volumes MSHE 1X suplementado com espermina 150 µM, espermidina 750 µM, DTT 5 

mM e coquetel antiprotease 1X (Complete – Roche) e tratado com alíquotas 10 μL de digitonina 

5% até que mais de 90% das células estivessem permeabilizadas ao corante azul de tripan 0,4% 

(diluído em PBS), analisado em câmera de Neubauer. As células foram homogeneizadas 

utilizando cerca de 30 passagens do pistilo em um homogenizador vidro-vidro do tipo Potter-

Elvehjem; uma alíquota do homogenato foi armazenada correspondendo ao extrato celular total. 

O homogenato foi submetido à centrifugação a 700 g por 12 min. O precipitado, composto 

principalmente por núcleos, foi armazenado a -80 °C; enquanto o sobrenadante foi transferido 

para outro tubo e centrifugado a 9.000 g por 10 min. Alíquotas do sobrenadante, 

correspondendo à fração citosólica, foram armazenadas a -80 °C. Já o precipitado, 

correspondendo à fração mitocondrial bruta, foi ressuspenso em 500 μL de uma mistura 

contendo 50% de PercollTM PLUS (GE Healthcare Life Sciences) e 50% MSHE 2X 

(Percoll/MSHE), cuidadosamente aplicado em cima do gradiente de Percoll/MSHE e 

centrifugado a 50.000 g por 1 h e 10 min em ultracentrífuga Beckman, rotor SW 40 Ti. A fração 

mitocondrial, a cerca de um terço de distância do topo do tubo de centrífuga foi cuidadosamente 

removida e lavada com MSHE 1X. A suspensão mitocondrial pura foi obtida por centrifugação 

a 5.000 g durante 10 min e o sobrenadante descartado. O precipitado contendo a fração 

mitocondrial purificada (FMP) foi ressuspenso em 1 volume (200-400 μL) de MSHE 1X e 

alíquotas de 50 μL foram armazenadas a -80 °C até o momento de uso.  

3.8 SDS-PAGE/WESTERN BLOT 

A fim de verificar a pureza das frações mitocondriais e o rendimento do processo de 

isolamento, as frações nucleares e mitocondriais foram analisadas através de Western blot. 

Ademais, após a confirmação da pureza das FMP, analisamos a presença de XPC nessa 

organela. Os anticorpos usados foram: anti-Lamin B2 (1:1000) [mouse monoclonal IgG2, 

X223, sc-56147], anti-PCNA (1:1000) [mouse monoclonal IgG2a, F-2, sc-25280], anti-Mfn1 

(1:500) [rabbit polyclonal IgG, H-65, sc-50330] (todos Santa Cruz Biotechnology, Inc), anti-

ATPB (1:500) [mouse monoclonal IgG1, 3D5, ab14730] e anti-XPC (1:400) [rabbit polyclonal 
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IgG, ab21078] (todos Abcam®). Os anticorpos secundários conjugado a enzima HRP 

(peroxidase de rabanete) foram todos utilizados na concentração de 1:5000 (todos Santa Cruz 

Biotechnology, Inc). 

Para tanto, géis de 10-14% de poliacrilamida de 1,5 mm de espessura [10-14% 

bis/acrilamida (37,5/1), Tris-Cl 375 mM, pH 8,8, SDS 0,1%, APS 0,05% (m/v), TEMED 0,05% 

(v/v)] foram preparados no sistema Mini-protean da BioRad®. Sobre o gel de corrida foi 

adicionada a porção de empilhamento [6% bis/acrilamida (37,5/1), Tris-HCl 125 mM, pH 6,8, 

SDS 0,1%, APS 0,075%, TEMED 0,075%]. As amostras foram dissolvidas em tampão 5X 

Laemmli (Tris-Cl 300 mM, pH 6,8, SDS 10%, glicerol 50%, β-mercaptoetanol 25%, azul de 

bromofenol 0,1 % (m/v)), incubadas a 95°C por 10 min e aplicadas ao gel. A eletroforese foi 

feita com tampão de corrida Novex® Tris-Glicina SDS (Invitrogen®), em cuba Mini-Protean 

(BioRad®) a 125 V (~40 mA) por 1 h 15 min a 2 h a temperatura ambiente (TA). As proteínas 

foram transferidas para uma membrana de PVDF (fluoreto de polivinilideno) ativada com 

metanol e equilibrada em tampão de transferência Novex® Tris-Glicina (Invitrogen®) 

contendo 10-20% de metanol no módulo de transferência do Mini-Protean (BioRad®) a 120 V 

com corrente de ~250 mA durante 3-4 h a 4°C.  

As membranas foram incubadas com solução 5% (m/v) de leite desnatado em pó em 

tampão Tris-Salina-Tween (Tris-Cl 20 mM, NaCl 150 mM, Tween® 20 0,05%, pH 7,4 – TBST) 

overnight a 4 °C ou por 2 h a TA. Em seguida as membranas foram lavadas duas vezes com 

TBST por 5 min a TA e incubadas de 1,5-2 h com o anticorpo primário diluído de 400-1000 

vezes em 1% Leite/TBST a TA (o tempo de incubação e a diluição do anticorpo variaram de 

acordo com o anticorpo utilizado). Elas foram lavadas com TBST três vezes por 5 min a TA e 

então incubadas com o anticorpo secundário correspondente diluído 5.000 vezes em 1% 

Leite/TBST de 1,5-2 h a TA. Enfim, foram realizadas lavagens sequenciais de 5, 10 e 15 min 

com TBST a TA. As membranas foram reveladas com 400 μL por membrana da mistura 

reacional de ECL Plus Western Blotting Detection System (AmershamTM) por 5 min, no escuro, 

a TA, e expostas a filme fotográfico por tempos diferentes. 

3.9 PREPARAÇÃO DE EXTRATOS PROTEICOS MITOCONDRIAIS 

Após a obtenção das frações mitocondriais purificadas, os extratos proteicos 

mitocondriais (EPM) foram preparados para o estabelecimento do ensaio in vitro de cinética de 

incisão em DNA plasmidial. Inicialmente, as frações foram centrifugados a 16.000 g a 4 °C por 
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15 min a fim de remover o tampão MSHE. O sobrenadante foi removido e ao precipitado 

mitocondrial foi adicionado o tampão de lise (Tris-HCl 10 mM, pH 7.8, KCl 400 mM, EDTA 

1 mM, DTT 1 mM, glicerol 20% (v/v), NP-40 0,1% (v/v), PMSF 0,25 mM, 1X coquetel inibidor 

de protease), e incubado por 1 h e 30 min a 4 °C. O lisado foi sonicado cinco vezes em amplitude 

de 20% por 5 s em gelo, com intervalos de 30 s em processador ultrassônico VC505 Vibra-

CellTM (Sonics®), e submetido à centrifugação a 16.000 g a 4 °C por 10 min para precipitar 

membranas e DNA contaminantes. O sobrenadante contendo as proteínas purificadas foi 

dialisado overnight em tampão de diálise (HEPES 25 mM, KCl 100 mM, EDTA 1 mM, glicerol 

17%) em cassetes de diálise de 0,1-1,0 mL com membrana de exclusão de 3,5 kDa de tamanho 

(Slide-A-Lyzer Dialysis Cassettes, 3.5K – Pierce Biotechnology, Inc). Após a diálise, o lisado 

foi centrifugado novamente a 16.000 g a 4 °C por 10 min para remover a fração insolúvel 

restante. A concentração de proteínas foi analisada através de reagente de Bradford utilizando 

BGG (ambos BioRad®) para construção da curva-padrão. 

3.10 MICROSCOPIA DE IMUNOFLUORESCÊNCIA 

Células MRC-5 e XP4PA-SV foram semeadas numa concentração de 2,5 × 105 células 

por poço em uma lâmina de vidro circular (12 mm de diâmetro) em placas de 24 poços 

(Deckglaser, Knittel Glaser). Ao atingirem cerca de 80% de confluência, as células foram 

lavadas com PBS 1X contendo cálcio e magnésio e fixadas com metanol gelado (-20 °C) por 

10 min a temperatura ambiente e posteriormente bloqueadas com tampão (PBS, BSA 2% e 0-

0,05% Tween) por 1 h. Anticorpos monoclonal mouse anti-XPC e monoclonal rabbit anti-

piruvato desidrogenase E1-alpha (Abcam®) foram diluídos 1:50 e 1:250 respectivamente, e 

incubados overnight a 4°C. Anticorpo secundário anti-mouse Alexa 594 e anti-rabbit Alexa 488 

(Invitrogen®) foram diluídos 1:200 e aplicados por 1 h, a TA. Os slides foram montados com 

Vectashield® Mounting Medium com DAPI (Vector Laboratories, Inc). As imagens foram 

adquiridas em um microscópio Zeiss Axio Observer A1 Inverted (Zeiss©) sob magnitude de 

aumento de 630×. 
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3.11 ENSAIO IN VITRO  DE CINÉTICA DE INCISÃO EM DNA PLASMIDIAL 

Uma solução de DNA plasmidial pBR322 foi preparada na concentração final de 100 

ng/μL e 48 μL distribuídos na tampa de uma placa 24 poços. Às gotas foi adicionada uma 

solução 20 μM de AM (2X concentrada) a fim de se obter a concentração final de 10 μM 

(concentração final de DNA plasmidial = 50 ng/μL). Os controles não-expostos à luz 

permaneceram o tempo todo em microtubos âmbar. Todo o processo foi realizado em câmara 

escura. A fonte emissora de luz consistia de uma placa contendo diodos emissores de luz (LED) 

de 2 W de potência emitindo na faixa do vermelho, estando situada a 12 cm das amostras. O 

substrato de DNA foi fotossensibilizado por 10 min. 

Em seguida, cerca de 400 ng de DNA plasmidial foram misturados ao tampão de 

reação (HEPES-KOH 40 mM, pH 7,4, EDTA 10 mM, DTT 1 mM, KCl 75 mM, glicerol 10%) 

e 5 μg de proteína do extrato proteico mitocondrial (EPM) (quantidade de escolha após 

padronização da reação) e 1 μg poli(dI-dC) foi adicionado totalizando um volume de reação de 

20 μL. As reações foram incubadas a 37 °C durante 15, 30, 60 e 120 min. A reação foi 

interrompida com a adição de 1 μL de SDS 10% e 0,5 μL de proteinase K 10 mg/mL e incubada 

por 30 min a 56 °C.  

Por fim, 20 µL da reação foi misturada com 4 µL de 6X Orange DNA Loading Dye 

(Thermo Scientific Inc), aplicada em gel de agarose 1,0% diluído em tampão TAE e submetida 

a eletroforese a 5 V/cm por 4 h para analisar a proporção com topologia superenovelada e 

relaxada. Ao término da corrida eletroforética, o gel foi corado por 30 min em solução de 5 µM 

de brometo de etídeo e descorado por 10 min em água deionizada. As intensidades das bandas 

foram analisadas através do programa ImageJ. Cinco controles, divididos em dois grupos, 

foram usados no experimento, três controles-negativos de plasmídeo pBR322 não-

fotossensibilizado: 1) não-tratado com Fpg, 2) tratado com Fpg, e 3) tratado com 5 μg de extrato 

proteico; e dois controles-positivos de pBR322 fotossensibilizado: 4) não-tratado com Fpg, e 

5) tratado com Fpg. 

O número de sítios sensíveis às enzimas Fpg e EndoIII por plasmídeo foi calculado 

assumindo a distribuição de Poisson adaptada para essa técnica conforme a equação (1) descrita 

na seção 3.5. 

Aos valores encontrados nos grupos tratados foi subtraída a fluorescência observada 

no grupo controle número 3, devido à pronunciada atividade endonucleolítica inespecífica 

nesses extratos mitocondriais.  



70 
 

 
 

3.12 ENSAIOS DE SOBREVIVÊNCIA E PROLIFERAÇÃO CELULAR 

3.12.1 Ensaio Clonogênico 

Tratamento com azul de metileno (AM) 

Para avaliar a sensibilidade ao estresse redox mitocondrial em linhagens imortalizadas 

foi utilizado o ensaio clonogênico. Cerca de 1×105 células por poço foram semeadas em placas 

de 6 poços (TPP®) e incubadas por 24 h. Para os tratamentos, os poços foram lavados com 2 

mL de PBS e incubados durante 1 h em meio DMEM sem soro, acrescido de concentrações 

crescentes de AM (5, 10 e 20 μM). O meio foi removido, as células foram lavadas com 2 mL 

de PBS por 3 min e o PBS removido. O AM incorporado pelas células foi imediatamente 

fotossensibilizado em 2 mL de PBS com LED de 700 nm a uma distância de 12 cm da fonte 

emissora, durante 30 min, ou as células foram mantidas no escuro. Após a fotossensibilização, 

as células foram desprendidas com 200 μL de tripsina-EDTA e ressuspensas em 800 μL de 

meio DMEM suplementado com 10% de SBF e 1% de antibióticos. As suspensões celulares 

foram homogeneizadas e a concentração celular estimada em câmara de Neubauer. De cada 

tratamento, aproximadamente, 1.000 ou 5.000 células foram semeadas em placas de 20,8 cm2 

(NuncTM) em meio DMEM completo e incubadas a 37 °C por 8 a 10 dias, no escuro. No final 

desse período, as colônias foram fixadas com etanol absoluto por 5 min, coradas com cristal 

violeta 1% (m/v) e contadas. 

Tratamento com rotenona (ROT) ou antimicina A (AA) 

A fim de avaliar a sensibilidade ao estresse redox gerado pela inibição de complexos 

da CTE foram utilizadas rotenona, um inibidor do complexo I, e antimicina A, um inibidor do 

complexo III. Cerca de 500 células por poço foram semeadas em placas de 6 poços (TPP®) e 

incubadas por 24 h. Para os tratamentos, os poços foram lavados com 2 mL de PBS e incubados 

durante 4 h em meio DMEM sem soro, acrescido de concentrações crescentes de ROT (0,125; 

0,25; 0,5; 0,75 e 1,0 μM) ou AA (0,25; 0,5; 1,0; 2,0 e 4,0 μM). Ao final da incubação, o meio 

foi removido, as células foram lavadas com 2 mL de PBS mantidas em meio DMEM completo 

a 37 °C de 6-7 dias. No final desse período, as colônias foram fixadas com etanol absoluto por 

5 min, coradas com cristal violeta 1% (m/v) e contadas. 
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Foi considerado índice de sobrevivência celular (% ISC) a razão entre a frequência de 

colônias dos pontos experimentais sobre frequência de colônias do controle negativo 

multiplicado por 100 – i.e. considerou-se o controle negativo como referência de 100% de ISC 

(2).  

% ISC = (NTrat /NCtrl) × 100 (2) 

Com essa normalização, não pudemos considerar o desvio-padrão como opção para a 

análise de dados, sendo essa substituída pelo erro-padrão da média. 

O teste usado para comparar as médias de %ISC em concentrações crescentes de AM, 

fotossensibilizado ou não, foi ANOVA com regressão de Dunnett. A possível diferença de 

sensibilidade entre as duas linhagens foi acessada utilizando-se do teste t para observações não-

pareadas. Foi estabelecido o valor de p<0,05 como suficiente para existir uma diferença 

estatística significativa. 

3.12.2 Teste de Redução de MTT 

Devido ao fato de linhagens primárias não possuírem a habilidade de crescer em baixa 

densidade, portanto, não serem capazes de formar colônias, a sensibilidade ao estresse redox 

no compartimento mitocondrial foi avaliada através do teste de MTT. Em placas de 96 poços, 

cerca de 2×104 células por poço foram semeadas em um volume final de 200 μL de meio 

DMEM completo e incubadas por 24 h. As células foram então tratadas como descrito na seção 

3.12.1 nas seguintes concentrações de AM: 5, 10, 20, 30 e 50 μM. Ao término do tratamento, 

as células foram acrescidas de DMEM suplementado com 2% de soro albumina bovina (BSA) 

e incubadas por 18 h. Findo esse período, o meio foi removido, as células lavadas com PBS e 

incubadas por 3 h em meio DMEM sem soro contendo 0,5 mg/mL de MTT. Imediatamente 

após a incubação com o MTT, o meio foi removido, os cristais de formazan foram dissolvidos 

adicionando 200 μL por poço de DMSO e as absorbâncias lidas em comprimento de onda de 

590 nm em leitor de microplaca SpectraMax 190 (Molecular Devices©). Foram realizados dois 

experimentos independentes em triplicata. 

Foi considerado índice de sobrevivência celular (% ISC) a razão entre a absorbância 

dos pontos experimentais descontado o branco sobre frequência absorbância do controle 

negativo descontado o branco multiplicado por 100 – i.e. considerou-se o controle negativo 

como referência de 100% de ISC (3).  
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% ISC = [(ATrat - ABranco )/(ACtrl - ABranco)] × 100 (3) 

3.12.3 Número e Tempo de Duplicação da População Celular 

Para avaliar a importância da proteína Xpc na senescência em MDF, permitiu-se que 

essas células crescessem sob duas concentrações de O2 até que a curva de crescimento atingisse 

um platô. Após o estabelecimento dos MDFs, foram plaqueadas 2-3×105 células em frascos de 

25 cm2 e incubadas sob duas condições: hiperóxia (em estufa de 5% de CO2 e 20% de O2) ou 

normóxia (em estufa de 5% de CO2 e 3% de O2). Permitiu-se que os MDFs crescessem por 3-

4 dias. Após esse período, as células foram lavadas uma vez com PBS estéril a 37 °C, soltas 

com tripsina-EDTA 0,25% e o número total de células estimado em câmera de Neubauer. Do 

total de células, 2-3×105 foram semeadas em um novo frasco de 25 cm2. O número de 

duplicação da população celular (NDPC) e o tempo de duplicação da população celular (TDPC) 

foram estimados de acordo com as seguintes equações (4) e (5): 

NDPC = ln(Nf /N0)/ln(2) (4) 

TDPC = (tf - t0) × [ln(2)/ln(Nf /N0)] (5) 

onde Nf é o número de células no término de período de crescimento, N0 é o número de células 

inicialmente plaqueadas, tf é o dia do término do período de crescimento e t0 é o dia do início 

do período de crescimento (Rubio et al., 2002). 

3.13 MEDIDA DA TAXA DE CONSUMO DE OXIGÊNIO (OCR) 

3.13.1 OCR de Complexos Individuais da CTE em Células Permeabilizadas 

O consumo de O2 em células permeabilizadas (2×106 células/mL) foi monitorado 

através de um eletrodo Hansatech (Hansatech Instruments Limitted, Norfolk, UK) ou em 

oxígrafo de alta resolução Oxygraph-2k, marca Oroboros (Oroboros Instruments, Innsbruck, 

Áustria) com o uso do programa ao software DataLab versão 4.2.0.73 (Oroboros Instruments, 

Innsbruck, Áustria). Parte desses experimentos foi feita em colaboração com a Dra Rute Alves 

Pereira e Costa durante seu doutoramento junto ao Programa de Pós-Graduação em Patologia 

da Faculdade de Medicina da Universidade Estadual de Campinas, Campinas, SP. As células 

foram permeabilizadas com 30 µM digitonina em 2 mL de meio de reação padrão (HEPES-
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KOH 10 mM, pH 7,2, sacarose 125 mM, KCl 65 mM, K2HPO4 2 mM e MgCl2 2 mM) contendo 

5 mM de substratos respiratórios ligados a NADH (glutamato, α-cetoglutarato, malato e 

piruvato), os quais em sua maioria doam elétrons para a CTE via complexo I. Foram feitas 

adições sequenciais de 100 µM ADP, 4 µM CAT ou 1 µM de oligomicina A e 1 µM FCCP ou 

250 nM de CCCP. Este experimento foi realizado em eletrodo Hansatech. Para analisar os 

complexos II, III e IV, também foram utilizados 2 mL de meio de reação padrão e 30 µM 

digitonina, porém agora as adições sequenciais foram de: 5 mM succinato, 100 nM CCCP, 1 

µM AA e 200 µM TMPD + 2 mM ascorbato. Este experimento foi realizado no oxígrafo 

Oroboros. Todas as análises foram feitas a 37 °C. 

3.13.2 OCR em Células Aderidas 

A fim de avaliar o consumo mitocondrial de O2 na ausência de XPC, realizamos 

experimentos em aparelho XF24 Extracelular Flux Analyzer (Seahorse Bioscience©). 

Previamente ao ensaio, os sensores de oxigênio e de prótons do cartucho XF24 Assay Kit foram 

hidratados com 1 mL XF Calibrant Solution, pH 7,40 a 37 °C e incubados em estufa 

umidificada livre de CO2 por no mínimo 12 h. Em paralelo, aproximadamente 4×104 células 

em 250 µL de meio DMEM completo foram semeadas em placas de 24 poços XF24 V7 Cell 

Culture Microplates pré-tratadas com poli-L-lisina, distribuídas de acordo com a figura 9, e 

incubadas de 12-16 h em estufa umidificada com 5% de CO2. Imediatamente antes do ensaio, 

as células foram lavadas com 1 mL de XF Assay Medium pH 7,40 (não tamponado) 

suplementado com D-glicose 10 mM e piruvato 1,1 mM (Glc) ou D-galactose 10 mM e piruvato 

1,1 mM (Gal), e incubadas em 675 µL do mesmo meio de cultura por no mínimo 1 h em estufa 

livre de CO2. Os poços A1, B4, C3 e E6 (Fig. 9) correspondem ao controle sem células como 

referência para correção dos valores da taxa de consumo de O2 (OCR) e taxa de acidificação do 

meio (ECAR). 
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Figura 9 - Desenho esquemático da distribuição das células em XF24 V7 Cell Culture 

Microplates. As células foram incubadas de 12-16 h em meio DMEM Alta Glc completo e só 

então foram incubadas em meio de cultura XF Assay Medium suplementado com 10 mM Glc ou 

10 mM de Gal.  

Após o período de incubação, o cartucho foi retirado da estufa e os reservatórios 

injetores foram carregados com as seguintes drogas: i) reservatório A, 75 µL de 10 µM de 

oligomicina A (concentração final de 1 µM); ii) reservatório B, 83 µL de 2 µM de CCCP ( 

concentração final de 200 nM); iii) reservatório C, 92 µL de 10 µM de rotenona e antimicina A 

(concentração final de 1 µM). Todas as drogas foram diluídas em XF Assay Medium e se 

encontravam 10X concentradas em relação à concentração molar final desejada em meio de 

cultura. Após a calibração dos sensores do cartucho, o OCR foi medido em quatro condições: 

1) três medidas no meio XF Assay Medium suplementado com suas respectivas fontes 

oxidáveis de carbono (OCR inicial – OCRi); 2) duas medidas após a injeção do conteúdo do 

reservatório A (OCR acoplado a síntese de ATP – OCRATP); 3) duas medidas após a injeção do 

conteúdo do reservatório B (OCR máximo – OCRmáx); e 4) duas medidas após a injeção do 

conteúdo do reservatório C, (OCR residual – OCRres). 

Foram realizados 3 experimentos independentes. Os experimentos foram realizados 

em quintuplicatas. Com base nas medidas de OCR realizadas em diferentes condições de 

estresse mitocondrial, foram calculados os seguintes parâmetros (6):  

Respiração basal (RB) = OCRi - OCRres 

Capacidade respiratória máxima (CRM) = OCRmáx - OCRres 

Capacidade respiratória reserva (CRR) = OCRmáx - OCRi 

Respiração acoplada à síntese de ATP (RATP) = OCRi - OCRATP (6) 

Vazamento de prótons (VP) = OCRATP - OCRres 

Respiração não-mitocondrial (RNM) = OCRres 

MRC-5 em 
10 mM Glc 

MRC-5 em 
10 mM Gal 

XP4PA em 
10 mM Glc 

XP4PA em 
10 mM Gal 

Correção 
de fundo 



75 
 

 
 

Todos os dados foram analisados através do Teste t de Student’s não-pareado: i) MRC-

5 Glc vs. XP4PA Glc, ii) MRC-5 Gal vs. XP4PA Gal; Teste t de Student’s pareado: iii) MRC-

5 Glc vs. MRC-5 Gal e iv) XP4PA Glc vs. XP4PA Gal. 

3.14 MEDIDA INDIRETA DE ESPÉCIES REATIVAS DE OXIGÊNIO 

3.14.1 Análise da Produção de O2
•- com MitoSOXTM 

Para a quantificação do O2
.-, as células MRC-5 e XP4PA-SV foram lavadas com PBS 

gelado e tripsinizadas. Logo após, elas foram tratadas com MitoSOXTM 5 µM, AA 5 µM e DPI 

5 µM por 30 min a 37 ° C. Depois do tratamento, as amostras foram analisadas no canal FL-2 

do citômetro de fluxo de acordo com protocolos estabelecidos (Payne et al., 2007). 

3.14.2 Análise da produção de H2O2 com Amplex® UltraRed 

A produção de H2O2 pelas células MRC-5 e XP4PA-SV e XP4PA-XPC foi monitorada 

espectrofluorimetricamente em leitor de microplaca SpectraMax 190 (Molecular Devices©) 

usando Amplex® UltraRed 5 µM na presença de HRP 0,1 U/mL (Zhou et al., 1997). Os 

experimentos foram conduzidos a 37ºC em PBS/Hank’s (Na2HPO4 10 mM, KH2PO4 1,8 mM, 

pH 7,2, NaCl 137 mM, KCl 2,7 mM, CaCl2 1,3 mM, MgSO4 1,0 mM, NaHCO3 4,2 mM, D-

glicose 1,0 g/L). A medida da produção de H2O2 foi realizada em três condições: i) controle 

não-tratado (somente células), ii) com DPI 5 μM, iii) com DPI 5 μM mais AA 1 μM. Cerca de 

5×104 células por poço foram incubadas, em triplicata, por 30 min, nas três condições citadas, 

a 37 °C como padronização do tempo de preparo das amostras. Após esse período foi 

adicionado o Amplex® UltraRed e o HRP com auxílio de uma micropipeta multicanal 

(Eppendorf®) e a fluorescência foi monitorada em 530 nm para excitação e 590 nm para 

emissão com baixa sensibilidade (ajustada para 2 no software SoftMax® Pro – Molecular 

Devices©) – em regime de uma leitura a cada 23 segundos (sendo 19 s para aquisição, 3 s para 

agitação e 1 s de espera) durante 15 min. O cálculo das velocidades foi realizado a partir do 4º 

min até 12º min da reação. Feita a regressão linear calculou-se as variações de fluorescência 

por unidade de tempo. A curva de calibração foi feita pela adição de concentrações conhecidas 
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de H2O2, com a qual os valores de fluorescência por unidade de tempo (unidades 

arbitrárias/min) foram convertidos a valores de quantidade por unidade de tempo (pmol/min). 

3.15 MEDIDA DE ATIVIDADES ENZIMÁTICAS 

3.15.1 Atividade de Citrato Sintase 

A atividade de citrato sintase foi avaliada espectrofotometricamente, como descrito 

em Hansford & Castro, 1982. Para este experimento, foram preparadas as seguintes soluções: 

Tris-HCl 0,1 M, pH 8,1; acetil-CoA 5 mM, DTNB 10 mM e oxaloacetato 25 mM diluídos em 

Tris-HCl 0,1 M, pH 8,1; e Triton X-100 10% (m/v). A reação com volume final de 200 μL 

consistia Tris-HCl 0,1 M, pH 8,1, acetil-CoA 50 μM, DTNB 100 μM, oxaloacetato 250 μM, 

Triton X-100 0,1% (m/v). A reação foi iniciada através da adição 2 μL de extrato celular 

proteico na concentração de 1,5 mg/mL (3 μg de proteína por poço). A atividade de citrato 

sintase foi mensurada espectrofotometricamente em leitor de microplaca SpectraMax 190 

(Molecular Devices©) no comprimento de onda de 412 nm, em regime de uma leitura a cada 

19 segundos (sendo 15 s para aquisição, 3 s para agitação e 1 s de espera), durante 5 min a 30 

°C. A atividade enzimática foi estimada através da formação do DNTB-CoA derivado da reação 

e o valor foi calculado a partir do coeficiente de extinção molar do TNB (ε=13,6∙10-6 M-1∙cm-1 

ou 13,6 μM-1∙cm-1) e ajustado a fim de representar o número de mols de citrato formado por 

min por miligrama de proteína (nmol/min/mg). 

3.15.2 Atividade de Superóxido Dismutase (SOD) 

A medida da atividade de SOD foi determinada pelo Kit SOD activity colorimetric 

assay kit (Abcam®) de acordo com instruções do fabricante. Brevemente, cerca de 2,5×105 

células foram incubadas em placas de 35 mm (TPP® – 20,8 cm²) por 24 h em condição padrão 

de cultura. Ao término desse período, as células foram tripsinizadas, ressuspensas em DMEM 

completo e centrifugadas a 300 g por 5 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado, as células 

foram lavadas com tampão PBS e centrifugadas mais uma vez por 5 min a 4 °C. Foi adicionado 

50 μL de tampão de preparação (Tris-HCl 0,1 M, pH 7,4, Triton X-100 0,5% (v/v), β-

mercaptoetanol 5 mM e 1X coquetel antiprotease) e deixado descansar durante 30 min em gelo. 
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Em seguida, as células foram sonicadas em três vezes em amplitude de 10% por 10 s de duração 

e 30 s de intervalo em processador ultrassônico VC505 Vibra-CellTM (Sonics®). O extrato 

proteico foi centrifugado a 16.000 g durante 10 min a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e a 

concentração de proteínas foi estimada usando reagente de Bradford com curva-padrão de BGG 

como referência. As reações foram montadas em triplicata em placa de 96 poços (Greiner, 

Sigma-Aldrich®). Foi adicionado a cada poço 10 μg de proteína. A atividade de SOD é expressa 

como porcentagem de inibição da redução do sal de tetrazólio WST-1 a formazan. 

3.15.3 Atividade de Glutationa Peroxidase (GPx) 

O ensaio para a atividade da enzima glutationa peroxidase foi realizado com base em 

Lawrence & Burk (1976). Foram utilizadas cerca de 8x106 células homogeneizando-as em 1 

mL de PBS gelado. Foram utilizados 25 µL do homogenato para os ensaios, representando, 

aproximadamente, 100 µg de proteína.  

Em cubeta de quartzo de 1,5 mL, com caminho óptico de 1 cm, a 25ºC, foram 

adicionados tampão fosfato dibásico de potássio 100 mM (pH 7,7), EGTA 1 mM, NaN3 1 mM, 

H2O2 250 µM, NADPH 150 µM, glutationa redutase (GR) 60 mU/mL e glutationa reduzida 

(GSH) 5 mM. O volume final do ensaio foi 1,0 mL.  

Após a adição dos reagentes descritos, exceto GSH, monitorou-se o branco da reação 

na presença de excesso de GR, em 340 nm. Em seguida, adicionou-se GSH e foi monitorada, 

durante 1 min, a queda na absorbância de NADPH devido à atividade da enzima GR. Foram 

adicionados 25 µL de homogenato celular (aproximadamente 100 µg de proteína) a fim de 

monitorar a atividade total (GR+GPx). Como havíamos monitorado a atividade da enzima GR 

anteriormente, com excesso da mesma, a fim de que ela não fosse fator limitante para a reação, 

descontamos sua atividade da atividade total, obtendo a atividade da enzima glutationa 

peroxidase (GPx). Para os cálculos da atividade, em mU/mg de proteína, após a obtenção da 

variação de absorbância por minuto, aplicamos a fórmula geral para ensaios enzimáticos 

mostrada a seguir (7): 

 

    (U/L) = VAc

VTAbs







1000

 (7)          

  



78 
 

 
 

onde, ΔAbs é o valor da variação da absorbância da amostra por min descontado a absorbância 

do branco por min; VT é volume total do ensaio (mL); 1000 é o fator de diluição para converter 

a litro; ε é o coeficiente de absortividade molar, em mM-1×cm-1; c é o caminho óptico, em cm, 

VA é o volume da amostra adicionada, em mL. 

3.16 ENSAIO DE REAÇÃO EM CADEIA DA POLIMERASE QUANTITATIVA 

(QPCR) 

3.16.1 Análise de Expressão Gênica (RT-qPCR) 

Condições de cultivo celular  

Linhagens imortalizadas: A fim de diminuir possíveis variações no transcriptoma 

das células nas linhagens MRC-5, XP4PA-SV e XP4PA-XPC seguiu-se a cultura celular de 

acordo com o protocolo descrito a seguir. Cerca de 2,5×105 células foram incubadas em placas 

de 35 mm (TPP® – 20,8 cm²) por 24 h em condição padrão de cultura. No dia seguinte, as 

células foram tripsinizadas, ressuspensas, contadas e novamente 2,5×105 células foram 

plaqueadas nas mesmas condições. O RNA foi isolado após 24 h. 

Linhagens primárias: Devido à dificuldade de expansão das linhagens primárias, as 

células foram cultivadas em meio DMEM contendo 15% de SBF, sendo 50% fresco e 50% do 

meio condicionado em células HeLa. Para obtenção deste, cerca de 2,0×106 células HeLa foram 

semeadas em frascos de 75 cm² contendo 25 mL de meio DMEM completo com 15% de SBF. 

De dois a três dias depois, o meio foi removido e filtrado em membrana de 0,22 μm. Com esse 

meio, os fibroblastos primários foram cultivados até atingirem confluência de 60-90% em placa 

de 35 mm. Uma vez atingida a confluência, procedeu-se o isolamento de RNA. 

Knockdown de XPC: Cerca de 2,8×105 células por poço da linhagem selvagem, 

MRC-5, foram semeadas em placas de 6 poços e incubadas por 24 h em condição padrão de 

cultura. Findo o período, procedeu-se o protocolo de transfecção. Em microtubos estéreis 

contendo 260 μL de OptiMEM® (Life TechnologiesTM) foram adicionados com 15,6 μL do 

reagente de transfecção Lipofectamine® RNAiMAX (Life TechnologiesTM). Em outros dois 

microtubos reservados, contendo 130 μL de OptiMEM®, foram adicionados com 26 pmol de 

siRNA (Mission® esiRNA – Sigma-Aldrich®) contra eGFP e XPC (Tabela 1). EsiRNA são 

pequenos RNAs de interferência de fita dupla preparados através da digestão controlada com 
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endo-ribonuclease originando uma mistura heterogênea de moléculas de siRNA para um 

mesmo mRNA. Essa abordagem permite uma maior especificidade e efetividade no 

silenciamento gênico, e um menor efeito off-target (silenciamento colateral de outros genes 

além do gene alvo). Então, foram misturados 130 μL do meio contendo Lipofectamine® ao 

meio contendo o esiRNA. Os tubos foram cuidadosamente agitados e a mistura descansou por 

5 min a TA, para formação do complexo RNA-lipídeos. Enquanto isso, o meio de cultura foi 

removido da placa contendo as células, lavadas duas vezes com PBS estéril pré-aquecido a 37 

°C e incubadas com 1,75 mL de meio OptiMEM®. Percorrido os 5 min, 250 μL da mistura de 

RNA-lipídeo foram pipetados cuidadosamente nos poços (quantidade final de 25 pmol de 

esiRNA e 7,5 μL de Lipofectamine® em cada poço). As células foram reincubadas em estufa 

por 3 dias e o RNA isolado no fim desse período. 

Tabela 1 – Sequência referência dos esiRNAs utilizados nos experimentos de 

silenciamento de XPC em células MRC-5. 

Gene Nome do Gene Sequência mRNA RefSeq

XPC

xeroderma 

pigmentosum, 

complementation 

group C

CGTTTCAATAAAGGGGTCCATGAGGACACACACAAGGTTCACCTTCTCTG

CCTGCTAGCAAATGGCTTCTATCGAAATAACATCTGCAGCCAGCCAGATC

TGCATGCTATTGGCCTGTCCATCATCCCAGCCCGCTTTACCAGAGTGCTGCC

TCGAGATGTGGACACCTACTACCTCTCAAACCTGGTGAAGTGGTTCATTGG

AACATTTACAGTTAATGCAGAACTTTCAGCCAGTGAACAAGATAACCTG

CAGACTACATTGGAAAGGAGATTTGCTATTTACTCTGCTCGAGATGATGA

GGAATTGGTCCATATATTCTTACTGATTCTCCGGGCTCTGCAGCTCTTGACC

CGGCTGGTATTGTCTCTACAGCCAATTCCTCTGAAGTCAGCAACAGCAAA

GGGAAAGA

NM_004628.4

eGFP
enhanced green 

fluorescent protein

GTGAGCAAGGGCGAGGAGCTGTTCACCGGGGTGGTGCCCATCCTGGTCGAGC

TGGACGGCGACGTAAACGGCCACAAGTTCAGCGTGTCCGGCGAGGGCGAGG

GCGATGCCACCTACGGCAAGCTGACCCTGAAGTTCATCTGCACCACCGGCA

AGCTGCCCGTGCCCTGGCCCACCCTCGTGACCACCCTGACCTACGGCGTGCA

GTGCTTCAGCCGCTACCCCGACCACATGAAGCAGCACGACTTCTTCAAGTC

CGCCATGCCCGAAGGCTACGTCCAGGAGCGCACCATCTTCTTCAAGGACGA

CGGCAACTACAAGACCCGCGCCGAGGTGAAGTTCGAGGGCGACACCCTGGT

GAACCGCATCGAGCTGAAGGGCATCGACTTCAAGGAGGACGGCAACATCC

TGGGGCACAAGCTGGAGTACAACTACAACAGCCACAACGTCTATATCATG

GCCGACAAGCAGAAGAACGGCATCAAGGTGAACTTCAAGATCCGCCACA

ACATCGAGGACGGCAGCGTGCAGCTCGCCGACCACTACCAGCAGAACACC

CCCATCGGCGACGGCCCCGTGCTGCTGCCCGACAACCACTACCTGAGCACCC

AGTCCGCCCTGAGCAAAGACCCCAACGAGAAGCGCGATCACATGGTCCTG

CTGGAGTTCGTGACCGCCGCCGGGATCACTCTCGGCATGGACGAGCTGTA

NC_025025.1

 

Tratamento com 5-aza-dC: Cerca de 2,0×105 células em placas de 35 cm foram 

incubadas em meio DMEM completo contendo 1 μM de 5-aza-dC em condições padrão de 

cultura. O meio de cultura foi trocado todo dia adicionando-se 1 μM de 5-aza-dC. Passados dois 

dias, as células foram tripsinizadas, contadas em câmera de Neubauer e novamente semeadas 

nas mesmas condições. As células foram mantidas em cultura na presença de 5-aza-dC com 

subcultivos a cada dois dias, e o RNA foi isolado após oito dias de crescimento na presença 

desse agente desmetilante. 
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A extração de RNA foi feita através do Kit RNeasy Micro Kit, Qiagen© cuja 

tecnologia permite a purificação do RNA (máximo 45 µg) de pequenas quantidades de tecidos 

e células. Todas as amostras foram tratadas com 8 U de RNase-free DNase I (Ambion®) por 

15 min a 30 °C, para eliminar quaisquer resquícios de DNA nas amostras. 

Preparação de cDNA por reação de transcriptase reversa (RT)  

O RNA total extraído das células MRC-5, XP4PA-SV, XP4PA-XPC, AS405 e 

XP17VI, XP02SP e XP03SP foi convertido a cDNA pelo Kit High Capacity cDNA Reverse 

Transcription® (Applied Biosystems®). Para cada 20 μL de reação foi adicionado 2 μg de 

RNA a fim de se evitar a necessidade de quantificação após a conversão para cDNA, que 

aumenta a probabilidade de contaminação devido manipulação. Os tubos foram iniciamente 

aquecidos a 25 °C por 10 min e a reação ocorreu a 50 °C por 2 h. Ao término da reação, os 

tubos foram aquecidos por 15 min a 75 °C para inativação da transcriptase reversa. Todas as 

amostras foram tratadas com 5 U de RNase H (DNase-free – Ambion®) por 30 min a 37 °C 

que degrada RNA de duplex RNA:DNA restando somente o cDNA sintetizado. A RNase H foi 

inativada por aquecimento durante 10 min a 72 °C. 

Preparação da RT-qPCR e aquisição dos dados  

Os níveis de mRNA de XPC, PPARGC1A (PGC-1α), PPRC1, NRF1, NFE2L1 

(NRF2), PPARA (PPARα), PRKAA1 (AMPK), SIRT1, SIRT3, TFAM, SDHA, KRT8, foram 

medidos pelo ensaio RT-qPCR, com iniciadores específicos para os mRNAs desses genes alvos 

e ACTB (β-actina), TBP, TUBB (β-tubulina) e HPRT como genes housekeeping utilizados 

como normalizadores. As reações foram realizadas com o kit 2X SYBR® Green PCR Master 

Mix (Applied Biosystem®). Cada 25 µL de reação contém 12,5 µL 2X SYBR® Green PCR 

Master Mix, 5 pmoles de cada iniciador e 100 ng de cDNA template. As reações e leituras 

foram realizadas no equipamento 7300 Real Time PCR System (Applied Biosystems®) de 

acordo com protocolos padrão do equipamento.  A sequência dos iniciadores utilizados é 

apresentada na tabela 2 abaixo: 
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Tabela 2 – Relação dos genes investigados e sequência dos iniciadores utilizados nas 

reações de RT-qPCR. 

Gene Nome do Gene mRNA RefSeq

Senso CTC TGA GAA CTT CAT GGA GGA ACA

Antissenso CGT GTC CTC GGG AGA AGA AG

Senso TAC TCC CAG GTT GCC CAC A

Antissenso CAT CTA CAA ACG GGA ATG TCT GC

Senso GTC TCC CAG RGG AGC ATT GA

Antissenso ACC AGC TTG AGT CGA ATC GT

Senso CGG AGC CTT GAT GTG GTA GG

Antissenso TCA TCC AGC CTT CCA TTC TTA CA

Senso TGG GTA CCG AGA TAA CCT TCT

Antissenso TGT TCG AGG ATC TGT GCC AA

Senso CAC AGT CTG CCA AAG ACC CT

Antissenso CAA TGT CGG GCT TCA CAA CG

Senso CCT TTC TGA GGC AGG GTT TA

Antissenso AGA GCA GCA TTG ATT CCT CC

Senso AGA CAC CGC ACG CAC CGA AAT

Antissenso AGC TGT CAT ACC TGG GCC GAC G

Senso GAG CAG GTT ATC TCT GGA GGA

Antissenso AGC AGC TCC GAA TCA GGA ATG

Senso AAC CAA AAA GAC CTC GTT CAG C

Antissenso TTC AGC TTT TCC TGC GGT GA

Senso GAA TGA ATG GGG TGA GCT GGA

Antissenso AGG TGG ACA CCT TGT AGG ACT

Senso CAT CGT GGG AGC CAT CGT AAG

Antissenso CTC ACC ATC CGC TGC ACA TTT T

Senso CTC TTC CAG CCT TCC TTC CT

Antissenso AGC ACT GTG TTG GCG TAC AG

Senso TGG ACT CTG TTC GCT CAG GT

Antissenso TGC CTC CTT CCG TAC CAC AT

Senso CCA CTC ACA GAC TCT CAC AAC

Antissenso CTG CGG TAC AAT CCC AGA ACT

Senso GAA AAG GAC CCC ACG AAG TGT

Antissenso AGT CAA GGG CAT ATC CTA CAA CA

TBP
TATA box binding 

protein
NM_003194.4

HPRT
hypoxa nthine  

phosphorybosyltra nsfe ra se NM_000194.2

ACTB actin, beta NM_001101.3

TUBB tubulin, beta class I NM_001293212.1

KRT8 keratin 8, type II NM_001256282.1

XPC
xeroderma 

pigmentosum, 

complementation group 

NM_004628.4

PPRC1
pe roxisome  prolife ra tor-

a c tiva te d re c e ptor ga mma , 

c oa tiva tor re la te d 1
NM_015062.4

TFAM
transcription factor A, 

mitochondrial
NM_003201.2

SDHA
suc c ina te  de hydroge na se  

c omple x, subunit A, 

fla voprote in (Fp)
NM_004168.2

PPARGC1A
pe roxisome  prolife ra tor-

a c tiva te d re c e ptor ga mma , 

c oa tiva tor 1 a lpha
NM_013261.3 

SIRT1 sirtuin 1 NM_012238.4

SIRT3 sirtuin 3 NM_012239.5

PPARA
pe roxisome  prolife ra tor-

a c tiva te d re c e ptor a lpha NM_005036.4

PRKAA1
prote in kina se , AMP -

a c tiva te d a lpha  1 c a ta lytic  

subunit
NM_006251.5

Sequência

NRF1
nuclear respiratory 

factor 1
NM_005011.3

NFE2L1
nuclear factor, 

erythroid 2-like 1
NM_006164.4

 

Os experimentos foram realizados a partir de 3-6 amostras de cDNA por linhagem 

após a conversão do RNA isolado em dias e passagens diferentes. Todas as reações foram feitas 

em triplicata. O limiar (threshold) para detecção da fluorescência foi ajustado manualmente 

para comparação dos Ct (cycle threshold) entre os experimentos independentes. Define-se como 

Ct a intersecção entre o limiar da fluorescência e a curva de amplificação, dentro de uma faixa 

exponencial de detecção da fluorescência. Os valores foram calculados conforme o método 

ΔΔCt (Pfaffl, 2001), considerando a eficiência da reação e os valores de Ct, de acordo com a 

equação (8): 
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ΔΔCt𝑎𝑙𝑣𝑜/𝑟𝑒𝑓 =  
E𝑎𝑙𝑣𝑜

∆Ct 𝑎𝑙𝑣𝑜(controle−inquirido) 

E
𝑟𝑒𝑓
∆Ct 𝑟𝑒𝑓(controle−inquirido)   (8) 

onde, E é a eficiência da reação de cada par de iniciadores, ΔCt é diferença entre os Ct (o 

número de ciclos no qual a fluorescência foi detectada de acordo com um limiar de detecção 

pré-estabelecido), alvo é o gene questionado, ref é o gene housekeeping ou normalizador, 

controle é a linhagem celular selvagem (MRC-5 ou AS405), e inquirido é a linhagem celular 

XP-C (XP4PA-SV, XP4PA-XPC ou XP17VI). 

O teste estatístico usado para comparar as médias dos valores de ΔΔCt foi o teste t de 

Student’s para observações não-pareadas. Foi estabelecido o valor de p<0,05 como suficiente 

para existir uma diferença estatística significativa. 

3.16.2 Análise do Número de Cópias e Frequência de Deleção de mtDNA 

O DNA das linhagens MRC-5, XP4PA-SV, XP4PA-XPC, XP12RO, AS405 e 

XP17VI, foi isolado com auxílio do kit DNeasy Blood & Tissue seguindo as instruções do 

fabricante (Qiagen®). As amostras foram quantificadas em espectrofotômetro NanoDrop 1000. 

As reações foram realizadas com o kit 2X SYBR® Green PCR Master Mix (Applied 

Biosystem®). Cada 25 µL de reação contém 12,5 µL 2X SYBR® Green PCR Master Mix, 5 

pmoles de cada iniciador e 20 ng de DNA template. Os genes escolhidos para a análise foram: 

HPRT ou NCAPD2 para o controle de carregamento de nDNA, MT-ND1 para análise do número 

de cópias de mtDNA e MT-ND4L para análise da frequência de deleção em mtDNA (Tabela 3). 

O gene MT-ND4L foi escolhido como marcador de deleção devido à alta suscetibilidade de 

deleção da região genômica na qual ele se encontra em humanos (Damas et al., 2012). 
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Tabela 3 – Relação dos genes mitocondriais e nucleares e sequência dos iniciadores 

utilizados nas reações de qPCR. 

Gene Nome do Gene NCBI RefSeq

Senso ACT ACG CAA AGG CCC CAA CG

Antissenso GAG CTA AGG TCG GGG CGG TG

Senso ACC CCT CAA CAC CCA CTC CCT CTT

Antissenso TAG GCC CAC CGC TGC TTC GC

Senso TGA CAT GTG CCG CCT GCG AG

Antissenso GTG GTC GCT TTC CGT GCC GA

Senso ATG GTT GCC ACT GGG GAT CT

Antissenso TGC CAA AGC CTA GGG GAA GA

Sequência

MT-ND1
mitochondrially encoded 

NADH 1 dehydrogenase
NC_012920.1

MT-ND4L
mitochondrially encoded 

NADH 4L dehydrogenase
NC_0111137.1

HPRT
hypoxa nthine  

phosphoribosyltra nsfe ra se NC_000023.11

NCAPD2
n on -S MC con d en s in  I 

com p lex, s u b u n it D2 NC_000012

 

Para o número de cópias de mtDNA, o gene alvo é MT-ND1 e o gene referência é 

HPRT (ΔΔCtMT-ND1/HPRT). Para a frequência de deleção de mtDNA, o gene alvo é MT-ND4L e 

o gene referência é MT-ND1 (ΔΔCtMT-ND4L/MT-ND1). 

Foram realizados de 3-4 experimentos independentes a partir de 4-6 amostras de DNA 

isoladas em dias e passagens diferentes. Todas as reações foram realizadas em triplicata. O 

limiar (threshold) para detecção da fluorescência foi ajustado manualmente para comparação 

dos Ct entre os experimentos independentes. Os valores foram calculados conforme o método 

ΔΔCt, considerando a eficiência da reação e os valores de Ct, de acordo com a equação (4) 

descrita na seção anterior (3.16.2.3). 

3.16.3 PCR de Fragmento Longo (XL-PCR) 

Esse ensaio foi realizado de acordo com Kovalenko & Santos (2009) com pequenas 

modificações. O DNA foi isolado conforme descrito na seção anterior. Cada 50 µL de reação 

consistiu em 15 µL de 3,3X XL PCR buffer, acetato de magnésio 1,3 mM, BSA 100 µg/mL, 

20 pmoles de cada iniciador, dNTPs 200 nM, 15 ng de DNA alvo e q.s.p. 45 µL de água 

deionizada estéril livre de RNase e DNase (GeneAmp® XL PCR Kit – Applied Biosystems®). 

Em termociclador MJ Research PTC-0150 MiniCycler (MJ Research, Inc), as reações foram 

iniciadas pela técnica "Hot-Start" adicionando-se 5 µL de 0,2 U/µL de rTth DNA polymerase 

XL (1 U) na reação, a 75 °C, 90 s após o aquecimento. O protocolo experimental utilizado para 

amplificação do fragmento de 16,3 kbp de mtDNA foi: 26 ciclos de desnaturação a 94 °C por 
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30 s, anelamento a 64 °C por 30 s e amplificação a 68 °C por 12 min. Para detecção de danos 

no nDNA amplificamos um fragmento de 10,4 kbp no gene HPRT utilizando os seguintes 

parâmetros: 31 ciclos de desnaturação a 94 °C por 30 s, anelamento a 64 °C por 30 s e 

amplificação 68 °C por 12 min. Os pares de iniciadores estão apresentados na tabela 4. 

Tabela 4 – Relação dos iniciadores baseado na região genômica amplificada 

e sequência dos iniciadores utilizados nas reações de XL-PCR. 

Iniciador Accession no.

Senso TGA GGC CAA ATA TCA TTC TGA GGG GC

Antissenso TTT CAT CAT GCG GAG ATG TTG GAT GG

Senso TGG GAT TAC ACG TGT GAA CCA ACC

Antissenso GCT CTA CCC TCT CCT CTA CCG TCC

Sequência

XL-mtDNA J01415

XL-HPRT J00205
 

Por fim, 20 µL da reação foram misturados com 4 µL de 6X Orange DNA Loading Dye, 

aplicados em gel de agarose 0,8% diluído em tampão TAE e submetidos a eletroforese de 5-7 

V/cm por 4 h. No término da corrida eletroforética, o gel foi corado por 30 min em solução de 

5 µM de brometo de etídeo e descorado por 10 min em água deionizada. As intensidades das 

bandas foram analisadas através do programa ImageJ. Os valores de fluorescência foram 

corrigidos a partir dos Cts obtidos nas reações de qPCR com os genes ND1 e HPRT, para 

normalização dos fragmentos mitocondrial e nuclear, respectivamente. 
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4 RESULTADOS 

4.1.  ENSAIO IN VITRO DE CINÉTICA DE INCISÃO EM DNA  PLASMIDIAL 

(ECID) 

4.1.1. Caracterização dos Danos Induzidos em DNA Plasmidial 

Uma das hipóteses iniciais deste trabalho propunha que a proteína XPC desempenhava 

um papel direto em reparo de bases oxidadas no mtDNA. Desta forma, propusemos estabelecer 

um ensaio in vitro para medir essa atividade de reparo em extratos mitocondriais. Para tal, 

padronizamos um ensaio de indução de danos gerados oxidativamente em DNA plasmidial, 

utilizando-se das propriedades fotoquímica do AM. Essa molécula, pertencente à classe dos 

corantes fenotiazínicos, é um fotossensibilizador capaz de gerar oxigênio singlete (1O2) com 

alto rendimento quântico quando fotoativado. O oxigênio molecular em seu estado singlete é 

altamente reativo, o que acarreta na formação de bases oxidadas, principalmente 8-oxoGua, no 

DNA (Severino et al., 2003). O ensaio consiste em monitorar a conversão de DNA plasmidial, 

tratado com AM, em sua forma relaxada após sua incubação com DNA glicosilases específicas, 

que introduzem quebras de fita simples em sítios contendo bases oxidadas. 

A figura 10 representa a corrida eletroforética de um experimento de padronização de 

danos induzidos pelo AM. O DNA plasmidial fotossensibilizado não-tratado com DNA 

glicosilases serviu de controle para se subtrair as quebras de fita induzidas simplesmente através 

do tratamento com o AM. Apesar do 1O2 per se não gerar quebra de fita simples de DNA, 

reações colaterais podem induzir subespécies reativas que a fazem (Epe, 1991). 
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Figura 10 – Exemplo representativo de determinação de lesões de DNA induzida por fotossensibilização de AM. As amostras foram 

submetidas à geração crescente de 1O2 e então tratadas com EndoIII (A), Fpg (B) ou BSA (todas as colunas com o símbolo -). Cada par - + 

representa a mesma concentração de AM com a qual se tratou o DNA plasmidial, submetido (+) ou não (-) a reação contendo a DNA glicosilase: 

1 e 20) pBR322 não-tratado, 2 e 3) 0 μM, 4 e 5) 50 μM, 6 e 7) 10 μM, 8 e 9) 50 μM, 10 e 11) 10 μM, 12 e 13) 50 μM, 14 e 15) 0 μM, 16 e 17) 

10 μM, 18 e 19) 50 μM. O tempo de fotoexcitação do AM está representado acima: 2-5) 0 min (escuro), 6-9) 10 min, 10-13) 20 min, 14-19) 

30 min. FI representa a topologia superenovelada e FII a relaxada. 

Observou-se que o tratamento na concentração de 50 μM de AM com 20 min de 

fotossensibilização causou ao menos um sítio reconhecível por Fpg por plasmídeo (no nível de 

detecção do ensaio). Desse modo, não foi possível construir uma curva dose-resposta incluindo 

os valores de 50 μM de AM (Fig. 11 A), devido à saturação do sistema. Por sua vez, o mesmo 

tratamento não foi capaz de induzir lesões sensíveis à EndoIII suficientes a ponto de saturar o 

sistema. Foi possível construir uma curva dose-resposta conforme demonstrado na figura 11 B. 

Observou-se uma relação diretamente proporcional entre tempo de fotossensiblização do 

corante e o número de sítios reconhecidos pela EndoIII, mas não com relação à concentração. 

Esses dados confirmam observações de outros grupos de que a Gua em DNA dupla 

fita é particularmente sensível ao ataque do 1O2 gerado pela fotossensibilização do azul de 

metileno (Floyd et al., 1989; Ravanat & Cadet, 1995). De fato, poucos sítios sensíveis à EndoIII 

também foram observados por outros autores (Pflaum et al., 1994).  

A 

B 
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Figura 11 – Indução de lesões em DNA plasmidial pela fotossensibilização do AM. A) Sítios 

sensíveis a Fpg. Com 20 min de fotossensibilização com 50 μM de AM não foi detectável resquício de 

banda de DNA plasmidial na forma superenovelada após tratamento com Fpg. B) Sítios sensíveis a 

EndoIII.  

A partir desses dados, 10 μM de AM fotossensibilizado por 10 min foi a condição de 

tratamento escolhida para a padronização dos ensaios in vitro de cinética de incisão em DNA 

plasmidial, uma vez que o substrato de DNA plasmidial apresentaria, em média, um sítio 

sensível a Fpg (1,002) e EndoIII (0,050). 

4.1.2 Confirmação da Pureza das Frações Mitocondriais 

Em ensaios in vitro de atividade de BER em extratos mitocondriais é de extrema 

importância prevenir-se de qualquer contaminação nuclear a fim de evitar-se que as proteínas 

nucleares contribuam para a atividade medida (Maynard et al., 2010). Deste modo, todas as 

preparações mitocondriais são testadas para contaminação nuclear antes de sua utilização, 

através da detecção de proteínas nucleares na preparação mitocondrial como indicador de 
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contaminação. A figura 12 exemplifica um fracionamento mitocondrial bem sucedido com 

células MRC-5  e XP4PA-SV. Usamos dois marcadores nucleares, lamin B2 e PCNA, e um 

marcador mitocondrial, ATPB. Apesar de ter sido detectada uma pequena quantidade de Lamin 

B2 nas frações mitocondriais de XP4PA-SV, essa não ultrapassou 5% do sinal da fração nuclear 

conforme verificado por densitometria das bandas no programa ImageJ. É importante ressaltar 

que a presença de proteínas mitocondriais na fração nuclear é resultado da contaminação desta 

com células não rompidas. No entanto, como a fração nuclear é utilizada apenas como controle 

positivo para as proteínas nucleares, essa contaminação não influencia nos resultados 

funcionais. 

 

Figura 12 – Pureza de frações mitocondriais após isolamento por centrifugação diferencial 

em gradiente de densidade. Western blot representativo de um isolamento mitocondrial de 

células MRC-5 e XP4PA-SV. Em cada canaleta foi adicionado 10 μg de proteína das frações 

mitocondriais ou nucleares isoladas de fibroblastos da linhagem MRC-5 ou XP4PA-SV. Mito: 

canaletas contendo frações mitocondriais. Nuc: canaletas contendo frações nucleares.  

  

ATPB 

PCNA 

Lamin B2 

Nuc Nuc Mito Mito Mito 

MRC-5 XP4PA-SV 
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4.1.3 Padronização do ECID 

Após a confirmação da pureza das frações mitocondriais seguiu-se o processo de 

preparação dos extratos proteicos mitocondriais (EPM) para realizar os ensaios de reparo de 

DNA in vitro. Inicialmente, utilizamos diferentes concentrações do extrato proteico para 

padronizar o ensaio. A figura 13 mostra que nas condições inicialmente testadas, a concentração 

de 20 μg de proteína apresentava uma atividade endonucleolítica pronunciada, degradando o 

DNA plasmidial controle (que não sofreu indução de danos através de fotossensibilização por 

AM – canaleta 3).  

 

Figura 13 – Experimento piloto dos ensaios in vitro de cinética de incisão em DNA plasmidial. Após 

o processamento dos extratos mitocondriais, diferentes quantidades de proteína foram utilizadas para 

padronização do ensaio. 1) pBR322 não-tratado; 2) pBR322 não-tratado + 1 U de Fpg; 3) pBR322 não-

tratado + 20 μg de EPM de XP4PA; 4) pBR322 com 10 μM de AM fotossensibilizado por 10 min (tratado); 

5) pBR322 tratado + 1 U de Fpg; 6) pBR322 tratado + 5 μg EPM de XP4PA; 7) pBR322 tratado + 10 μg 

EPM de XP4PA; 8) pBR322 tratado + 20 μg EPM de XP4PA. As amostras incubadas com EPM foram 

incubadas a 37 °C durante 4 h. Notam-se a presença de DNA degradado nas canaletas 3, 6, 7 e 8 por ação 

de inespecífica de nucleases. 

Duas modificações foram adicionadas ao protocolo experimental: adicionamos 10 mM 

de EDTA, ao invés de 5 mM (a fim de quelar os metais divalentes de Ca2+ e Mg2+), e 1 μg de 

poli-d(I)d(C) (para sequestrar a atividade inespecífica de nucleases). Nessas novas condições, 

a atividade endonucleolítica inespecífica dos extratos mitocondriais diminuiu 

consideravelmente, de modo que a proporção de DNA plasmidial na forma relaxada pode 

correlacionar diretamente com o tempo de incubação do substrato tratado com AM e 

fotossensibilizado (Fig. 14 A). Desse modo, foi construída uma curva de cinética de incisão em 

DNA plasmidial já subtraindo o controle-negativo (Fig. 14 B). 

1 2 3 4 5 6 7 8 
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Figura 14 – Padronização do Ensaio in vitro de Cinética de Incisão em DNA plasmidial. A) Gel demonstrativo 

de um experimento de cinética de incisão em DNA plasmidial. 1) pBR322 não-tratado; 2) pBR322 não-tratado + 1 

U de Fpg; 3) pBR322 não-tratado + 5 μg de EPM de XP4PA por 240 min; 4) pBR322 com 10 μM de AM 

fotossensibilizado por 10 min (tratado); 5) pBR322 tratado + 1 U de Fpg; 6) pBR322 tratado + 5 μg EPM de XP4PA 

durante 30 min; 7) pBR322 tratado + 5 μg de EPM de XP4PA por 60 min; 8) pBR322 tratado + 5 μg de EPM de 

XP4PA por 120 min; 9) pBR322 tratado + 5 μg de EPM de XP4PA por 240 min. B) Cinética de incisão em DNA 

plasmidial pBR322 tratado com 10 μM de AM fotossensibilizado por 10 min. Os sítios sensíveis foram quantificados 

por ImageJ e normalizados subtraindo o controle negativo (atividade inespecífica de nuclease). Os valores são 

apresentados como média ± desvio padrão (n=2) 
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4.2 ANÁLISE DA LOCALIZAÇÃO SUBCELULAR DE XPC 

Após a padronização do ECID, começamos os nossos experimentos partindo das 

seguintes observações anteriores: i) sabendo que OGG1 é a principal DNA glicosilase a 

participar no reparo de 8-oxoGua em mtDNA (de Souza-Pinto et al., 2001) e que ii) XPC 

interage fisicamente e funcionalmente com OGG1 no núcleo (D’Errico et al., 2006); estaria 

XPC auxiliando a atividade de OGG1 na mitocôndria? Para responder essa pergunta, 

investigamos, por Western blot, a presença ou não de XPC em frações mitocondriais altamente 

purificadas. 

No entanto, pode-se ver claramente na figura 15 A que mitocôndrias da linhagem 

selvagem, MRC-5, não apresentam qualquer sinal para XPC. Igualmente, experimentos de 

imunofluorescência indicam a presença majoritária de XPC no núcleo, e talvez, uma presença 

minoritária no citoplasma (Fig. 15 B). Porém, o sinal citoplasmático de XPC em células MRC-

5 muito provavelmente representa uma ligação inespecífica do anticorpo secundário, uma vez 

que células XP4PA-SV, que não apresentam níveis detectáveis da proteína XPC, quando 

avaliado por Western blot (Fig 15 A), também apresentam uma fluorescência basal. 

Esses resultados indicam que XPC, pelo menos em condição padrão de cultura, não se 

localiza em mitocôndria de células humanas. Desta forma, um papel direto de XPC sobre a 

atividade de OGG1 mitocondrial não seria possível. 
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Lamin B2 

MRC-5 XP4PA-SV XP4PA-SV MRC-5 

Nuclear Mitocondrial A 
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Figura 15 – Localização subcelular da proteína XPC. A) Western blot de frações mitocondriais e nucleares das linhagens MRC-5 e XP4PA-

SV. Foram usados anticorpos primários contra XPC, mitofusin-1 (como controle mitocondrial – MFN1) e lamin B2 (como controle nuclear). 

As frações mitocondriais purificadas das células MRC-5 não apresentaram sinal para XPC, ao contrário das frações nucleares que tiveram um 

sinal consistente. Como esperado, na linhagem XP4PA, mutante para XPC, não foi detectado sinal da proteína XPC em qualquer um dos dois 

compartimentos celulares investigados. B) Imunofluorescência de células MRC-5 e XP4PA. Foram usados os anticorpos primários contra XPC 

e piruvato desidrogenase (PDH). Os ensaios demonstraram a presença da proteína XPC no núcleo, conforme esperado e indicado pelas flechas 

brancas. Esses experimentos foram feitos em parceria com a Dra Rute A. P. Costa e também foram utilizados em sua tese de doutorado (2013). 
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4.3 ANÁLISE DA SENSIBILIDADE DE CÉLULAS XP-C  A ESTRESSE REDOX 

MITOCONDRIAL  

4.3.1 Ensaios de Sobrevivência Celular Clonogênica 

Em um estudo-piloto conduzido anteriormente pela Prof. Dra Nadja C. de Souza-Pinto 

em colaboração com a Dra Tinna Stevsner da University of Aarhus, Dinamarca, dados 

preliminares indicaram que duas linhagens primárias de fibroblastos isolados de paciente XP-

C eram mais sensíveis a diversas toxinas mitocondriais do que as linhagens selvagens – AA e 

ROT, o desacoplador protonóforo CCCP e o ionóforo de potássio valinomicina. Dessa forma, 

uma das propostas iniciais foi avaliar a sensibilidade de células XP-C frente a danos induzidos 

no mtDNA. 

O conhecimento da estrutura molecular do AM prontificou vários estudos a analisarem 

a sua capacidade de se localizar em compartimentos celulares. O caráter de cátion lipofílico 

desse corante é responsável pela sua atração a ambientes eletroquímicos negativos, como a 

matriz mitocondrial (Kowaltowski et al., 1999; Kandela et al., 2002). Aliás, o elevado potencial 

de membrana da mitocôndria (180 mV) a torna particularmente suscetível à 

compartimentalização dessa molécula, concentrando-a cerca de 1.000 vezes em sua matriz em 

relação ao citosol (Gabrielli et al., 2004). Essa abordagem vem sendo utilizada no nosso 

laboratório para a indução seletiva de danos no mtDNA. Nosso grupo tem utilizado um 

protocolo de tratamento que se baseia na permanência do AM exclusivamente em mitocôndrias 

após retirada do meio contendo o AM, e a lavagem das células com PBS para remoção do 

excesso de AM no citosol e no núcleo. Em sua dissertação de mestrado, Ms. Carolina 

Domeniche Romagna demonstrou que, além de colocalizar em mitocôndrias de células HeLa, 

o AM incorporado é capaz de gerar 1O2 verificado pela formação do endoperóxido de 9,10-

difenilantraceno (Costa et al., 2011; Romagna, 2012). Além disso, células HEK293T tratadas 

com AM e fotossensibilizadas apresentam significativamente mais danos no mtDNA analisado 

pela diminuição no rendimento de amplificação por PCR de um fragmento longo de 16,3 quilo 

pares de base (kpb), do que o genoma nuclear (Tonolli, 2013). 

Na ausência de fotossensibilização, o tratamento das células com AM não resultou em 

diminuição no ISC em células selvagens. Porém, células XP4PA-SV e XP4PA-XPC 

apresentaram uma pequena citotoxicidade na concentração de AM 20 μM, em tratamento 

controle não-fotossensibilizado (Fig 16 A). Nos tratamentos com AM fotossensibilizado por 30 
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min, foi possível verificar em todas as linhagens uma curva clássica de morte concentração-

dependente (Fig. 16 B). Na comparação entre linhagens, as células XP4PA-SV foram mais 

sensíveis ao tratamento com AM 20 μM quando comparadas à linhagem MRC-5 (p<0,05). Essa 

maior sensibilidade aos danos induzidos por AM não foi revertida na linhagem XP4PA-XPC, 

apesar dessas apresentarem um pequeno aumento na taxa de sobrevivência quando comparadas 

com as células deficientes em XPC. 

 

Figura 16 – Ensaio de sobrevivência clonogênica em tratamento com AM. A) Células MRC-5, XP4PA-

SV e XP4PA-XPC tratadas com duas concentrações de AM (10 e 20 μM) e incubadas no escuro, como controle 

de fotossensibilização. B) Células MRC-5, XP4PA-SV e XP4PA-XPC tratadas com três concentrações de AM 

(5, 10 e 20 μM) e fotossensibilizadas por 30 min. Os valores são apresentados como média ± e.p.m. (n=3).  

* diferença estatisticamente significativa em comparação com MRC-5 (p<0,05). 

Porque o AM pode ser incorporado diferentemente dependendo da linhagem celular, 

resolvemos tratar as células com estressores mitocondriais clássicos como a ROT e AA, 

inibidores dos complexos I e III, respectivamente, que também induzem estresse redox 

(Kowaltowski et al., 2009).  
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Células XP-C tratadas com AA foram mais sensíveis do que a linhagem selvagem, nas 

concentrações de 1,0 e 2,0 μM (p<0,05). A correção do defeito genético de XP-C resultou na 

recuperação da sensibilidade a AA das células XP4PA-XPC aos níveis da linhagem selvagem 

(Fig. 17 A).  

No protocolo de tratamento com ROT, novamente, a linhagem XP4PA-SV foi mais 

sensível do que MRC-5. No entanto, esses experimentos necessitam de mais repetições, uma 

vez que, em outros dois experimentos independentes, obtivemos uma baixa eficiência de 

plaqueamento para a linhagem XP4PA-SV. Mesmo assim, ao contrário do tratamento com AA, 

células XP4PA-XPC não foram igualmente sensíveis à selvagem (Fig. 17 B). O tratamento nas 

duas maiores concentrações de ROT, 0,75 e 1,00 μM, foram mais citotóxicos para a linhagem 

corrigida do que para MRC-5 (p<0,05). Esses resultados indicam existir uma variação na 

resposta ao estresse redox mitocondrial, dependendo do modelo adotado. Se por um lado, a 

ausência da proteína XPC sensibiliza as células a estresse mitocondrial via inibição do 

complexo III, e em menor grau via complexo I, indicando um possível papel protetor, XPC não 

participa da proteção contra danos no mtDNA infligidos por 1O2.  

  



96 
 

 
 

 

 

 

 

Figura 17 – Ensaio de sobrevivência clonogênica em tratamento com inibidores dos complexos I e III. 

A) Células MRC-5, XP4PA-SV e XP4PA-XPC tratadas com cinco concentrações de AA (0,25; 0,5; 1,0; 2,0 e 

4,0 μM) por 4 h. Os valores são apresentados como média ± e.p.m. (n=3). B) Células MRC-5, XP4PA-SV e 

XP4PA-XPC tratadas com três concentrações de ROT (0,125; 0,25; 0,50; 0,75 e 1,00 μM). Os valores são 

apresentados como média ± e.p.m. (MRC-5 e XP4PA-XPC n=3; XP4PA-SV n=1).  

* diferença estatisticamente significativa em comparação com MRC-5 (p<0,05). 

4.3.2 Teste de Redução do MTT 

Utilizando as linhagens de MDF, avaliamos também se ausência de Xpc em modelo 

murino (Xpc-/-) tornaria as células mais sensíveis ao estresse redox mitocondrial do que a 

linhagem selvagem (Xpc+/+). Apesar de observarmos uma tendência ao aumento de 

citotoxicidade na linhagem knockout para Xpc, a diminuição no %ISC não atingiu o nível de 

significância estatística (Fig. 18). Devemos considerar, porém, que foram feitos apenas dois 

experimentos independentes, o que restringe o poder estatístico do teste t. Para nossa surpresa, 
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a linhagem heterozigoto Xpc+/- foi mais sensível que a Xpc+/+ nas concentrações de 10 e 20 μM 

(p<0,05). Esses resultados apontam para um efeito de haploinsuficiência ou desequilíbrio na 

via de reparo que sensibiliza as células ao estresse redox mitocondrial.  

 

Figura 18 – Índice de sobrevivência celular medido pela redução do MTT em MDFs após o tratamento 

com AM fotossensilibizado. MDF Xpc+/+, Xpc+/- e Xpc-/- foram tratadas com cinco concentrações de AM (5, 

10, 20, 30 e 50 μM) por 1 e, após lavagem com PBS, sensibilizadas por 30 min. Os valores são apresentados 

como média ± e.p.m. (n=2).  

* diferença estatisticamente significativa em comparação com Xpc+/+ (p<0,05). 

4.3.3 Número e Tempo de Duplicação da População Celular (NDPC) 

Utilizando ainda MDFs investigamos o papel da proteína Xpc no crescimento celular 

em duas condições de cultivo, em normóxia (3% de O2) ou hiperóxia (20% de O2), que é a 

condição padrão da maioria das culturas celulares mantidas sob atmosfera ambiente. A figura 

19 apresenta um gráfico de NDPC por tempo de cultura de um experimento independente. 

Devido a problemas técnicos com a estufa de O2, não pudemos concluir os experimentos com 

o número de repetições adequado. 
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Figura 19 – Número de duplicações da população celular (NDPC). A) MDFs Xpc+/+, Xpc+/- e Xpc-/- 

cultivados em estufa com 20% de O2. B) MDFs Xpc+/+, Xpc+/- e Xpc-/- cultivados em estufa com 3% de O2.  

O formato do gráfico na figura 19 B indica que, em condição de normóxia, apesar de 

todas as células entrarem em senescência proliferativa ao mesmo tempo, por volta do 15º dia, 

os MDFs Xpc-/- se dividem mais rapidamente do que MDFs selvagens. Realmente, o tempo de 

duplicação da população celular de fibroblastos Xpc-/- é 29,1% menor do que a linhagem 

selvagem (𝑋𝑝𝑐+/+ = 3,31; 𝑋𝑝𝑐+/− = 2,88 e 𝑋𝑝𝑐−/− = 2,34 dias). Por outro lado, em 

condição de hiperóxia, as 3 linhagens apresenram tempos de duplicação similares, o que sugere 

que essas condições de cultura podem mascarar efeitos sutis no ciclo celular decorrentes da 

ausência de proteínas de reparo. 
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4.4 MEDIDA DA TAXA DE CONSUMO DE OXIGÊNIO 

Uma vez que as células deficientes em XPC demonstraram maior sensibilidade a três 

agentes que induzem, primariamente, estresse redox mitocondrial, investigamos a integridade 

funcional das mitocôndrias nas linhagens celulares utilizadas. Para avaliar o funcionamento dos 

complexos da CTE na ausência de XPC, resolvemos fazer medidas de consumo de oxigênio em 

aparelho Oroboros® em células permeabilizadas em suspensão. Iniciamos os experimentos 

com substratos que fornecem elétrons ao carreador NADH, permitindo a entrada dos elétrons 

especificamente pelo complexo I (C-I), também conhecido como NADH desidrogenase. A 

OCR basal da linhagem XP4PA-SV era menor do que a da linhagem selvagem, assim como a 

OCR após permeabilização para captação do substrato (p<0,05) (Fig. 20). Essa menor OCR nas 

células XP4PA-SV em comparação a MRC-5 se mantém após adição de ADP para estimular a 

fosforilação via ATP sintase (p<0,05); e o consumo de O2 é o mesmo nas duas linhagens quando 

inibidas com CAT (um inibidor da translocase de nucleotídeos de adenina – ANT1), indicando 

que a linhagem MRC-5 não apresenta maior taxa de respiração devido a um desacoplamento 

prévio (vazamento de H+, proton leak em inglês). De fato, após o desacoplamento efetuado pela 

adição de FCCP, a velocidade de respiração da linhagem MRC-5 é significativamente maior do 

que as células de paciente XP-C. O controle respiratório, que é a razão entre a OCR fosforilativo 

(estado 3ADP) e a OCR não-fosforilativo (estado 4Oligo), é significativamente menor em células 

XP-C quando comparadas com MRC-5. 

 

Figura 20 – OCR ligada a substratos de NADH em células MRC-5, XP4PA-SV e XP4PA-XPC. Os parâmetros respiratórios são: 

Basal) taxa respiratória com substrato endógeno, Dig) após permeabilização com digitonina 30 µM, ADP) após adição de ADP 100 μM 

para fosforilação (estado 3), CAT/Oligo) após a adição de CAT 4 µM ou oligomicina A 1 µM para inibição da ATPase (estado 4), CCCP) 

velocidade respiratória máxima após desacoplamento com CCCP 0,25 ou 1 µM, CR) controle respiratório, razão entre estado 3 e estado 

4. Os valores são apresentados como média ± e.p.m. (MRC-5 e XP4PA-SV n=12; XP4PA-XPC n=4)  

* diferença estatisticamente significativa em comparação com MRC-5 (p<0,05). 

* 

* 
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Quando avaliamos o impacto da correção de XPC na linhagem deficiente para essa 

proteína, observamos que todos os valores de OCR nos parâmetros respiratórios analisados 

retornaram a níveis comparáveis ao da linhagem selvagem, com exceção de OCR em estado 4. 

Fica patente que a presença de XPC é capaz de reverter a deficiência na respiração mitocondrial 

via complexo I. Não escapou à nossa atenção que XP4PA-XPC apresenta uma maior respiração 

em estado não-fosforilativo indicativo de um desacoplamento leve, refletindo assim no valor 

do controle respiratório, que foi igual entre XP4PA-SV e XP4PA-XPC (Fig. 20). 

Em seguida dos experimentos de controle respiratório, analisamos as taxas de consumo 

de O2 via complexos II e IV. Ao contrário do que foi observado para o C-I, ao iniciarmos o 

consumo de O2 pela adição de succinato, as células XP4PA-SV respiravam mais do que a 

linhagem selvagem. Igualmente, a velocidade de respiração máxima do complexo II, após o 

desacoplamento com CCCP, foi significativamente maior do que MRC-5 (p<0,05). Por outro 

lado, células da linhagem XP4PA-XPC apresentam OCR semelhante à da linhagem selvagem, 

em todas as condições experimentais. Esse resultado favorece o argumento de que a menor taxa 

respiratória do complexo II em células selvagens não se deve à limitação dos complexos III e 

IV subsequentes na CTE. De fato, a OCR após a adição de AA, bloqueou igualmente o fluxo 

de elétrons e o consumo de O2 em ambas as linhagens MRC-5 e XP4PA-SV. Valores similares 

de OCR em ambas as linhagens foram obtidos quando o complexo IV foi alimentado 

diretamente com TMPD/ascorbato (Fig. 21). 

 

Figura 21 – OCR via complexos II e IV em células MRC-5, XP4PA-SV e XP4PA-XPC. Os 

parâmetros respiratórios são: Succinato) taxa respiratória do complexo II (SDH); CCCP) velocidade 

máxima de respiração pelo complexo II; Antimicina A) após adição de AA 1 μM; TMPD/Ascorbato) 

após adição de TMPD 0,2 mM e ascorbato 2 mM, OCR do complexo IV. Os valores são apresentados 

como média ± desvio padrão. (MRC-5 n=5; XP4PA-SV n=3; XP4PA-XPC n=9)  

* diferença estatisticamente significativa em comparação com MRC-5 (p<0,05). 

* 
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Esses dados estão de acordo com os dados obtidos pela Dra Rute A. P. Costa (2013) 

que demonstrou que em ambas as linhagens MRC-5 e XP4PA-SV apresentam a mesma 

atividade de citocromo c oxidase (complexo IV). Conclui-se que na ausência de XPC as OCRs 

dos complexos I e II se encontram inversamente moduladas, havendo uma diminuição da OCR 

via C-I e um aumento da OCR via C-II que são revertidas através da correção de XPC em 

modelo celular isogênico. 

Em seguida, perguntamos se essa diferença nas atividades dos complexos I e II se 

reflete em alterações na OCR em células intactas. A análise nesse sistema é especialmente 

valiosa, pois essa medida de OCR abrange o aporte de todas as fontes oxidáveis de carbono da 

célula, e a síntese e degradação de ATP (turnover) inclui todas as reações celulares que 

demandam ATP, direta ou indiretamente (Brand & Nicholls, 2011). 

Ao contrário das análises em células permeabilizadas, observou-se que o consumo 

basal de O2 da linhagem XP4PA-SV estava significativamente maior do que a linhagem 

selvagem (Fig. 22 A). Porém, descontando a respiração não-mitocondrial mensurada após a 

inibição da CTE com ROT e AA, a respiração basal das duas linhagens não diferiam entre si. 

Inesperadamente, XP4PA-SV apresentou uma maior CRM quando comparada com células 

MRC-5 (p<0,05). Porque a linhagem XP4PA-SV foi mais sensível ao estresse redox 

mitocondrial induzido por AM, AA e ROT do que a MRC-5, imaginava-se que, em parte, esse 

fenômeno seria explicado pela incapacidade que células XP-C teriam de superar insultos que 

demandassem maior capacidade respiratória. 
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Figura 22 – Medida OCR em células aderidas. A) Traçado experimental de três experimentos independentes e uma ilustração 

esquemática dos parâmetros analisados. B) Gráfico de parâmetros bioenergéticos de glicose como fonte de carbono calculados conforme 

descrito na seção 3.13.2. RB) respiração basal; RATP) respiração acoplada à síntese de ATP; CRM) capacidade respiratória máxima; 

CRR) capacidade respiratória reserva; VP) vazamento de H+; RNM) respiração não-mitocondrial.  Os valores são apresentados como 

média ± desvio padrão. (n=3).  

* diferença estatisticamente significativa em comparação com MRC-5 (p<0,05). 

Esses resultados indicam que, apesar de células XP-C apresentarem alteração no uso 

dos complexos da CTE, essa modulação não afeta sua capacidade respiratória. Além disso, 

corroboramos os resultados de Rezvani et al. (2011) demonstrando que a ausência de XPC gera 

um aumento de consumo de O2 não-mitocondrial, compatível com a atividade de NOX1. 
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4.5 ANÁLISE DA PRODUÇÃO E REMOÇÃO DE ESPÉCIES REATIVAS DE 

OXIGÊNIO 

4.5.1 Análise Indireta de Espécies Reativas de Oxigênio 

Para acessarmos o estado redox das células XP-C, resolvemos investigar a produção 

de O2
•- e H2O2 com o uso de sondas fluorescentes específicas para cada espécie. Inicialmente, 

medimos a produção de H2O2 através do uso de Amplex® UltraRed que tem fluorescência 

menos sensível a variações de pH do que o Amplex® Red, de acordo com o manual do 

fabricante. 

Células de pacientes XP-C produziram mais H2O2 do que a linhagem selvagem no 

controle não-tratado e essa produção foi totalmente revertida em células corrigidas (p<0,05). 

Em experimentos anteriores nosso grupo já havia demonstrado que células XP-C produziam 

mais H2O2 do que a linhagem selvagem (Costa, 2013). Essa maior produção foi parcialmente 

inibida através da incubação com DPI, um inibidor de flavoproteína e, consequentemente, de 

NOX. Com isso, podemos refinar a geração de H2O2 mitocondrial ao invés da detectarmos a 

partir de outros compartimento e sistemas enzimáticos. Na presença de DPI, ainda assim células 

XP4PA-SV produziram mais H2O2 do que a linhagem corrigida XP4PA-XPC (p<0,05). Esse 

resultado é um indicativo de que outras alterações moleculares, além de NOX1, são 

responsáveis pelo aumento na produção de H2O2 em células XP-C. A adição de DPI e AA nas 

células não gerou um incremento na produção de H2O2 decorrente de um aumento na produção 

de O2
•- através do complexo III (Fig. 23).  
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Figura 23 – Medida da produção de H2O2 por Amplex® UltraRed. Para analisar a produção de H2O2, 5×104 

foram incubadas em 0,2 mL de PBS/Hank’s, Amplex® UltraRed 5 µM e HRP 0,1 U/mL, com excitação e 

emissão de 530 e 590 nm, respectivamente. Ctrl NT) sem adição; DPI) DPI 5 µM; DPI+AA) DPI 5 µM e AA 

1 µM. Os valores são apresentados como média ± desvio padrão. (MRC-5, n=3; XP4PA-SV e XP4PA-XPC, 

n=5). * diferença estatisticamente significativa em comparação com MRC-5 (p<0,05). # diferença 

estatisticamente significativa em comparação com XP4PA-SV (p<0,05). 

Resolvemos investigar a produção de O2
•- mitocondrial por meio da oxidação da sonda 

fluorescente MitoSOXTM. Na presença de DPI 5 μM e AA 5 μM, a mediana da fluorescência 

de células XP4PA-SV foi significativamente maior do que de células MRC-5 (Fig. 24). Um 

aumento na fluorescência pela oxidação do MitoSOXTM não é restrito a reação com O2
•- 

(Zilonka et al., 2008). Porém, no nosso sistema, podemos assegurar que grande parte da 

fluorescência é proveniente da formação O2
•- no complexo III inibido pela AA, um processo 

genuinamente e cientificamente comprovado (Loschen et al., 1971, Boveris & Cadenas, 1975; 

Dionisi et al., 1975; Turrens, 2003; Robinson et al., 2006; Mukhopadhyay et al., 2007). 
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Figura 24 – Medida da produção de O2
•- por MitoSOXTM. Células MRC-5 e XP4PA-SV foram tripsinizadas 

e 1×106 foram tratadas com AA 5 µM, DPI 5 µM e MitoSOX 5 µM em 500 µL de meio DMEM por 30 min. 

As amostras foram analisadas em citômetro de fluxo, canal FL-2. Os valores são apresentados como média ± 

e.p.m. (n=6). * diferença estatisticamente significativa em comparação com MRC-5 (p<0,05). 

4.5.2 Análise da Atividade de Enzimas Antioxidantes 

O aumento na detecção de O2
•- e H2O2 nos experimentos descritos anteriormente pode 

ser consequência de um desequilíbrio no sistema de defesa antioxidante. Dessa forma, 

resolvemos investigar as atividades enzimáticas de superóxido dismutase (SOD) e glutationa 

peroxidase (GPx). Em todas as linhagens investigadas, a atividade de SOD total se manteve 

constante (Fig. 25 A). Já a atividade de GPx, uma das enzimas responsáveis em detoxificar 

H2O2 gerado pela dismutação do O2
•-, estava aproximadamente 3,8X menor em células XP4PA-

SV, em comparação à linhagem MRC-5 (Fig. 25 B). 
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Figura 25 – Atividade de enzimas antioxidantes. A) Gráfico da atividade de SOD. A atividade enzimática é expressa pela inibição da 

redução de WST-1 a formazan. Nesse sistema, a enzima xantina oxidase gera O2
•- que, por sua vez, reduz WST-1 a formazan. Na presença de 

SOD, o O2
•- gerado é dismutado a H2O2, diminuindo a conversão de WST-1 a formazan. Os valores são apresentados como média ± desvio 

padrão (n=3). B) Gráfico da atividade de GPx.  A reação para monitorar a atividade de GPx consistiu de 100 µg de proteína celular total em 

tampão fosfato dibásico de potássio 100 mM (pH 7,7), EGTA 1 mM, NaNO3 1 mM, H2O2 250 mM, NADPH 150 mM, glutationa redutase 60 

mU/mL (GR) e glutationa reduzida 5 mM (GSH). A redução nos valores de absorbância, devido à oxidação do NADPH a NADP+ foi 

monitorada a 340 nm em espectrofotômetro termostatizado a 25 °C. Os valores são apresentados como média ± e.p.m. (n=4) 

* diferença estatisticamente significativa em comparação com MRC-5 (p<0,05). 

4.6 ANÁLISE DE DANOS, NÚMERO DE CÓPIAS E DELEÇÃO DO MTDNA 

Uma vez que identificamos em células de pacientes XP-C um aumento na geração 

mitocondrial de O2
•- e H2O2 somada a uma diminuição da defesa antioxidante via GPx, 

resolvemos investigar a formação de lesões em mtDNA nessa linhagem. Para isso, utilizamos 

a técnica de XL-PCR onde é amplificado um fragmento de 16,3 kpb do mtDNA, quase todo o 

genoma mitocondrial. Essa técnica se baseia na característica que algumas lesões de DNA 

apresentam de impedir a progressão da síntese de DNA pela polimerase da reação. Assim sendo, 

quão menor a quantidade final do amplicon durante a fase exponencial da reação, maior número 

de lesões presentes no DNA molde. 

Na linhagem XP4PA-SV encontramos o mtDNA significativamente mais lesionado 

do que na linhagem MRC-5 (p<0,05). Essa diminuição na amplificação do fragmento longo de 

mtDNA não foi devido ao menor número de cópia de genoma mitocondrial por células, 

conforme demonstrado na figura 26 A. Ademais, em células XP-C apenas o mtDNA apresentou 

um acúmulo significativo de lesões bloqueadoras, uma vez que não observamos um aumento 

significativo de danos no nDNA nessa linhagem (Fig. 26 A). Com o intuito de saber se o 

aumento de danos no mtDNA era uma consequência da ausência de XPC, e não um artefato 

específico da linhagem XP4PA-SV, realizamos o mesmo experimento com o DNA de outra 
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linhagem XP-C não-relacionada e seu respectivo controle. Na comparação entre fibroblastos 

primários extraídos de um indivíduo normal (AS405) com os de um indivíduo XP-C (XP17VI) 

encontramos que o mtDNA do paciente XP-C também estava mais danificado do que a 

selvagem (Fig. 26 B).  

 

Figura 26 – Análise de danos no mtDNA pela técnica de XL-PCR. A) Gráfico de razão de amplificação relativa de mtDNA e nDNA com 

três linhagens celulares, MRC-5 (selvagem), XP4PA-SV e XP4PA-XPC. A razão de amplificação relativa de mtDNA foi calculada através 

do densitografia em gel de agarose do fragmento de 16,3 kbp do mtDNA pelo fragmento de 140 bp do gene MT-ND1. A razão de amplificação 

relativa de nDNA foi calculada através do densitografia em gel de agarose do fragmento de 10,4 kbp do gene nuclear HPRT pelo fragmento 

de 170 bp do mesmo gene.Os valores são apresentados como média ± desvio padrão (n=3). B) Gráfico de razão de amplificação relativa de 

mtDNA de duas linhagens primárias AS405 (selvagem) e XP17VI. 

* diferença estatisticamente significativa comparada com seus respectivos controles (p<0,05). 

Porém, na linhagem XP4PA-XPC não detectamos uma diminuição de danos no 

mtDNA (Fig. 26 A), apesar de termos observado a recuperação na produção de H2O2 e o retorno 

da taxa de respiração do complexo I e II aos níveis da linhagem MRC-5 (Fig. 20, 21 e 23). 

Ficou demonstrado que na ausência de XPC, o mtDNA se encontra ou mais danificado ou mais 

deletado, e que a correção do defeito molecular em células XP-C não é capaz para reverter essas 

alterações no mtDNA. 

A fim de obtermos uma estimativa da frequência de deleção de mtDNA, realizamos 

qPCR para MT-ND4L, um gene mitocondrial mais frequentemente deletado em populações 

humanas. Como controle usamos o gene MT-ND1 que se encontra raramente deletado. Desse 

modo, quão menor a razão de amplificação de MT-ND4L por MT-ND1 mais deletado o mtDNA 

se encontra. Conforme demonstrado na figura 27 A, observamos um aumento de deleção no 

mtDNA de células XP-C em comparação com a linhagem selvagem (p<0,05). A fim de 
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averiguarmos de que o aumento na deleção de MT-ND4L se trata de uma característica 

específica de células XP-C, realizamos o mesmo experimento com a linhagem XP12RO, 

isolada de paciente XP-A. Nessa linhagem não observamos um aumento de deleção no mtDNA 

comparado à linhagem MRC-5 (ΔΔCtXP12RO=1,03±0,068 vs. ΔΔCtMRC-5=0,98±0,038). Além 

disso, o aumento na deleção de mtDNA em XP-C também foi confirmado na linhagem primária 

XP17VI comparado com sua respectiva linhagem selvagem (Fig. 27 B). 

 

Figura 27 – Análise de número de cópias de mtDNA e frequência de deleção por qPCR. A) Gráfico de ΔΔCt de três linhagens celulares, 

MRC-5 (selvagem), XP4PA-SV e XP4PA-XPC. O ΔΔCt foi calculado através equação descrita na seção 3.16.2. Para o número de cópias de 

mtDNA (No. de cópias) o gene alvo foi MT-ND1 e o gene referência foi HPRT. Para a presença de MT-ND4L (MT-ND4L) o gene alvo foi 

MT-ND4L e o gene referência foi ND1. Os valores são apresentados como média ± desvio padrão (n=4). B) Gráfico de ΔΔCt de duas linhagens 

primárias AS405 (selvagem) e XP17VI. Os valores são apresentados como média ± desvio padrão (AS405, n=4; XP17VI, n=6). 

* diferença estatisticamente significativa comparada com seus respectivos controles (p<0,05). 

A correção molecular de XPC não foi capaz de reverter o aumento na deleção de 

mtDNA (Fig. 27 A). Esses dados sugerem que os danos e as deleções no mtDNA em células 

XP-C não podem ser revertidos após a reintrodução de XPC. Além disso, pode-se ao menos 

especular que esses danos e deleções no mtDNA são permanentes e, talvez, ajam como 

marcadores de estresse redox crônico mesmo após o retorno do equilíbrio redox. 
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4.7 ANÁLISE DA ATIVIDADE DE CITRATO SINTASE  

No mesmo estudo-piloto conduzido pela Profa. Dra Nadja C. de Souza-Pinto, na 

University of Aarhus, havia indícios de que mitocôndrias isoladas a partir de fibroblastos de 

paciente XP-C perdiam sua atividade de citrato sintase durante o processamento da amostra, 

algo que não ocorria em mitocôndrias de indivíduos normais. Desse modo, em colaboração com 

a Dra Rute A. P. Costa, resolvemos investigar essa atividade enzimática de citrato sintase em 

linhagens XP-C imortalizada e primária. 

Em mitocôndrias isoladas de MRC-5 e XP4PA-SV não observamos a perda da 

atividade de citrato sintase em nenhuma das duas linhagens (1.642±390 vs. 1.567±366 mU/mg 

de proteína, respectivamente).  

Ainda assim, porque a atividade da enzima citrato sintase é comumente utilizada como 

um indicador de número de mitocôndrias, resolvemos investigar a atividade de citrato sintase 

em extrato celular total. De fato, estudos indicam que a atividade de citrato sintase permanece 

inalterada mesmo em condições experimentais distintas, uma vez que é expressa 

constitutivamente (Booth & Kirby, 1991). A atividade de citrato sintase apresentou-se 

diminuída em as ambas linhagens deficientes em XPC, XP4PA-SV e XP17VI (p<0,05), em 

comparação com as respectivas linhagens selvagens (Fig. 28 A e B). Esses dados indicam que 

células XP-C possuem menos mitocôndrias do que células selvagens, apesar de o número de 

cópias de mtDNA relativo ao gene nuclear de cópia única se manter constante. 

 

Figura 28 – Atividade de citrato sintase. A) Gráfico da atividade de citrato sintase das linhagens MRC-5 (selvagem) e XP4PA-SV. B) 

Gráfico da atividade de citrato sintase das linhagens AS405 (selvagem) e XP17VI. Os valores são apresentados como média ± e.p.m. (n=4). 

* diferença estatisticamente significativa comparada com suas respectivas linhagens selvagens (p<0,05) 

  

* 
* 
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4.8 ANÁLISE DE EXPRESSÃO GÊNICA 

4.8.1 Triagem de Genes Diferencialmente Expressos em XP-C 

Os dados apresentados anteriormente nos impulsionaram a verificar se a modulação 

da atividade dos complexos da CTE e do número de mitocôndrias por célula se dava em nível 

transcricional. Desta forma, realizamos experimentos para avaliar a expressão diferencial de 

genes envolvidos em três processos mitocondriais: i) genes da CTE, ii) genes de reguladores de 

biogênese mitocondrial e iii) genes de moduladores do metabolismo mitocondrial.  
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Figura 29 – Expressão de genes da CTE, de reguladores de biogênese mitocondrial e de moduladores de metabolismo mitocondrial. 

A) Gráfico de ΔΔCt de MRC-5 (selvagem) e XP4PA-SV. O ΔΔCt foi calculado através equação descrita na seção 3.16.2. O gene referência 

de todos os genes analisados foi ACTB. A análise dos resultados com outros genes housekeeping (TUBB, TBP e HPRT) demonstrou que não 

há diferença entre esses e o gene housekeeping ACTB utilizado referência para todas as análises. Os valores são apresentados como média ± 

e.p.m. (n=4). B) Gráfico de ΔΔCt de duas linhagens primárias AS405 (selvagem) e XP17VI. Os valores são apresentados como média ± 

desvio padrão (AS405, n=4; XP17VI, n=6). 

* diferença estatisticamente significativa comparada com seus respectivos controles (p<0,05). 

Conforme visualizado nas figuras 29 A e B, nessa triagem o gene PPARGC1A 

destacou-se como o produto com expressão mais alterada em células XP-C em relação aos 

respectivos controles. O gene PPARGC1A (peroxisome proliferator-activated receptor gamma 

coactivator 1 alpha) codifica para o coativador transcricional PGC-1α, um importante 

controlador de biogênese mitocondrial. Essa proteína atua principalmente em conjunto com 

fatores de transcrição recrutando-os aos promotores de seus genes-alvo (Andersson & 
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Scarpulla, 2001; Meirhaeghe et al., 2003; Lin et al., 2005). Observamos uma diminuição de 

cerca de 16X na expressão de PGC-1 α em células XP4PA-SV comparado a MRC-5 (p<0,001). 

Além disso, em células XP4PA-SV observamos um aumento na expressão de SDHA, uma 

subunidade do complexo II, corroborando os dados de respiração aumentada em XP-C quando 

succinato é utilizado como substrato respiratório. Outros dois genes NRF1 e SIRT3 

apresentaram expressão aumentada em células XP4PA-SV em comparação a MRC-5. SIRT3 é 

uma desacetilase dependente de NAD+ encontrada na mitocôndria (Schwer et al., 2002) e está 

fortemente associada a regulação da reprogramação metabólica e da resposta ao estresse 

oxidativo (Chen et al., 2014). NRF1 é um fator de transcrição envolvido na expressão de 

subunidades da CTE, enzimas de biossíntese do grupo heme, e fatores regulatórios da 

transcrição e da replicação do mtDNA (Scarpulla, 2008). O fato da expressão desses dois genes 

ter sido encontrada aumentada em células XP-C sugere um papel delas na reorganização 

metabólica mitocondrial. 

Igualmente, a linhagem não transformada XP17VI apresentou uma diminuição de 

cerca de 21X na expressão de PPARGC1A em comparação à linhagem selvagem (p<0,001). 

Também observamos o mesmo aumento na expressão de SDHA, SIRT3 e NRF1. Porém, em 

células primárias, observamos também um aumento na expressão de NFE2L1 e PPARA. Esses 

resultados são opostos ao obsevado em células XP4PA-SV, no qual foi demonstrada a 

diminuição na expressão de PPARA. Devido a essa discrepância, e porque a diminuição de 

PPARGC1A foi robusta e reprodutível nos dois modelos celulares, resolvemos investigar a 

fundo os possíveis mecanismos que afetam a expressão desse coativador transcricional. 

4.8.2 Análise do Papel de XPC na Metilação do Promotor de PPARGC1A 

Barrès et al. (2009) demonstraram que a metilação não-CpG da região promotora de 

PPARGC1A mediada por DNMT3B [DNA (cytosine-5-)-methyltransferase 3 beta] alterava sua 

expressão e, consequentemente, a densidade mitocondrial. Em vista disso, tratamos células 

MRC-5 e XP4PA-SV com o agente pan-desmetilante 5-aza-2′-desoxicitidina (5-aza-dC). Como 

controle de indução, usamos o gene KRT8 (keratin 8, type II) que é superexpresso em 

fibroblastos após o tratamento com 5-aza-dC (Liang et al., 2002). Após terem sido cultivadas 

por 8 dias na presença de 5-aza-dC 1 μM, ambas as linhagens tiveram um aumento significativo 

na expressão de KRT8 quando comparado com o controle tratado com PBS (p<0,05). A 

desmetilação, porém, não afetou a expressão de PPARGC1A em ambas as linhagens (Fig. 30). 
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Figura 30 – Expressão de XPC, PPARGC1 e KRT em células tratadas com 5-aza-dC Gráfico de ΔΔCt de MRC-5 (selvagem) e 

XP4PA-SV tratadas com PBS (controle-negativo) e 5-aza-dC (agente pan-desmetilante). O ΔΔCt foi calculado através da equação 

descrita na seção 3.16.2. O gene referência de todos os genes analisados foi ACTB. Os valores são apresentados como média ± desvio 

padrão. (n=3). 

* diferença estatisticamente significativa entre linhagens (p<0,05). 

# diferença estatisticamente significativa entre o grupo tratado e o grupo controle da mesma linhagem (p<0,05). 

A linhagem XP4PA-XPC não pôde ser usada nesses experimentos, pois, conforme 

relatado em Dubuy et al. (2013) as células foram previamente tratadas com o mesmo agente 

desmetilante a fim de aumentar a eficiência da correção. De fato, a expressão de KRT8 se 

encontra constitutivamente aumentada em células XP4PA-XPC mesmo sem tratamento com 5-

aza-dC (Fig. 31).  

* * 
* * 
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Figura 31 – Expressão de XPC, PPARGC1 e KRT na linhagem XP-C corrigida. Gráfico de 

ΔΔCt de três linhagens celulares: MRC-5 (selvagem), XP4PA-SV e XP4PA-XPC. O ΔΔCt foi 

calculado através equação descrita na seção 3.16.2. O gene referência de todos os genes analisados 

foi ACTB. Os valores são apresentados como média ± desvio padrão. (n=3). 

* diferença estatisticamente significativa entre linhagens (p<0,05). 

# diferença estatisticamente significativa entre o grupo tratado e o grupo controle da mesma 

linhagem (p<0,05). 

Também realizamos experimentos de sequenciamento de DNA da região promotora 

de PPARGC1A após tratamento com bissulfito. O tratamento da amostra de DNA com 

bissulfito converte citosinas não-metiladas a uracila, enquanto regiões contendo 5-metilcitosina 

permanecem resistentes a essa conversão. Dessa forma, após a reação de sequenciamento, toda 

citosina desmetilada gera um sinal para timina enquanto toda citosina metilada continua 

gerando um sinal para citosina. Contudo, não obtivemos um sinal limpo para o sequenciamento 

a despeito de termos obtido uma média de 15 colônias bacterianas brancas contendo como 

inserto a região promotora de PPARGC1A clonada em vetor pDrive® (Qiagen®). 

4.8.3 Análise da Expressão de Genes da Família PGC1 e TFAM como Gene-alvo 

Porque PPARGC1A pertence à família dos coativadores de PGC1 que apresentam 

sobreposição de função, resolvemos investigar a expressão dos outros dois membros da família, 

os genes PPARGC1B (peroxisome proliferator-activated receptor gamma coactivator 1 beta) 

e PPRC1 (peroxisome proliferator-activated receptor gamma, coactivator related 1). Também 

investigamos a expressão de TFAM (mitochondrial trancription factor A) um gene-alvo de 

PGC-1α (Barrès et al., 2009). 
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Não foi possível estabelecer a eficiência da PCR de PPARGC1B mesmo utilizando 

quatro diferentes pares de iniciadores. Quando analisamos a expressão de PPRC1 na linhagem 

XP-C identificamos um leve aumento quando comparado à linhagem selvagem (Fig. 32). 

Igualmente, observamos um aumento significativo na expressão de TFAM em células XP4PA-

SV quando comparado com as células de MRC-5. Porém, não observamos, em células 

corrigidas, o retorno da expressão de PPRC1 e TFAM aos níveis da linhagem selvagem.  

 

Figura 32 – Expressão de TFAM e PPRC1. Gráfico de ΔΔCt de três linhagens celulares: MRC-

5 (selvagem), XP4PA-SV e XP4PA-XPC. O ΔΔCt foi calculado através equação descrita na seção 

3.16.2. O gene referência de todos os genes analisados foi ACTB. Os valores são apresentados como 

média ± desvio padrão. (n=3). 

* diferença estatisticamente significativa entre linhagens (p<0,05). 

Juntos, esses dados indicam que a diminuição acentuada de PGC-1α não altera a 

expressão de genes-alvo da família PGC1. Inclusive, ao menos PPRC1, se encontra regulado 

positivamente em células XP-C, e podemos ao menos especular que participa no aumento da 

expressão de TFAM nessas células. 

4.8.4 Análise do Efeito do Silenciamento de XPC na Expressão de PPARGC1A 

Por fim, resolvemos investigar o efeito do silenciamento XPC via knockdown com 

esiRNA em células MRC-5 na expressão de PPARGC1A. Corroborando os dados anteriores, 

após a supressão da expressão de XPC com esiRNA não encontramos uma diminuição na 

expressão de PPARGC1A como observado na linhagem XP4PA-SV, ao menos 5 dias após o 

silencimento (Fig. 33). Rezvani et al. (2011) observaram que o silenciamento de XPC mediado 
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por shRNA em queratinócitos levou a uma adaptação metabólica a longo prazo, a qual se 

estabeleceu somente 20 dias após a transfecção. Assim sendo, é possível que a janela 

experimental em nosso protocolo não foi longa o suficiente para detectar qualquer alteração 

metabólica dirigida pela ausência de XPC. 

 

Figura 33 – Expressão de TBP, XPC e PPARGC1A em experimento de silenciamento de 

XPC. Gráfico de ΔΔCt da linhagem MRC-5 transfectadas com esiRNA contra EGFP 

(controle) e XPC. O ΔΔCt foi calculado através equação descrita na seção 3.16.2. O gene 

referência de todos os genes analisados foi ACTB. Os valores são apresentados como média 

± desvio padrão. (n=3). 

* diferença estatisticamente significativa (p<0,05). 

4.8.5 Análise da Influência do Tipo de Mutação no Gene XPC na Expressão de 

PPARGC1A 

Os resultados anteriores indicaram que a diminuição na expressão de PPARGC1A 

observada em células XP4PA-SV e XP17VI não é resultado direto da ausência da proteína 

XPC. Dessa forma, investigamos se essa diminuição estaria relacionada ao tipo de mutação nas 

linhagens XP-C. Isso porque as linhagens XP4PA-SV e XP17VI compartilham da mesma 

mutação em homozigose no gene XPC, a deleção no dinucleotídeo TG (c.1643_1644delTG). 

Por isso, analisamos mais duas linhagens XP-C, XP03SP que contém a mesma mutação de 

XP4PA-SV e XP17VI, e XP02SP, que apresenta uma mutação distinta em homozigose, a 

tranversão G→T (c.1969G>T). 

Conforme demonstrado por vários autores, a maioria das mutações nonsense em XPC 

induz nonsense mediated RNA decay (Chavanne et al., 2000; Khan et al., 2006; Khan et al., 

2009). Corroborando observações anteriores, os experimentos evidenciaram que as três 

* 
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linhagens primárias de fibroblastos isolados de pacientes XP-C possuem uma diminuição 

significativa na quantidade de transcrito de XPC (p<0,05). Para nossa surpresa, as linhagens 

XP17VI e XP03SP contendo a mutação comum (c.1643_1644delTG) apresentaram uma 

diminuição na expressão de PPARGC1A de 21,2X e 5,8X, respectivamente. A linhagem 

XP02SP, porém, contendo a mutação c.1969G>T não apresentou alteração na expressão de 

PPARGC1A em comparação à linhagem selvagem (Fig. 34), sugerindo que a diminuição na 

expressão de PPARGC1A pode, de fato, estar relacionada ao tipo de mutação presente em XPC. 

Entretanto, outras linhagens XP-C, contendo mutações distintas precisam ainda ser analisadas 

para suportar essa correlação. 

 

Figura 34 – Expressão de XPC e PPARGC1A em linhagens primárias com mutações 

distintas em XPC. Gráfico de ΔΔCt da linhagem MRC-5 transfectadas com esiRNA contra 

EGFP (controle) e XPC. O ΔΔCt foi calculado através da equação descrita na seção 3.16.2. 

O gene referência de todos os genes analisados foi ACTB. Os valores são apresentados como 

média ± desvio padrão. (n=3). 

* diferença estatisticamente significativa (p<0,05). 
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5 DISCUSSÃO 

Várias evidencias experimentais recentes sugerem que alterações metabólicas 

desempenham um papel importante na fisiopatologia de doenças causadas por defeitos 

primários em vias de reparo de DNA. Esses estudos demonstraram em células de pacientes XP-

A e CS-B um significativo desequilíbrio redox mitocondrial, como consequência do aumento 

no potencial de membrana mitocondrial devido a uma diminuição na mitofagia (Fang et al., 

2014; Scheibye-Knudsen et al., 2013a), um mecanismo fundamental na remoção de 

mitocôndrias danificadas e disfuncionais (Youle & Narendra, 2011). Esse mecanismo explica 

porque pacientes com mutações em XPA, que dão origem a síndrome de DeSanctis-Cacchione 

(XP com sintomas neurológicos), e em CSA e CSB, que dão origem a CS, possuem sintomas 

que mais se assemelham a doenças mitocondriais, fato que foi inclusive utilizado no 

desenvolvimento da ferramenta de diagnóstico de doenças mitocondriais – www.mitodb.com 

(Scheibye-Knudsen et al., 2013b). Defeitos mitocondriais também foram observados no modelo 

murino de ataxia-telangiectasia (ataxia-telangiectasia mutated – ATM), outra doença genética 

de defeito em reparo de DNA (Valentin-Vega & Kastan, 2012). Surpreendentemente, a 

correção parcial da disfunção mitofágica em camundongos Atm-/-, através do cruzamento com 

Becn1+/-, uma proteína relacionada à autofagia, atrasa a formação de tumores. 

Nesse contexto, a demonstração de que XPC estimula a atividade catalítica de OGG1, 

e que OGG1 é a principal responsável pelo reparo de guaninas oxidadas em mtDNA nos levou 

a investigar o papel de XPC na manutenção da integridade do mtDNA e o papel de disfunção 

mitocondrial no fenótipo celular de células XP-C. Em nosso estudo, ficou claro que XPC não 

possui papel direto na manutenção da integridade de mtDNA, uma vez que a proteína não é 

encontrada na mitocôndria. Contudo, isso não descarta um papel de XPC na regulação do 

metabolismo mitocondrial. De um lado, por exemplo, as proteínas ATM, CSA e CSB são 

encontradas em mitocôndrias, especialmente após indução de estresse oxidativo (Aamann et 

al., 2010; Kamenisch et al., 2010; Sharma et al., 2014). Por outro lado, nenhuma proteína 

mutada em XP foi encontrada em mitocôndrias até o presente momento, mesmo no estudo 

relacionando defeitos mitocondriais à proteína XPA (Fang et al., 2014). No entanto, em modelo 

XP-A existe uma ligação entre reparo de DNA e disfunção mitocondrial. Os autores postularam 

que a ativação prolongada de PARP devido a não-resolução dos danos no DNA leva a uma 

diminuição no conteúdo de NAD+. Dessa forma, a atividade de desacetilase dependente de 

NAD+ desempenhada por SIRT1 se encontraria comprometida, levando também a inibição da 



119 
 

 
 

ativação de PGC-1α. Por fim, isso culminaria em diminuição da expressão de UCP2 

(uncoupling protein 2, mitochondrial proton carrier), levando a um aumento do ΔΨ 

mitocondrial como mecanismo compensatório para o aumento da síntese de ATP. Contudo, 

como explanado na seção 1.3, um aumento na FPM acarreta em uma maior geração de ROS 

(Korshunov et al., 1997). Além disso, a diminuição do ΔΨ mitocondrial é um dos mecanismos 

pelo qual as células reconhecem mitocôndrias danificadas (Matsuda et al., 2010). PINK1 

(PTEN-induced putative kinase 1) recruta a proteína Parkin mediante a diminuição de ΔΨ 

mitocondrial, elicitando processo de mitofagia (Narendra et al., 2010; Vives-Bauza et al., 2010). 

Em células XP-A, a elevação do ΔΨ mitocondrial impede a remoção de mitocôndrias 

danificadas através do processo mitofágico, um importante mecanismo de controle de qualidade 

mitocondrial. Desse modo, essas células se tornam mais vulneráveis à via intrínseca de morte 

celular apoptótica. 

Não obstante XPC não se localizar em mitocôndrias, sua ausência resulta em 

alterações na função mitocondrial e no aumento de sensibilidade celular a estresse redox 

mitocondrial induzido por AA. Esses efeitos são dependentes de XPC, uma vez que a curva de 

sobrevivência ao tratamento com AA de XP4PA-XPC é semelhante a da linhagem selvagem. 

Igualmente, parece que o tratamento com ROT também sensibiliza preferencialmente células 

XP-C, ao passo que as linhagens selvagem e corrigida são menos sensíveis ao tratamento com 

esse inibidor do complexo I da CTE. Dependendo do microambiente e do estado redox, a AA 

pode atuar como um agente citoprotetor (Bambrilia & Cantoni, 1998). Porém, o tratamento com 

AA é mais comumente associado à morte celular, principalmente devido ao fato de que o 

bloqueio do fluxo de elétrons através do C-III resulta em aumento na produção mitocondrial de 

EROs (Kowaltowski et al., 2009). Em experimentos conduzidos pela Dra Rute A. P. Costa 

(2013), células XP-C foram mais sensíveis à permeabilização da membrana mitocondrial 

induzida por Ca2+, mesmo na presença de inibidores clássicos do poro de transição da 

permeabilidade mitocondrial (mPTP). Fong et al. (2014) demonstraram que o tratamento com 

toxinas mitocondriais, incluindo AA e ROT, normalmente induzia mitofagia em células 

normais, e apoptose, em células XP-A. Contudo, apesar dos autores terem demonstrado que o 

silenciamento de XPC não induz um aumento na formação de EROs mitocondrial, eles não 

investigaram a sensibilidade dessas células ao tratamento com AA, ROT e CCCP. A inibição 

farmacológica do mPTP ou através da deleção de ciclofilina-D (Cyp-D), um componente de 

mPTP, resulta na diminuição de morte celular necrótica, e em alguns casos, apoptótica (Ryu et 

al., 2010). Na situação inversa, o aumento na ativação de mPTP poderia sensibilizar células à 
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morte necrótica. Seguindo esse raciocínio, XPC poderia modular a formação de mPTP através 

da regulação dos complexos da CTE. 

Por outro lado, células XP-C apresentam uma maior sensibilidade ao tratamento com 

AM fotoativado, que gera primariamente 1O2, que não é revertida na linhagem corrigida. Esses 

resultados sugerem que o mecanismo citotóxico de AM difere daquele de AA e ROT, e que o 

papel de XP-C não é tão relevante nessa condição. De fato, apesar dos estudos de Gabrielli et 

al. (2004) terem demonstrado que AM se concentra em suspensões mitocondriais, o mesmo 

grupo descreveu que, em células, AM se acumula preferencialmente em lisossomos (Oliveira 

et al., 2011). Essas observações, em conjunto com os nossos dados, demonstram que a 

sensibilidade de células XP-C à fotoativação do AM não está diretamente ligada à adaptação 

dos complexos respiratórios mitocondriais nessas células, uma vez que outros sítios celulares 

podem representar alvos mais relevantes para a indução de morte. 

Em conjunto com os resultados mostrando um desbalanço na atividade dos diferentes 

complexos da CTE, esses resultados sugerem que células XP-C são mais sensíveis ao estresse 

redox mitocondrial devido a algum papel da proteína XPC na modulação dos complexos da 

CTE. Apesar de inicialmente especulativo, a correlação entre a correção da hipersensibilidade 

aos inibidores da CTE e a não-correção ao estressor mitocondrial que gera EROs fora do 

contexto molecular da CTE em células XP4PA-XPC suporta a conclusão que CTE é o alvo 

primário do efeito funcional da ausência de XPC. 

De acordo com essa hipótese, a ausência de XPC resulta em uma adaptação quanto ao 

uso dos complexos da CTE, com um aumento da participação C-II e uma diminuição no C-I. A 

correção de XPC na linhagem XP4PA-XPC é suficiente para recuperar a atividade dos 

complexos aos níveis da selvagem, MRC-5.  Esses resultados podem ser interpretados tanto do 

ponto de vista bioenergético celular quanto de estresse redox. A diminuição do OCR via C-I e 

o aumento de OCR via C-II podem ser entendidos como um mecanismo protetor na produção 

de EROs. Isso porque, conforme descrito na seção 1.1, o C-I é capaz de produzir O2
•- em dois 

sítios: o sítio de ligação a FMN e o sítio de ligação a UbQ (Kowaltowski et al., 2009). Pelo 

contrário, a disposição molecular dos centros redox no C-II previne a formação de EROs nesse 

complexo (Yankovskaya et al., 2003). A montagem do C-I envolve a expressão de genes 

contidos nos genomas mitocondrial e nuclear em conjunto com um grupo de proteínas 

conhecidas “fatores de montagem” (McKenzie & Ryana, 2010). Mutações em genes que 

codificam proteínas estruturais e/ou catalíticas, assim como em fatores de montagem, resultam 

na perda de atividade do complexo. Mesmo quando a atividade catalítica é preservada, como 
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no caso da neuropatia ótica hereditária de Leber, observa-se um aumento na sensibilidade a 

inibidores de C-I com subsequente geração de EROs (Lenaz et al., 2004).  

Por outro lado, o C-I é o complexo da ETC com o maior número de subunidades 

codificadas no mtDNA. Desse modo, é provável que o acúmulo de danos no mtDNA observado 

em células XP-C é contrabalanceado pela supressão de C-I e incremento de C-II a fim de reduzir 

o impacto do desequilíbrio no estado redox. Em conjunto esses dados sugerem que a proteína 

XPC possui uma função ainda desconhecida na regulação dos complexos da CTE e na 

manutenção do equilíbrio redox mitocondrial. 

Recentemente, mutações nos genes que codificam o complexo da succinato 

desidrogenase da CTE foram associados ao desenvolvimento de tumores (Ackrell et al., 2000; 

Baysal et al., 2000; Gimenez-Roqueplo et al., 2001; Douwes Dekker et al., 2003). A ligação 

molecular entre mutação em genes da SDH e tumorigênese é a ativação do fator de transcrição 

HIFα (hypoxia inducible factor 1, alpha subunit) (Gottlieb & Tomlinson, 2005). Em 

concentrações fisiológicas de O2, as subunidades HIF1 e HIF2 de HIFα são degradadas pela 

atividade de prolil hidroxilase (PHD). Essa enzima catalisa hidroxilação, de modo dependente 

de α-cetoglutarato e O2, de um resíduo de prolina no domínio de degradação dependente de 

oxigênio em HIFα, levando à sua degradação (Huang et al., 1998; Epstein et al. 2001; Ivan et 

al., 2001). Mutações que comprometem a atividade da SDH acarretam no acúmulo de succinato. 

Em teoria, o succinato inibe a atividade de PDH (Selak et al., 2005) levando a estabilização de 

HIFα. Seguindo essa linha de raciocínio, é possível especular que, em células XP-C, o aumento 

da atividade do complexo II (SDH) possa ser um mecanismo compensatório a fim de reforçar 

a inibição de HIFα. Esse mecanismo pode parecer contraditório, uma vez que XP-C é uma 

doença caracterizada pela elevada taxa de desenvolvimento de tumores. Porém, a ausência de 

XPC poderia ser identificada na intricada rede de vias de sinalização, favorecendo a ativação 

de vias supressoras tumorais preventivamente. 

Entretanto, também demonstramos que células XP-C produzem mais H2O2 e O2
•-, e 

que pelo menos a produção de H2O2 é revertida após a correção de células deficientes em XPC. 

Rezvani et al. (2011) demonstraram em queratinócitos, que o silenciamento de XPC via shRNA 

levou a uma mudança metabólica com uma diminuição da fosforilação oxidativa e um aumento 

da glicólise. Ainda nesse mesmo estudo, os autores demonstraram que NADPH oxidase 1 

(NOX1), uma enzima que gera O2
•- a partir de O2, é ativada após o silenciamento de XPC. 

Porém, nossos dados indicam que mesmo na presença de DPI, um inibidor de NOX, células 

XP-C produzem mais O2
•- e H2O2. Além disso, nos experimentos de OCR em células aderidas, 
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observamos uma elavada taxa de respiração não-mitocondrial em células XP-C (p<0,05) que 

parece ser compatível com a atividade de NADPH oxidase 1 (NOX1). 

Ademais foi observado uma diminuição na atividade da GPx em células XP-C. Outra 

enzima antioxidante, a catalase, já havia sido investigada em pacientes XP, que apresentaram 

uma clara diminuição na atividade da enzima em comparação às linhagens controle, 

independente da atividade de reparo (Vuillaume et al., 1986). De fato, a deficiência na atividade 

de catalase em células XP-C mostrou ser totalmente dependente da presença da proteína XPC, 

uma vez que a correção retroviral de fibroblastos XP-C por si só reverteu a atividade da enzima 

aos níveis de células selvagens (Quilliet et al., 1997). Juntos, esses dados indicam que o sistema 

antioxidante diretamente dependente de NADPH e glutationa encontra-se afetado em células 

XP-C, o que pode exacerbar os efeitos citotóxicos de um aumento na taxa de produção de 

oxidantes, como observado para O2
•- e H2O2. De fato, estudos recentes apoiam a ideia de que o 

aumento na produção de EROs é fundamental para a promoção da proliferação celular. Uma 

das principais proteínas supressoras tumorais, a fosfatase PTEN (phosphatase and tensin 

homolog) é inativada através da oxidação do resíduo de cisteína catalítico por H2O2 (Lee et al., 

2002). Essa inativação é fundamental na ativação da via PI3K/PIP3/AKT1 tempo suficiente 

para propagação do estímulo de crescimento (Kwon et al., 2004).  Em queratinócitos, Ming et 

al. (2011) demonstraram que o silenciamento de PTEN acarretava no comprometimento do 

reparo de DNA via GG-NER, através da supressão da expressão de XPC. O mesmo grupo 

demonstrou posteriormente que SIRT1 regula a expressão de XPC via desacetilação de PTEN. 

Quando desacetilada, essa fosfatidil-inositol-3,4,5-trifosfatase se torna ativada e se contrapõe a 

geração do segundo mensageiro PIP3 (fosfatidil-inositol-3,4,5-trifosfato) da via PI3K/AKT 

(Ming et al., 2010). Na ausência de SIRT1, a ativação de AKT inibe a expressão de XPC através 

do aumento na translocação do citoplasma para o núcleo do supressor transcricional p130, em 

complexo com E2F4.  Dessa forma, pode ser que a ausência de XPC atue como sinalização de 

proliferação celular, através da geração de EROs e retroalimentando a inibição de PTEN. 

No modelo Xpc murino, utilizando MDFs Xpc-/- observamos um menor tempo de 

duplicação da população celular em condição de normóxia do que nas linhagens heterozigóticas 

e selvagem. Esses resultados estão de acordo com as observações de Rezvani et al. (2011) no 

qual queratinócitos knockdown para XPC adquiriram capacidade proliferativa aumentada 20 

dias após o silenciamento. Além disso, também observamos uma tendência de citotoxicidade 

aumentada frente a danos induzidos pela fotossensibilização do AM em MDFs Xpc-/-. Melis et 

al. (2008) demonstraram que MEFs (do inglês, murine embryonic fibroblasts) de camundongos 
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Xpc-/- também são mais sensíveis à exposição a hiperóxia em relação às linhagens Xpa-/- e 

selvagem, reforçando a ideia de que a ausência de Xpc sensibiliza as células aos efeitos tóxicos 

do estresse redox. No entanto, apesar de Melis et al. (2008) terem observado que MEFs Xpc-/- 

são mais sensíveis a estresse oxidativo, mesmo em 3% de O2, não foi averiguado o 

comportamento proliferativo dessas células. Dessa forma, nossos dados não se contrapõem à 

literatura, fomentando futuras investigações que separem mais claramente o papel de XPC na 

sensibilidade celular ao estresse redox do papel do estresse redox na proliferação celular na 

ausência de XPC. 

Uma característica peculiar do modelo de XP-C em camundongos é o prevalente 

desenvolvimento de tumores pulmonares (Hollander et al., 2005). Na época da publicação 

desses resultados, ainda não se conhecia o papel auxiliar de XPC como cofator de OGG1 no 

reparo de 8-oxoGua via BER (D’Errico et al., 2006), o que poderia explicar o aumento de 

tumores pulmonares nos camundongos Xpc-/-. De fato, camundongos com dupla deleção nos 

genes Ogg-/-Myh-/- e Nth-/-Neil1-/- também desenvolvem tumores pulmonares, com assinaturas 

mutacionais distintas (Xie et al., 2004; Chan et al., 2009). Apesar disso, Melis et al. (2013) 

demonstraram através de sequenciamente do gene repórter LacZ em camundongos Xpc-/- que 

células do pulmão não acumulam mais mutações do que as selvagens. MEFs Xpc-/- em cultura, 

porém, acumulam mais mutações no gene LacZ quando cultivada em estufa com 20% de O2 do 

que MEFs selvagem e Xpa-/- (Melis et al., 2013).  

Em contrapartida, nossos dados indicam que o mtDNA de células XP-C se encontra 

mais deletado do que em células selvagens, considerando a diminuição na expressão relativa 

do gene MT-ND4L.  Além disso, na ausência de XPC o mtDNA também apresenta um número 

elevado de lesões bloqueadoras da progressão de polimerases, mesmo em células não expostas 

a nenhum agente genotóxico. O mesmo efeito não foi observado no DNA nuclear, que 

apresentou níveis similares de lesões bloqueadoras. Entretanto, o aumento de deleção e de 

danos no mtDNA não é revertido após a reintrodução da proteína XPC. Moléculas de mtDNA 

deletadas apresentam, em teoria, vantagens replicativas em relação à molécula selvagem 

(Wallace, 1992; Kowald et al., 2014). De fato, deleções no mtDNA que envolvem as duas 

origens de replicação são raramente detectadas (Damas et al., 2012 e 2014), o que confirma o 

papel do menor tempo de replicação no enriquecimento de mtDNA deletado. Assim sendo, o 

fato de não observarmos a recuperação dos níveis de deleção no mtDNA em células corrigidas 

em relação à linhagem selvagem está de acordo com a natureza da genética mitocondrial, onde 

a população de moléculas de mtDNA selvagem se encontra em desvantagem replicativa em 
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relação às moléculas de mtDNA deletadas, impedindo a repopulação. Como o aumento na 

produção de H2O2 é revertido em células corrigidas, enquanto as deleções e o acúmulo de lesões 

não é, podemos argumentar que as modificações no mtDNA em nosso modelo experimental 

não são a causa primária do aumento na geração de EROs. 

Nossos dados sugerem que em células XP-C o acúmulo de danos e frequência de 

deleção no mtDNA são, muito provavelmente, produtos colaterais de desequilíbrio redox 

global, ao invés de defeitos no reparo de mtDNA. Quanto à sua participação no mecanismo de 

tumorigênese em pacientes XP-C, o papel de mutações no mtDNA no desenvolvimento do 

câncer é talvez o mais controverso dentre doenças complexas e multifatoriais (Schon et al., 

2012). Mutações no mDNA foram descritas em células leucêmicas já na década de 60 por 

Clayton & Vinograd (1967 e 1969). Estudos iniciais que propuseram uma funcionalidade entre 

mutações no mtDNA e câncer observaram frequências de mutações entre 50-70% das linhagens 

tumorais analisadas (Horton et al., 1996; Polyak et al., 1998). Nos estudos de Horton et al. 

(2006) uma deleção de 294 nt no gene MT-ND1 foi encontrada em 50% das células tumorais. 

Essa mutação, devido à acentuada disfunção que ela acarreta, muito provavelmente, teve 

origem somática e não germinativa, uma vez que o indivíduo contendo essa mutação, 

homoplásmica ou mesmo em alta taxa de heteroplasmia, manifestaria um quadro clínico de 

doença mitocondrial severa. Porém, Seoane et al. (2011) demonstraram em células de gliomas 

humanos e em modelo murino de gliomagênese que o mtDNA não acumula mutações, mesmo 

com alta instabilidade genômica nuclear. 

Contudo, um denominador comum a mitocôndrias, metabolismo e desenvolvimento 

tumoral é a sinalização redox. Conforme mencionado na seção 1.3, algumas mutações no 

mtDNA contribuem para o aumento da geração de EROs em células tumorais com consequente 

resistência a indução de apoptose e aumento da agressividade metastática (Petros et al., 2005; 

Shidara et al., 2005; Ishikawa et al., 2008). De acordo com essa linha de raciocínio, mutações 

no mtDNA que promovem a geração de EROs poderiam favorecer o desenvolvimento de 

tumores através do aumento na sinalização redox, estimulando a proliferação celular. 

Corroborando essa hipótese, Woo et al. (2012) cruzaram camundongos Tfam+/-, que apresentam 

uma diminuição moderada no número de cópias e aumento de danos no mtDNA, com ApcMin/+, 

um camundongo de modelo tumoral de polipose adenomatosa Coli, e observaram um aumento 

no número de pólipos intestinais que cresciam mais rapidamente do que no camundongo 

Tfam+/+/ApcMin/+. Surpreendemente, esse efeito foi revertido através do cruzamento com 

camundongos transgênicos expressando catalase mitocondrial (Woo et al., 2012). No modelo 
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XP-C, observamos a ocorrência concorrente de acúmulo de lesões e deleções em mtDNA e de 

aumento na taxa de geração de EROs com diminuição na atividade de enzimas detoxificadoras 

dessas. Esse cenário estabelece condições para que alterações na sinalização redox, aliadas a 

alterações metabólicas causadas pela disfunção mitocondrial possam contribuir para a 

transformação maligna. E, de fato, em MDFs, observamos que a deleção de Xpc leva a um 

aumento da taxa proliferativa em condições de normóxia em relação às concentrações de O2 às 

quais as células são expostas no organismo. 

Nossos resultados também demonstram que a via de controle transcricional da 

biogênese mitocondrial está alterada em células XP-C carregando a mutação 

c.1643_1644delTG, que apresentaram uma drástica redução na expressão de PPARGC1A. Essa 

descoberta nos prontificou a investigarmos outros membros da família do coativadores PGC-1, 

uma vez que a função biológica desse coativador transcricional apresenta sobreposição 

significativa com outros membros da família (Lai et al., 2008). Infelizmente, não conseguimos 

verificar a expressão de PPARGC1B mesmo utilizando quatro diferentes pares de iniciadores. 

Apesar de vários estudos terem demonstrado que os coativadores PGC-1α e β apresentam 

sobreposição no controle de programas genéticos durante o desenvolvimento cardíaco (Lai et 

al., 2008), alguns estudos sugerem funções distintas durante a oncogênese. Hu et al. (2012) 

demonstraram que PGC-1β está associado a aquisição de alongamento altenativo de telômeros 

(ALT – no inglês, alternative telomere lengthening) em modelo de linfoma de células T. Nesse 

estudo, os autores investigaram os mecanismos moleculares de aquisição de ALT em 

decorrência da perda da atividade de telomerase (mTERT) e descobriram que células tumorais 

positivas para ALT apresentavam um aumento na expressão de PGC-1β. Concomitantemente, 

células ALT+ apresentaram um aumento na produção de EROs, uma diminuição na taxa de 

consumo de O2 basal e um aumento significativo na expressão de vários genes envolvidos na 

regulação de biogênese mitocondrial e modulação do metabolismo, entre eles PPARα (PPARA), 

TFAM e NFR2 (NFE2L1) que também encontramos superexpressos em células XP-C. Em 

outro estudo, Haq et al. (2013) descreveram um novo papel do fator de transcrição MITF 

(microphthalmia-associated transcription factor) na ativação de PGC-1α em melanoma. Os 

autores investigaram a mutação V600E no oncogene BRAF (B-Raf proto-oncogene, 

serine/threonine kinase), a alteração genética mais comumente encontrada em melanomas, e os 

mecanismos moleculares de aquisição de resistência após o tratamento com inibidores dessa 

serina/treonina quinase. Ficou demonstrado que a ativação de PGC-1α exerce um papel 

fundamental nos mecanismos de resistência em melanomas tratados com inibidores de BRAF, 
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o que leva a um aumento na taxa de consumo de O2, tornando os melanócitos resistentes 

“viciados” em fosforilação oxidativa. Essa característica permite o uso de desacopladores 

mitocondriais como abordagem farmacológica a fim de inibir o crescimento tumoral ou até 

induzir morte celular. Estudos adicionais de transfecção de PGC-1α e/ou silenciamento de 

PGC-1β em células XP4PA-SV podem contribuir para o entendimento do papel distinto desses 

coativadores no modelo XP-C. 

Para tentar desvendar o mecanismo molecular pelo qual a ausência de XPC leva às 

alterações transcricionais observadas no eixo NAD+/SIRT1/PGC-1α resolvemos investigar o 

papel da metilação de DNA como mecanismo de controle epigenético na expressão de 

PPARGC1A em células XP-C. Essa hipótese foi baseada em dois estudos recentes que 

descobriram o papel da timina DNA glicosilase (TDG) na desmetilação de 5-metilcitosina 

oxidadas (Wu & Zhang, 2014). Os estudos de Cortellino et al. (2011) e Cortazár et al. (2011) 

demonstraram que o knockout de Tdg em camundongos acarretava em fenótipo de letalidade 

embrionária, algo incomum entre camundongos knockout para outras DNA glicosilases. 

Cortellino et al. (2011) demonstraram que na ausência de TDG, ilhas CpG de vários genes se 

encontravam hipermetiladas, uma marca característica de repreensão transcrional. Já nos 

estudos conduzidos por Cortazár et al. (2011) os autores demonstram que TDG se encontra 

enriquecido nas regiões promotoras de Oct4 a Nanog de células-tronco embrionárias (ESCs, do 

inglês embryonic stem cells), o que não acontece em células neuronais progenitoras e em MEFs. 

Porque XPC interage com e estimula a atividade de TDG in vitro (Shimizu et al., 2003 e 2010) 

e é recrutada na região promotora de Nanog no processo de reprogramação embrionária (Fong 

et al., 2011), imaginamos que XPC poderia estar associada à região promotora de PPARGC1A 

estimulando a sua expressão. No entanto, a correção molecular de XPC em células deficientes 

não foi capaz de reverter a expressão de PPARGC1A. Igualmente, em células XP-C, o 

tratamento com 5-aza-dC, que promove a desmetilação passiva de citosinas metiladas, não foi 

capaz de alterar a expressão de PPARGC1A. Entretanto, vale ressaltar que as células XP4PA-

XPC foram submetidas ao tratamento com 5-aza-dC durante o processo de correção síto-

específica da mutação em XPC, o que alterou seu padrão de metilação, como demonstrado pela 

expressão significativamente alterada de KRT8 nessa linhagem em comparação com a linhagem 

parental XP4PA-SV. Desta forma, não podemos descartar completamente um efeito de 

metilação na diminuição da expressão de PPARGC1A. Experimentos futuros de 

imunoprecipitação da cromatina poderão responder mais adequadamente se a proteína XPC é 
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recrutada no promotor de PPARGC1A. Ademais, experimentos de co-imunoprecipitação são 

necessários a fim de verificar a interação in vivo entre XPC e TDG. 

Uma última hipótese surgiu de experimentos onde resolvemos investigar linhagens de 

pacientes XP-C com uma mutação diferente da c.1643_1644delTG encontrada em XP4PA-SV 

e XP17VI. Para nossa surpresa, a linhagem XP02SP contendo a mutação c.1969G>T 

apresentou níveis de expressão de PPARGC1A comparáveis à linhagem selvagem. Inclusive, a 

linhagem XP03SP contendo a mesma mutação comum a XP4PA-SV e XP17VI também 

apresentou uma diminuição na expressão de PPARGC1A. Esses resultados nos levam a 

especular sobre a possibilidade do mRNA mutante c.1643_1644delTG gerar um novo RNA 

regulatório, atuando na supressão da expressão de PPARGC1A.  
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6 CONCLUSÕES 

 Apesar da proteína XPC não se localizar em mitocôndrias, ela desempenha um 

importante papel na sensibilidade celular ao estresse redox mitocondrial, 

particularmente através dos complexos da CTE. 

 A proteína XPC está ligada à regulação dos complexos da CTE. Esse efeito é 

observado através da reduzida taxa de consumo de O2 via substrato do C-I e 

aumentada taxa de consumo de O2 via substrato do C-II, na ausência de XPC. De 

fato, essa diferença entre a linhagem XP-C e selvagem analisadas se dá 

especificamente pela ausência de XP-C, uma vez que em linhagem isogênica 

corrigida para a expressão de XPC a taxa de consumo de O2 dos complexos I e II 

são iguais ao do controle. 

 As células XP-C produzem mais O2
•- e H2O2 de fontes mitocondriais, e ao menos a 

produção de H2O2 depende da presença de XPC. Ademais, células XP-C também 

apresentam menor atividade de GPx. 

 Em condições normais de cultura, células XP-C acumulam lesões 

especificamente no mtDNA, e não no DNA nuclear. Além disso, células XP-C 

também acumulam deleções no mtDNA. Porém, a reintrodução da proteína 

XPC em células mutadas para XPC não acarreta na repopulação de moléculas 

de mtDNA intactas. Dessa forma, esses efeitos observados parecem ser reflexo 

da exposição crônica ao desequilíbrio redox. 

 Duas linhagens XP-C (XP4PA-SV e XP17VI) apresentam menor atividade de 

citrato sintase, que foi inicialmente relacionada à diminuição acentuada na 

expressão de PPARGC1A. Contudo, esse processo não é dependente da presença 

da proteína XPC. A metilação de DNA não parece ser o mecanismo epigenético 

que controla a expressão de PPARGC1A em células XP-C. Surpreendentemente, 

somente células XP-C contendo a mutação c.1643_1644delTG apresentam a 

diminuição na expressão de PPARGC1A. 
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