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Resumo:

Cada comprimento de onda da radiagdo UV tem um impacto biolégico diferente, sendo assim,
caracterizamos o potencial genotoxico da luz solar em Santa Maria/RS, em diferentes esta¢gdes do ano. Amostras
de DNA plasmidial foram expostas a luz solar através do dosimetro de DNA e em seguida foram tratadas com
diferentes enzimas que clivam danos de DNA especificos. Com essas enzimas € possivel quantificar e qualificar
os danos do DNA. Paralelamente a isso, radibmetros estdo medindo, desde 2005, a incidéncia diaria de UVB e
UVA, esse banco de dados foi analisado para montar o perfil da incidéncia de UVB e UVA. Os resultados indicam
gue a incidéncia de UVB muda drasticamente com as estacdes do ano, enquanto a UVA é mais estavel. As
exposi¢cfes do dosimetro de DNA indicam que a formacéo de dano oxidativo e CPDs ¢é alta. Essas informacdes
podem ajudar a tomar decisGes para elaborar programas para alertar a populacdo sobre os efeitos da luz solar.
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Introducéo:

A maioria dos seres vivos esta exposta a radiacdo UV, que é um dos mais importantes agentes
mutagénicos ambientais. Nos dias atuais € de conhecimento da comunidade cientifica que a radiacdo UV € o
principal fator de risco para o desenvolvimento do cancer de pele. Além da formacao de tumores, a exposi¢ao
solar em excesso resulta em processos de morte celular, tanto por necrose ou apoptose. A morte celular gera
efeitos em longo prazo, como o fotoenvelhecimento e catarata, mas também em curto prazo como as
gueimaduras. Nos ecossistemas também ha consequéncias da exposi¢do em excesso a luz solar, pois muitas
espécies sdo sensiveis a UV. A espécie de anfibio Hypsiboas curupi € um exemplo que esta em declinio devido
a alta exposicao a radiacdo UV em consequéncia do desmatamento de areas florestais.

Quando amostras bioldgicas sdo expostas a luz UV ocorre a formacao de muitos tipos de lesGes de DNA,
a absorcdo de UVB, pelas bases nitrogenadas do DNA gera, principalmente, reacdes de dimerizacdo entre as
bases de pirimidina adjacentes. Entre essas reac¢des de dimerizagdo encontram-se os dimeros de pirimidina Cis-
syn-ciclobutano (CPDs) e os 6-4 pirimidina-pirimidona (6-4PPs).

Ha também a formacdo de danos induzidos de forma indireta. A energia absorvida dos raios UV pode
ser transferida para o oxigénio molecular, desta maneira formando espécies reativas de oxigénio (EROs). As
EROs induzidas pela radiacdo UV incluem o oxigénio singlete, o radical superéxido e até mesmo radicas
hidroxilas, que séo altamente reativos. Geralmente esses radicais interagem com a base guanina, gerando uma
série de alteragcdes morfolégicas, dentre as quais se destaca a 7, 8-dihidro-8-oxiguanina (8-oxoG) que tem como
consequéncia mutagdes do tipo transversbes G — T e A—C.

Existem aparelhos que s&o capazes de medir a intensidade da radiacdo UV, chamados de radibmetros
ou espectroradidmetros. Os radibmetros sao capazes de medir UVA ou UVB separadamente através de um filtro.
Por outro lado, dosimetros biolégicos apresentam uma forma direta de se avaliar os impactos danosos da luz
solar nos seres vivos. Desta forma, o sistema dosimetro de DNA possibilita uma qualificacdo e quantificacdo
eficiente das lesdes no DNA induzidas pela radiagdo UV solar.

O objetivo desse projeto é caracterizar o potencial genotoxico da luz solar no municipio de Santa
Maria/RS, por meio da correlacdo de dados fisicos de incidéncia de radiagdo UVA e UVB com bioldgicos de
inducéo de lesdes na molécula de DNA.

Metodologia:

O monitoramento da incidéncia de radiacdo UVB e UVA sera feito por meio do uso radibmetros
especificos (UV-B Radiometer e UV-A Radiometer, EKO Instruments Trading Co. Ltd., Japao), que estdo
instalados e em funcionamento no Laboratério de Radiagdo Ultravioleta e Fotobiologia. Estes equipamentos vém
monitorando continuamente a incidéncia desses dois tipos de radiacdo UV solar na cidade de Santa Maria/RS
(29°41’S; 53°48°0) desde o ano de 2005.
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O prototipo Dosimetro de DNA sera empregado com o propésito de quantificar os diferentes tipos de lesdes
de DNA induzidas pela luz solar. Esse biossensor oferece uma maneira confiavel e reprodutivel para se
quantificar as les6es de DNA geradas apds um tempo desejado de irradiagao.

Para determinar os danos causados radiacdo UV solar, amostras de 300ng de DNA plasmidial serdo
expostas ao sol e depois tratadas com 3pul da enzima T4-endonuclease V, fornecida pelo Laboratério de Reparo
de DNA do Departamento de Microbiologia/ICB — USP (T4 — proveniente do bacteriéfago T4 que reconhece
especificamente CPDs), 1ul da enzima Formamidopirimidina-DNA glicosilase (Fpg — proveniente de E. coli e
reconhece purinas oxidadas) (New England Biolabs, USA) e 1ul da enzima endonuclease Il (ENDO III) que
reconhece pirimidinas oxidadas, além dos tratamentos com as enzimas ha uma amostra onde néo é adcionada
enzima, com isso podemos saber quantas quebras simples (SSB) temos no DNA. As reacfes enzimaticas serao
realizadas por 60 minutos a 37°C. Essas enzimas possuem a capacidade de reconhecer lesGes de DNA
especificas e de clivar a ligacao fosfodiéster no sitio da leséo, resultando no relaxamento de moléculas de DNA
plasmidial superenoveladas.

A determinacdo e quantificacdo dos diferentes tipos de danos de DNA formados serdo feitas por
eletroforese em gel de agarose 1% seguidas de analises de densitometria das bandas de DNA do gel (Image
Quant 300, GE Healthcare, USA).

O numero de sitios sensiveis as enzimas por kbp corresponde a uma distribuicdo de Poisson. Baseado
nessa premissa, pode se calcular o nimero de lesdes através da seguinte formula:

X =-In (1,4*FI/1,4*FI+FII) / 1,8

O célculo obedece a determinagéo de frequéncia de moléculas sem lesdo alguma (DNA superenovelado).
Onde, X é o numero de quebras na molécula de DNA plasmidial por kbp, FI representa a intensidade de
fluorescéncia medida na banda de DNA superenovelado (forma I), Fll representa a intensidade de fluorescéncia
medida na banda de DNA circular relaxada (forma Il), 1,4 é um fator aplicado para corrigir o excesso de
fluorescéncia devido a maior capacidade de ligacdo do brometo de etidio ao DNA na forma circular relaxada e
1,8 é o tamanho aproximado do vetor pPCMUT em kbp.

Resultados e Discusséo:

O monitoramento da radia¢do UV desde 2005 mostrou que, enquanto a radiacdo UVB tem uma dréastica
mudanca dentre as esta¢Bes do ano, aumentando cerca de quatro vezes do inverno para o verdo (Figura 1), a
radiacdo UVA é mais estavel, aumentando cerca de duas vezes e meia (Figura 2). Além disso, como o esperado,
a radiacéo UV é significativamente maior no verdo. Por outro lado, a radiagdo UVB esta superconcentrada no
periodo das 10h as 16h, nesse periodo podemos ter até 90% da radiagdo UVB diaria (Figura 3), a medida que a
radiacao UVA estd mais dispersa ao longo do dia (Figura 4). Ainda podemos notar que ha uma tendéncia a ter
uma maior concentracdo da radiagdo nos meses mais frios, que compreendem o outono e o inverno.
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Figura 1: Média da incidéncia de UVB nas esta¢bes do ano em Santa Maria entre 2005 e 2017.
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Figura 2: Média da incidéncia de UVA nas esta¢des do ano em Santa Maria entre 2005 e 2017.
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Figura 3: Percentual da radiagdo UVB incidente no periodo entre 10h e 16h comparado com o total de UVB
diario.
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Figura 4 Percentual da radiacdo UVA incidente no periodo entre 10h e 16h comparado com o total de UVA
diario.

Além disso, com as exposi¢des do dosimetro de DNA é possivel ver uma alta taxa de formacgéo de dano
oxidativo em purinas comparado aos outros tipos de dano, como CPDs e pirimidinas oxidadas (Figura 5).
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Perfil de inducdo de lesdes do DNA no verao
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Figura 5: Inducéo de les6es de DNA apds exposi¢des do dosimetro de DNA, os resultados apresentam média e
desvio padrao de experimentos realizados nos dias 5, 9 e 20 de Janeiro de 2018. As amostras controle (@)
também sao expostas, mas sado cobertas com papel aluminio.

Os resultados mostram que a incidéncia de radiacao UV na primavera € quase téo alta como no verao,
havendo assim uma necessidade de alertar a populacdo sobre o perigo de ficar exposto ao sol em horéarios
criticos durante a primavera também. Por outro lado a qualificacéo e quantificacdo das lesdes causadas no DNA
podem auxiliar na criag@o de protetores solares com formulas quimicas especificas para a regido de Santa Maria.

Conclusoes:

Como o esperado a incidéncia de radiagdo UV é menor no inverno e no outono e tem um aumento
drastico na primeravera e no verdo. Como a variagéo da radiagdo UVB é muito maior que a variagao da radiacéo
UVA entre as estacdes, espera-se que no inverno e no outono a relacdo de dimeros de pirimidina e danos
oxidativos aumente. Ao término dos experimentos biolégicos de caracterizacdo de danos, seré possivel ter um
perfil de lesbes sazonal causadas pela radiacdo UV em Santa Maria.
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