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Marcadores radiométricos de dano ao DNA: possiveis alvos e estado atual

Radiometric markers of DNA damage: possible targets and current status
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RESUMO: Seja por fontes enddgenas ou exogenas, terapéuticas
ou espontaneas, o dano ao DNA celular esta presente a todo o mo-
mento, demanda uma resposta de reparo com enzimas especifi-
cas e, eventualmente, gera processos neoplasicos. No tratamento
do cancer, os beneficios da radioterapia e terapia radiomimética
precisam ser balanceados com os riscos de indug@o de outras
mutacdes. Estima-se que o risco de um individuo desenvolver
neoplasias secundarias chega a 5% em individuos submetidos
a radioterapia. Nesse estudo, foi realizada uma revisdo na base
de dados bibliograficos Pubmed, SciELO, e Lilacs utilizando-se
trés descritores de assunto: dano ao DNA, radiag¢do ionizante,
e reparo do DNA entre 2002 e 2014 ¢ foram selecionados 22
artigos. Resultados: com base nas cascatas de reparo ao dano
ao DNA, foi analisado o comportamento cinético das proteinas
de reparo estudadas in vitro ATM, BRCAL, p53, histona H2AX,
MCI e 53BP1. As proteinas ATM e MDC1 foram descritas com
periodo breve de platd em relagdo as demais e, no caso de ATM,
hé dois periodos de variagdo da concentragdo. Conclusdo: com
um periodo prolongado de platd, mostra-se promissor o estudo
in vivo das proteinas p53, 53BP1, BRCA1 e H2AX para a dosa-
gem indireta dos danos causados pela radioterapia.

DESCRITORES: Dano ao DNA; Radiagéo ionizante; Reparo
do DNA

ABSTRACT: Either by endogenous or exogenous, therapeutic
or spontaneous sources, the damage to cellular DNA occurs
every time, requires repair with specific enzymes and eventually
produces neoplastic processes. In cancer treatment, the
benefits of radiotherapy and radiomimetic therapy must be
compared with the risks of mutations de novo. It is estimated
that individuals submitted to radiotherapy present 5% risk of
developing secondary tumors. In the present review, 22 articles
were selected from bibliographic database PubMed, SciELO,
and LILACS using three subject descriptors: DNA damage,
ionizing radiation and DNA repair, between 2002 and 2014.
Results: based on cascades of repair of DNA damage, we
analyzed the kinetic properties of repair proteins detected in vitro
ATM, BRCA1, p53, histone H2AX, MDCI and 53BP1. The
ATM and MDCI1 proteins evidenced a brief plateau, and ATM
demonstrated two periods of concentration changes. Conclusion:
p53, 53BP1, BRCA1 and H2AX represent a potential novel for
indirect detection of damage after radiotherapy, as they showed
a longstanding plateau.

KEYWORDS: DNA damage; Radiation, ionizing; DNA repair

2° lugar Prémio Monografias no 33° COMU - Congresso Médico Universitario da FMUSP, SP, 31 de out. a 02 de nov. de 2014.
Trabalho desenvolvido na Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

1. Académico de Medicina da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo.

2. Académica de Medicina da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo. E-mail: elaineimaeda@gmail.com.

3. Professor titular do Departamento de Radiologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo.

Endereco para correspondéncia: Matheus Acquesta Gaubeur. Av. Dr. Arnaldo, 455. Sdo Paulo, SP. CEP: 01246-904. E-mail: matheus.

gaubeur@gmail.com.



Gaubeur MA, et al. Marcadores radiométricos de dano ao DNA.

INTRODUCAO

ano ao DNA ocorre com grande frequéncia

no organismo humano, e por diferentes

motivos. A molécula de DNA pode
sofrer lesdes espontaneas, devido a instabilidade de suas
ligacGes, em um processo que ocorre normalmente no
organismo. Ela também pode sofrer dano como resultado
de reagdes metabolicas enddgenas e estresse replicativo
(por exemplo, devido a produgdo de espécies reativas de
oxigénio). Ou ainda fontes exdgenas como radiagdo UV,
radiagdes ionizantes e compostos quimicos podem ter
interacdo com o DNA, causando lesdes.

As radiagOes ionizantes tém uma ampla utilidade
na area médica, para uso terapéutico, principalmente
em doencas oncologicas e proliferativas. A radioterapia
¢ utilizada para provocar lesdo celular nas doencas
malignas, e ela age de duas maneiras. Em sua forma direta,
que constitui 30% do efeito bioldgico das radiagdes, a
radiagdo ¢ absorvida pelo tecido, e provoca lesdo através
da ejecdo de elétrons. De forma indireta, ela interage com
a agua presente no local onde as células estdo suspensas,
causando o aparecimento de radicais livres, dentre os quais
o principal € a hidroxila. A hidroxila reage com moléculas
organicas, ¢ forma radicais organicos, os quais, quando
interagem com o oxigénio, formam radicais peroxidantes,
que ndo permitem o retorno para a molécula original'.

Doses altas de radiagdo provocam morte
clonogénica, e doses baixas causam apoptose. Na morte
clonogénica, as células ndo conseguem ter divisao celular,
ficando estéreis. Isso ocorre pois ndo ha reparo das
quebras cromossdmicas causadas pela radiagdo, que sdo
transmitidas para as células filhas. Como consequéncia,
as células filhas perdem a capacidade de realizar mitose. A
apoptose, por sua vez, consiste em morte programada das
células, a qual ocorre devido a mecanismos intrinsecos da
célula'. No caso do tratamento por radioterapia, os dois
mecanismos de morte celular sdo importantes. Acredita-
se que a apoptose esteja relacionada a capacidade de as
células responderem de forma rapida a radiagdo, e a morte
clonogénica é importante para que as células tumorais
percam a capacidade de reprodugdo e de crescimento?.

A exposicdo a radiagdo provoca um dano
nas estruturas celulares, especialmente no contetdo
nuclear, desencadeando um mecanismo de reparo que
envolve uma complexa reagdo intracelular em cascata.
Os beneficios da radioterapia nas células neoplasicas
precisam ser balanceados com os riscos de indugdo de
outras mutacgdes. O risco de um individuo desenvolver
neoplasias secundarias ¢ de 5% apods radioterapia, e
entre as neoplasias mais freqiientes pds-radiacdo tem-se
leucemia, cancer de tiredide, mama, pulmao, pele e osso.

A partir da dosagem de intermediarios da cascata
de reparo, e potenciais biomarcadores, em linfocitos
sanguineos, seria possivel obter evidéncias indiretas
do dano ao DNA provocado pela radioterapia? Como
isso permitiria detectar a toxicidade do tratamento, sua
efetividade ¢ a doses ideais para cada individuo? Com
a tecnologia empregada até o momento na radioterapia,
por mais que se estime a intensidade de radiacdo pré-
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radioterdpia, visando atingir a0 maximo o tumor e irradiar
pouco os tecidos vizinhos, a radiagdo provoca danos aos
tecidos ao seu redor e ndo se sabe quanto efetivamente
atingiu o tumor.

Com base no exposto, foi realizada uma revisao
bibliografica de bancos de dados nacionais e internacionais.
Foram utilizados os bancos de dados bibliograficos
Pubmed, SciELO (Scientific Eletronic Library Online),
e Lilacs (Literatura Latino-americana e do Caribe em
Ciéncias da Saude) utilizando-se trés descritores de
assunto: dano ao DNA, radiagdo ionizante, e reparo do
DNA e os seus equivalentes no idioma inglés, procurando-
se inicialmente artigos publicados entre 2002 e 2014. No
inicio da pesquisa, todos os artigos com os descritores
dano ao DNA e radiagdo ionizante no titulo ou no resumo
foram utilizados, resultando em 51 artigos, ¢ destacamos
22 artigos. Os artigos utilizados abordam o mecanismo de
dano ao DNA, provocado por radiagdo ionizante e outros
métodos que mimetizam a radiacdo ionizante, gerando
quebra da dupla fita de DNA.

Nessa revisdo serdo abordados os (i) danos e
mecanismos de reparo ao DNA; bem como, (ii) uma
potencial forma de se estimar a dose efetiva recebida
de irradiacdo, por medidas dos efeitos biologicos da
irradiag@o em linfécitos sanguineos. Assim, seria possivel
estimar-se o tempo, apds a exposi¢do a radiagdo ndo-
ionizante, em que ¢ possivel detectar a quantidade maxima
de complexos protéicos de reparo ao DNA e o tempo em
que permanecem alterados até se tornarem indetectaveis.
Com essas informagdes, espera-se que futuramente seja
possivel estabelecer doses individualizadas do tratamento
radioterapico, tornando-o mais efetivo e menos toxico.

Resposta ao Dano ao DNA

A radiacdo ionizante provoca danos significativos
ao DNA, como a quebra da dupla-fita (Double-strand
break - DSB) e a quebra de apenas uma fita de DNA
(Single-strand break - SSB). Estima-se que as células
submetidas a 1 Gray de radiagdo ionizante apresentem
1000 quebras simples e 40 quebras duplas®. A radiagdo
ionizante produz principalmente DSB, gerada quando
as duas fitas complementares do DNA s3o quebradas
simultaneamente em regides proximas o suficiente para
separar as fitas justapostas. Isso permite a separagdo dos
fragmentos de DNA formados e a recombinagdo em sitios
inapropriados do genoma. Por sua vez, a quebra da dupla
fita do DNA desencadeia uma cascata de reacdo que pode
seguir duas principais vias, dependendo da fase do ciclo
celular. A recombinagdo homologa (RH) atua nas fases S e
G2, em que a copia do DNA da cromatide-irma unida pelo
centrdmero cromossomal serve de molde para o reparo
da cromatide-irma danificada; ¢ a jungdo de extremidades
ndo-homologas (JENH) ocorre na fase G1 e em fases
pos-mitose’. Casos esses mecanismos de reparo sejam
inadequados ou insuficientes para a dose recebida, pode
surgir uma nova neoplasia ou ativagdo do mecanismo de
morte celular.

Ja a quebra de apenas uma fita do DNA pode ser
resolvida com mais facilidade, tendo em vista que a fita



complementar serve de molde para o reparo do DNA
e ndao ha separa¢do completa de fragmentos de DNA.
Nesse caso, ha remo¢do dos nucleotideos alterados no
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¢ '\
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mecanismo de reparo por excisdo de base e insercdo dos
nucleotideos complementares a fita molde>*.

N

Quebra da dupla
fita de DNA
SeG2 ’/ \I G1 e p6s-mitose
'

Juncéo de
extremidades
nao-homologa
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Figura 1. Resposta a radiagdo ionizante ocorre com o dano a uma fita ou a dupla-fita do DNA. De acordo com o dano e fase do ciclo
celular, desencadeia-se um mecanismo de reparo especifico por excisdo de bases, recombinagdo homologa ou jungio de extremidades

nao-homologas
Quebra de apenas uma fita de DNA

Os danos a apenas uma fita do DNA sdo menores e
envolvem desde alteracdes pequenas que ndo influenciam
na dupla-hélice até aquelas que desestabilizam mais a
estrutura helicoidal.

No caso das pequenas alteragdes quimicas
na fita da DNA, o mecanismo de reparo por remocao
de bases pode ser suficiente para o restauro completo
no mecanismo de Excisdo de Bases (BER, do inglés

Base Excision Repair). Os danos sdo reconhecidos por
glicosilases especificas para dano ao DNA e o segmento
do DNA acometido tem sua base nitrogenada removida
do esqueleto de fosfato-pentose. O local sem a base
nitrogenada sofre a acdo da DNA polimerase beta para
preencher o local a partir do pareamento de bases com a
fita molde integra e da endonuclease que cliva o fragmento
danificado anteriormente. Por fim, o complexo ligase 111
sela a fita de DNA restaurada’®.

fF 3 | DNA
Reconhecimento TTTTTT1 ]-‘:.‘.'lrk_g“mm_l_??_'_a___.
deleshn GCT GA X TCGA
CGACT A AGCT
Lttt e iril
i Remocao dabase ] ~
nitrogenada no l DNA "
segmento — — Olicosilase | p—
acometido .-l_r.‘]—l 1 — T r r r-r‘r
/ GCTGA TCGA
CGACT A AGCT
r " Lo e e ed 1l
Pareamentode
it e Fi 2.D d t h
endonuclease igura 2. De acordo com o tamanho
. ’ 11111 111 do dano a uma fita do DNA e com vias
GCTGA TCGA diferentes, ocorre remogdo das areas
[ B CGACT A AGCT danificadas, pareamento de bases a partir
T T O Y T T T T O | da fita molde preservada e selamento do
Ligacdo DNA restaurado. O reparo por excisdo
DNA de bases restauragdo lesdes e pequenas
L ) polimerase | DNAligase alteragdes quimicas na fita de DNA.

(Adaptado de Almeida e Sobol®)
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J4 a les@o mais grave a apenas uma fita de DNA,
com amplas regides de perda de nucleotideos e que
chega a desestabilizar a dupla-hélice, desencadeia um
mecanismo de reparo por excisdo de nucleotideos (NER,
do inglés nucleotide excision repair), mais elaborado.
Nesse mecanismo, podem-se destacar duas subvias: (i)
reparo acoplado a transcrigdo’ e, (ii) o reparo de genoma
global. Ambas as formas de reparo convergem para a acao
de helicases e abertura da dupla-fita na regido alterada
em até 30 nucleotideos. Os nucleotideos sdo removidos

Reconhecimento
dalesido

Abertura da

dupla helice
r -
Retirada do
nucleotideo com
a lesgo
N o
r -

Ressintese e
ligacdo

Figura 3. O reparo por excisdo de nucleotideos ¢ o principal
mecanismo para a remog¢ao de fotoprodutos do genoma humano.
Seu reconhecimento ocorre relacionado ao genoma global
(GGR) e acoplado a transcrigdo (TCR). No TCR, a parada da
RNA polimerase II durante a transcri¢@o devido ao encontro com
a lesdo € o sinal de reconhecimento do dano ao DNA, e nesse
estagio, os fatores especificos CSA e CSB sdo requeridos para
o deslocamento da polimerase bloqueada, permitindo, assim,
o acesso da maquinaria de reparo ao sitio da lesdo. Ja o GGR
reconhece da lesdo e o recruta as demais proteinas envolvidas
no reparo ¢ realizado pelos complexos protéicos XPC e XPE. A
proteina de replicagdo A (RPA) estabiliza a dupla fita enquanto
XPD e XPS separam as fitas complementares. XPG e XPF
removem a regido danificada. DNA polimerases (DNA pol)
ressintetizam a fita danificada (Adaptado de Yokoi et al.?)
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e substituidos por nucleotideos integros pela acdo de
endonucleases ¢ DNA polimerases 6, € ou k. Por fim,
sdo completamente unidos por ligases I ou IIIE.

Pormais que esses tipos de dano ao DN A ocorram,
a restauracdo ¢ completa e dificilmente associada a
inducdo de morte celular. Por isso, ndo se buscam
marcadores para essas formas de reparo, uma vez que
indicariam apenas os danos com reparo completo e ndo
um dano mais intenso a ponto de atingir o objetivo de
morte celular induzido por radiagdo ionizante ou outra
forma de tratamento.

Danos causados pela radiacdo: quebra da dupla-fita
de DNA

A quebra da dupla-fita de DNA ¢é o principal
tipo de lesdo causada pela radiagdo ionizante ¢ ocorre
quando as fitas complementares da dupla hélice de DNA
sd0 lesionadas simultaneamente, em locais proximos.
Como consequéncia dessa lesdo, as duas fitas de DNA
geradas podem se tornar fisicamente dissociadas uma
da outra, fazendo com que reparos subsequentes sejam
dificeis de ocorrer. Além disso, a quebra da dupla-fita de
DNA permite que recombinagdes inapropriadas possam
acontecer, originando mutagdes cromossdmicas’. Essas
lesdes sdo extremamente citotoxicas, uma vez que sdo
mais dificeis de terem reparo, devido ao fato de a célula
ndo poder usar a fita complementar como molde, por
ambas estarem danificadas'®.

Por causa dos maleficios causados pela quebra da
dupla fita de DNA, as células eucariéticas desenvolveram
sistemas complexos para rapidamente detectar essas
lesdes, retardar a progressdo do ciclo celular, sinalizar e
efetuar o reparo. O retardo da progressao do ciclo celular
pode demorar até 10 horas e se baseia na fosforilagdo de
fosfatases CD25A e CD25B (do inglés, cell division cicle
25), enquanto o reparo das lesdes leva cerca de 4 horas!''.

Ha duas vias principais para o reparo da dupla-fita
de DNA: recombina¢@o homologa (RH) e recombinagdo
por jungdo de extremidades ndo homodlogas (JENH)?2,
sendo a ocorréncia desses modos de reparo determinada
pela fase do ciclo celular. A recombina¢do homodloga
(RH) atua nas fases S e G2, e a recombinagéo por jungdo
de extremidades ndo homoélogas (JENH), na fase G1 e em
fases pos-mitose*.

Quebra da dupla-fita de
Recombina¢ao Homodloga (RH)

DNA: Reparo por

A recombinagdo homologa ocorre nas fases S e
G2 do ciclo celular, pois nessas fases as células t€ém um
molde homoélogo. A recombinagdo homoéloga ¢ iniciada
através da ligagdo do complexo de proteinas MRE11-
RADS51- NBS1 (MRN) aos locais de quebra da dupla-



fita, o qual funciona para manter as partes que sofreram
lesdo agrupadas e proximas uma da outra'. Essa situagdo
fornece base estruturada para a nuclease CtIP (do inglés,
carboxy-terminal binding protein (CtBP) - interacting
protein), constituindo o complexo MRN-CtIP. Esse
complexo catalisa a ressec¢do dos finais das lesdes,
juntamente com a exonuclease I (EXO1)'*15.

Em seguida, a Proteina de Replicagdo A (RPA)
se liga a nova regido de fita Unica criada, estabiliza a
extremidade 3°, e sequencialmente é trocada por um
filamento da recombinase RAD51'%!®, A RADS51 une
as extremidades 3’ das fitas unicas de DNA, em um
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processo do qual participam vérias proteinas, incluindo
RPA, Rad52p e Rad54p°. A RADS5I interage com uma
molécula de DNA que ndo sofreu dano, e, quando localiza
uma regido homologa, a RADS1 catalisa a troca de fitas.
Assim, a molécula que sofreu dano invade a outra fita de
DNA, em um D-loop'’.

O término 3’ da molécula de DNA lesionada ¢
estendido por uma DNA polimerase, que copia informagao
da fita sem dano, e os finais das fitas sdo ligados por
uma DNA ligase 1. Depois de finalizado o processo, os
crossovers de DNA séo dissociados através de quebra'®.

Recombinac¢do homologa
||||||||§:ﬁk|||||||

CtiP l
: | Exo1
MRN J—l—l—l—l—l—

—

\‘\

|
I O e

| | |4 Ligase } |

{ Ligase

Adaptado de Takeda S et al, 2007

Figura 4. Reparo por Recombinagdo Homologa: o complexo MRN se liga a dupla-fita de DNA lesionada, formando o complexo MRN-
-CtIP, que catalisa a ressecc@o dos finais das lesdes associado a exonuclease 1 (exo 1). A proteina de replicacdo A (RPA) estabiliza a fita
simples, enquanto a RAD 51 une as extremidades 3"das fitas, catalisa a troca de fitas. Uma das fitas simples aproxima-se da fita comple-
mentar da cromatide-irma e, com auxilio da DNA polimerase, ¢ sintetizada a regido danificada. Com base nessa fita recém-sintetizada,
¢ feita a dita complementar. Por fim, DNA ligases unem as extremidades (Adaptado de Takeda et al.'¥)

Quebra da dupla-fita de DNA: Reparo por Jungio de
Extremidades Nao-Homologa (JENH)

Nessa forma de reparo, a lesdo ao DNA ¢ detectada
pela proteina Ku70 que se liga as extremidades rompidas
da molécula de DNA, formando um anel e permitindo a
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ligagdo de outras enzimas cataliticas. A seguir, a enzima
quinase catalitica dependente de DNA (DNA-PKcs, do
inglés DNA-dependent protein kinase catalytic subunit)
se une e permite a ligacdo de proteinas quinases ao sitio
DNA-PKcs', que ativa por fosforilagdo proteinas do
complexo MRE11- RAD50- NBS1(MRN), com a fung@o
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de exonuclease, endonuclease e helicase'>. A fungdo de
exonuclease permite a remogao de nucleotideo de areas
terminais do DNA, enquanto a de endonuclease permite
a remog¢ao de areas dentro do DNA. Para acessar essa
regido, a func¢do de helicase do complexo MRN permite
a separacao da dupla fita ao redor da éarea de reparo.

DNA polimerases produzem éareas de DNA com alta
probabilidade de erros, uma vez que nao ha cromatide-
irma ou fita complementar para servir de modelo. Por
fim, a ligase 4 agrega-se a regido e une completamente os
nucleotideos®.

Reparo por jungdo de extremidades néo-
homologas

Viaclassica Via alternativa
DA DD DA
DNA DNA
PKc PKc
PARP1
O @r DA DI DADADAN
\_P/\[ Artermis ] [Arten'nis ]—\_P/
DNA DNA \\\
Pkc PKc
- — (4 T T 1
DMA
71 f
{ DDA
D D[ DA

Adaptado de Frit P et al, 2014

Figura 5. Nas fases G1 e pds-mitose, 0s cromossomos encontram-se com apenas uma cromatide. Nesses casos, o dano a dupla-fita do
DNA ¢ reconhecido pela proteina Ku70. A area danificada é removida com auxilio do fator Artemis, DNA-PKc, XRCC4 e XLC na via
classica ou com PARPI, CtIP, MRN e BRCAI na via alternativa (Adaptado de Hammarsten et al.'®)

Efetores de reparo do dano ao DNA e sua cinética

O reparo ao dano de DNA ocorre de uma
forma coordenada de complexos eventos. A falha
desses mecanismos gera instabilidades gendmicas e
cromossomicas. Dentre as instabilidades genomicas, a
instabilidade de microssatélites gera pequenas alteragdes
repetidas de DNA, enquanto que as instabilidades
cromossomicas podem causar altera¢cdes mais graves de
ploidia.

Mutacdes nos genes BRCA I e BRCA 2,
relacionados ao reparo de duplas quebras do DNA por
recombinagdo homologa, causam cancer de ovario e
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de mama?'?2, Modulagdes de expressdo do gene TP53
com up-regulation e down-regulation da proteina p53
participam da carcinogénese de diversos tipos de tumor?
e mutacdes no gene 7P53 geram a sindrome de Li
Fraumeni que predispde a multiplas neoplasias no mesmo
individuo®*. O MDCI, por ativar o checkpoint da fase
intraS e G2/M, tem a sua deficiéncia relacionada com o
aumento da suscetibilidade para a carcinogénese. Mutacao
no gene que codifica a proteina NBS1 causa a Sindrome
de Quebra de Nijmegen, caracterizada por microcefalia
ao nascer associada a imunodeficiéncia primaria celular
e humoral, retardo no crescimento e predisposicdo a
malignidades®-2,
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Figura 6. Cascata de reparo do dano ao DNA, em consequéncia de radiagdo ionizante. A quebra da dupla fita (DSB) leva a ativagdo
de ATM, que se relaciona ao aumento dos niveis de p53. A ATM ¢ recrutada ao local da lesdo pelo complexo MRN (NBS1 - MRE11 -
RADS50) e, depois de ativada fosforila a histona H2AX, BRCA1, 53BP1 e NBSI1, que se irdo participar do acesso a regido lesionada,

sinalizacdo e reparo do DNA

Apds a quebra da dupla fita de DNA, provocada
pela radiacdo ionizante, ocorre ativacdo de ATM, que
pertence a familia das proteinas quinases relacionadas
a fosfatidilinositol 3 -quinase’’ e é uma proteina
fundamental para a via de reparo. O ATM ¢ recrutado
pelo complexo MRN ao local da lesao®. A deficiéncia da
proteina ATM caracteriza a ataxia-telangiectasia, a qual ¢
uma imunodeficiéncia primaria associada a telangiectasias
oculocutaneas e ataxia cerebelar progressiva, e em que ha
aumento da predisposi¢do a cancer e da sensibilidade a
radiagéio ionizante®3°. Apds a lesdo, em individuos sem
essas mutacdes na proteina, a ATM ¢ ativada dentro de
minutos, e possui expressdo maxima apos 120 minutos?!.

Como resposta a ativacdo da ATM, ha aumento
dos niveis de p53. A proteina efetora p53 ¢ fosforilada
pelo ATM no sitio 15 de serina (**Ser), tornando-se ativa.
Essa fosforilagdo se correlaciona tanto com o actimulo
de proteina p53, quanto com a efic4cia de a proteina p53
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recrutar e ativar outros genes da cascata’!. Ocorre também
fosforilagdo da serina 20 da p53 (*Ser), realizada pela
quinase CHK2, a qual tem sua ativa¢ao controlada por
ATM. A fosforilagdo da p53 atinge pico de intensidade
maxima entre 3-6 horas apods a exposicdo a radiacao e
permanece com niveis pouco aumentados em até 6 dias
in vitro®.

O complexo MRN, o BRCAIl, e 53 BPI
sdo recrutados para o sitio de lesio do DNA (DSB)
independentemente de ATM. Assim, as vias dependentes
e independentes de ATM ocorrem de forma concomitante
apos o dano, ¢ a ATM se junta a quebra da dupla fita
(DSB), ao se ligar a NBS1, que faz parte do complexo
MRN. A ATM ativada que se liga a NBS1 fosforila
diversos substratos, como a histona H2AX, BRCAI,
53BP1 e NBSI, que se relacionam ao acesso a regido
danificada, sinaliza¢o e reparo efetivamente do DNA¥,

A fosforilagdo da histona H2AX ocorre no
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residuo 139 de serina (*°Ser). Logo apos a fosforilagéo
da histona H2AX, ocorre ligacdo da proteina MDCI
e recrutamento de outras proteinas de reparo como
ubiquitinas®. A fosforilagdo da histona H2AX, de acordo
com a teoria “Access, Repair, and Restore”, induz
modificagdes estruturais ao DNA e permite o acesso do
mecanismo de reparo ao DNA e mostrou-se essencial
no actimulo das proteinas de reparo para a retencdo e
amplificacdo do sinal®*. Apds o reparo ser concluido,
fosfatases desfosforilam a histona H2AX fazendo a
cromatina restaurar sua conformacao inicial®’. No estudo
in vitro, células derivadas de tumor humano foram
submetidas a radiacdo a laser e atingiram uma elevagdo
de H2AX préximo do pico maximo ja em 10 minutos
e permaneceram aumentados de forma menos intensa
até 60 minutos. Depois, houve redugdo da quantidade
acumulada de H2AX fosforilada em 300 minutos e voltou
a niveis proximos dos basais em 600 minutos?®.

A proteina efetora BRCA1 pode ser detectada

a partir de 5 minutos apos a radiagdo em estudo com
imunofluorescéncia e atinge intensidade maxima
em 60 min, permanecendo detectavel apds 600 min,
diferentemente da histona gama-H2AX que ndo ¢ mais
detectada nessa fase, por isso a associag¢do da proteina
BRCAI1 com a cromatina ¢ considerado um evento de
intermediario a tardio no reparo do DNA. A BRCAI
participa do reparo de DNA por recombinagdo homdloga
e juncdo de extremidades ndo homologa® e ela forma
um complexo proteico nuclear, o qual se acredita ser
importante na sinalizagdo posterior para outras proteinas
da via de reparo®.

A proteina 53BP1 ¢ detectada em alguns minutos
apos a radiagdo e possui intensidade méaxima em 20
minutos*'. A 53BP1 age no reparo ao DNA através de
jungdo final nao-homdloga, participando também do
switching de classes de imunoglobulina, e interagindo
com RIF1 e PTIP*.

Grifico 1: Sintese de cinética a partir de dados da literatura. Expressao relativa de proteinas da via de reparo, de acordo com o tempo.
Os dados foram obtidos de estudos realizados in vitro, em que se determinou a cinética das proteinas apds exposi¢do ao dano ao DNA
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Para potencializar o efeito citotoxico no tecido
neoplésico e limitar a lesdo no tecido normal adjacente, a
radioterapiaaplicafundamentos daradiobiologia. Adoseda
radioterapia ¢é aplicada de forma fracionada e determinada
de acordo com o tecido tumoral e a tolerancia do tecido
normal adjacente. Esse fracionamento da dose permite o
reparo do tecido normal de resposta lenta e a repopulagdo
de células do tecido normal de resposta rapida, associado
a ocorréncia de lesdes nas células tumorais. O esquema
radioterapico mais utilizado consiste em doses de 1,8 a
2,0 Gy por fracdo, diariamente, 5 dias por semana em 5
semanas. Ha variagdes com hiper ou hipofracionamento
de dose de acordo com a resposta tumoral e potencial de
reparo a lesdo radioinduzida®.

O planejamento para radioterapia, por sua vez, ¢
elaborado com exames de imagem em trés dimensdes e
tem como alvo a concentragdo maxima da radia¢do no
interior do tumor e a menor concentragdo possivel nos
tecidos adjacentes. Por isso, empregam-se multiplas
fontes emissoras de radia¢do de pontos distintos.

A resposta de efetividade do tratamento ¢
observada pela redugdo local do tamanho do tumor ou
ndo-progressdo do crescimento, por meio de marcadores
tumorais disponiveis na clinica médica de acordo com o
tumor e por exames de imagem. J4 os efeitos colaterais,
com o acometimento de tecidos adjacentes e acimulo de
mutacdes potencialmente neoplasicas, ndo sdo de facil
observacdo por imagem. Para tanto, é proposto o uso dos
biomarcadores descritos nesse artigo em células de facil
aquisicdo, como leucocitos periféricos. Considerando
os tempos necessarios para alterar os marcadores, pico
maximo, platd e tempo de depuragdo, pode-se explorar a
quantidade de radia¢do que atingiu sitios fora do tumor e
remanejar, dessa forma, o tipo de radioterapia, a dose ou
estratégia empregada.

CONCLUSAO

Biomarcadores  consistem em  substancias
detectaveis ouachadosradiologicos apartir dos quais torna-
se possivel diagnosticar ou acompanhar a evolugéo clinica
de uma doenga e seu tratamento. Muitos biomarcadores
ja sdo largamente empregados no acompanhamento e
diagndstico de diversos tipos de tumores solidos, mas
ainda existem poucos biomarcadores especificos para
radioterapia e terapias que envolvem a quebra da dupla-
fita de DNA.

Com base nos efeitos celulares provocados pela
radioterapia detectados em estudos in vitro, verificou-
se a expressao aumentada ou a ativagdo de proteinas
relacionadas ao reparo do dano ao DNA. A partir disso,
¢ possivel inferir que essas proteinas sdo hiperexpressas
ou ativas tanto nas células tumorais que sofreram a lesdo
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quanto nas células sanguineas circulantes préximo ao
tumor irradiado, configurando potenciais biomarcadores
que ja se conhece a cinética de reparo do dano ao DNA.

Associado a isso, a radioterapia revela um desafio
no controle aos tumores solidos, uma vez que a irradiagao
de um foco eventualmente ndo atinge a intensidade ideal
no alvo ou ainda leva ao acimulo de mutag¢des nas areas
proximas ao alvo. Ainda, a dose estimada para atingir o
tumor, tendo como base as imagens no planejamento da
radiagdo, pode eventualmente ndo ter o efeito completo
no alvo. Por isso, a medida dos biomarcadores apds a
radioterapia forneceria uma estimativa mais precisa dos
efeitos do tratamento.

Uma forma de viabilizar a medigdo dos
biomarcadores seria a andlise de leucocitos do sangue
periférico, por ser uma amostra pouco invasiva para
o paciente. A analise dessas células nucleadas fornece
as informagdes dos efeitos sistémicos de uma terapia
direcionada para um foco no caso da radioterapia, ou da
terapia sistémica com quimioterapicos radiomiméticos,
como a bleomicina. As substancias radiomiméticas
sdo capazes de se interpor no DNA ¢ induzir danos na
dupla-fita de DNA. A agéo sistémica dos radiomiméticos
tem agdo mais ampla em leucocitos se comparado a
radioterapia, o que deve ser considerado na analise final.
Damesma forma, que essa medida revela o efeito desejado
de agressdo ao tumor, também se evidencia os efeitos
deletérios da terapia nas demais células do organismo.

Considerando a cinética dos estudos in vitro,
verificam-se biomarcadores mais vidveis para uma
estimativa fidedigna do efeito do tratamento. De maneira
geral, a maioria dos marcadores oferece uma medida
confiavel por ndo sofrer muitas oscilagdes na quantidade
acumulada de proteina. A inica excecdo observada in vitro
foi a proteina ATM com decréscimo seguido pelo aumento
dos niveis protéico em nivel celular. J4 as outras proteinas
analisadas, BRCAL1, p53, histona H2AX, MDC1 e 53BP1,
apresentam uma eclevacdo seguida de decréscimo com
cinéticas passiveis de modelagem matematica. Ainda,
um periodo prolongado de platd da substincia permite
um intervalo de tempo maior para coleta e andlise, sendo
vantajoso o uso de p53, 53BP1, BRC1 e H2AX.

E importante ressaltar que os estudos in vitro
foram produzidos com linhagem celulares sob o efeito
da quebra da dupla-fita de DNA e representam o efeito
do tratamento sob condi¢es extremamente controladas.
Dessa forma, ¢ fundamental a comprovagdo dos eventos
biolégicos in vivo e em seres humanos quanto a cinética
e a influéncia de fatores de confusdo. Os biomarcadores
representam um futuro promissor na dosagem indireta
dos efeitos bioldgicos da radioterapia e na detec¢do dos
efeitos desejados e colaterais no controle do cancer.
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