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RESUMO: O cancer atualmente ¢ um dos problemas mais comuns e graves. Esse grupo de doengas caracteriza-se pela formacdo de
tumores malignos, em decorréncia de mutagdes em genes responsaveis pelo controle da proliferagao e diferenciagdo celular. Assim, os
agentes mutagénicos sdo potencialmente carcinogénicos. Entre os agentes cancerigenos mais conhecidos esta a radiagdo ultravioleta, por
ser um conhecido fator de risco para cancer de pele. Neste sentido, o objetivo do presente trabalho foi analisar o potencial mutagénico de
baixas doses de ultravioleta no sistema methG1. Para isto, foram tratados esporos da linhagem bidImethG1 de Aspergillus nidulans com
um segundo de exposi¢do a luz ultravioleta. Os resultados mostraram que, mesmo em dose minima, este agente ¢ capaz de causar danos ao
genoma, diminuindo a viabilidade e aumentando significativamente a frequéncia de mutagdo, quando comparadas aos valores do controle
(esporos ndo expostos ao tratamento). Estes resultados corroboram com a importancia dos cuidados preventivos e de restricdo a exposi¢ao
demasiada a radiagdo ultravioleta da luz solar.
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MUTAGENIC EFFECT OF ULTRAVIOLET LOW DOSE IN Aspergillus nidulans Methgl SYSTEM

ABSTRACT: Cancer has been the most common and serious illness nowadays. It is characterized by former tumors presence because of
mutations in cellular proliferation and differentiation controlling genes. Then, the mutagenic agents are potentially carcinogenic. Among
the known carcinogenic agents there is the ultraviolet radiation, an important factor to skin cancer. In this sense, the aim of this work was
to analyse the ultraviolet low dose mutagenicity in methG1 system. For this, bidImethGI conidia of Aspergillus nidulans lineage were
treated with one second (0,24mJ/cm?) of ultraviolet light exposure. The results had indicated that, even in minimal dose, this agent is able
to cause genome damage, reducing the viability and increasing the mutation frequency significatively, when compared with the control
(conidia not treated). This results corroborate others works that have demonstrate the importance of the preventive care and long exposure

restriction to the solar ultraviolet radiation.
KEYWORDS: Cancer; Ultraviolet light; MethG1 system.

Introducio

O maior risco a saude decorrente da exposi-
¢do excessiva a radiacdo ultravioleta (UV) esta rela-
cionado a pele (MACKIE, 2006). O cancer ¢ uma das
doengas mais comuns e graves da medicina clinica,
provocando mais de 20% das mortes. A exposi¢ao
prolongada ao sol, sobretudo nas populacdes de pele
clara, esta intimamente relacionada com o apareci-
mento do cancer da pele (GLOSTER; NEAL, 2006;
RAW et al., 1992). As ondas de luz ultravioleta sao
as principais responsaveis pelas alteracdes celulares
desencadeadoras das neoplasias da pele. A irradiagdo
solar induz reacdes agudas e cronicas tanto na pele
animal quanto na humana. Exposi¢des cronicas repe-
tidas sdo a causa primaria do inicio e da malignizag¢ao
dos tumores de pele (ICHIHASHI et al., 2003).

A luz ultravioleta (UV) contém diferentes
comprimentos de onda, como a UVA (320-400 nm),
UVB (280-320nm) e UVC (200-280 nm), possuindo
cada uma delas propriedades mutagénicas distintas
(GRIFFITHS et al., 1998). Dentre estes tipos de ra-
diacdes, a radiacdo ultravioleta B é altamente muta-

génica e carcinogénica, em experimentos com ani-
mais, quando comparados com a UVA (ICHIHASHI
etal., 2003). AUVB promove a formagao de dimeros
de DNA entre pirimidinas adjacentes que, se nao re-
paradas, podem induzir um cancer pele (BLAGOEV
et al., 20006).

O cancer de pele ¢ o mais comum entre 0s
canceres e se manisfeta de trés formas: os carcinomas
de célula escamosa (CCE), de célula basal (CCB) e
os melanomas (BIKLE; ODA; XIE, 2005; MACKIE,
2006). No caso dos CCE a principal causa ¢ a exposi-
¢do cronica longa, mas para os CCB os episodios de
exposicao de curto tempo sdo mais importantes. Em
relagdo ao melanoma, a via de exposicdo excessiva
ao UV ¢ a mais prejudicial (MACKIE, 2006).

Os pesquisadores tém desenvolvido diversos
sistemas para testar o potencial mutagénico e/ou car-
cinogénico dos agentes fisicos e quimicos. O sistema
methGl, para avaliacdo de mutagenicidade em As-
pergillus nidulans, detecta mutagoes supressoras que
revertem a auxotrofia para metionina (methGlI). Em
A. nidulans ha duas vias biossintéticas para metioni-
na. Na primeira, hd a sintese de cisteina, que € con-
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vertida a cistationina e posteriormente sao sintetiza-
das homocisteina e metionina. A cisteina produzida
por esta via inibe a enzima que ¢ responsavel pela
segunda via. Deste modo, um mutante para a primei-
ra via, apos a sintese de cisteina, resulta na auxotrofia
para metionina. Uma mutac¢ao qualquer que impeca a
sintese de cisteina restaura a atividade da enzima e a
sintese de metionina pela segunda via (GAJEWSKI;
LITWINSHA, 1968; LILLY, 1965; SCOTT; AL-
DERSON, 1971). A taxa de mutagdo espontanea nes-
te sistema ¢ da ordem de cem vezes maior do que €
encontrado em outros loci, e esta sensibilidade tor-
na-o um importante sistema teste de mutagenicidade
(BARONI-RODRIGUES, 2001; CREBELLY, 1988;
DEMOPOULOS; KAPPAS; PELECANOS, 1982;
DONNELLY; BROWN; SCOTT, 1987; REZENDE
et al., 2004; ROCHA; AZEVEDO, 1986; RODRI-
GUES et al., 2003; SCOTT et al., 1982; ZONETTI;
ROCHA, 2000).

Neste sentido, o objetivo do presente traba-
lho foi avaliar o efeito mutagénico de baixa dose da
luz ultravioleta (UVB), em exposi¢do de curta dura-
¢do no sistema methGl em A. nidulans.

Material e métodos
Linhagem

Alinhagem de A. nidulans testada foi bidlme-
thGl, originada de Glasgow (Escoécia). Esta linhagem
tem deficiéncia nutricional para biotina e metionina.

Meios de cultura e solucdes

Meio completo (MC) e meio minimo (MM)
foram descritos por Pontecorvo et al. (1953), Clutter-
buck (1974) e Rocha (1997). O meio seletivo (SM)
para andlises dos mutantes foi MM suplementados
com biotina (0,02 pg/mL). O meio para teste de so-
brevivéncia (SMM) foi feito com a mesma composi-
¢do do SM adicionado metionina (50 pg/mL).

Tratamentos

Conidios de coldnias crescidas por cinco dias
em MC a 37 °C foram coletados em solucao 0,01%
de Tween 80 em 0,09% NaCl, agitados e filtrados em
12 de vidro esterilizado.

Essa suspensdo foi dividida em dois tubos:
um controle e um tratamento. A irradiacdo foi reali-
zado vertendo-se primeiramente o conteudo do tubo
de tratamento em placa esterilizada e abrindo-se esta
placa dentro da capela de luz ultravioleta, deixando
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ocorrer uma exposi¢ao de um segundo (0,24 mJ/cm?).
Ap6s a irradiacdo a placa foi fechada e transportada
para a bancada de manipulagao.

Para a estimativa de sobrevivéncia foram fei-
tas diluicdes adequadas e foi inoculado 0,1 mL da
dilui¢@o em cada placa de SMM e incubados a 37° C
por trés dias. Para a estimativa dos mutantes foi ino-
culado 0,1 mL da suspensdo sem dilui¢ées em placas
de SM e incubados por cinco dias a 37° C. Foram
inoculadas dez placas de cada meio de cultura. Este
procedimento foi repetido duas vezes independente-
mente para todos os tratamentos.

Analise dos resultados

O numero de conidios sobreviventes/mL da
suspensdo foi calculado pela média dos nimeros de
colonias nas dez placas de SMM. A frequéncia de
mutagdo foi calculada pela razao entre o numero to-
tal de mutantes nas dez placas (um mL) e a média
da sobrevivéncia/mL da suspensdo. O célculo para
o grupo controle nos da a frequéncia de reversao es-
pontanea para a marca methG1.

Analise estatistica

A andlise estatistica foi feita segundo Mun-
son e; Goodhead (1977), adaptado para o sistema
methG1 por Scott et al. (1982). Cada concentragdo
do extrato seco foi analisado em separado, utilizan-
do-se a média do numero de conidios viaveis e da
média da frequéncia de mutagdo das trés repeticoes.
O critério para a conclusdo de positivo/negativo €
feita pela correlacdo linear entre a frequéncia de mu-
tacdo e o logaritmo neperiano da sobrevivéncia, de
acordo com a equagdo: M, — M, = - m x In(S//S,),
onde: M, - frequéncia de muta¢do no controle; M,
- frequéncia de mutagdo do tratamento; S, - sobrevi-
véncia no controle; e S_ sobrevivéncia no tratamen-
to. Desta equagdo resulta o valor de m da respectiva
concentracdo em analise. Para efeito de comparagao,
sdo calculados dois valores de m (m’. e m”_ ), em
que os valores de [M -M, ] correspondem ao valor da
frequéncia de mutacdo do controle em analise multi-
plicado por 2 e por 4, respectivamente, e o valor de
In(S./S,), € arbitrariamente fixado em 4. Se m, >
m”, a substancia ¢ considerada mutagénica. Se m’ .
<m,<m”_, o resultado ndo ¢ estatisticamente signi-
ficativo.

Resultados

A Tabela 1 mostra os resultados do tratamen-
to dos conidios expostos durante um segundo com
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ultravioleta na linhagem bid/methG1.

As repeticdes mostraram resultados compa-
tiveis. A andlise estatistica desses resultados estd na
Figura 1, no qual € possivel ver o efeito mutagénico
da luz ultravioleta. A irradiagdo com a luz UV por
apenas um segundo mostrou-se mutagénica para a
linhagem bid ImethG1.

Apos o tratamento com a luz ultravioleta, a
frequéncia de mutacao foi significativamente maior

que a frequéncia de mutagdo espontanea, pois a in-
clinagdo da reta T € maior que as das retas C’ e C”.
Os valores de m, que indicam a inclinag@o das retas
T, C’ e C” sdo, respectivamente: m = 26,70, m’= 3,4,
m”=6,8.

Assim, estes resultados mostraram que a luz
ultravioleta possui potencial mutagénico, mesmo em
baixa exposi¢do (um segundo).

Tabela 1: Resultados obtidos no controle e com tratamento de conidios dormentes da linhagem bid ImethG1

com um segundo de exposi¢ao com luz ultravioleta.

N° do experimento Tratamento N° df: conidios via-  N°de mutantes  N°de n‘lutan.tes/ 1_06
veis (x105)/mL meth+/mL conidios viaveis
1 Controle 271,8 124 4.6
Tratamento 116,8 276 23,6
2 Controle 163,6 147 9,0
Tratamento 38,3 172 45,0
Média Controle 217,7 - 6,8
Tratamento 77,55 - 343
120 a fatores ambientais e possui também pigmentagao
100 verde. Segundo Braga et al. (2006) linhagens com
5 80 conidios verdes sdo mais resistentes a radiacao solar
= 60 do que mutantes para a coloragdo de conidios. Mes-
= 40 mo com as barreiras naturais do conidio, a exposi¢ao
20 - minima a luz UV aumentou a mortalidade (diminui-
0 ¢do da sobrevivéncia) e a frequéncia de mutagao des-
0 1 2 3 4 5 salinhagem.
In(S/So) A pigmentacdo da pele humana também

Figura 1: Anélise estatistica dos resultados da Tabela 1, mostrando
que a inclinagdo da reta C (que representa a mutacdo espontanea)
¢ menor que a inclinag@o da reta T (que representa a mutagdo da
exposicao a luz ultravioleta).

Discussao

A radiacdo ultravioleta solar sempre fez par-
te do ambiente do homem. A UVB, por exemplo, ¢
requerida para a formagdo da vitamina D, que € cri-
ticamente importante para a manuten¢ao dos 0ssos
e para a saude humana. Contudo, a exposi¢ao a ra-
diagdo, solar ou artificial, também leva a riscos po-
tenciais para a saude humana. A radiagdo ultravioleta
¢ um carcindégeno conhecido e, segundo Gallagher;
Lee (2006) a exposicdo excessiva aumenta o risco
de cancer de pele, principalmente em populagdes de
pele clara.

Neste trabalho, a exposi¢do num tempo mini-
mo, de apenas um segundo, mostrou o potencial mu-
tagénico da luz UV em conidios de 4. nidulans. Estes
conidios possuem uma parede rigida como protecao

¢ fortemente envolvida na protecdo contra estres-
se ambiental, em particular a exposi¢ao a radiagdo
UV. Sabe-se que a pele escura ¢ mais resistente aos
danos da radiagdo UV do que peles claras (MIYA-
MURA et al., 2007). Leeuw et al. (2001) avaliaram
a sobrevivéncia celular de melanocitos originados de
pessoas com diferentes padroes de pigmentagdo na
pele, em resposta a irradiacdo com luz ultravioleta.
Apos a irradiacdo com UVB, a melhor sobrevivéncia
foi encontrada nas culturas de células que continham
maiores concentragdes de melanina. Essas células
continham 4,9 vezes mais melanina do que as células
provindas de peles claras, o que corrobora com seu
efeito protetor.

Rouzaud et al. (2005) também afirmam que a
coloracdo da pele desempenha um papel importante
na nossa foto-protecdo contra a radiacao ultravioleta
solar e a incidéncia de cancer. Em seu trabalho, me-
landcitos irradiados por UV aumentaram a expressao
de genes relacionados com a sintese de melanina.

Experimentos com fase inicial do desenvol-
vimento embrionario e larval de equinodermos irra-
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diados com UV mostraram diminuicdo significativa
na sobrevivéncia dos embrides e larvas e, em todos
os estagios, houve um aumento significativo nos da-
nos ao DNA (LESSER; BARRY, 2003).

Os principais mecanismos de mutagénese da
luz UVB ocorrem pela formagdo de dimeros de pi-
rimidina (YOON et al., 2000) ou por quebras na fita
do DNA (PFEIFER; YOU; BESARATINIA, 2005;
GRIFFITHS et al., 1998). A presenca destes produ-
tos no genoma pode causar erros durante a replica-
¢do e/ou no quadro de leitura que comprometem a
viabilidade celular (GRIFFITHS et al., 1998). Estu-
dos sugerem que a radiagdo ultravioleta € responsa-
vel pelo desenvolvimento de tumor de pele por trés
vias diferentes: mutacdo génica (GRIFFITHS et al.,
1998), imunossupressao (NORVAL, 2006) ou ainda
indiretamente, pela formacao de espécies reativas de
oxigénio (ICHIHASHI et al., 2003).

Kim, Pfeifer ¢ Besaratinia (2007) utilizando
fibroblastos embrionarios de ratos mostraram o au-
mento da frequéncia de mutagdo no transgene lacl
em relag@o ao controle quando estes foram irradiados
com UVA. A maioria das mutagdes foram substitui-
¢Oes de uma unica base e embora menos frequentes,
foram observadas inser¢des e delecdes. Analises mais
detalhadas revelaram que a transversdo G:C — T:A
foi significativamente induzida pela UVA. Yang et al.
(1996) observaram tanto a mutagenicidade, quanto a
transformacao neoplasica de fibroblastos de ratos e
células mamarias epiteliais humanas quando irradia-
dos pela UV.

Segundo Kobayashi et al. (1998), a melanina
pode formar uma capa supranuclear nas células epi-
dérmicas que reduziria a transmissao da luz UV para
o nucleo das células e, assim, inibiria os danos ao
DNA. Eles analisaram a formacao de dimeros de pi-
rimidina em células epidérmicas humanas irradiadas
com UVB e encontraram que as células com a capa
de melanina tiveram uma reducdo significativa dos
danos no DNA, em relacdo as células sem a prote¢ao
de melanina. Neste trabalho também foram correla-
cionadas positivamente, a foto-protecdo e a concen-
tragdo de melanina nas células.

Zonetti e Rocha (2000) analisaram duas li-
nhagens de A. nidulans, ambas com a mutagdo biA -
methG1 porém uma linhagem verde e outra mutante
para colora¢do, branca. Apo6s 10 segundos de irradia-
cdo com luz UVB a linhagem branca foi mais sen-
sivel (menor sobrevivéncia) em relagdo a linhagem
verde. Esse resultado vem a corroborar com a foto-
protecdo dos pigmentos celulares contra os danos a
exposi¢ao a radiacdo UV, e também mostra que os
organismos apresentam mecanismos semelhantes de
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protecao (presenga dos pigmentos), o que justifica a
utilizacao desse organismo-teste nesse trabalho.

As campanhas populares de prevengao do
cancer de pele e trabalhos cientificos (DIXON et
al., 2005; EIDE; WEINSTOCK, 2006; GLOSTER;
NEAL, 2006; ICHIHASHI et al., 2003; WRIGHT;
SPENCER; FLOWERS, 2006) tentam despertar a
populagdo para este risco, e incentivar medidas de
prevengao, tais como: evitar exposi¢des prolongadas
aos raios solares; controlar e examinar feridas que
demoram a cicatrizar; examinar com ateng¢ao a pele
de todo o corpo, inclusive o couro cabeludo; estimu-
lar o controle médico periodico, principalmente nas
populagdes brancas; evitar, ou reduzir ao maximo, a
utilizagdo do bronzeamento artificial; uso didrio de
filtro solar com fator de protecdo solar de no minimo
15, e que proteja contra radiacdo UVA e UVB; repe-
ticdo das aplicacdes a cada duas horas em situacdes
de exposi¢do prolongada; utilizagdo de acessorios,
como camiseta, chapéu e dculos; evitar o horario en-
tre 10 e 15 horas; e limitar o tempo de exposi¢ao.

Conclusao

De acordo com os resultados, a luz ultra-
violeta causa danos ao material genético mesmo em
pequena exposicao, nao possuindo dose minima de
seguran¢a quanto ao potencial mutagénico, o que
reforca a necessidade de campanhas de prevengao a
exposicao a radiacdo solar e monitoramento do apa-
recimento de manchas e lesdes na pele.
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