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RESUMO 

 

 

AVALIAÇÃO DA IMPORTÂNCIA DO FOTORREPARO DE DNA EM ANFÍBIOS 

 

 

AUTOR: James Eduardo Lago Londero  

ORIENTADOR: André Passaglia Schuch 

 

 
Os anfíbios têm sofrido um declínio populacional generalizado em todo o globo. Em torno de 40% das 

espécies de anfíbios existentes estão ameaçadas de extinção. A radiação ultravioleta (UV) solar (280-

400 nm) possui a capacidade de formar lesões citotóxicas e mutagênicas no genoma de anfíbios, as 

quais podem comprometer o desempenho e aptidão destes animais. Fatores como o decréscimo do 

ozônio estratosférico, mudanças climáticas, desmatamento e diminuição de matéria orgânica em cor-

pos de água, têm aumentado a incidência de radiação UV solar em sítios reprodutivos de anfíbios. Em 

contrapartida, a fim de minimizar os efeitos prejudiciais das lesões induzidas pela UV em seu genoma, 

anfíbios possuem mecanismos capazes de repará-las, tais como o fotorreparo (ou fotorreativação), o 

qual envolve a absorção de luz (350-700 nm) por meio de enzimas chamadas fotoliases e a transferên-

cia de elétrons às lesões, assim removendo-as. No entanto, a capacidade de fotorreparo varia entre 

espécies, sendo a ineficiência deste mecanismo um possível fator determinante para o declínio popula-

cional de espécies sensíveis à radiação solar. Levando isto em consideração, o objetivo geral deste 

trabalho consistiu em avaliar a importância do fotorreparo de DNA em anfíbios. Primeiramente, as 

respostas biológicas de anfíbios aos danos de DNA induzidos pela UV, as quais incluem a capacidade 

de fotorreparo, foram discutidas através de uma revisão ampla da literatura existente sobre este tópico. 

Os resultados demonstram que apenas três trabalhos dos 21 encontrados avaliaram diretamente as 

lesões de DNA induzidas pela UV in vivo. Como consequência, os mecanismos de reparo de DNA são 

pouquíssimos estudados e compreendidos. Desta forma, a importância do fotorreparo de DNA para a 

manutenção do desempenho alimentar de girinos especialistas florestais previamente expostos a uma 

baixa dose ambiental de radiação UVB (280-315 nm) foi avaliada através de um estudo experimental 

controlado com girinos de uma espécie de perereca ameaçada de extinção [Boana curupi (Garcia, Fai-

vovich e Haddad, 2007); Anura; Hylidae]. Os resultados demonstram que a radiação UVB impactou 

negativamente no peso dos girinos devido a uma redução do consumo de alimento, que por sua vez foi 

consequência do impacto genotóxico da UVB. O tratamento adicional com luz visível (pós UVB) su-

geriu uma baixa eficiência do fotorreparo de DNA nesta espécie, uma vez que o peso corporal e a ati-

vidade de consumo de alimento permaneceram afetados. Adicionalmente, análises in silico foram con-

duzidas com o objetivo de compreender as bases moleculares das fotoliases de anfíbios. Análises de 

homologia foram realizadas com sequências de fotoliases de anfíbios. Apenas sequências anotadas e 

acuradas foram obtidas a partir do GenBank, BLASTp e tBLASTn (NCBI). Os resultados demonstram 

variações interespecíficas na ocorrência destas enzimas e a possível má anotação de algumas sequên-

cias. A partir destes resultados, perspectivas futuras são discutidas. A presente dissertação demonstra 

que há ainda uma falta de compreensão do fotorreparo em anfíbios, e que possíveis novas avenidas 

sobre este tema devem ser traçadas, a fim de melhor elucidar o papel do fotorreparo em anfíbios. Por-

tanto, a contribuição da radiação UV solar para o declínio de anfíbios e a importância do fotorreparo 

de DNA para evitar os efeitos genotóxicos induzidos pela radiação UV em espécies de anfíbios pode 

se tornar mais evidente em um futuro próximo. 

 

 

Palavras-chave: Radiação UV. Luz solar. Declínio de anfíbios. Danos de DNA. Lesões de 

DNA. Reparo de DNA. Fotorreparo de DNA. Fotorreativação. Fotoliases. Girinos. 

Performance alimentar. Floresta. Mata Atlântica. 
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ABSTRACT 

 

 

ASSESSMENT OF THE IMPORTANCE OF DNA PHOTOREPAIR IN AMPHIBIANS  

 

 

AUTHOR: JAMES EDUARDO LAGO LONDERO 

ADVISOR: ANDRÉ PASSAGLIA SCHUCH 

 
 

Amphibians have suffered a widespread population decline across the globe. About 40% of existing 

amphibian species are threatened with extinction. Solar ultraviolet (UV) radiation (280-400 nm) has 

the capacity to form cytotoxic and mutagenic lesions in the amphibian genome, which may 

compromise the performance and fitness of these animals. Factors such as the decrease of stratospheric 

ozone, climate changes, deforestation and decrease of organic matter in water bodies have increased 

the incidence of solar UV radiation upon amphibian breeding sites. In contrast, in order to minimize 

the harmful effects of UV-induced lesions on their genome, amphibians have mechanisms capable of 

repairing them, such as photorepair (or photoreactivation), which involves the absorption of light 

(350-700 nm) by means of enzymes called photolyases and the transfer of electrons to the lesions, thus 

removing them. However, photorepair capacity varies among species, and the inefficiency of this 

mechanism is a possible determinant factor for population decline of UV-sensitive species. Taking this 

into account, the general objective of this work was to evaluate the importance of DNA photorepair in 

amphibians. First, the biological responses of amphibians to UV-induced DNA damage, which include 

photorepair capability, have been discussed through a broad review of existing literature on this topic. 

The results show that only three out the 21 studies found directly evaluated the UV-induced DNA 

lesions in vivo. As a consequence, DNA repair mechanisms are very few studied and understood. Thus, 

the importance of DNA photorepair for the maintenance of the feeding performance of forest specialist 

tadpoles previously exposed to a low environmental dose of UVB  radiation (280-315 nm) was 

evaluated through a controlled experimental study with a species of treefrog threatened with extinction 

[Boana curupi (Garcia, Faivovich and Haddad, 2007); Anura; Hylidae]. The results demonstrate that 

UVB radiation negatively impacted tadpole weight due to reduced food consumption, which in turn 

was a consequence of the genotoxic impact of UVB. An additional treatment with visible light (post-

UVB) suggested a low efficiency of DNA photorepair in this species, since body weight and food 

consumption activity remained affected. In addition, in silico analyzes were conducted with the 

objective of understanding the molecular basis of amphibian photolyases. Homology analyzes were 

performed with sequences of amphibian photolyases. Only annotated and accurate sequences were 

obtained from GenBank, BLASTp and tBLASTn (NCBI). The results demonstrate interspecific 

variations in the occurrence of these enzymes and the possible bad annotation of some sequences. 

From these results, future perspectives are discussed. The present dissertation demonstrates that there 

is still a lack of understanding of amphibian photolyases, and that possible new avenues on this subject 

must be traced in order to better elucidate the role of photorepair in amphibians. Therefore, the 

contribution of solar UV radiation to the decline of amphibians, and the importance of DNA 

photorepair to avoid the UV-induced genotoxic effects on amphibian species may become more 

evident in the near future. 

 

 

Keywords: UV radiation. Sunlight. Amphibian decline. DNA lesions. DNA repair. DNA 

photorepair. Photoreactivation. Photolyases. Tadpoles. Feeding performance. Forest. Atlantic 

forest. 
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1 INTRODUÇÃO 

 

Nas últimas décadas têm se observado um fenômeno global de declínio de anfíbios, 

onde muitas espécies estão sofrendo reduções em suas distribuições naturais ou mesmo já 

foram extintas (STUART et al., 2004). Segundo a Lista Vermelha das Espécies Ameaçadas da 

União Internacional para Conservação da Natureza (IUCN), aproximadamente 40% das 

espécies existentes de anfíbios (~2676 de 6690 espécies) encontra-se ameaçada de extinção, 

mas esta proporção pode alcançar o alarmante valor de 54% (IUCN, 2018). Alarmantemente, 

mais de 200 espécies estão sofrendo rápidos declínios populacionais mesmo em hábitats 

aparentemente adequados e intocados, ou seja, sem interferência humana (STUART et al., 

2004). 

Anfíbios são componentes fundamentais da dinâmica trófica e fluxo de energia dentro 

dos ecossistemas e constituem uma significante proporção da biomassa de vertebrados 

(STEBBINS, 1995; WHILES 2006). Anfíbios são ectodérmicos dependentes de água para 

reprodução e são caracterizados pela pele permeável que pode absorver facilmente 

substancias do ambiente (DUELLMAN, 1994). Indivíduos que possuem ciclos de vida 

complexos, como muitos anuros (sapos, rãs e pererecas), possuem uma história de vida 

caracterizada pelos diferentes estágios de desenvolvimento: o ovo que contém o embrião; o 

girino ou larva; o imago ou juvenil; e o adulto. Ovos e girinos são fortemente dependentes de 

corpos de água, enquanto imagos e adultos são tipicamente terrestres (DUELLMAN, 1994). 

Os tipos de alimentação podem diferir entre as fases de vida, sendo a maioria dos girinos de 

hábito onívoro/micrófago com muitas adaptações no aparato locomotor e alimentar; e a 

maioria dos adultos possuindo hábito carnívoro (DUELLMAN, 1994; ALTIG e 

MCDIARMID, 1999). Notavelmente, a susceptibilidade a alterações ambientais pode variar 

entre indivíduos ou espécies (BLAUSTEIN e BELDEN, 2003). 

A radiação ultravioleta (UV) solar, um importante estressor genotóxico ambiental, 

afeta negativamente a saúde e desempenho de embriões e larvas de anfíbios (SCHUCH et al., 

2015a; ALTON e FRANKLIN, 2017). Alterações ambientais globais induzidas por humanos 

como o decréscimo da concentração de ozônio estratosférico e as mudanças climáticas, 

podem contribuir de forma significativa para o aumento dos níveis incidentes de radiação UV 

solar sobre os estágios iniciais do desenvolvimento de anfíbios (SCHUCH et al., 2015b; 

HADER et al., 2015; ALTON e FRANKLIN, 2017). Diferentes consequências biológicas têm 

sido verificadas em indivíduos expostos à radiação UV, tais como redução das taxas de 

crescimento e desenvolvimento, metamorfose atrasada, malformações, mudanças 
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comportamentais, susceptibilidade a infecções e predação, ou mesmo morte (BLAUSTEIN et 

al., 1998; ALTON et al., 2012; SCHUCH et al., 2015a; SCHUCH et al., 2015b, LIPINSKI et 

al., 2016). 

O potencial genotóxico da radiação UV solar que incide na superfície terrestre 

[formada pelos comprimentos de onda do tipo B (UVB, 280−315 nm) e tipo A (UVA, 

315−400 nm)] advém principalmente da energia de seus fótons, que é capaz de induzir 

ligações covalentes entre pirimidinas de nucleotídeos vizinhos em uma hélice do DNA 

(SCHUCH et al., 2017). A estrutura gerada é conhecida como dímero de pirimidina, um tipo 

de danos ou lesão de DNA, que pode ser chamado também de fotoproduto (SANCAR, 2008; 

SCHUCH et al., 2017). Uma vez formados, os dímeros de pirimidina proporcionam uma 

distorção na dupla hélice, que prejudica a replicação e a transcrição do DNA (SCHUCH et al., 

2017). A radiação UVB é mais eficaz que a UVA para formar dímeros de pirimidina devido à 

maior absorção direta de fótons de UVB pelo DNA (SCHUCH et al., 2017). Os danos de 

DNA induzidos com maior frequência pela UV são conhecidos como dímeros de pirimidina 

ciclobutano (CPD), os quais constituem ~80–90% das lesões, e fotoprodutos (6-4) pirimidina-

pirimidona (6-4PP), os quais correspondem a 10–20% das lesões (SANCAR, 2008). Ver 

detalhes estruturais destas lesões na p. 36. 

As radiações UVB e UVA podem induzir morte celular, mutagênese e carcinogênese 

como consequências dos dímeros de pirimidina no DNA (FRIEDBERG, 2003; SCHUCH et 

al., 2017). Entretanto, as lesões induzidas pela radiação UV podem ser corrigidas por 

diferentes mecanismos de reparo de DNA, antes mesmo de desencadearem processos 

citotóxicos e mutagênicos (FRIEDBERG, 2003; RASTOGI et al., 2010). Em um processo 

conhecido como fotorreparo ou fotorreativação, enzimas chamadas como fotoliases utilizam 

UVA/luz visível (300 – 500 nm) como fonte de energia, e transferência de elétrons para 

reverter os dímeros de pirimidina (FRIEDBERG, 2003; SANCAR 2008). Desta forma, a luz 

solar têm sido um fator chave na evolução da vida, devido a sua ação prejudicial ou benéfica 

em sistemas vivos.  

 Dois tipos de fotoliases são capazes de reparar os fotoprodutos induzidos pela UV: as 

CPD fotoliases (CPD PHR) reparam lesões CPD; e as (6-4) fotoliases ((6-4) PHR) reparam 

lesões 6-4PP (SANCAR 2008). A seguir a dinâmica do fotorreparo realizado pela CPD PHR 

será detalhada. A dinãmica se inicia no escuro com a enzima fotoliase se ligando ionicamente 

com os resíduos de fosfato da fita de DNA danificada e liberando o dímero de pirimidina na 

cavidade do sítio ativo, de forma que o dímero esteja em contato com FADH– por meio de 

ligações de forças de Van der Waals. A reação catalítica é iniciada pela absorção de fótons de 



11 

 

UVA/luz visível (300-500 nm) pelo painel solar/fotoantena folato (MTHF). O estado singlete 

excitado do MTHF transfere a energia de excitação para FADH– por transferência de energia 

de ressonância (RET). O FADH–* excitado divide o anel ciclobutano pela reação redox 

cíclica e monomeriza o dímero de pirimidina, e em seguida o DNA reparado se dissocia da 

enzima. O fotociclo catalítico é completado pela restauração da forma ativa FADH- através 

do retorno de elétrons do dímero reparado (Figura 1). A reação fotoquímica inteira é ultra 

rápida (1,2 ns) e eficiente (rendimento quantum em torno de 0.9). O mecanismo de 

fotorreparo é similar em ambos os complexos CPD + CPD PHR e 6-4PP + 6-4 PHR 

(SANCAR, 2003; KAO et al., 2007;.LIU et al., 2011; ZHONG, 2015). 

 

Figura 1 - Dinâmica do fotorreparo de DNA. (1) A enzima fotoliase se liga ao dímero de pirimidina 

(por exemplo, CPD) no escuro. (2) Através de uma reação térmica, (3) a enzima torce o dímero de 

pirimidina de dentro da dupla hélice do DNA para sua cavidade do sítio ativo. (4) Quando fótons de 

luz visível/UVA incidem na fotoliase e (5) alcançam o painel solar (ou fotoantena; por exemplo, 

MTHF), este se torna excitado. (6) Por meio de transferência de energia de ressonância (RET), o 

MTHF transfere sua energia de excitação para (7) FADH–, a coenzima catalítica. (8) O FADH–* 

excitado monomeriza (reverte) o dímero de pirimidina e ocorre o retorno de elétrons do dímero e 

restauração da forma ativa FADH. No entanto, pode ocorrer a excitação direta do FADH– pela luz 

visível/UVA. Legenda: CPD: cyclobutane pyrimidine dimer; MTHF: methenyltetrahydrofolate. 
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Fonte: Adaptado de SANCAR (2003) e KAO et al. (2007). 
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O fotorreparo de DNA é o principal e mais eficiente mecanismo de reparo dos dímeros 

de pirimidina induzidos pela UV presente no clado dos anfíbios (MENCK, 2002). Entretanto, 

de acordo com a hipótese da sensibilidade à UV, espécies de anfíbios com menor resistência à 

radiação UV solar possuem uma menor capacidade de reparar os dímeros de pirimidina 

gerados na molécula de DNA (BLAUSTEIN et al., 1994). Assim, os níveis de atividade das 

fotoliases diferem substancialmente entre espécies de anfíbios (BLAUSTEIN et al. 1994; 

VAN DE MORTEL et al., 1998; SANTOS e LONDERO et al., 2018).  

O objetivo geral deste trabalho consistiu em avaliar a importância do fotorreparo de 

DMA em anfíbios. A sessão de texto da presente dissertação encontra-se dividida em seis 

capítulos, sendo esta sessão introdutória o primeiro capítulo. O segundo capítulo trata-se de 

uma revisão da literatura existente sobre o impacto da radiação UV solar em anfíbios, tendo 

com o foco as respostas biológicas destes animais, as quais incluem a eficiência do 

fotorreparo de DNA. O terceiro capítulo avalia a importância do fotorreparo de DNA para a 

manutenção do desempenho alimentar de girinos especialistas florestais expostos à radiação 

UVB. A espécie modelo utilizada neste trabalho, Boana curupi (Garcia, Faivovich and 

Haddad, 2007; Anura; Hylidae), está ameaçada de extinção a nível nacional e estadual 

(MINISTÉRIO DO MEIO AMBIENTE, 2014; GOVERNO DO ESTADO DO RIO GRANDE 

DO SUL, 2014), estando restrita aos remanescentes florestais de Mata Atlântica do sul do 

Brasil, a qual compõe o hotspot de biodiversidade Mata Atlântica (MYERS et al., 2000; 

LONDERO et al., 2018). Os dados sugerem uma alta susceptibilidade desta espécie à 

radiação UV solar devido à ineficiência do mecanismo de fotorreparo de DNA. A fim de 

compreender as bases moleculares subjacentes ao fotorreparo de DNA de anfíbios, o quarto 

capítulo lança uma perspectiva de estudo de caracterização computacional dos genes e 

proteínas das fotoliases de anfíbios a partir de sequências primárias de 28 espécies. 

Resultados preliminares demonstram que (1) a ocorrência de genes de fotoliases nas espécies 

não é uma regra ou (2) as sequências, em geral, são pouco conservadas dentro do clado dos 

anfíbios ou (3) as sequências utilizadas não foram obtidas e anotadas de maneira correta. Em 

seguida, os resultados adquiridos nos capítulos mencionados acima, as novidades científicas 

do presente trabalho, bem como perspectivas para estudos futuros, são discutidos em uma 

sessão única (quinto capítulo). A conclusão geral da dissertação encontra-se no sexto capítulo.   
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2 ARTIGO 1 - IMPACT OF SOLAR UV RADIATION ON AMPHIBIANS: FOCUS 

ON GENOTOXIC STRESS 
 

Este estudo revisa os artigos de pesquisa existentes que têm como foco os danos de 

DNA (e respostas biológicas) induzidos por doses relevantes ambientalmente de UVB e UVA 

em espécies de anfíbios. Apenas 21 artigos foram encontrados nos bancos de dados, dos quais 

somente três mediram diretamente as lesões de DNA in vivo. A contribuição da 

genotoxicidade induzida pela radiação UV solar para o declínio de anfíbios pode estar sendo 

subestimada. Possíveis investigações futuras são discutidas.  

Uma cópia do arquivo referente à última submissão para a revista Mutation Research 

– Genetic Toxicology and Environmental Mutagenesis tem início na página seguinte. 
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3 ARTIGO 2 – IMPACTS OF UVB RADIATION ON FOOD CONSUMPTION OF 

FOREST SPECIALIST TADPOLES  
 

Este estudo o papel do impacto genotóxico induzido por uma dose de radiação UVB 

ambiental e da ineficiência do fotorreparo de DNA no processo de perda de desempenho ali-

mentar observado em girinos de uma espécie de perereca especialista florestal ameaçada de 

extinção e restrita de fragmentos de Mata Atlântica da porção sul. Os resultados geram insi-

ghts ecológicos que estendem a espécie utilizada neste estudo, e trazem uma contribuição 

substancial para a investigação do papel da radiação UV solar no declínio enigmático de es-

pécies de anfíbios. O presente capítulo encontra-se publicado na revista científica Ecotoxico-

logy and Environmental Safety (LONDERO et al., 2017). 
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4 ANÁLISE IN SILICO DAS ENZIMAS FOTOLIASES DE ANFÍBIOS  
 

4.1 INTRODUÇÃO 

Nas últimas décadas, um declínio global de populações de anfíbios tem sido observado 

e várias hipóteses têm sido propostas para explicar este fenômeno, tais como o aumento da 

incidência de radiação UV solar (STUART et al., 2004; SCHUCH et al., 2015b; HADER et 

al., 2015; LIPINSKI et al, 2016). O principal impacto negativo da radiação UV solar depende 

de sua capacidade de danificar a molécula de DNA (SCHUCH et al., 2017). Em vista disso, 

ao longo da evolução, estratégias foram utilizadas pelos anfíbios para evitar os efeitos 

genotóxicos induzidos pela radiação UV solar.  

Uma das linhas de defesa dos anfíbios contra o impacto genotóxico da radiação UV 

consiste na reparação dos dímeros de pirimidina já estabelecidos no DNA (FRIEDBERG et 

al., 2003; RASTOGI et al., 2010). O fotorreparo é o principal mecanismo para reparar estes 

tipos de danos induzidos pela radiação UV em anfíbios e envolve a foto-ativação das enzimas 

fotoliases (PHR) e quebra dos dímeros de pirimidina (BLAUSTEIN et al., 1994; MENCK 

2002; ZHONG, 2015). Outra linha de defesa contra a genotoxicidade induzida pela radiação 

UV pode ser fornecida por protetores solares naturais e pigmentos em embriões e larvas, bem 

como por alterações comportamentais em larvas devido à luz UV incidente (BLAUSTEIN e 

BELDEN, 2003). Larvas de várias espécies de anfíbios são capazes de perceber os raios UV e 

migrar para regiões onde estes comprimentos de onda são menos intensos (BLAUSTEIN e 

BELDEN, 2003; SCHUCH et al., 2015a). Em um contexto evolutivo mais amplo, a estratégia 

de fuga dos raios UV foi uma pressão seletiva determinante para o desenvolvimento da 

ritmicidade circadiana, a qual melhora a aptidão dos animais em ambientes constantes ou em 

mudança (PITTENDRIGH, 1993; PARANJPE e SHARMA, 2005). As variações de luz 

rítmica fornecem informações vitais para sincronizar os fenômenos biológicos básicos, 

permitindo que as espécies otimizem seu crescimento, propagação e sobrevivência (DODD et 

al., 2005; ROENNEBERG e MERROW, 2005). A incapacidade de responder molecular ou 

sensorialmente à UV e/ou luz visível solar pode ser uma desvantagem evolutiva para espécies 

de anfíbios (CHAVES et al., 2011; SCHUCH et al., 2015a). 

O ritmo circadiano tem como principais elementos funcionais as enzimas chamadas 

criptocromos (CRY), que possuem as fotoliases como ancestrais, porém, em geral não 

possuem função de reparo dos dímeros de pirimidina induzidos pela radiação UV (SANCAR, 

2003). Assim, criptocromos e fotoliases formam uma família de proteínas fotorreceptoras, as 

quais possuem semelhanças gerais em suas sequências e domínios. Estas proteínas 



48 

 

apresentam no domínio terminal N, o subdomínio conservado chamado “DNA photolyase” e 

o subdomínio “de ligação FAD” (MEI e DVORNYK, 2015). Além disso, criptocromos de 

plantas e animais possuem o domínio terminal C de comprimento variável que está ausente ou 

possuem comprimento reduzido nas proteínas CRY-DASH, 6-4 PHR e CPD PHR (LIN e 

TODO, 2005) A variação no comprimento do domínio terminal C acarreta em diversidade 

funcional entre criptocromos (CHAVES et al., 2006) (Figura 2). 

 

Figura 2 – Arquitetura de domínios da família PHR/CRY. CRY2: Homo sapiens; CRY vegetal: 

Arabidopsis thaliana; CRY-DASH: Xenopus laevis; 6-4 PHR: Danio rerio; CPD PHR: Danio rerio. 

FAD: dinucleótido de flavina e adenina. 

 

Fonte: Adaptado de MEI e DVORNYK (2015). 

 

Coenzimas podem se ligar aos subdomínios e agirem como cromóforos que absorvem 

luz. Criptocromos podem possuir dois cromóforos, o MTHF (“methenyltetrahydrofolate”) e o 

FAD (dinucleótido de flavina e adenina), que se ligam como coenzimas ao subdomínio “DNA 

photolyase” e ao subdomínio “de ligação FAD”, respectivamente (MALHOTRA et al., 1995). 

No entanto, criptocromos podem possuir apenas o FAD, como observado em CRY de 

Drosophila melanogaster (OZTURK, 2017). Já as fotoliases podem possuir o cromóforo 

MTHF ou 8-HDF (“8-hydroxy-5-deazaflavin”), além do cromóforo FAD (SANCAR, 2003; 

OZTURK, 2017). No domínio terminal N estão localizados o subdomínio α/β e o subdomínio 

helicoidal α, que na estrutura 3D, são conectados por um loop variável. Os dois lobos do 

domínio helicoidal α formam um sulco, que é chamado de cavidade de acesso FAD, local 
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onde os dímeros de pirimidina são reparados (PARK et al., 1995; MEI e DVORNYK et al., 

2015) (Figura 3). 

 

Figura 3 – Representação esquemática dos domínios e coenzimas que compõem a estrutura 3D das 

enzimas da família PHR/CRY.  (A) Indicação dos sítios aproximados de ligação das duas coenzimas 

MTHF e FAD. (B) Diagrama Ribbon da estrutura cristal da fotoliase de Escherichia coli, apresentando 

os domínios terminais e as posições das coenzimas. (C) Representação do potencial de superfície da 

estrutura cristal da fotoliase de Escherichia coli apresentando os resíduos expostos. A demarcação 

demonstra o buraco que leva ao FAD no núcleo do domínio helicoidal α. MTHF: 

methenyltetrahydrofolate; FAD: dinucleótido de flavina e adenina.  
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Fonte: Adaptado de SANCAR (2003), SANCAR (2008) e KAVAKLI et al. (2017). 

 

A habilidade de uma macromolécula desempenhar adequadamente seu papel biológico 

é dependente da sua capacidade de assumir uma estrutura tridimensional funcional 

(ANFINSEN, 1973; FERSHT, 1999). Desta forma, anormalidades em ácidos nucleicos e 

proteínas devido a mutações ou mudanças ambientais podem torná-los incapazes de 

desempenhar suas funções biológicas (LEVY et al., 2001; GRANT et al., 2009; UVERSKY, 

2009; NEUDECKER et al., 2012). Portanto, investigar a estrutura e a dinâmica 
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macromolecular das fotoliases e criptocromos é fundamental para a compreensão de como 

estas enzimas conduzem suas funções dentro das células de anfíbios. Entretanto, a estrutura 

cristalográfica de fotoliases e criptocromos de anfíbios ainda não foi relatada, mesmo nos 

organismos modelos Xenopus laevis e Xenopus tropicalis. Avanços significativos têm sido 

feitos in silico para realização de análises preditivas da estrutura 3D de proteínas, de forma a 

complementar experimentos laboratoriais (SCHMIDT et al., 2013; SHAMRIZ e OFOGHI., 

2016).  

Anfíbios têm ciclos de vida complexos que podem potencialmente expô-los a 

mudanças ambientais tanto aquáticas quanto terrestres (BLAUSTEIN e BELDEN, 2003), 

como o aumento da exposição aos raios UV e mudanças no regime de luz. É provável que a 

luz e o ritmo circadiano regulem mudanças diárias na sensibilidade de anfíbios à radiação 

UVB (TAKAHASHI et al., 2002; HORAK e FARRÉ, 2015), porém, este tópico ainda não foi 

pesquisado. Considerando que os membros da família PHR/CRY (1) representam um grupo 

antigo de proteínas ativadas pela luz UVA/luz visível, (2) são amplamente distribuídos e (3) 

possuem múltiplos papéis na biologia de anfíbios e que (4) trabalhos anteriores abordaram 

superficialmente os membros da família de PHR/CRY de anfíbios em um contexto mais 

amplo juntamente com vários outros clados de árvore da vida; torna-se necessário investigar 

detalhadamente as relações filogenéticas, estruturais e funcionais dentro da família PHR/CRY 

de anfíbios. Portanto, este estudo visa compreender as bases moleculares da família 

PHR/CRY de anfíbios através da identificação in silico de (1) genes, (2) estrutura gênica e 

proteica, (3) conservação de resíduos, (4) estruturas 3D preditas, (5) funções preditas a partir 

das estruturas 3D geradas, e (5) análises filogenéticas. 

 

4.2 MÉTODOS 

4.2.1 Disponibilidade de sequências  

Apenas quatro espécies de anfíbios possuem seu genoma totalmente sequenciado: 

Xenopus tropicalis, Xenopus laevis, Nanorana parkeri e Ambystoma mexicanum (HELLSTEN 

et al., 2010; SUN et al., 2015; SESSION et al., 2016; NOWOSHILOW et al., 2018). Os 

quatro genomas foram divulgados em artigos científicos entre 2010 e 2018. Em 2018, o 

genoma da espécie de salamandra Ambystoma mexicanum foi publicado (NOWOSHILOW et 

al., 2018) e novas sequências estão disponíveis nos bancos de dados, porém ainda precisam 

ser anotadas e curadas. Desta forma, elas ainda não compõem o banco de dados RefSeq (ver 

abaixo), utilizado nas nossas análises. A incorporação de sequências desta espécie será 

considerada, a fim de tornar o trabalho mais robusto com a utilização de quatro genomas 
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totalmente sequenciados. A espécie A. mexicanum está criticamente ameaçada de extinção em 

nível global, diferentemente das outras três espécies, que possuem o status de “Pouco 

preocupante” em relação à perigo de extinção (IUCN, 2018). Tendo em vista a pouca 

disponibilidade de sequências genômicas, sequências de transcriptomas anotadas e curadas 

foram adicionadas neste trabalho. Entre as sequências de transcriptomas, encontra-se a 

espécie A. mexicanum. 

4.2.2 Pesquisa por sequências 

 Sequências proteicas de fotoliases e criptocromos de anfíbios foram obtidas a partir da 

seção de proteínas do NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/), (1) usando a isca 

“photolyase xenopus”; (2) marcando o banco de dados RefSeq afim de obter sequências 

curadas e estáveis (O'LEARY et al, 2016); (3) marcando como filtro os táxons Xenopus laevis 

(Xla) e X. tropicalis (Xtr), uma vez que as sequências proteicas destas espécies foram melhor 

caracterizadas e anotadas; (4) dando preferência para sequências não preditas, e (5) 

selecionando apenas uma sequência por tipo de proteína disponível.  

4.2.3 Pesquisa por sequências similares a partir de sequências de consulta 

 A ferramenta BLASTP (STEPHEN et al., 1997) foi usada para obter sequências 

proteicas homólogas a partir das sequências proteicas selecionadas mencionadas acima. O 

banco de dados RefSeq Protein (RSP) foi usado como “search set” e três espécies com 

sequências RSP disponíveis foram selecionadas na seção “organism section’ (Xenopus laevis, 

X. tropicalis and Nanorana parkeri).  

A fim de pesquisar por banco de dados de nucleotídeos em diferentes espécies de 

anfíbios a partir de nossas sequências proteicas de consulta, a ferramenta TBLASTN 

(STEPHEN et al., 1997) foi usada e o banco de dados “Transcriptome Shotgun Assembly 

(TSA)” foi marcado como “search set”. 25 espécies com sequências TSA disponíveis foram 

marcadas no item “organism section”. Estas sequências são “contigs” não anotados. Estes 

procedimentos foram realizados até janeiro de 2018.  

 

4.2.4 Seleção de sequências 

Para os resultados do BLASTP e TBLASTN, o E-value menor de 10
-6

 e o score de 

corte de 200 foi aplicado como um limite inferior da seleção de sequências.  

 

4.2.5 Análise de ocorrência 



53 

 

 A verificação da ocorrência das proteínas da família PHR/CRY nas espécies de 

anfíbios foi feita com base nos resultados do BLASTP e TBLASTN. O critério de análise foi 

simplesmente verificar a presença de sequências de cada espécie nas sublistas de cada tipo de 

proteína. Quando uma mesma sequência estava localizada em mais de uma lista (por exemplo, 

em 6-4 PHR e CRY1 e CRY2), o maior score, seguido pela maior cobertura de sequência e 

maior valor de E, foram utilizados como medida seletiva para determinar o tipo de proteína 

daquela sequência. 

 

4.3 RESULTADOS PRELIMINARES 

4.3.1 Sequências consulta selecionadas  

 As sequências proteicas selecionadas foram CPD PHR Xla (NP_001089127.1), 6-4 

PHR Xla (NP_001081421.1), CRY-DASH Xla (NP_001084438.1), CRY1 Xla 

(NP_001081129.1)  CRY2 Xla (NP_001083936.1) e CRY4 Xtr (NP_001123706.1). Estas 

sequências foram usadas como sequências proteicas de consulta nas ferramentas BLASTP e 

TBLASTN para encontrar sequências homólogas de anfíbios. 

 

4.3.2 Sequências homólogas obtidas 

 A Tabela 1 apresenta a diversidade de espécies de anfíbios resgatada a partir das 

buscas. As espécies estão distribuídas em diferentes clados da árvore filogenética dos anfíbios 

(PYRON e WIENS, 2011). Todas as sequências proteicas (BLASTP) e nucleotídicas 

(TBLASTN) obtidas estão listadas na Tabela 2 and Tabela 3, respectivamente. 

 

Tabela 1. Diversidade de espécies de anfíbios resgatadas a partir das buscas do BLASTP e 

TBLASTN (sequências de RSP and TSA selecionadas). RSP: Reference Sequence Protein; 

TSA; Transcritpome Shotgun Assembly. 

 

Família Espécie Banco de dados Taxid 

Hynobiidae Hynobius chinensis TSA 288313 

 
Hynobius retardatus TSA 36312 

Ambystomatidae Ambystoma mexicanum TSA 8296 

 
Ambystoma maculatum TSA 43114 

 
Ambystoma tigrinum TSA 8305 

 
Ambystoma laterale TSA 8298 

 
Ambystoma texanum TSA 8304 

Salamandridae Tylototriton wenxianensis TSA 385678 
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Bombinatoridae Bombina bombina TSA 8345 

 
Bombina orientalis TSA 8346 

 
Bombina variegata TSA 8348 

Pipidae Xenopus laevis RSP 8355 

 
Xenopus tropicalis RSP 8364 

Megophryidae Leptobrachium boringii TSA 265040 

Hylidae Pseudacris regilla TSA 47562 

 
Dryophytes cinereus TSA 8422 

Bufonidae Bufotes viridis TSA 30338 

 
Rhinella marina TSA 8386 

Hylodidae Oreobates cruralis TSA 448617 

Ranidae Nanorana parkeri RSP 125878 

 
Lithobates clamitans TSA 145282 

 
Lithobates catesbiana TSA 8400 

 
Pelophylax nigromaculatus TSA 8409 

 
Odorrana margaretae TSA 121156 

Rhacophoridae Rhacophorus omeimontis TSA 462328 

 
Rhacophorus dennysi TSA 143444 

 
Polypedates megacephalus RSG 68449 
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Tabela 2. Todas as sequências proteicas obtidas por similaridade a partir de cada sequência de consulta usando a ferramenta BLASTP. 

Sequência de consulta Resultado Nº de acesso Score Cobertura E-value 

6-4 photolyase [Xenopus lae-

vis]  6-4 photolyase [Xenopus laevis] NP_001081421.1 1095 100% 0 

 

uncharacterized protein LOC100144974 [Xenopus 

tropicalis] NP_001120012.1 1012 99% 0 

 

PREDICTED: cryptochrome-1-like [Nanorana 

parkeri] XP_018420471.1 904 96% 0 

 

cryptochrome-1 [Xenopus tropicalis] NP_001017311.2 656 93% 0 

 

cryptochrome-1 [Xenopus laevis] NP_001081129.1 656 93% 0 

 

PREDICTED: cryptochrome-1 [Xenopus laevis] XP_018110342.1 654 93% 0 

 

cryptochrome circadian regulator 2 S homeolog 

[Xenopus laevis] NP_001083936.1 634 92% 0 

 

cryptochrome 2a [Xenopus laevis] NP_001082139.1 627 92% 0 

 

PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: 

cryptochrome-1 [Nanorana parkeri] XP_018413653.1 620 93% 0 

 

PREDICTED: cryptochrome-2 [Nanorana parkeri] XP_018410013.1 619 92% 0 

 

PREDICTED: cry1 protein isoform X1 [Xenopus 

laevis] XP_018100773.1 572 92% 0 

 

Cry1 protein [Xenopus laevis] NP_001088990.1 572 92% 0 

 

cryptochrome 4 [Xenopus tropicalis] NP_001123706.1 569 98% 0 

 

PREDICTED: cryptochrome-2 [Xenopus tropicalis] XP_002934138.2 567 83% 0 

 

PREDICTED: cryptochrome 4 isoform X1 

[Xenopus tropicalis] XP_012812443.1 563 98% 0 

   

   

CPD photolyase-like L 

homeolog [Xenopus laevis]  CPD photolyase-like L homeolog [Xenopus laevis] NP_001089127.1 1165 100% 0 

 

PREDICTED: CPD photolyase-like L homeolog 

isoform X1 [Xenopus laevis] XP_018096830.1 1164 100% 0 

 

PREDICTED: CPD photolyase-like L homeolog 

isoform X2 [Xenopus laevis] XP_018096831.1 1164 100% 0 

 

PREDICTED: deoxyribodipyrimidine photo-lyase-

like [Nanorana parkeri] XP_018427648.1 912 97% 0 
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PREDICTED: deoxyribodipyrimidine photo-lyase-

like [Xenopus tropicalis] XP_017949882.1 343 30% 3.00E-116 

 

CPD photolyase-like [Xenopus tropicalis] NP_001135721.1 262 27% 6.00E-85 

   

   

Cryptochrome-1 [Xenopus lae-

vis] cryptochrome-1 [Xenopus laevis] NP_001081129.1 1285 100% 0 

 

cryptochrome-1 [Xenopus tropicalis] NP_001017311.2 1254 100% 0 

 

PREDICTED: cryptochrome-1 [Xenopus laevis] XP_018110342.1 1177 100% 0 

 

PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: 

cryptochrome-1 [Nanorana parkeri] XP_018413653.1 1130 100% 0 

 

cryptochrome 2a [Xenopus laevis] NP_001082139.1 870 85% 0 

 

cryptochrome circadian regulator 2 S homeolog 

[Xenopus laevis] NP_001083936.1 867 87% 0 

 

PREDICTED: cryptochrome-2 [Nanorana parkeri] XP_018410013.1 857 85% 0 

 

PREDICTED: cryptochrome-2 [Xenopus tropicalis] XP_002934138.2 788 75% 0 

 

6-4 photolyase [Xenopus laevis] NP_001081421.1 656 79% 0 

 

uncharacterized protein LOC100144974 [Xenopus 

tropicalis] NP_001120012.1 649 82% 0 

 

PREDICTED: cryptochrome-1-like [Nanorana 

parkeri] XP_018420471.1 629 83% 0 

 

PREDICTED: cry1 protein isoform X1 [Xenopus 

laevis] XP_018100773.1 584 79% 0 

 

Cry1 protein [Xenopus laevis] NP_001088990.1 584 79% 0 

 

cryptochrome 4 [Xenopus tropicalis] NP_001123706.1 577 79% 0 

 

PREDICTED: cryptochrome 4 isoform X1 

[Xenopus tropicalis] XP_012812443.1 572 79% 0 

   

   

Cryptochrome circadian regula-

tor 2 S homeolog [Xenopus 

laevis] 

cryptochrome circadian regulator 2 S homeolog 

[Xenopus laevis] NP_001083936.1 1186 100% 0 

 

cryptochrome 2a [Xenopus laevis] NP_001082139.1 1103 100% 0 

 

PREDICTED: cryptochrome-2 [Nanorana parkeri] XP_018410013.1 1019 100% 0 

 

PREDICTED: cryptochrome-2 [Xenopus tropicalis] XP_002934138.2 996 90% 0 
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cryptochrome-1 [Xenopus laevis] NP_001081129.1 867 95% 0 

 

PREDICTED: cryptochrome-1 [Xenopus laevis] XP_018110342.1 864 93% 0 

 

cryptochrome-1 [Xenopus tropicalis] NP_001017311.2 861 88% 0 

 

PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: 

cryptochrome-1 [Nanorana parkeri]  XP_018413653.1 815 88% 0 

 

6-4 photolyase [Xenopus laevis] NP_001081421.1 634 85% 0 

 

uncharacterized protein LOC100144974 [Xenopus 

tropicalis] NP_001120012.1 627 85% 0 

 

PREDICTED: cryptochrome-1-like [Nanorana 

parkeri] XP_018420471.1 613 85% 0 

 

PREDICTED: cry1 protein isoform X1 [Xenopus 

laevis] XP_018100773.1 559 84% 0 

 

Cry1 protein [Xenopus laevis] NP_001088990.1 559 84% 0 

 

cryptochrome 4 [Xenopus tropicalis] 556  0.0 54% NP_001123706.1 556 85%  

 

PREDICTED: cryptochrome 4 isoform X1 

[Xenopus tropicalis] XP_012812443.1 553 85%  

   

   

Cryptochrome 4 [Xenopus tro-

picalis] cryptochrome 4 [Xenopus tropicalis] NP_001123706.1 1169 100% 0 

 

PREDICTED: cryptochrome 4 isoform X1 

[Xenopus tropicalis] XP_012812443.1 1162 100% 0 

 

PREDICTED: cry1 protein isoform X1 [Xenopus 

laevis] XP_018100773.1 1064 100% 0 

 

Cry1 protein [Xenopus laevis] NP_001088990.1 1064 100% 0 

 

cryptochrome-1 [Xenopus laevis] NP_001081129.1 577 87% 0 

 

cryptochrome-1 [Xenopus tropicalis] NP_001017311.2 574 87% 0 

 

PREDICTED: cryptochrome-1 [Xenopus laevis] XP_018110342.1 572 87% 0 

 

6-4 photolyase [Xenopus laevis] NP_001081421.1 569 96% 0 

 

uncharacterized protein LOC100144974 [Xenopus 

tropicalis] NP_001120012.1 566 89% 0 

 

cryptochrome 2a [Xenopus laevis] NP_001082139.1 558 87% 0 

 

cryptochrome circadian regulator 2 S homeolog 

[Xenopus laevis] NP_001083936.1 556 87% 0 
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PREDICTED: cryptochrome-2 [Nanorana parkeri] XP_018410013.1 554 87% 0 

 

PREDICTED: cryptochrome-1-like [Nanorana 

parkeri] XP_018420471.1 549 86% 0 

 

PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: 

cryptochrome-1 [Nanorana parkeri] XP_018413653.1 545 89% 0 

   

   

Cryptochrome DASH [Xenopus 

laevis]  Cryptochrome DASH [Xenopus laevis]  NP_001084438.1 1093 100% 0 

 

PREDICTED: cryptochrome DASH [Nanorana 

parkeri] XP_018408992.1 943 100% 0 

 

PREDICTED: LOW QUALITY PROTEIN: 

cryptochrome DASH-like [Xenopus tropicalis] XP_012820544.1 818 100% 0 
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Tabela 3. Todas as sequências de transcritos obtidas por similaridade a partir de cada sequência de consulta usando a ferramenta TBLASTN , 

sem repetições. Estas sequências de RNA primário passaram pela análise do Transdecoder para manutenção apenas de regiões codificantes. 

 

Sequência de consulta Resultados Nº de acesso Score Cobertura E-value 

6-4 photolyase [Xenopus 

laevis]   

TSA: Polypedates megacephalus comp58400_c0 

transcribed RNA sequence 

GEGH01033891.1 956 100% 0 

 TSA: Rana catesbeiana contig-159444 transcribed 

RNA sequence 

GDDO01042491.1 951 100% 0 

 TSA: Dryophytes cinereus TR804319_c0_g1_i10 

transcribed RNA sequence 

GENE01043012.1 949 100% 0 

 TSA: Odorrana margaretae comp92855_c0 transcri-

bed RNA sequence 

GEGJ01008314.1 946 100% 0 

 TSA: Hynobius retardatus mRNA, contig: 

comp181653_c0_seq1, mRNA sequence 

LE143480.1 943 100% 0 

 TSA: Ambystoma maculatum c446684_g1_i1 trans-

cribed RNA sequence 

GFMY01065621.1 938 100% 0 

 TSA: Rhinella marina Rm22464d7460467t2 trans-

cribed RNA sequence 

GFMT01018198.1 934 93% 0 

 TSA: Ambystoma mexicanum A-

MEXTC_0340000012721 transcribed RNA sequen-

ce 

GFZP01123555.1 929 100% 0 

 TSA: Leptobrachium boringii comp40268_c0 trans-

cribed RNA sequence 

GEGK01041188.1 919 99% 0 

 TSA: Oreobates cruralis Unige-

ne150829_c4_g2_i1_Oreobates_cruralis transcribed 

RNA sequence 

GFNJ01017291.1 703 72% 0 

 TSA: Bombina variegata variegata, contig 

c15188_g1_i1, transcribed RNA sequence 

HADR01012715.1 656 93% 0 

 TSA: Bombina bombina, contig c22651_g1_i2, 

transcribed RNA sequence 

HADQ01021572.1 656 93% 0 

 TSA: Bombina orientalis, contig c28403_g2_i1, 

transcribed RNA sequence 

HADT01029591.1 655 93% 0 

 TSA: Pelophylax nigromaculatus comp51682_c2 GEGI01005372.1 652 93% 0 
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transcribed RNA sequence 

 TSA: Tylototriton wenxianensis Tw_m.19227 trans-

cribed RNA sequence 

GESS01043110.1 649 92% 0 

 TSA: Rhacophorus dennysi comp56514_c1 transcri-

bed RNA sequence 

 GEGG01061150.1 647 93% 0 

 TSA: Hynobius chinensis comp55479_c0_seq1 

transcribed RNA sequence 

GAQK01097722.1 399 42% 1.00E-135 

 TSA: Rana clamitans Lithoba-

tes.clamitans_contig_6299 mRNA sequence 

GAEG01006299.1 301 50% 1.00E-95 

 TSA: Odorrana margaretae comp78368_c0 transcri-

bed RNA sequence 

GEGJ01048240.1 273 43% 9.00E-85 

 TSA: Ambystoma tigrinum A-

Ti_cds.comp27842_c2_seq1.m.15600 transcribed 

RNA sequence 

GFLI01009102.1 248 41% 1.00E-76 

 TSA: Bufotes viridis Unigene100616_Bufo_viridis 

transcribed RNA sequence 

GDRL01071324.1 242 38% 1.00E-74 

      

CPD photolyase-like L 

homeolog [Xenopus laevis]  

TSA: Pelophylax nigromaculatus comp50783_c0 

transcribed RNA sequence 

GEGI01021429.1 903 94% 0 

 TSA: Rhinella marina Rm2227d9340907t7 transcri-

bed RNA sequence 

GFMT01022267.1 901 94% 0 

 TSA: Bombina variegata variegata, contig 

c15755_g1_i1, transcribed RNA sequence 

HADR01013115.1 899 94% 0 

 TSA: Bombina orientalis, contig c46906_g1_i1, 

transcribed RNA sequence 

HADT01052142.1 895 94% 0 

 TSA: Leptobrachium boringii comp34429_c0 trans-

cribed RNA sequence 

GEGK01015219.1 894 99% 0 

 TSA: Bombina bombina, contig c25276_g1_i2, 

transcribed RNA sequence 

HADQ01025428.1 894 94% 0 

 TSA: Bombina variegata scabra, contig 

c6078_g1_i1, transcribed RNA sequence 

HADS01005325.1 889 94% 0 

 TSA: Pseudacris regilla Pseuda-

cris.regilla_contig_671 mRNA sequence 

GAEI01000671.1 887 93% 0 

 TSA: Oreobates cruralis Unige-

ne150466_c1_g2_i9_Oreobates_cruralis transcribed 

GFNJ01006097.1 886 94% 0 
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RNA sequence 

 TSA: Rana catesbeiana contig-280574 transcribed 

RNA sequence 

GDDO01102518.1 882 85% 0 

 TSA: Ambystoma maculatum c479575_g2_i2 trans-

cribed RNA sequence 

GFMY01058775.1 868 85% 0 

 TSA: Ambystoma mexicanum A-

MEXTC_0340000168533 transcribed RNA sequen-

ce 

GFZP01161266.1 868 85% 0 

 TSA: Tylototriton wenxianensis Tw_m.124841 

transcribed RNA sequence 

GESS01057049.1 867 86% 0 

 TSA: Ambystoma mexicanum Amby-

mex_c1074295_g2_i1 transcribed RNA sequence 

GFBM010733838.1 866 85% 0 

 TSA: Hynobius retardatus mRNA, contig: 

comp186306_c2_seq1, mRNA sequence 

LE160722.1 864 86% 0 

 TSA: Polypedates megacephalus comp54851_c0 

transcribed RNA sequence 

GEGH01017630.1 862 99% 0 

 TSA: Rhacophorus dennysi comp48612_c0 transcri-

bed RNA sequence 

GEGG01052580.1 855 85% 0 

 TSA: Rana clamitans Lithoba-

tes.clamitans_contig_5162 mRNA sequence 

GAEG01005162.1 649 65% 0 

 TSA: Rhacophorus omeimontis comp199045_c2 

transcribed RNA sequence 

GEGF01035370.1 578 56% 0 

 TSA: Bufotes viridis Unigene104222_Bufo_viridis 

transcribed RNA sequence 

GDRL01074928.1 479 47% 3.00E-166 

 TSA: Hynobius chinensis comp6716_c1_seq1 trans-

cribed RNA sequence 

GAQK01103477.1 415 38% 4.00E-141 

      

cryptochrome-1 [Xenopus 

laevis] 

TSA: Bombina bombina, contig c22651_g1_i2, 

transcribed RNA sequence 

HADQ01021572.1 1180 100% 0 

 TSA: Rana catesbeiana contig-302143 transcribed 

RNA sequence 

GDDO01003453.1 1174 100% 0 

 TSA: Polypedates megacephalus comp61682_c0 

transcribed RNA sequence 

GEGH01000038.1 1174 100% 0 

 TSA: Bombina variegata variegata, contig 

c15188_g1_i1, transcribed RNA sequence 

HADR01012715.1 1174 100% 0 



62 

 

 TSA: Pelophylax nigromaculatus comp51682_c2 

transcribed RNA sequence 

GEGI01005372.1 1172 100% 0 

 TSA: Rhacophorus dennysi comp56514_c1 transcri-

bed RNA sequence 

GEGG01061150.1 1171 100% 0 

 TSA: Rhinella marina Rm23122d9381937t1 trans-

cribed RNA sequence 

GFMT01029465.1 1169 100% 0 

 TSA: Bombina orientalis, contig c28403_g2_i1, 

transcribed RNA sequence 

HADT01029591.1 1169 100% 0 

 TSA: Leptobrachium boringii comp34550_c0 trans-

cribed RNA sequence 

GEGK01045838.1 1160 100% 0 

 TSA: Hynobius retardatus mRNA, contig: 

comp183139_c0_seq2, mRNA sequence 

LE148515.1 1088 100% 0 

 TSA: Tylototriton wenxianensis Tw_m.19227 trans-

cribed RNA sequence 

GESS01043110.1 1071 99% 0 

 TSA: Ambystoma mexicanum Amby-

mex_c1071668_g2_i1 transcribed RNA sequence 

GFBM010714201.1 885 84% 0 

 TSA: Dryophytes cinereus TR7961 14_c3_g2_i1 

transcribed RNA sequence 

GENE01035822.1 845 65% 5.00E-121 

 TSA: Odorrana margaretae comp93145_c0 transcri-

bed RNA sequence 

GEGJ01038093.1 835 85% 0 

 TSA: Ambystoma maculatum c451714_g1_i2 trans-

cribed RNA sequence 

GFMY01017149.1 805 77% 0 

 TSA: Rhacophorus omeimontis comp203387_c0 

transcribed RNA sequence 

GEGF01036638.1 768 68% 0 

 TSA: Oreobates cruralis Unige-

ne146326_c0_g1_i1_Oreobates_cruralis transcribed 

RNA sequence 

GFNJ01018085.1 715 67% 0 

 TSA: Ambystoma laterale AT-

TiL_cds.comp24688_c1_seq1.m.5792 transcribed 

RNA sequence 

GFLO01003504.1 631 60% 0 

 TSA: Rana clamitans Lithoba-

tes.clamitans_contig_4836 mRNA sequence 

GAEG01004836.1 447 41% 1.00E-127 

 TSA: Bufotes viridis Unigene100616_Bufo_viridis 

transcribed RNA sequence 

GDRL01071324.1 420 33% 6.00E-143 

 TSA: Hynobius chinensis comp55787_c0_seq1 GAQK01098016.1 366 32% 8.00E-122 
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transcribed RNA sequence 

 TSA: Ambystoma tigrinum A-

Ti_cds.comp27842_c2_seq1.m.15600 transcribed 

RNA sequence 

GFLI01009102.1 355 35% 3.00E-117 

      

cryptochrome circadian regu-

lator 2 S homeolog [Xenopus 

laevis] 

TSA: Polypedates megacephalus comp60877_c0 

transcribed RNA sequence 

GEGH01018354.1 1009 100% 0 

 TSA: Rhacophorus dennysi comp57075_c0 transcri-

bed RNA sequence 

GEGG01018958.1 999 98% 0 

 TSA: Bombina bombina, contig c22646_g1_i3, 

transcribed RNA sequence 

HADQ01021560.1 984 98% 0 

 TSA: Rhinella marina Rm16915d1282795t2 trans-

cribed RNA sequence 

GFMT01061620.1 981 94% 0 

 TSA: Odorrana margaretae comp93145_c0 transcri-

bed RNA sequence 

GEGJ01038093.1 975 96% 0 

 TSA: Rana catesbeiana contig-60946 transcribed 

RNA sequence  

GDDO01000735.1 974 95% 0 

 TSA: Ambystoma mexicanum Amby-

mex_c1071668_g3_i1 transcribed RNA sequence 

GFBM010714202.1 939 95% 0 

 TSA: Hynobius retardatus mRNA, contig: 

comp183139_c0_seq1, mRNA sequence 

LE148514.1 930 95% 0 

 TSA: Bombina variegata variegata, contig 

c15188_g1_i1, transcribed RNA sequence 

HADR01012715.1 835 89% 0 

 TSA: Bombina orientalis, contig c28403_g2_i1, 

transcribed RNA sequence 

HADT01029591.1 835 89% 0 

 TSA: Tylototriton wenxianensis Tw_m.19227 trans-

cribed RNA sequence 

GESS01043110.1 825 92% 0 

 TSA: Oreobates cruralis Unige-

ne146326_c0_g1_i1_Oreobates_cruralis transcribed 

RNA sequence 

GFNJ01018085.1 775 72% 0 

 TSA: Ambystoma laterale AT-

TiL_cds.comp24688_c1_seq1.m.5792 transcribed 

RNA sequence 

GFLO01003504.1 659 65% 0 

 TSA: Ambystoma maculatum c451714_g1_i2 trans- GFMY01017149.1 634 64% 0 
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cribed RNA sequence 

 TSA: Dryophytes cinereus TR804319_c0_g1_i1 

transcribed RNA sequence 

GENE01043011.1 618 84% 0 

 TSA: Rhinella marina Rm22464d7460467t2 trans-

cribed RNA sequence 

GFMT01018198.1 613 86% 0 

 TSA: Leptobrachium boringii comp40268_c0 trans-

cribed RNA sequence 

GEGK01041188.1 596 92% 0 

 TSA: Rhacophorus omeimontis comp203387_c0 

transcribed RNA sequence  

GEGF01036638.1 565 54% 0 

 TSA: Bombina variegata scabra, contig c215_g2_i1, 

transcribed RNA sequence 

HADS01000188.1 532 52% 0 

 TSA: Pelophylax nigromaculatus comp46923_c0 

transcribed RNA sequence 

GEGI01058063.1 491 42% 1.00E-170 

 TSA: Rana clamitans Lithoba-

tes.clamitans_contig_6299 mRNA sequence 

GAEG01006299.1 460 49% 3.00E-157 

 TSA: Hynobius chinensis comp55787_c0_seq1 

transcribed RNA sequence 

GAQK01098016.1 410 37% 1.00E-139 

 TSA: Ambystoma tigrinum A-

Ti_cds.comp27842_c2_seq1.m.15600 transcribed 

RNA sequence 

GFLI01009102.1 392 38% 2.00E-132 

 TSA: Rana clamitans Lithoba-

tes.clamitans_contig_1042 mRNA sequence 

GAEG01001042.1 322 37% 2.00E-99 

 TSA: Bufotes viridis Unigene100616_Bufo_viridis 

transcribed RNA sequence 

GDRL01071324.1 286 36% 4.00E-91 

      

cryptochrome 4 [Xenopus 

tropicalis] 

TSA: Dryophytes cinereus TR804319_c0_g1_i10 

transcribed RNA sequence 

GENE01043012.1 579 89% 0 

 TSA: Rana catesbeiana contig-81 10 transcribed 

RNA sequence 

GDDO01006067.1 578 89% 0 

 TSA: Rhacophorus dennysi comp56514_c1 transcri-

bed RNA sequence 

GEGG01061150.1 577 89% 0 

 TSA: Ambystoma maculatum c446684_g1_i1 trans-

cribed RNA sequence 

GFMY01065621.1 576 89% 0 

 TSA: Polypedates megacephalus comp61682_c0 

transcribed RNA sequence 

GEGH01000038.1 575 89% 0 



65 

 

 TSA: Pelophylax nigromaculatus comp51682_c2 

transcribed RNA sequence 

GEGI01005372.1 573 89% 0 

 TSA: Tylototriton wenxianensis Tw_m.19227 trans-

cribed RNA sequence 

GESS01043110.1  573 87% 0 

 TSA: Bombina bombina, contig c22651_g1_i2, 

transcribed RNA sequence 

HADQ01021572.1 572 89% 0 

 TSA: Bombina variegata variegata, contig 

c15188_g1_i1, transcribed RNA sequence 

HADR01012715.1 572 89% 0 

 TSA: Bombina orientalis, contig c28403_g2_i1, 

transcribed RNA sequence 

HADT01029591.1 572 89% 0 

 TSA: Hynobius retardatus mRNA, contig: 

comp181653_c0_seq1, mRNA sequence 

LE143480.1 572 95% 0 

 TSA: Polypedates megacephalus comp58400_c0 

transcribed RNA sequence 

GEGH01033891.1 571 88% 0 

 TSA: Leptobrachium boringii comp34550_c0 trans-

cribed RNA sequence 

GEGK01045838.1 568 89% 0 

 TSA: Odorrana margaretae comp92855_c0 transcri-

bed RNA sequence 

GEGJ01008314.1 565 86% 0 

 TSA: Rhinella marina Rm16915d1282795t2 trans-

cribed RNA sequence 

GFMT01061620.1 556 95% 0 

 TSA: Ambystoma mexicanum A-

MEXTC_0340000015558 transcribed RNA sequen-

ce 

GFZP01003862.1 552 98% 0 

 TSA: Ambystoma laterale AT-

TiL_cds.comp24688_c1_seq1.m.5792 transcribed 

RNA sequence 

GFLO01003504.1 397 66% 4.00E-132 

 TSA: Bombina variegata scabra, contig c215_g2_i1, 

transcribed RNA sequence 

HADS01000188.1 333 40% 1.00E-106 

 TSA: Rana clamitans Lithoba-

tes.clamitans_contig_4836 mRNA sequence 

GAEG01004836.1 330 39% 3.00E-89 

 TSA: Hynobius chinensis comp55787_c0_seq1 

transcribed RNA sequence 

GAQK01098016.1 276 33% 3.00E-87 

 TSA: Bufotes viridis Unigene93032_Bufo_viridis 

transcribed RNA sequence 

GDRL01063749.1 235 26% 3.00E-72 

 TSA: Rhacophorus omeimontis comp190470_c0 GEGF01018072.1 225 46% 7.00E-67 
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transcribed RNA sequence 

 TSA: Ambystoma tigrinum A-

Ti_cds.comp27842_c0_seq1.m.15598 transcribed 

RNA sequence 

GFLI01009101.1 215 36% 1.00E-63 

      

cryptochrome DASH [Xeno-

pus laevis]  

TSA: Bombina variegata variegata, contig 

c3971_g1_i2, transcribed RNA sequence 

HADR01003408.1 931 100% 0 

 TSA: Rana catesbeiana CCH-0004-C_S3793690 

transcribed RNA sequence 

GFBS01155368.1 928 100% 0 

 TSA: Polypedates megacephalus comp57652_c0 

transcribed RNA sequence 

GEGH01068563.1 925 100% 0 

 TSA: Dryophytes cinereus TR693797_c0_g1_i1 

transcribed RNA sequence 

GENE01005796.1 916 99% 0 

 TSA: Ambystoma maculatum c452068_g1_i2 trans-

cribed RNA sequence 

GFMY01077095.1 902 100% 0 

 TSA: Hynobius chinensis comp10443_c0_seq1 

transcribed RNA sequence 

GAQK01031851.1 895 99% 0 

 TSA: Rhinella marina Rm7139d4816037t9 transcri-

bed RNA sequence 

GFMT01019882.1 895 98% 0 

 TSA: Hynobius retardatus mRNA, contig: 

comp229999_c0_seq1, mRNA sequence 

LE206047.1 894 99% 0 

 TSA: Tylototriton wenxianensis Tw_m.104743 

transcribed RNA sequence 

GESS01002028.1 893 100% 0 

 TSA: Ambystoma mexicanum Amby-

mex_c1069709_g1_i1 transcribed RNA sequence 

GFBM010700958.1 889 100% 0 

 TSA: Leptobrachium boringii comp39991_c0 trans-

cribed RNA sequence 

GEGK01016386.1 886 98% 0 

 SA: Bombina orientalis, contig c14493_g1_i1, 

transcribed RNA sequence 

HADT01012028.1 793 86% 0 

 TSA: Pelophylax nigromaculatus comp38773_c0 

transcribed RNA sequence 

GEGI01030788.1 748 79% 0 

 TSA: Rhacophorus dennysi comp43909_c0 transcri-

bed RNA sequence 

GEGG01046252.1 543 58% 0 

 TSA: Ambystoma laterale AT-

TiL_cds.comp23022_c1_seq1.m.5016 transcribed 

GFLO01002927.1 489 53% 2.00E-170 
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RNA sequence 

 TSA: Bufotes viridis Unigene104856_Bufo_viridis 

transcribed RNA sequence 

GDRL01075562.1 466 51% 4.00E-161 

 TSA: Bombina bombina, contig c34029_g1_i1, 

transcribed RNA sequence 

HADQ01040819.1 434 46% 8.00E-149 

 TSA: Oreobates cruralis Unige-

ne53867_c0_g1_i1_Oreobates_cruralis transcribed 

RNA sequence 

GFNJ01046791.1 428 43% 5.00E-147 

 TSA: Ambystoma tigrinum ATi_cds.comp1 

1938_c1_seq1.m.1558 transcribed RNA sequence 

GFLI01000667.1 397 43% 5.00E-135 

 TSA: Ambystoma laterale AT-

TiL_cds.comp17065_c0_seq1.m.2271 transcribed 

RNA sequence 

GFLO01000935.1 390 45% 2.00E-131 

 TSA: Ambystoma texanum 

AT_cds.comp25061_c1_seq1.m.1 1281 transcribed 

RNA sequence 

GFLJ01006804.1 298 30% 5.00E-97 

 TSA: Pseudacris regilla Pseuda-

cris.regilla_contig_26054 mRNA sequence 

GAEI01026054.1 293 27% 5.00E-70 

 TSA: Bombina variegata scabra, contig 

c9706_g1_i1, transcribed RNA sequence 

HADS01008717.1 243 26% 4.00E-76 

 TSA: Rhacophorus omeimontis comp158767_c0 

transcribed RNA sequence 

GEGF01022499.1 234 24% 1.00E-72 

 

 

 

 



68 

 

 

 

4.3.3 Ocorrência das enzimas em anfíbios 

 Um apanhado geral para verificação de presença e ausência de fotoliases e 

criptocromos nas espécies de anfíbios avaliadas foi feito utilizando as Tabelas 2 e 3. Os 

resultados gerais encontram-se na Tabela 4. De forma complementar, a Figura 4 demonstra 

graficamente a porcentagem de espécies de anfíbios que apresentam cada tipo de proteína, 

bem como uma relação entre espécies e quantidade de proteínas da família presentes.  

 

Tabela 4 – Análise de ocorrência das proteínas da família das fotoliases e criptocromos em espécies de 

anfíbios de diferentes famílias, com base nos métodos utilizados. Quadro verde: proteína presente; 

Quadro branco: proteína ausente; Quadros amarelos (letra a): uma mesma sequência pode ser mais de 

um tipo de proteína.  

Amphibian family Species 
CPD 

PHR 

6-4 

PHR 

CRY-

DASH CRY1 CRY2 CRY4 

Hynobiidae H. chinensis               

  H. retardatus             

Ambystomatidae A. mexicanum              

 

A. maculatum              

 

A. tigrinum    a   a a    

 

A. laterale             

  A. texanum              

Salamandridae T. wenxianensis              

Bombinatoridae  B. bombina              

 

B.orientalis              

 

B. v. variegata             

  B.v. scabra             

Pipidae X. laevis             

  X. tropicalis              

Megophryidae L. boringii              

Hylidae P. regilla              

  D. cinereus              

Bufonidae B. viridis    a    a   a   

  R. marina              

Hylodidae O. cruralis             

Ranidae N. parkeri             

 

L. clamitans              

 

L. catesbiana              

 

P. nigromaculatus              

  O. margaretae              

Rhacophoridae R. omeimontis              



69 

 

 

R. dennysi              

  P. megacephalus              

 

 

Figura 4 – Ocorrência de fotoliases e criptocromos em anfíbios. (A) Porcentagem de espécies 

de anfíbios que apresentam cada tipo de proteína. (B) Relação entre espécies e quantidade de 

proteínas da família presentes. 

 

4.4 DISCUSSÃO  

Sequências anotadas de Xenopus laevis e X. tropicalis foram utilizadas para a  

realização de buscas in silico por sequências homólogas em outras espécies de anfíbios. Os 

resultados das buscas permitiram o cálculo da porcentagem de espécies de anfíbios que 

apresentam cada tipo de proteína da família das fotoliases e criptocromos homólogas às 

sequências de Xenopus sp.  Sequências homólogas à CRY-DASH, CPD PHR, CRY1, CRY2, 

6-4 PHR e CRY4 de Xenopus sp. foram encontradas nas espécies de anfíbios nas respectivas 

porcentagens: 89, 82, 73, 61, 61 e 25%. Além disso, foi verificado que 38% das espécies 

analisadas apresentavam quatro tipos de proteínas homólogas à Xenopus sp, embora outras 

espécies apresentaram um (3%), dois (14%), três (17%), cinco (14%) ou seis (14%) tipos ao 

mesmo tempo. É importante ressaltar que algumas sequências apresentaram valores de score e 

de cobertura de sequência relativamente baixos em comparação com sequências de outras 

espécies. Isto pode significar que houve uma maior divergência destas sequências com as 

sequências consulta de Xenopus sp., ou que a sequência encontrada não corresponde 

exatamente do mesmo tipo de proteína de Xenopus sp., ou que a sequência não corresponde a 

um membro da família PHR/CRY, sendo um falso positivo. Adicionalmente, os resultados do 
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BLASTP indicam fortemente que as sequências “uncharacterized protein LOC100144974” de 

Xenopus tropicalis, e “PREDICTED; crypochrome-1-like” de Nanorana parkeri são na 

verdade sequências de 6-4 PHR; e que as sequências “PREDICTED: cry1 protein isoform 

X1” e “Cry1 protein” de Xenopus laevis são na verdade sequências de CRY4. Estas 

sequências foram interpretadas e contabilizadas na Tabela 4 levando em consideração os 

resultados do BLASTP a partir de Xenopus sp., e não os seus nomes, que podem ter sido 

anotados erroneamente.  

 

4.5 PERSPECTIVAS  

É conhecido que os bancos de dados apresentam sequências com anotações incorretas, 

em sua maioria baseadas apenas em análises de similaridade. Homologia entre proteínas 

significa simplesmente que elas possuem uma origem evolutiva comum. Sequências similares 

de proteínas frequentemente conduzem funções similares, mas similaridade entre proteínas 

não garante a conservação da função entre elas. Em alguns casos, pequenas diferenças nas 

sequências podem causar mudanças radicais nas propriedades funcionais, tais como uma 

mudança na ação enzimática, ou mesmo perda ou ganho de atividade enzimática (LEE et al., 

2007; HINZ e THE UNIPROT CONSORTIUM, 2010). Desta forma, predições in silico da 

estrutura 3D e da função a partir das sequências primárias de fotoliases e criptocromos de 

anfíbios serão conduzidas. Além disso, análises filogenéticas e outras análises estruturais dos 

genes e proteínas serão realizadas, com o intuito de dar suporte para as predições de estrutura 

3D e função das enzimas. Com estes objetivos cumpridos, começaremos nossa análise 

principal: predizer a eficiência das funções desempenhadas pelas fotoliases e criptocromos de 

anfíbios. Análises dos resíduos catalíticos e mutações guiadas em aminoácidos terão papel 

principal para atingir este objetivo. A seguir estão apresentados em detalhes os métodos que 

serão utilizados. 

4.5.1 Edição de sequência 

 Inicialmente, todas as sequências repetidas serão removidas. Considerando que 

sequências TSA são sequências de RNA primário e que serão realizadas comparações entre 

estas sequências com sequências de proteínas obtidas a partir do BLASTP, regiões não 

codificantes das sequências TSA (RNA primário) serão deletadas utilizando a ferramenta 

Transdecoder (https://github.com/TransDecoder/TransDecoder/wiki). Serão realizados 

alinhamentos e comparações destas sequências com sequências de DNA codificantes das 
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sequências de consulta. As sequências de TSA editadas serão alinhadas e convertidas para 

sequências proteicas com auxílio do programa MEGA7 (KUMAR et al., 2016).  

 

4.5.2 Análise filogenética 

Três tipos de análises filogenéticas serão conduzidos com todas as sequências juntas 

nos respectivos softwares/ferramentas: Neighboor-Joinning (MEGA), Bayesiana (Beast ou 

Mr. Bays) e Máxima Verossimilhança (RaxML) (YANG e RANNALA, et al., 2012). As 

sequências de TSA modeladas pelo Transdecoder serão incorporadas por similaridade 

juntamente com as sequências referência de proteínas (RSP).  

 

4.5.3 Análise estrutural primária de genes e proteínas 

 Análises da estrutura de éxon e íntrons dos genes da família PHR/CRY serão 

conduzidas a partir de sequências dos genomas completos de X. laevis, X. tropicalis e N. 

parkeri, utilizando o servidor GSDS 2.0 (HU et al., 2014). Os números de éxons e íntrons 

serão tabelados, bem como as posições nucleotídicas de cada uma destas partes nos genes 

(exemplo: Éxon 1: nucleotídeos 40-75) e o tamanho dos genes. Além disso, a arquitetura de 

domínios e as regiões conservadas serão avaliadas nas sequências gênicas e proteicas com o 

auxílio dos servidores SMART e CDD-NCBI (MARCHLER-BAUER et al., 2014; LETUNIC 

e BORK, 2017). O software Jalview 2 será utilizado para gerar um diagrama de alinhamento 

de sequências múltiplas (WATERHOUSE et al., 2009), a fim de verificar a (1) conservação 

físico-química dos aminoácidos, (2) a sequência consenso, além de (3) melhor caracterizar a 

estrutura de domínios de cada proteína com o suporte das ferramentas SMART e CDD-NCBI. 

Cada sequência referência de consulta (por exemplo, Xenopus laevis CPD PHR) e suas 

respectivas sequências proteicas homólogas obtidas com o BLASTP and TBLASTN serão 

alinhadas no software Jalview 2, assim como todas as sequências proteicas da família inteira, 

afim de verificar a similaridade entre sequências e resíduos conservados.  

O servidor Prot Param (Expasy) será usado para estudar caracteres físico-químicos 

basais de fotoliases e criptocromos de anfíbios, a partir de suas sequências primárias 

(GASTEIGER et al., 2005). A estabilidade das proteínas será avaliada a partir de diferentes 

variáveis tais como: ponto teórico isoelétrico (pI), peso molecular, fórmula molecular, número 

total de resíduos positivos e negativos, índice de instabilidade (GURUPRASAD et al., 1990), 

índice alifático (IKAI, 1980) e hidropaticidade média (KYTE e DOOLITHE, 1982).   
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4.5.4 Análise da estrutura secundária  

Elementos de estrutura secundária das proteínas serão determinados usando os 

servidores online Phyre2 e I-TASSER (KELLEY et al., 2015; YANG et al., 2015). 

 

4.5.5 Predição de modelo 3D 

A estrutura 3D das proteínas será modelada usando os servidores online I-TASSER e 

SWISS-MODEL (YANG et al., 2015a; YANG et al., 2015b; WATERHOUSE et al., 2018).  As 

sequências primárias de aminoácidos serão carregadas no formato FASTA nos servidores. Os 

resultados gerarão modelos principais para cada entrada. O modelo que apresentar o melhor 

ranqueamento será selecionado. 

 

4.5.6 Validação do modelo 3D 

A visualização será realizada pelo software PyMOL (DELANO, 2002). Erros 

estruturais rastreáveis serão corrigidos e a carga global substituída no software Vega ZZ 

(PEDRETTI et al., 2004). Os gráficos de Ramachandran serão calculados através do software 

RAMPAGE Ramachandran Plot Assessment (LOVELL et al., 2003). O índice de 

hidropaticidade será calculado pelo software Marvin (http://www.chemaxon.com). A dinâmica 

molecular será realizada pelos softwares GROMACS e VMD (HUMPHREY et al., 1996; 

ABRAHAM et al., 2014). O formato do arquivo PDB será analisado em algorítmo de 

dinâmica molecular de abordagens MD, e será feita a otimização da geometria, conforme 

SAMRIZ e OFOGHI (2016).  

 

4.5.7 Análise de simulação 

Após o término da simulação, os dados de saída serão analisados de acordo com a 

energia (energia cinética, potencial e total), desvio da raiz quadrada média (RMSD), raio de 

rotação e formação/deformação da ligação H (SAMRIZ e OFOGHI, 2016).  

 

4.5.8 Predição de função proteica 

Características da sequência e estrutura ajudam a predizer a função de uma proteína. 

Por exemplo, resíduos que se ligam ao DNA compartilham características físico-químicas e 

estruturais comuns na maioria das proteínas ligantes de DNA. No entanto, resíduos funcionais 

podem não ser perfeitamente conservados em proteínas de função similar. Além disso, 

pequenas alterações ou perturbações do núcleo 3D de um sítio ativo de uma arquitetura 

estruturada conservada de uma proteína deverão gerar uma séria consequência no 
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funcionamento desta macromolécula (LEE et al., 2007; HINZ e THE UNIPROT 

CONSORTIUM, 2010). Desta foram análises funcionais posteriores são também necessárias 

para uma melhor caracterização enzimática. 

A função das proteínas serão preditas utilizando os servidores online I-TASSER e 

ProFunc. O servidor I-TASSER é um dos sistemas online mais usados para predição de 

estrutura proteica e anotação de função baseada na estrutura (YANG et al., 2015a; YANG et 

al., 2015b). Iniciando a partir da sequência de aminoácidos, o I-TASSER constrói modelos 

estruturais 3D e percepções biológicas da proteína alvo são deduzidas através da combinação 

dos modelos estruturais com proteínas conhecidas nos bancos de dados funcionais. O banco 

de dados funcional BioLiP será utilizado como banco de dados base para predições de função 

biológica (YANG et al., 2013; YANG et al., 2015a). 

O servidor ProFunc (LASKOWSKI et al., 2005) será utilizado de forma complementar 

ao I-TASSER. A partir da adição de arquivo com proteína com estrutura 3D – no formato 

PDB gerado pelo SWISS-MODEL e I-TASSER – no servidor online ProFunc é possível 

determinar a função da proteína. O ProFunc combina buscas por BLAST e HMM com 

análises baseadas no modelo 3D e análises de fissuras superficiais, para identificar proteínas 

similares, que forneçam sinais da função da proteína que está sendo consultada 

(LASKOWSKI et al., 2005; LEE et al., 2007). 

 

4.5.9 Mutações guiadas 

Trabalhos estruturais com macromoléculas podem ser melhor fundamentados com a 

adição de análises mutacionais guiadas. A mutação de resíduos pode ser informativa para 

testar o papel e a importância de um determinado resíduo para o funcionamento de uma 

enzima. Desta forma, resíduos serão mutados sob o auxílio do método SNAP, o qual 

quantifica consequências funcionais de substituições de um único aminoácido (BROMBERG 

e ROST, 2008; BROMBERG et al., 2009).  
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5 DISCUSSÃO GERAL 

Nesta dissertação, três frentes foram utilizadas para avaliar a importância do 

fotorreparo de DNA em espécies de anfíbios: (1) uma revisão da literatura existente sobre o 

impacto da radiação UV solar em anfíbios, tendo como foco as respostas biológicas destes 

animais aos danos de DNA induzidos, as quais incluem a capacidade de fotorreparo de DNA; 

(2) Um estudo experimental controlado que avaliou a importância do fotorreparo de DNA 

para a manutenção do desempenho alimentar de girinos especialistas florestais expostos à 

radiação UVB; e (3) um estudo que tem como objetivo compreender as bases moleculares 

subjacentes ao fotorreparo de DNA de anfíbios, através de uma caracterização computacional 

dos genes e proteínas das enzimas fotoliases de diferentes espécies de anfíbios. 

A revisão da literatura (primeira frente) destaca o papel da estabilidade genômica no 

funcionamento celular e sistêmico em anfíbios, o qual pode ser comprometido pelos efeitos 

genotóxicos da radiação UV solar. Justamente o efeito prejudicial mais relevante da exposição 

à luz solar, a indução de danos de DNA (SCHUCH et al., 2017), foi medido diretamente em 

espécies de anfíbios em apenas três estudos. Como consequência, o fotorreparo de DNA, e 

outras vias de atenuação dos efeitos genotóxicos da radiação UV, são pobremente 

compreendidos nestes organismos. 

A segunda frente enfatiza a susceptibilidade de espécies de anfíbios especialistas 

florestais à genotoxicidade induzida pela radiação solar e contribui para o entendimento do 

processo de peso observado em girinos expostos à radiação UVB. Nosso modelo 

experimental, Boana curupi é uma espécie restrita a pequenos fragmentos florestais 

remanescentes de Mata Atlântica da porção sul, onde os raios UV praticamente não alcançam 

seus sítios reprodutivos (LIPINSKI et al., 2016; LONDERO et al., 2018). Os resultados 

sugerem que esta espécie é extremamente sensível à radiação solar, possivelmente devido a 

ineficiência do mecanismo de fotorreparo de DNA, uma vez que mesmo girinos irradiados 

com radiação UVB e submetidos a um tratamento adicional de fotorreparo apresentaram 

instabilidade genômica, perda de peso e redução no consumo de alimento. Por outro lado, 

girinos de Boana pulchella, expostos a uma maior dose de radiação UVB e submetidos ao 

mesmo tratamento adicional de fotorreparo, conseguiram recuperar um pouco do peso 

corporal (SCHUCH et al., 2015b). A redução do desempenho alimentar em girinos expostos à 

radiação UVB foi registrado pela primeira vez na literatura através do nosso estudo com 

Boana curupi. 

A terceira frente destaca a importância da compreensão das bases moleculares 

subjacentes ao fotorreparo de DNA e inicia uma caracterização computacional dos genes e 
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proteínas da família das fotoliases e criptocromos de anfíbios. Sequências homólogas à CRY-

DASH, CPD PHR, CRY1, CRY2, 6-4 PHR e CRY4 de Xenopus sp. foram encontradas em 28 

espécies de anfíbios nas respectivas porcentagens: 89, 82, 73, 61, 61 e 25%. Foi verificado 

que 38% das espécies analisadas apresentam quatro tipos de proteínas homólogas à Xenopus 

sp, embora outras espécies apresentaram um (3%), dois (14%), três (17%), cinco (14%) ou 

seis (14%) tipos ao mesmo tempo. É importante ressaltar que análises estruturais e funcionais 

deverão ser realizadas para complementar os dados de similaridade. A precisão de técnicas in 

silico tem avançado consideravelmente nos últimos anos, de forma a predizer aspectos 

evolutivos, estruturais e funcionais de moléculas com grau de fidedignidade alto, tendo como 

base apenas sequências primárias (nucleotídeos ou aminoácidos) (LEE et al., 2007; HINZ e 

THE UNIPROT CONSORTIUM, 2010). Como perspectiva, a família das fotoliases e 

criptocromos de anfíbios será estudada utilizando as sequências obtidas, através de análises 

filogenéticas, estruturais e funcionais. Espera-se que a caracterização in silico da família das 

fotoliases em espécies de anfíbios seja referência para futuras pesquisas na área de reparo de 

DNA de anfíbios e lance luz a novas hipóteses, uma vez que vários aspectos da família das 

fotoliases e criptocromos ao longo da árvore da vida são controversos e desconhecidos ainda 

(MÜLLER e CARELL, 2009). 
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6 CONCLUSÃO 

Em teoria, o fotorreparo de DNA é o principal e mais eficiente mecanismo para repa-

rar as lesões de DNA induzidas pela radiação UV solar em anfíbios, porém na prática, existem 

variações interespecíficas na eficiência deste mecanismo. De fato, nosso modelo experimental 

para girinos especialistas florestais apresentou, através de medidas de desempenho alimentar e 

análise citogenética, uma baixa eficiência do fotorreparo. Os efeitos da radiação UV solar em 

anfíbios têm sido relativamente bem estudados, no entanto, os danos de DNA, principal con-

sequência da irradiação de sistemas biológicos à UV, e seus mecanismos atenuadores têm 

sido muito pobremente avaliados nestes organismos. Portanto, a contribuição da radiação UV 

solar no declínio de anfíbios e a importância do fotorreparo de DNA para evitar os efeitos 

genotóxicos da UV em espécies de anfíbios pode se tornar mais evidente em um futuro pró-

ximo. Experimentos in vivo, in vitro e in silico (como demonstrado aqui) são bem-vindos para 

uma melhor compreensão deste mecanismo de reparo de DNA em espécies de anfíbios. A 

caracterização computacional dos genes e proteínas da família das fotoliases de anfíbios am-

pliará a compreensão das bases moleculares subjacentes ao fotorreparo de DNA nestes orga-

nismos. 
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