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Mecanismos de Reparo do DNA



DNA esta sujeito a danos

dimeros de ligagbes covalentes /
timina entre as fitas
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9 MW AN /
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auséncia bases mal- quebras das
de purinag pareadas fitas

(mismatch)

desaminacao, alquilacao
e oxidacao de bases

Diferentes agentes mutagénicos alteram o DNA e
ocasionam diferentes tipos de danos.

Cada dano pode levar a um tipo de mutacao.




Como as células evitam que um
dano no DNA origine uma mutacao?

Sistemas de reparo

I later came to realise that DNA
18 so precious that probably many distinet repair mech-
anisms would exist. Nowadays one could hardly discuss
mutation without considering repair at the same time.

Francis Crick, Nature, 26 April 1974




Metabolismo do DNA

Replicacao

Recombinacao




Cada tipo de dano requer um
mecanismo de reparo do DNA /
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Consequéncias dos danos no DNA

DNA damage Dano DNA damage
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Deficiéncias no reparo do DNA

associadas a cancer, imunodeficiéncia e
outras sindromes
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Genes relacionados ao metabolismo de
DNA em E. coli
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Genes relacionados ao|reparo|de DNA
em E. coli
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Atividades enzimaticas importantes
para o reparo de DNA

* Nucleases:

»cortam uma ligacao fosfodiéster
— Quebra no interior de uma das fitas

»Endonuclease: no interior da fita de DNA
»Exonuclease: a partir das extremidades
—95=> 3 ou3 =29
— Retira um nucleotideo por vez
* Helicases
»Separam as fitas do DNA
»Quebram ligagdes de hidrogénio




Atividades enzimaticas importantes
para o reparo de DNA

 DNA polimerases
» adicionam nucleotideos

» DNA polimerases | e |ll podem ser usadas,
dependendo do mecanismo

 DNA ligase

»Religam quebras (ligacao fosfodiester) em uma
fita de DNA




Atividades enzimaticas importantes
para o reparo de DNA

* DNA glicosilases

»Quebram a ligacao glicosidica entre base e
desoxiribose

» Especificas para cada base

 DNA ligase




Tipos de sistemas de reparo em E. coli

* Mismatch repair (“reparo de pareamento
errado”)

» Reparo por excisao de base (BER)

* Reparo por excisao de nucleotideo
(NER)

* Reparo direto
* Reparo por sintese translesao (SOS)
* Reparo por recombinacao

Revisao de prova pela DNA pol lll nao é reparo...
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Reparo para corregcao de mal-pareamento
mismatch repair (MMR)

* Logo apos replicacao

 Corrige erros que escaparam da
atividade revisora da DNA polimerase

* Repara a fita "nova” e mantém o molde

Como ocorre a discriminacgao entre
as fita nova e velha”?




DNA de E. coli
e metilado em
sitios GATC
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Mismatch repair
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Sistemas de reparo em E. coli

* Mismatch repair (“reparo de pareamento
errado’

» Reparo por excisao de base (BER)

* Reparo por excisao de nucleotideo
(NER)

* Reparo direto
* Reparo por sintese translesao (SOS)
* Reparo por recombinacao




Reparo por excisao de bases (BER)

« Remocao da base modificada
» ex: Uracila no DNA (a) Deamination
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Reparo por excisao de bases (BER)
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Sistemas de reparo em E. coli

* Mismatch repair (“reparo de pareamento
errado”)

» Reparo por excisao de base (BER)

* Reparo por excisao de nucleotideo
(NER)

* Reparo direto
* Reparo por sintese translesao (SOS)
* Reparo por recombinacao




Reparo por excisao de nucleotideos
(NER)

* LesOes que causam mudancas estruturais
no DNA

» ex: dimeros de pirimidina

* ABC exinuclease (UvrABC)

. Helicase (UvrD) ~ /
 DNA polimerase |

&F
 DNA ligase
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NER: E. coli x humano

DNA lesion

lllllllllll

E. coli
excinuclease @

llllllllllllll
lllllllllllllllllllllll

excinuclease l@

IIIIIIII
llllll

.................... A

lllllllllllllllllllllll

DNA polymerase | E’) DNA polymerase € b

llllllllllllllllllllllllllllllllllll

lllllllllllllllllllllll
lllllllllllllllllllllll

llllllllllllllllllllllllllllllllllll
llllllllllllllllllllllllllllllllllll




I
Deficiéncias no NER causam

Xeroderma pigmentoso e Sindrome de Cockayne

* Doencas autossomicas recessivas
* Hipersensibilidade a luz solar (luz ultravioleta)
* LesOes cutaneas, incluindo cancer de pele
* Alteracdes oftalmologicas
* Alteracoes neurologicas

* Aumento do risco de neoplasias malignas

http://revistapesquisa.fapesp.br/2012/09/14/luta-contra-o-sol/

http://g1.globo.com/goias/noticia/2014/05/povoado-em-goias-tem-maior-taxa-mundial-
de-doenca-rara-de-pele.html

https://www.bbc.com/portuguese/brasil-45975890




Mutacoes em diferentes genes de
vias de reparo em XP e SC

Caracteristicas clinicas

Caracteristicas de reparacio

Grupos de Cincer Anomalias Frequéncia de Sensibilidade

complementacdo depele neurolégicas ocorréncia aUV Observacgoes

XP-A + ++ Alta +++

XP-B +/- ++4+/+ Muito rara ++ XP/SC Combinadas.

XP-C + - Alta . Deficiente no sistema de
reparacao global do genoma.

XP-D - ++/- Intermediéaria e Pacientes com PIBIDS e com
XP-SC.

XP-E +/- - Rara +/-

XP F 1/ Rara/intermedidria 4 Reparagio lenta mas prolongada.

XP-G +/- +4++/+ Rara R SC

Xp-v + - Alta - Deficiente na reparagio
pos-replicagao.

SC-A normal - ++ Rara + Deficiente na reparacao
fita-seletiva.

SC-B normal - - Alta - Deficiente na reparacgao

fita-seletiva.



MutacOes congénitas em genes de
reparo de DNA

\ 4

Sistemas de reparo deficientes

g

LesOes nao reparadas

4

Aumento da frequéncia de mutacao
em outros genes

\ 4

Cancer, imunodeficiéncia



Cosmeticos com enzimas de reparo
seriam eficientes na prevencao de
cancer e envelhecimento?

DNATOTAL REPAIR

Daily Serum with Pure
DNA Repai Encymnes ]

NEOVA'

DNA TOTAL REPAIR
Daily Serum with Pun
DNA Repair Enzymes

ERZIICLY-[" § Progressive PhatoAgnd

AWARD
WINNERS

DNA Total Repair

With Pure DNA Repair Enzymes

1. 8.0.6.8 ¢
1.0 fl. oz

$89.00

Quantity 1

dd to Cart

Groundbreaking formu esses the assaults of environmental and UV

stressors that damag , its DNA and result in the visible signs of
photoaging. DNA Tot4 pair, used twice daily, dramatically reduces those

signs in a way no other serum can. Recommended for all skin types. Ideal

treatment for fine li inkles and discolorations to sun inflicted & other
environmental damage. Dermatologist tested.

https://www.wired.com/story/dna-repairing-sunscreen-legit-or-nah/

http://www.youtube.com/watch?v=axFJA4-SzYg




Sistemas de reparo em E. coli

* Mismatch repair (“reparo de pareamento
errado”)

» Reparo por excisao de base (BER)

* Reparo por excisao de nucleotideo
NER

* Reparo direto

» Reparo por sintese translesao
» Reparo por recombinacao (SOS)




Sistemas de reparo direto em E. coli

* Foto-reativacao enzimatica
» Fotoliases reparam dimeros de pirimidina

» mecanismo conservado em todos os
organismos, exceto mamiferos placentarios

* Enzimas que removem grupos alquil:
» 0Of - metilguanina DNA metiltransferase
» AlkB (1-metilguanina, 3-metilcitosina)




Reparo de dimeros de pirimidinas
por foto-reativacao

* Fotoliase
»Quebra as ligacoes entre os dimeros
»Enzima ativada por luz visivel

»Ausente apenas em mamiferos
placentarios
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Reparo de bases -
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Reparo de bases alquiladas por AlkB
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Sistemas de reparo em E. coli

* Mismatch repair (“reparo de pareamento
errado”)

» Reparo por excisao de base (BER)

* Reparo por excisao de nucleotideo
(NER)

* Reparo direto
* Reparo por sintese translesao (SOS)

* Reparo por recombinacao




Reparo por
sintese
translesao

* Resolve bloqueio da
replicacao
 DNA polimerase IV

» Passivel de erro

» Incorpora nucleotideos
aleatorios

 Fonte de variabilidade
genética?
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O sistema SOS pode ser contribuir
para o aumento da resisténcia
de bactérias a antibioticos

» Algumas classes de antibioticos geram
condicoes de estresse que ativam o SOS

 Aumento da taxa de mutacoes e de
recombinacao
» mudancas nos alvos dos antibiéticos

» alteracOes na expressao de genes que
contribuem para a resisténcia



Sistemas de reparo em E. coli

* Mismatch repair (“reparo de pareamento
errado”)

» Reparo por excisao de base (BER)

* Reparo por excisao de nucleotideo
(NER)

* Reparo direto
* Reparo por sintese translesao (SOS)

* Reparo por recombinacao




Reparo por
recombinacao
homologa

Quebra de fita
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5' —C
3 — s 5'

—— | %gz

Ap6s o anelamento e a migragao ramificada,
a lesdo pode agora ser corrigida pelo
mecanismo de reparagao por excisao

\/
N —3

feeeces —— 5'
| _
A fenda é transferida para o segundo

duplex, onde ela pode ser preenchida
pela DNA-polimerase

\




O reparo de DNA é mais ativo durante o sono

AnaeSth eSIa :‘%‘ Association

‘ :
- ~ " v : v/ |\y of Anaesthetists
Peri-operative medicine, critical care and pain .

Original Article 3 Free Access

The effect of sleep deprivation and disruption on DNA damage
and health of doctors

V. Cheung, V. M. Yuen, G.T.C. Wong, S. W. Choi

First published: 23 January 2019 | https://doi.org/10.1111/anae.14533

nature —2° < N

COMMUNICATION

Article = OPEN Published: 05 March 2019

Sleep increases chromosome dynamics to
enable reduction of accumulating DNA
damage in single neurons

D. Zada, I. Bronshtein, T. Lerer-Goldshtein, Y. Garini & L. Appelbaum

Nature Communications 10, Article number: 895 (2019)  Download Citation X




élulas tém varios sistemas de reparo de DNA:

Reparo de pareamento errado (MMR) é dirigido pela nao metilacao
ransitoria de sequéncias GATC na fita recém sintetizada.

Sistemas de reparo por excisao de bases (BER) reconhecem e
eparam danos causados por agentes ambientais, como radiacao e
gentes alquilantes.

Reparo por excisao de nucleotideos (NER) retira um segmento da fita
e DNA que inclui a lesao, deixando um intervalo que € preenchido pela
DNA polimerase e depois ligado (DNA ligase).

Alguns danos sao reparados por reversao direta da lesao, por enzimas
specificas.

A sintese ftranslesdo (resposta SOS) permite a retomada da
eplicagcdo, mas adicionas bases “erradas” e pode ser um mecanismo
e aumento de diversidade em condicOes de estresse




